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“Oku” emriyle baglayarak alemleri anlamak ve bunun i¢in kullanilan miirekkep, kalem, yazi ve
kitap; bir kiltiiri medeniyete dontstirir. Gergek aydinlanma, bilginin 1s1$1inda yiirtiytip onu
kabul edenler i¢in mimkiindiir. Akil, bilgi ve tecriibe gériitnmeyeni goriiniir kilar ve boylece
¢iplak gozle goriilmeyen mikro 4lemin temsilcilerinden viriisleri anlamak i¢in yazilan bu kitap,
ayn1 zamanda varolusun dinamiklerini de anlatmaktadir.

Virtisler, doga kurallarinin bir¢ok istisnasini biinyesinde barindiran, saldir1 ustaliginda
kusursuzlagmis mikroorganizmalardir. Bir savasci gibi saldirir, bir ajan gibi hiicre icine
sizar ve zamani geldiginde en stratejik hamleyi yapar. Kendi varliklarini siirdiirebilmek icin
konak hiicrenin sistemlerini ele gegirir. Virtisler kimi zaman hiicrenin ve konagmn savunma
sistemini sabote eder, kimi zaman sessizce bekleyerek en zayif an1 kollar, kimi zaman ise ani bir
darbeyle istila ve yikim siirecini baslatir. Her miicadelenin temel stratejisi, diismani ve kendini
tanimaktan gecer; bu yiizden viriis ile konak arasindaki savasi derinlemesine idrak etmek
zorunday1z. Zira zafer, ancak diismani en ince ayrintisina kadar bilmekle miimkiindiir. Viriisleri
tanimadan, onlara karsi yapilan savas kazanilamaz, ¢linkii en saglam savunma, bilinmeyeni ve
sirlar ortaya ¢ikarmakla elde edilir. Tiim canli hiicrelerin iginde var olmaya mahktim, mikro
alemin tiyeleri olan viriisler, yalnizca hastalik yapan etkenler degil, ayni zamanda gen terapisi ve
vektor agilar gibi alanlarda fayda saglayan unsurlardir. Bilim, onlar1 anlamanin sadece hastalik
mekanizmalarini 6grenmekle kalmay1p, sifa kaynagi olarak da kullanilabilecegini gostermistir.

Veteriner viroloji, hayvan sagliginin korunmasi ve zoonotik hastaliklarin kontrolii agisindan
giderek daha biiyiik bir 6nem kazanmaktadir. Viriis kaynakli hastaliklar, evcil hayvanlarimizi
tehdit eden, hayvan refahini olumsuz etkileyen, hayvancilik sektériinde ciddi ekonomik
kayiplara yol agan ve ayni zamanda insan sagligini tehdit eden zoonotik enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Ozellikle COVID-19 salgini, yeni ve yeniden ortaya ¢ikan viral enfeksiyonlarin
kiiresel saglik tizerindeki etkisini acgik¢a gozler 6niine sermistir. Bu kitap, veteriner hekimlik,
tip, dis hekimligi, eczacilik, biyoloji ve biyoteknoloji alanlarinda egitim goéren 6grenciler
ile aragtirmact ve uzmanlara viroloji konusunda saglam bir bilimsel temel kazandirmayi
amaglamaktadir.

Bu eser, temel kavramlardan ileri diizey tekniklere uzanan icerigiyle, viral taksonomi,
viriis-hiicre etkilesimi, viriilens, konak¢i direnci, antiviraller ve imminite gibi konular1
ele alirken, epidemiyolojik dinamikleri viroloji a¢isindan degerlendirmektedir. Virolojide
kullanilan laboratuvar uygulamalarina da yer veren bu eser, teoriyi pratige dokmek isteyen
aragtirmacilar i¢in bir kilavuz niteligindedir. Bilimin stirekli degisen dogas geregi, veteriner
viroloji de her gegen giin kesiflere sahne olmaktadir. Giincel literatiirler 15181nda hazirlanan
bu kitabin, akademik diinyaya degerli bir katki sunacagina inanmaktayim. Bu kitap, veteriner
viroloji alaninda hem lisans hem de lisansiistii 6grenciler i¢in de kapsamli bir rehber olmasi
i¢in, yogun ¢aba ve tecriibe ile hazirlandi. Bu eserin hazirlanmasinda mesleki bilgi birikimlerini
ve emeklerini ortaya koyan tiim yazarlara igtenlikle tesekkiir ediyorum.

Prof. Dr. Ahmet Kiirsat AZKUR
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BOLUM 1. VETERINER VIROLOJIYE iLK BAKIS

2. Matriks (Matrix-M): Viriislerin zarfi ile niikleokapsidi arasinda yer alan yapisal bir prote-
indir. Matriks (M) proteini, viriisiin yapisal biitiinliigiinii saglamak ve viriisiin konak hiicre
icinde nasil bir araya gelecegini diizenlemek i¢in 6nemlidir.

3. Kapsid (Capsid- Kapsid): Viriisiin genetik materyalini gevreleyen protein kiliftir. Kapsid,
viriisiin hem yapisal biitiinliigiinii saglar hem de viriisiin gevresel faktorlere kars: korunma-
sina yardimei olur. Ayrica, kapsidin yapist viriisiin konak hiicreye girmesini de etkiler.

4. Niikleokapsid (NP): Viriisiin genetik materyalini (DNA veya RNA) saran yapidan olugur.
Niikleokapsid, viriisiin yapisal ve katalitik proteinlerini icerir. Genetik materyalin korun-
masini ve viriisiin replikasyon siirecinde gerekli olan proteinlerin iiretimini saglar.

5. Genom: Viriisiin genetik materyalini temsil eder ve viral genleri igerir. Genom, viriisiin
enfeksiyonunu bagslatmak ve cogalmak i¢in gerekli bilgileri tasir. Viriislerin genetik mater-
yali, DNA veya RNA bi¢iminde olabilir ve tek veya ¢ift sarmalli yapi igerebilir.

[YVTLON 1V

4. VIRAL YAPI BASLICA NELERDEN OLUSUR?

B Bir viriisiin olusumu, dogal mithendisligin dikkate deger bir bagarisidir. Protein alt birim-
lerinin ve diger bilesenlerin (yaklagik 60-10.000) yogun hiicresel ortamdan bir araya gele-
rek, biyolojik olarak anlamli zaman ol¢eklerinde diizenli, tam ve tekrarlanabilir yapilar
olusturmasi saglanir. Viriisler, insan, hayvan, bitki, bakteri, parazit gibi bir¢ok canliy1 enfek-
te edebilir.

m Viriisler boyut ve karmasiklik agisindan biiyiik farkliliklar gosterir; 826 niikleotidlik
genomu tek bir proteini kodlayan 16 nm boyutundaki uydu panicum mozaik viriisiin-
den mikrometre boyutlarindaki pandoravirus’a kadar uzanir. Pandoravirus'un 2.5
megabaz biiyiikliigiindeki genomu, bazi bakteriyel genomlardan daha biiyiiktiir ve
2,556 olas1 proteini kodlar.

o Ikosahedron 12 kose, 30 kenar, ve hepsi eskenar iiggenden meydana gelen 20 yiizeye
sahiptir. Kenarlarindan gegen iki, ylizeylerinden gecen ii¢ ve kdselerinden gegen bes
eksen etrafinda ikosahedron rotasyonal simetriye sahiptir (Sekil 1).

Sekil 1. Ikosahedron yapist. BioRender uygulamas: kullanilarak yapilmugtir (https://BioRender.com)
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ORNEK 2:
Realm - Alem Riboviria
Kingdom - Krallik Orthornavirae
Phylum - Sube Pisuviricota
Subphylum - Alt sube -
Class - Siuf Pisoniviricetes

Order - Takim

Picornavirales

Family - Aile

Picornaviridae

Subfamily - Alt aile

Caphthovirinae

Genus - Cins

Aphthovirus

Species - Tiir

Aphthovirus vesiculae (Foot-and-mouth disease virus)

Subspecies - Alttiir

Strains - Sus

(0]

Variants - Varyant

Manisa 32 0

*Varyantlar veya alt tiirler as1 gelistirilmesinde veya tani amagli kullanimda 6nem arz etmekte-

dir.

ORNEK 3:
Realm - Alem Riboviria
Kingdom - Krallik Orthornavirae
Phylum - Sube Negarnaviricota
Subphylum - Alt sube Haploviricotina

Class - Smf

Monjiviricetes

Order - Takim

Mononegavirales

Family - Aile

Paramyxoviridae

Subfamily - Alt aile

Orthoparamyxovirinae

Genus - Cins

Morbillivirus

Species - Tiir

Morbillivirus pecoris (Rinderpest)

Subspecies - Alttiir

Strains - Sus

Kabete O

Variants - Varyant
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3.9. CHITOVIRALES-POXVIRIDAE

m  Poksviriisler, “pock” (pustiil) teriminden adini alarak, omurgalilarin en biiyiik ve en komp-
leks virtisleri arasinda yer alir. Bu viriislerin virionlari, tipik olarak tugla seklindedir ve
¢ogunlukla 300-450 x 170-260 nm boyutlarina sahiptir; ancak, parapoksviriis cinsi bu
boyutlarin disinda olup, 220-300 x 140-170 nm olgiilerinde ve yumurta bi¢imindedir. Tiim
poksviriisler, 130-280 kilobaz (kbp) bityiikliigiinde ¢ift iplikli DNAnin tek lineer molekiilii-
nii ierir. Poksviriislerin ¢gogalma siireci, sitoplazmada gerceklesir ve bu agamada, mRNA
viriona ait bir transkriptaz tarafindan kopyalanir. Bu 6zellik, poksviriislerin kendine 6zgii
¢ogalma mekanizmalarini ve konak hiicrelerdeki etkilesimlerini anlamak i¢in 6nemlidir.
Poksviriislerin karmasgik yapisi ve gesitli konak tiirlerinde olusturdugu enfeksiyonlar, viro-
loji alaninda derinlemesine arastirmalar yapilmasini gerektiren énemli bir konu olustur-
maktadir. Poxviridae ailesinin Chordopoxvirinae alt ailesi veteriner hekimlik i¢cin dnemli
poksviriisleri kapsamaktadir. Bu altaileicindeise 3 cins 6n plana ¢ikmaktadir: Capripoxvirus,
Orthopoxvirus ve Parapoxvirus. Capripoxvirus cinsi i¢indeki viriisler; koyun ve kegi ¢igegi
ile kabarciklr deri hastalig: (sigirlarin nodiler ekzantemi; lumpy skin disease) etkenleridir.
Orthopoxvirus cinsinde insan ve hayvanlarda enfeksiyon olusturan sigir ¢icegi, maymun
gigegi (M cigegi), vaccinia viriis, variola viris gibi onemli etkenler yer almaktadir.
Parapoxvirus cinsi ise sigirlarin papiiller stomatitisi, orf (ektima) ve yalanct sigir ¢igegi
hastaliklarinin etkenlerini igerir.

B Poxviridae, zarfly, tugla seklinde veya oval viriislerden olusan bir ailedir. Genom, kovalent
olarak kapali uglara sahip dogrusal bir ¢ift sarmall1 DNA (dsDNA) molekiilidiir (128-375
kbp). Bu aile, bocekleri enfekte viriisleri iceren Entomopoxvirinae alt ailesi ve memeliler,
kuslar, stiriingenler ve baliklarda enfeksiyon olusturan Chordopoxvirinae alt ailesini igerir.
Poksviriisler, insanlar da dahil olmak iizere cesitli hayvanlarda 6nemli patojenlerdir ve
genellikle lezyonlar, deri nodiilleri veya yaygin dokiintiilerle sonuglanir. Enfeksiyonlar
olumciil olabilir. Poksviriis genomu, kovalent olarak kapali u¢lar1 olan dogrusal bir dsDNA
molekiiliinden (128-375 kbp) olusur; terminal sa¢ tokasi (hairpin) yapilari, ters tamamlay1-
c dizilerden (inverted complementary sequences) olusan iki izomerik, kusurlu eslenmis
(imperfectly paired) ‘flip-flop’ DNA formlarini olusturur. Genomlar genellikle 128'den fazla
gen kodlar. Tiim tiirlerde korunan yaklasik 49 gen, genomun transkripsiyonu ve replikas-
yonu i¢in gerekli olan proteinleri kodlar. Tiirlere 6zgii genler ise, enfeksiyon sirasinda
konagin bagisiklik tepkisini alt ederek veya hiicreye 6zgii biiyime faktorleri saglayarak,
konaklarinda bir ¢ogalma avantaji saglayan proteinleri kodlar.

o

[YVTLON 1V

Alem: Varidnaviria
Krallik: Bamfordvirae
Sube: Nucleocytoviricota
Smnif: Pokkesviricetes
Takim: Chitovirales

Aile: Poxviridae

Alt aile: Chordopoxvirinae
Alt aile: Entomopoxvirinae
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o

Alem: Riboviria
Krallik: Orthornavirae
Sube: Duplornaviricota
Sinif: Resentoviricetes
Takim: Reovirales
Aile: Sedoreoviridae

Cins: Orbivirus

Tiir: Orbivirus alphaequi (Afrika at vebasi)

Tiir: Orbivirus caerulinguage (Mavi dil)

Tiir: Orbivirus ruminantium (Epizootik hemorajik hastalik)

Cins: Rotavirus
Tiir: Rotavirus alphagastroenteritidis (Rotaviriis A)
Tiir: Rotavirus betagastroenteritidis (Rotaviriis B)

4.15.2. REOVIRALES- SPINAREOVIRIDAE

Spinareoviriis virionlar1 ikosahedral sekildedir. Protein kapsidi, 50-85 nanometre ¢apinda
1-3 konsantrik kapsid protein katmani seklinde organize olmustur. Spinareoviridae ailesi-
nin tiyeleri, alt viral pargacigin 12 ikosahedral tepe noktasinda dikenler veya kuleler bulun-
dururken, Sedoreoviridae ailesinin {iyeleri neredeyse kiiresel veya ‘piiriizsiiz’ bir goriiniime
sahiptir. Spinareoviriisler, toplamda 23-29 kilobaz uzunlugunda 9-12 segmentten olusan
lineer cift iplikli RNA igerir; bireysel segmentlerin uzunlugu 0,5 ile 4,8 kilobaz arasinda
degisir. Her cift ipligin pozitif anlaml iplikleri, 5’-terminal tip 1 kap yapis1 ile modifiye
edilmistir ancak 3’-poly(A) kuyruklar1 yoktur. Viral RNAlar genellikle monositroniktir ve
nispeten kisa 5’- ve 3’-kodlamayan boélgeler icerir, ancak bazi segmentlerde ikinci veya
igiincii iglevsel agik okuma ¢ercevesi bulunabilir.

Spinareoviriisler, genis bir konak araligina sahip olup, hayvanlari, mantarlar1 ve bitkileri
enfekte ederler. Bazilari, insanlar (6rnegin, Colorado kenesi atesi viriisit), giftlik hayvanlar:
(6rnegin, kus ortoreoviriisleri), baliklar (6rnegin, aquareoviriisler) ve bitkiler i¢in 6nemli
patojenik potansiyele sahiptir. Spinareoviridae ailesinde Aquareovirus cinsi baliklar i¢in ve
Orthoreovirus cinsi kanatlilar i¢cin 6nemlidir. Coltivirus cinsi ise insanlarda Colorado kene-
si atesi etkenini barindirir.

Alem: Riboviria

Krallik: Orthornavirae

Sube: Duplornaviricota

Sinif: Resentoviricetes

Takim: Reovirales

Aile: Spinareoviridae

Cins: Aquareovirus (Balik reovirisleri)

Cins: Coltivirus
Tiir: Coltivirus dermacentoris (Colorado kenesi atesi viriisii)

Cins: Orthoreovirus
Tiir: Orthoreovirus avis (Avian orthoreovirus)
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2. Penetrasyon

B Penetrasyon, virlis ¢ogalmasinin ikinci adimi olup hiicre reseptorlerine tutunan viriisiin
hedef hiicreye giris asamasini ifade eder. Hedef hiicreye baglanan viriisler, hiicre igerisine
genellikle endositoz veya fiizyon gibi temel mekanizmalarla alinir. Bir¢ok viriis, klatrin
kapli cukurlarda birikmis reseptorlere baglanarak clathrin kapli vezikiiller araciligiyla
endositozla alinir. Bu vezikiiller, sitoplazmada endozomlara tagmur. Vezikiil igeriginin asit-
lesmesi, viral proteinlerde degisikliklere yol agar ve bazi durumlarda viral zarf ile endozom
zarmin kaynasmasma neden olur. Hiicre igerisine alinan virtisler, genellikle lizozomal
enzimlerle enfeksiyonu baslatir. Bununla birlikte, bazi viriisler enfeksiyon olusturabilmek
i¢in soyunma agamalarini tamamlar. Paramiksoviriisler gibi fiizyon mekanizmasini kulla-
nan virislerde, viral zarfta bulunan fiizyon aktivitesine sahip proteinler, hiicrenin plazma
membran ile direkt kaynasarak viral niikleokapsidin sitoplazmaya salinmasini saglar.

o Penetrasyon asamadasinda viriis halen enfektiftir.

o Penetrasyon basarisinda ortam 1s1s1 ve pH’s1 ile viriis titresi kritik 6neme sahiptir.

o Reseptorlere tutunan makromolekiillerin hiicreye alinmasi memeli hiicrelerinin ¢oguda
endositozis mekanizmasini ile gergeklesmektedir. Viriislerin de ¢ogunlugu enfeksiyonu
baslatmak i¢in bu endositozis mekanizmasini kullanilar (Sekil 3).

Viriis

1 Hiicre Duvarn 2 3

Sekil 3. Endositoz ile viriisiin penetrasyonu

o Vezikil iceriginin asitlesmesi viral proteinlerde degisiklige sebep olur. Bu degisiklikle-
rin bir kisminda viral zarf ile endozom arasinda kaynasma gerceklesir.

o Hiicreye alman viriislerin biiyiik kismi lizozomal enzimlerle enfeksiyonu baslatirken
viriislerin bazilar1 soyunma sathalarindan sonra enfeksiyonu olusturur.

o Yapilarinda flizyon aktivitesi tagiyan proteinlere sahip paramiksoviriislerin gibi viriis-
lerde kullanilan penetrasyon mekanizmast ise fiizyondur. Bu mekanizmada viral zarfda
bulunan fiizyon aktivitesine sahip proteini ile hiicrenin plazma membranmin direkt
olarak kaynasmasi (Fiizyon) gerceklesir. Fiizyon sonucu viral niikleokapsidin sitoplaz-
ma i¢ine salinmasini temin eder (Sekil 4).
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insanlarda kullanilan topikal antiviral ilaclar ve veteriner
hekimlikteki olasi kullanimlari

| Veteriner Hekimlikte Olas1 Kullanimlar1

| Insanlarda kullanimi1

flag
Saglikli insanlarda genital herpes
enfeksiyonlarinda

Lokal Herpes enfeksiyonlarinda

[HV1LON 1MV

Sinirl olarak, immun sistemi Sigirlarda herpes mamillitis

Asiklovir baskilanmig hastalarda mukokutan
enfeksiyonlarda Atlarda koital ekzantem
Herpes zoster (zona) tedavisinde Kedide rinotrakeit

Viral keratokonjunktivit
Yukarida bahsedilen lokal herpes enfeksiyonlarda
Sigirlarda vulvovajinitte

2- Deoksi-D-glikoz | Kabul edilmemis

Keratokonjunktivitte
Fomivirsen Sitomegalaviriis retinitis Sitomegaloviriis
(intravitreal)
Foskarnet Genital herpes 2- Deoksi-D-glikoz ile aynidir
Idoksuridin Herpes simpleks keratitis 2- Deoksi-D-glikoz ile ayn
Kedide herpesvirus keratitis
Metisazon Topik olarak kullanilmamaktadur. Sig1r vaccinia veya sigirlarda yalanc gigek
hastaliginda meme basi lezyonlarinda
Influenza ve respiratuar sinsityal Kedi harig lokal herpes enfeksiyonlarinda
Ribavirin viriis enfeksiyonunda aerosol Vaccinia meme bast lezyonlarinda
olarak
Trifluridin Herpetik keratit 2- Deoksi-D-glikoz ile aynmidir (Felin herpesvirus
keratit igin tedavi se¢enegidir.)
Vidarabin Herpes keratit Lokal sigir herpes ve meme basi lezyonlarinda

Tablo 1.Baz1 antiviral ilaglarin hayvan tiirlerine ve enfeksiyonlara gore kullanimi.

ilag Form Kullanilan Tiirler, Doz, Endikasyon Notlar
Uygulama ve Siklik (Hedef Viriisler)

Idoksuridin %0,1 goz damlasi | Kedi, kopek, at: Etkilenen | G6z herpes virii- | ABDde ticari olarak mevcut
veya %0,5 goz goze 1 damla veya % ing st (FHV-1, degil, gida hayvanlarinda
merhemi serit, ilk 48 saat her 2-3 CHV-1, EHV-2) |kullanim onayl degil.

saatte bir, ardindan her 4-6
saatte bir, klinik belirtilerin
diizelmesinden 1 hafta son-
rasina kadar.

Trifluridin %]1 goz damlas1 | Kedi, kopek: Etkilenen goze | Goz herpes virii- | Glokomu olan hastalarda
1 damla, ilk 2 giin her 2 sit (FHV-1, dikkatli kullanilmali,
saatte bir, ardindan 3-8 kez | CHV-1) kedilerde goz tahrigine
glinliik, belirtilerin neden olabilir.
diizelmesinden 1 hafta
sonrasina kadar. Maksimum
3 hafta kullanim.

Vidarabin %3 goz merhemi | Kedi, kopek: 0,4-1 cm’lik GOz herpes virii- | ABDde ticari olarak mevcut

serit, her 5-6 saatte bir, sii (FHV-1) degil.
belirtilerin diizelmesinden 1
hafta sonrasina kadar.

Sidofovir %0,5 goz damlasi | Kedi: Etkilenen goze 1 G0z herpes virii- | Teratojenik olabilir, hamile
(75 mg/mL damla, her 12 saatte bir, 5 sit (FHV-1) hayvanlarda dikkatli
enjeksiyondan giin boyunca. kullanilmali.
hazirlanir)

Devami >
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Zarsiz virisler arasinda fenotipik karigim transkapsidasyon (kapsit degisimi) olarak adlan-
dirilir (Sekil 5.6).

Ornegin; polioviriis niikleik asidi, koksakiviriis kapsidine alinabilir veya adenoviriis tip 7
genomu, adenoviriis tip 2 kapsidi iginde yer alabilir. Kapsitte bulunan viral ligandlar, hiicre
tropizmini degistirebilir.

Genom A Genom B
Kapsit A Kapsit B
Genom A
Kapsit B
Transkapsidasyon

Sekil 5.6. Transkapsidasyon

VIiRAL GENOM HARITALAMASI VE ViRAL EVRIiM

Giiniimiizde, viral DNA veya RNAnin tam dizisi dogru bir sekilde belirlenebilmektedir. Bu
slireg, viral genomun karakterizasyonunda kullanilan enzimatik kesim yontemleriyle elde
edilen oligoniikleotidlerin haritalanmast ile yapilir. Bu teknikler, bityiik genomlu viriisler
i¢in hala 6nemli ve kullanighdir. Viral genom haritalamasi, viriislerin genetik yapisini anla-
mada temel bir aragtir ve evrimsel siireglerin izlenmesine olanak saglar.

Viral DNA veya RNAnin dizisinin belirlenmesi, viriislerin genetik ¢esitliligini ve farkli
suglarini tanimlamak i¢in 6énemlidir. Oligoniikleotid haritalama ve restriksiyon fragman
uzunlugu polimorfizmi (RFLP) gibi yontemler, viriislerin evrimsel olarak nasil degistigini
ve genetik 6zelliklerin evrimsel baskilar sonucu nasil ortaya ¢iktigini gosterir. Bu analizler,
viriislerin evrimsel stratejilerini ve gegirdikleri genetik degisiklikleri anlamamiza yardimci
olur.
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Reseptore dayali olmayan ve mitokondri bazli olarak gelisen bu yolakta intraseliiler
sinyaller etkilidir. Bu yolakta hiicresel hasarlara bagl olarak mitokondri zarlarinin
gecirgenliginin artmasi sonucu aktive olur. Siddetli hiicresel hasar, anti-apoptotik
(6rnegin, Bcl-2) ve pro-apoptotik (6rnegin, Bax) molekiiller arasindaki hassas dengeyi

[YVTLON 1V

bozar ve bu durum, mitokondriden sitokrom c gibi proteinlerin sitozole sizmasina
neden olur. Bu proteinler, hiicresel kaspazlar1 aktive ederek apoptoz siirecini baslatir.

Tablo 2. Baz1 pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein 6rnekleri

Pro-apoptotik Anti-apoptotik
Bax Bcl-2

Bak Bcl-XL

Bad Bd-W

Bid Bfl-1

Puma Mcl-1

2. Dis (Ekstrinsik, 6liim reseptor) Yolak: Dis yolak, hiicrenin transmembran reseptorle-
rine ligandlarinin baglanmasi ile apoptozise ugramasidir. Bu yolakta tiimoér nekrozis
faktor reseptor (TNFR) siiper ailesinin iiyesi olan “6liim reseptérleri” etkilidir. Ornegin,
TNF veya Fas ligandlarinin hiicre reseptorlerine baglanmasi apoptozu baslatabilir. Ayni
sekilde, viriisle enfekte hiicreleri antijenlere 6zgii bir sekilde taniyan sitotoksik T lenfo-
sitleri, Fas reseptoriine baglanarak oliim bolgesini (death domain) aktive edebilir ve
kaspaz yolaklarin: tetikleyerek enfekte hiicreyi ortadan kaldirabilir.

4.1. Viriislerin Apoptozis ile iliskisi

Viriislerin kodladiklar1 bazi molekiiller (miRNA, protein gibi), enfekte hiicrede apoptozisi

engellemekte veya tetiklemektedir. Bunun yani sira ayni viriise ait bazi genler apoptozisi engel-

lerken bazi genleri ise apoptozisi tetikleyebilmektedir. Ornegin; adenoviriisler kodladiklar:

E1B-19K, E1B-55K, E3-14.7K, E3-10.4/14.5K proteinleri ile apoptozisi inhibe ederlerken,

adenoviriis E1A proteini ise hiicre hatlarinda apoptozisi indiiklemektedir.

m  Apoptozisin Engellenmesi: Konake1 hiicrenin erken oliimiinii engellemek ve yeni virtisle-
rin olugmasini saglamak veya persiste enfeksiyon olusumunu kolaylastirmak i¢in viriisler
apoptozisi bloke ederler. Replikasyon siireleri daha uzun olan viriisler icin apoptozis zarar-
11 bir mekanizmadir. Ciinkii apoptozis, viral replikasyon tamamlanmadan veya maksimum
yavru virisler olusturulmadan viriislerle enfekte bu hiicrelerin 6liimiine neden olmaktadur.
Bu nedenle baz1 viriisler, apoptozisle sonuglanacak yolaklar: ¢esitli mekanizmalarla etkile-
yerek apoptozisi engellerler. Bu inhibisyon i¢in genel olarak bazi mekanizmalari kullanirlar:
o Kaspaz aktivitesinin bloke edilmesi
o Oliim reseptorlerinin (Fas, TNFR gibi) agiklanmasinin, aktivasyonunun ve sinyalizas-

yonunun engellenmesi
o Viriisler tarafindan anti-apoptotik protein homologlarinin kodlanmasi
o Pro-apoptotik p53 proteinine etki eden viral proteinler iretilmesi

u Apoptozisin Indiiklenmesi: Viral enfeksiyonlarda hiicrede artan viriis sayis1 ile apoptozis

indiiklenebilmektedir, bu sayede yangisal olaylar gelismeksizin komsu hiicrelere viriisiin
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Sekil 4. Isirilma sonrasi Kuduz (Rabies) viriisiiniin kaslarda baglayan primer enfeksiyonu, néron iginde
yonlendirilmis tagima (retrograd ve anterograd) ve salya ile viral sagilimi.

Norkin LC. Modes of Virus Infection and Disease. Virology: Molecular Biology and Pathogenesis. Washington
DC: ASM Press; 2009. 50-79.
MacLachlan NJ., Dubovi EJ, eds. 5 th ed. Fenner’s Veterinary Virology. London, Academic Press; 2016. p.

47-78.
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ona duyarlilig1 belirler. Viriis ve konak, adaptasyon i¢in faydali mutasyonlar gelistiren bir
evrimsel yaris icindedir. GWAS (Genomik Genetik Baglanti Calismasi- Genome-Wide
Association Studies ), bir organizmanin genetik yapisindaki varyasyonlarla belirli hastaliklar
veya Ozellikler arasindaki baglantilar: inceleyen bir arastirma yontemidir. GWAS ve yiiksek
verimli dizileme teknolojileri, enfeksiyona duyarlilig1 veya direnci belirleyen genetik fak-
torleri kesfetmekte 6nemli rol oynar.

[YVTLON 1V

KONAKCI DIRENCINiN GENETIK BELIRYECILERI

immun Tepki Genleri

m Kemokin ve sitokin tepkileri, viral enfeksiyonlara karst koruyucu yanitlarin diizenlenme-
sinde hayati bir 6neme sahiptir. Bu son derece giiclii molekiillerin siki bir sekilde diizenlen-
mesi, morbidite ve mortaliteyi 6nlemek i¢in gereklidir.

m IFN-I ve IFN-III temel antiviral sitokinlerdir; Baz1 viriisler interferonlarin gecikmis ve/veya
astr1 Uretilmesini, kontrolsiiz yangi ve doku iyilesmesinin bozulmasiyla sonuglanan bir dizi
olay: tetikler. Bu baglamda, belirli genetik arka planlarda IFN-I reseptor eksikligi, influenza
viriisit ve SARS-CoV-1 enfeksiyonlar1 sonrasinda morbiditeyi ve doku harabiyetini azaltir.

m Sigir 16koz viriisii (BLV), Kuzey Amerikadaki siit sigir1 siiriilerinde sikga goriilen enzootik
bovin 16kozisin (l6kozis) etkenidir. BLV enfeksiyonu, siirekli lenfositoz ve tiimérlere yol
acabilir ve iiretim, bagisiklik ve dogurganlikta azalmayla iligkilidir. Tedavi ya da as1 bulun-
mamasi nedeniyle, yonetim ve siiriiden ¢ikarma yoluyla 16kozis yayginligini azaltma caba-
lar1 hentiz bagarili olmamistir. Genetik seleksiyon, siit sigirlarinda 16kozise kars: direncin
kalic1 olarak artirilmasina katkida bulunacagy distintilmustiir. GWAS kullanilarak 16kozis
direnci i¢in belirlenen aday genlerin, 23. kromozomda yer aldig1 ve bazilarinin major his-
tokompatibilite kompleksi (MHC) icinde bulundugu tespit edilmistir. Bu da, l6kozis
direncinin genetik seleksiyon programlarina dahil edilmesi potansiyelini ortaya koymakla
birlikte aynt MHC mutasyonlarinin 16koz hastaligina duyarlig: etkiledigini gostermistir.
BLV, ABDdeki sigir isletmelerinin %78’inin ve sigirlarin %38’inin BLV’ye seropozitif old-
ugunu tahmin etmektedir. Siit sigirlar1 tizerinde yapilan ¢alismalar, bovin lokosit antijeni
(BoLA) DRB3 geninin belirli allelleriyle iliskili proviral yiik kullanilarak hastalik direnci
veya duyarlilig1 tespit etmistir. Bovine l6semi viriisit (BLV), bagisiklik sistemindeki genetik
gesitlilik, bazi hastaliklara karsi daha iyi bir koruma saglayabilir. BLV’ye kars1 bagisiklikta
onemli bir gen olan BoLA-DRB3’tin heterozigot (farkli iki gen aleline sahip) olan sigirlarda,
hastaliga kars1 bir avantaj sagladig1 rapor edilmistir.

Viruislere Duyarhilik/Dayanikhgi Etkileyen Diger Genler ve Faktorler

m Bovine viral diarrhea virus (BVDV), diinya genelinde sigirlarin sagligini ve refahini olum-
suz etkileyen en 6nemli viriislerden biridir. CRISPR araciligiyla homolojiye dayali onarim
ve somatik hiicre niikleer transfer yontemleri kullanilarak, BVDV’nin CD46 baglanma
bolgesinde alt1 amino asit degisikligi bulunan bir buzag tiretilmistir. Bu buzagy, viral enfek-
siyonun olmamastyla dl¢iilen sekilde enfeksiyona karsi 6nemli dl¢iide direng gostermistir.
CD46 genindeki hedefli degisikliklerin, BVDV’ye bagl hastaliklarin azaltilmasinda etkili
olabilecegi ilk kez kanitlanmistir. Bu yaklasim, hayvan refahini artirma, sigir iiretiminin
stirdiiriilebilirligini saglama ve antibiyotik kullanimini azaltma potansiyeline sahiptir.
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asir1 miktarda hormon salgilayarak gesitli viicut sistemlerinin islevlerinde sorunlara neden
olmasidir.

TEMEL ONKOLOJiK TANIMLAR
Adenom: Mide, bagirsak veya kolon gibi epitel bezlerinden kaynaklanan iyi huylu bir timor.
Adenokarsinom: Organ ya da bezlerde genellikle mukokada olusan karsinom tiirtidiir.
Yumusak doku boyunca kolayca yayilabilir.
Skuaméz Hiicreli Karsinom: Skuamoz epitelde baslar ve viicudun birgok bélgesinde goriile-
bilir.
Benign: Cevresindeki dokulara ilerlemeyen, bulundugu yerde lokalize kalan ve ¢evre dokuyu
istila etmeyen anormal hiicre ¢ogalmasi sonucu olusan bir bityiimedir. (Iyi huylu timér)
Kanser: Hiicrelerin kontrolsiiz gogalmasiyla ortaya ¢ikan hastalik.
Karsinogenez: Kanserin gelistigi ok asamali siireg.
Karsinom: Epitel dokusundan kaynaklanan kanser tiirii.
Endotelyom: Endotel hiicrelerinden kaynaklanan kanser.
Fibropapillom: Bag dokusu hiicrelerinden olusan kat1 bir timor.
Hepatoseliiler karsinom: Karaciger hiicrelerinden kaynaklanan bir kanser tiirti.
Losemi: Lokosit kokenli kanserdir ve kan hiicrelerinin tiretildigi kemik iliginde gelisir.
Genellikle olgunlasmamis beyaz kan hiicrelerinin agir1 iiretimi ile iligkilidir. (Kan kanseri)
Lenfoma: Lenfatik sisteme ait damarlar, diigiimler, dalak, bademcik ve timus gibi doku ve
organlarda gelisen lokosit kokenli kanserlerdir.
Malign: Yerel olarak invaziv olan ve viicudun diger bolgelerine de yayilabilen (metastaz
yapan), ilerleyici ve oliimciil dogada olan timoérlerdir. (Kéti huylu timor)
Metastaz: Birincil tiimorden uzak bolgelerde olusan ikincil malign bityiimeler.
Miyelom: Kemik iligindeki plazma hiicrelerinde baslayan kanserdir.
Neoplazm: Anormal yeni biiytime (tiimér).
Onkojenik: Tiimor olusturan.
Retinoblastom: Retina hiicrelerinden kaynaklanan kanser.
Sarkom: Mezenkimal kokenli bag doku kanserleridir. Kemik, tendon, kikirdak, kas ve yag
dokuda olusabilir.
Tiimar: Iltihaptan kaynaklanmayan anormal doku biiyiimesinin genel tanimudir; iyi huylu
veya kot huylu olabilir.

2. HUCRE TRANSFORMASYONU VE ONKOGENEZIN TEMELLERI

B Kanser, kontrolsiiz hiicre boliinmesi ile gelisen bir hastaliklar kompleksidir ve nedenleri
arasinda kalitsal mutasyonlar, cevresel kanserojenlere maruz kalma veya viriisler dahil
olmak tizere bazi patojenlerle enfeksiyon bulunabilir. Baz1 DNA ve RNA viriis ailesine ait
viriisler, insan kanserlerinin %15-20’sine neden olur veya katkida bulunur.

2.1. Hiicre Dongiisiiniin Diizenlenmesi

B Genomu korumak, hiicrenin hayatta kalimin: siirdiirmek ve mutasyonlar: énlemek igin
hayati 6neme sahiptir. DNA replikasyonu ve kromozom ayrilmasi, genom stabilitesi agisin-
dan dogal olarak zorluklar barindirir ve hiicre, bu iki temel hiicre dongiisii olayini siki bir
sekilde koordine etmek i¢in karmasik mekanizmalar gelistirmistir. Bu sayede genetik

materyalin dogru bir kopyast nesilden nesile aktarilir. Hiicrelerin biiytime ve bolinme

kapasitesi, hiicrenin aldig1 veya iirettigi uyarici1 ve engelleyici sinyalleri entegre eden bir
protein grubu tarafindan kontrol edilir. DNA sentezi ve kromozom ¢ogaltilmast, bir 6nceki
hiicre boliinmesi tamamlanmadikga ve hiicre dig1 ve i¢i ortamlar uygun olmadikea baslatil-
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B Bunun yani sira insanlarda da Epstein-Barr viriisii (EBV) ve Kaposi sarkoma iligkili herpes-
viriisit (KSHV), ¢esitli kanserlere neden olabilir. EBV, 6zellikle Burkitt lenfoma gibi tiimor-
lerde bulunur ve hiicre ¢ogalmasini tegvik eden, apoptozu engelleyen ve genomik kararsiz-
lik olusturan proteinler tiretir. KSHV, B hiicrelerini ve endotelyal hiicreleri enfekte ederek
Kaposi sarkomu ve diger tiimorlere yol agar. Her iki viriis de hiicre dongiisii, apoptoz ve
hiicre hayatta kalma siireglerini etkileyerek kanser gelisimini destekler. Epstein-Barr viriisii
(EBV) ve Kaposi sarkoma iligkili herpesviriis (KSHV) ile ilgili genetik 6zelliklerin ve prote-
inlerin onkogenetik etkilerini 6zetleyen agiklayici bir tablo bulunmaktadir:

Tablo. Onkojenik herpesviriislerin 6nemli genleri ve fonksiyonlar1

Viriis Viral Protein/Gen fslev ve Onkogenetik Etkiler
Epstein-Barr Virtsii | EBNA1 Hiicre ¢ogalirken viral genom replikasyonu saglar,
(EBV) apoptozu inhibe eder, ROS iiretir, hiicre hayatta

kalmasini artirir, B-hiicre neoplazisini tetikler.

EBNA2 Hiicresel ve viral genleri aktive eder, c-Myc ve MYC
genlerini diizenler, T-hiicre timorlerinin gelisimine katki
saglar.

EBNA-3C c-Myc stabilizasyonu saglar, hiicre dongiisii kontrol
noktalarini modiile eder, p27 ve Rb tizerinde etkiler
yaratir.

LMP1 Apoptozu engeller, hiicre proliferasyonunu artirir,

inflamasyonu diizenler, anjiyogenik ve metastatik
stireglere katki saglar.

LMP2A B-hiicre reseptorii taklidi yaparak B-hiicrelerinin
¢ogalmasini saglar, apoptoz ve hiicre dongiisii
diizenlemesi tizerine etkiler yapar.

EBERs PI3K/Akt sinyal yolunu aktive eder, timér baskilayici
PKRYyi ve hiicre dongiisii inhibitorleri p21 ve p27’yi
baskilar, G1/S gegisini tesvik eder.

Kaposi Sarkoma K Siklin G1/S gegisini baglatir, DNA replikasyonunu aktif eder,

Migkili Herpesviriis apoptozisi inhibe eder, hiicrelerin ¢ok gekirdekli hale

(KSHV) gelmesine neden olur, onkogenezde 6nemli bir rol oynar.
LANA KSHV’nin epizomlarin: kopyalar, p53, p73 ve pRByi

antagonize eder, hiicre hayatta kalmasini destekler,
epigenetik diizenleme ve bagisiklik yanitlarin1 modiile
eder.

vCYC Hiicre dongiisiine miidahale eder, S fazina gegisi
destekler, yaslanma yanitini (OIS) indiikler, latent
hiicrelerin ¢ogalmasini saglar.

vFLIP NE-kB aktivasyonu saglar, anti-apoptotik etkiler gosterir,
IL6 ekspresyonunu artirir, lenfoma olusumuna katkida
bulunur.

vGPCR Anjiyogenezi artirir, VEGF ve anjiyopoietin

ekspresyonunu artirarak KS gelisimine katk: saglar,
PI3K/Akt/mTOR yolunu aktive eder.

Devami >

[HV1LON 1MV
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B BLV ile enfekte hayvanlarin klinik ilerleyisinde yer alan 6nemli bir faktor, bagisiklik yani-
tin1 belirlemede kritik bir rol oynayan sigir l6kosit antijeni (bovine leukocyte antigen;
BoLA) sistemidir. Cesitli galigmalar, sigirlarda islevsel olarak 6nemli ve en polimorfik
BoLA siuf IT lokusu olan BoLA-DRB3’teki genetik varyasyonlarin, lenfoma ve kalic1 lenfo-
sitoz dahil olmak tizere ¢ok gesitli enfeksiyon hastaliklarina kars1 diren¢ ve duyarlilig
etkiledigini ve BLV proviral yiikiinii etkiledigini gostermistir. BLV ile enfekte B-lenfositlerin
monoklonal genislemesine duyarlilik, BoLA sistemi i¢cindeki belirli alleller ile iligkili bulun-

mustur.

Protein Islev

Tax Viral ekspresyonun transkripsiyonel aktivasyonu
Onkojenik potansiyel
NF-kappa B (NF-«B) yolunun aktivasyonu

Rex Viral mRNAYlarin niikleer ihraci

G4 Yiiksek viral yiikiin korunmasi
Onkojenik potansiyel

R3 Yiiksek viral yiikiin korunmasi

6.2.8. Primat T-lenfotropik virdisleri

B Primat T-hiicre lenfotropik viriisii 1 ve 2 (Human T-cell lymphotropic virtis; HTLV-1 ve -2)
Retroviridae ailesinde insanlarda tiimor olusturan virtislerdir. HTLV-1% ait proteinler ve
bunlarin onkogenezdeki rolleri Tabloda 6zetlenmistir.

Tablo. HTLV-1 proteinleri ve islevleri

Protein | Islev

Tax Viral ekspresyonun transkripsiyonel aktivasyonu

Onkojenik potansiyel

DNA hasary, hiicresel yaglanma ve apoptozun indiiksiyonu

Bir¢ok hiicresel proteinin dogrudan baglanma yoluyla islevsel diizenlenmesi

HBZ HTLV-1 transkripsiyonunun inhibisyonu
NE-kappa B (NF-«B) klasik yolunun baskilanmasi
TGF-p sinyallemesinin artirilmasi

Onkojenik potansiyel
Rex Viral mRNAYlarin niikleer ihraci
pl2l Viral enfektivitenin korunmasi

Aktive edilmis T-hiicrelerin niikleer faktorii (NFAT) yolunun aktivasyonu

pl3II Viral replikasyonun baskilanmasi
Farnesil pirofosfat sentetaz ile etkilesim
Ras aracili apoptozun aktivasyonu

p301I Viral replikasyonun baskilanmasi
p300 ile baglanma yoluyla gen transkripsiyonunun diizenlenmesi
Myc doniistiirme potansiyelinin artirilmast




BOLUM 12. VIRAL HASTALIKLARDA BAGISIKLIK | 243

Dogal Oldiiriicii (Natural
Killer, NK) Hiicreleri

NK hiicreleri, enfekte olmus hiicrelere baglanarak hedef hiicrenin
zarimi bozan perforin ve hiicreyi 6ldiiren granzim enzimlerini
salgilar. Bu, hedef hiicrenin zarini delinmesine ve hiicrenin
6lmesine yol agar.

NK hiicreleri dogrudan enfekte hiicreyi 6ldiirdiikten sonra,
bagisiklik sistemi hiicreleri, 6zellikle makrofajlar ve dendritik
hiicreler, hiicresel dokiintiileri temizler.

NK hiicreleri, viriis enfeksiyonlarinin kontrol edilmesinde 6nemli
rol oynar, ¢iinkii viriisleri enfekte eden hiicreleri dogrudan
oldiirir. Bu sekilde viriisiin yayilmasini da engeller.

NK hiicreleri ayn1 zamanda sitokinler (6zellikle IFN-y) ve
interferon salgilar. Immiin regiilasyonda da gérevlidir.

Interferon

Interferonlar, viriis enfekte hiicrelerden salgilanan proteinlerdir
ve antiviral yaniti saglarlar.

Cift iplikli RNA (dsRNA) viriisleri, bagisiklik sisteminde
interferon (IFN) yanitini giiglii sekilde tetikleyen viral patojenler
arasindadir.

Interferonlar, enfekte olmayan hiicrelerin viriis reseptérlerine
baglanarak viriisiin hiicreye girisini engeller, antiviral protein
tiretir ve apoptoz yolaklarini aktive eder.

(Interferonlarin ilgili mekanizmalar igin ayrica boliim 4
bakiniz.)

PRR-PAMP baglantis1

PRR (Pattern Recognition Receptors-Motif Taniyan Reseptorler),
viicutta bulunan ve hiicre yiizeyinde bulunan 6zel proteinlerdir.
Bu reseptorler, viriislerin ve diger mikroorganizmalarin
ytizeyinde bulunan 6zel molekiilleri, yani PAMP’lar1 (Patojen
Tliskili Molekiiler Motifler) tanir. Bir viriis viicuda girdiginde, bu
PAMP’lar PRRler tarafindan taninir ve bu tanima, hiicrede
antiviral yanit1 baglatan igsel bir sinyalizasyonu tetikler.

PRR ailesinden bazi 6nemli reseptérler sunlardir: Toll benzeri
reseptorler (TLRler): PAMP’lar1 taniyan ve bagisiklik yanitin
baslatan en 6nemli reseptorlerden biridir.

Retinoik asit ile indiiklenebilir gen I (RIG-I) benzeri reseptorler
(RLRler): Bu reseptorler, viral enfeksiyonlarda aktif olan diger
PRRlardur.

PAMP’lar farkli yapilar igerebilir; proteinler, lipitler veya
karbonhidratlardan olusabilir. Viriisler, 6zellikle viral PAMPlar,
bagisiklik sisteminin hiicrelerinde bulunan tip-I interferonlar
(IFN-a ve IFN-p) salinimint tetikleyerek, enfeksiyonun
yayilmasini engellemeye ¢alisir. Bu sekilde bagisiklik yaniti baslar
ve viicut, enfeksiyona kars1 savunma yapar.

[HV1LON 1MV
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Sekil 5. Sitokin Reseptorleri: A: IL-2 ailesinin reseptorleri: IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 ve IL-21'den olusur.
Bu reseptorler, ortak sitokin reseptér y zincirini (CD132, yc) igerir. IL-13R, IL-4 ile IL-4Ra alt birimini
paylasirken, TSLPR ise IL-7R alt birimini IL-7 ile paylagir. B : IL-3, IL-5 ve GM-CSF reseptorleri, benzer-
siz bir a zinciri ve ortak P zincirinden (B¢, CD131) olusan heterodimerlerdir. C : IL-4 ve IL-13 reseptor-
leri, IL-4Ra (CD124) ve yc olmak iizere iki reseptor zincirinden olusur. IL-4 ve IL-13, IL-4Ra ve IL-13Ral
zincirlerinden olugan IL-4R kompleksine baglanir. IL-13R, IL-13Ral ve IL-13Ra2 olmak iizere iki alt
birim igerir. Sinyal iletimi, IL-4Ra ve IL-13Ra’dan olusan tip II IL-4R kompleksi araciligiyla gerceklesir.
D : Intron-ekzon yapilarindaki benzerlikler, korunmus ikincil protein yapilari ve benzer reseptér tiirleri-
ne dayanarak, su sitokinler IL-10 ailesi tiyeleri olarak siniflandirilmugtir: IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24,
IL-26, IL-28 ve IL-29. Bu sitokinler, ortak reseptor alt birimlerini paylagir. E : TNF-a, TNFRI ve
TNFR2’ye, TGF-f ise TGF-BR1 ve TGF-PR2 heterodimer reseptoriine baglanir. F : IL-12R, IL-12Rp1 ve
IL-12RPB3 olmak tizere iki alt birimden olugur. IL-23R ile IL-12RB1’in olusturdugu heterodimer, IL-23%
baglanur. IL-12RB2, IL-27Rnin gp130 alt birimiyle yapisal benzerlik gosterir. G : IFN-a ve IFN-, IFNAR1
ve IFNAR2 heterodimer reseptériine baglanir. Ayrica, IFN-B IFNAR1®, IEN-y ise IFN-yR1 ve IFN-yR2
heterodimerine baglanarak etki gosterir (Akdis M ve ark 2016).
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Sekil 10. Viicut sivilarinda serbest dolasan viriisler, zarf (zar) veya kapsid proteinlerindeki epitoplar ara-

ciligiyla notralizan antikorlar tarafindan taninarak etkisiz hale getirilir. Viriis antijenik determinantlari-

nin gesitliligi, nétralizan antikor yanitinin etkinligiyle dogrudan iliskilidir. Bu siireg, viriislerin duyarl
hiicrelere girisini engelleyerek enfeksiyon yayilimini azaltir.

A) Serbest haldeki virionlar antikor ile birlesmesi komplement sistemini aktive eder. Komplement antijen
antikor komplkesine baglanir ve Antijen+antikor+komplement kompleksi olugur.

B) Viriis enfekte hiicrelerin yiizeyindeki antijenik determinantlara spesifik antikorlarin baglanmasi da
komplement sistemini de aktive eder. Antikor-antijen kompleksi olustuktan sonra klasik komplement
yolu tetiklenir. Viriisle enfekte hiicrelerin yiizeyinde viral proteinlerin sunulmasi, nétralizan antikor-
larin antikor bagimli hiicresel sitotoksisite (ADCC) veya komplement aracili sitotoksisiteyi tetikleme-
sini saglar. Antikorlar hedef enfekte hiicrenin ytizeyinde sergilenen viral antijenlere (antijenik deter-
minantlara) baglanir ve hiicre yiizeyini kaplar. Yiizeylerine antikorlar baglanan enfekte hiicreler, NK
hiicreleri, sitotoksik T hiicreleri tarafindan taninir ve antikorun Fc bolgesine baglanur. Viriisle enfekte

hiicreler sitotoksik etkiyle lize edilir ve apoptozis ile hiicre ortadan kaldirilir.

11. PRIMER ENFEKSiYON VE SEKONDER ENFEKSiYONLARDA
IMMUNITE

B Bir organizma viriisle ilk kez karsilastiginda, olusturulan primer immiin yanit genellikle hiz
ve etkinlik agisindan sinirlidir ve her zaman tam koruma saglayamayabilir. Primer enfeksi-
yon sonrast immiin hafizanin (bellek) olusmasi, organizmanin ayni patojenle ikinci kez
karsilagmasiyla daha giilii bir yanit gelistirmesine olanak tanir. Sekonder immiin yanit,
onceden aktif edilmis hafiza B ve T hiicreleri sayesinde daha hizli ve etkili olup, viral repli-
kasyonu erken asamada baskilayarak enfeksiyonun kontrol altina alinmasini saglar.

B Sekonder immiin yanitta, antijenle tekrar karsilasan bellek B hiicreleri, yardimci T hiicrele-
rinin destegine gerek duymadan hizla antikor iiretir. Izotip degisimi (class switching) ve
afinite maturasyonu (affinity maturation) stiregleri primer immiin yanitta gerceklestigi icin
sekonder yanit sirasinda tekrarlanmaz. Bu nedenle, sekonder immiin yanat, yiiksek afinite-
li antikorlarla karakterizedir ve primer yanita kiyasla daha kisa siirede en ytiksek seviyeye
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»Konaga bagh faktorler,
»Cevresel hazirlayici faktorler,

>Virlise bagl degisimler (virUs tip, alt tip, genotip farkliliklarin hastalik
Uzerindeki etkileri).

»Hastaligin populasyonda dagilim kinetigi,
»Epidemiler,

»>Persiste enfeksiyonlar,

»Pandemik seyirli hastaliklar,

»Omurgall konaklar arasindaki bulagsma,
>Vektor konaklar ve arbovirtsler,
»Rezervuar konaklarin varhgi,
»Horizontal bulagma yollari,

»>Vertikal bulagma yollari

»|hbari mecburi hastaliklarin bildirimi ve miicadelesi,
»>Hastalik ari bélgelerin olusturulmasi,

»Zoonoz hastaliklarla micadele,

»>Yeni ortaya ¢ikan hastaliklari tanima ve miicadelesi.

Sekil 1. Viral epidemiyoloji igerisinde baslica arastirma alanlari ve konulari.

Seroepidemiyoloji: Serolojik veriler kullanilarak epidemiyolojik 6l¢iimlerin belirlenmesi
temeline dayanir. Ozellikle viral hastaliklarin yayginliginin 6l¢iilmesi, kontrol ve eradikas-
yon programlarinin uygulama ve izlenmesinde, as1 programlarin uygulanmasinda, bagisik-
Iiginin degerlendirilmesinde kullanighdir.

Molekiiler epidemiyoloji: Epidemiyolojik verilerin elde edilmesinde molekiiler biyolojik
yontemlerin kullanilmasi esasina dayanir. Viral hastaliklara neden olan viriislerin tanim-
lanmasi, kokeni, genetik degisimleri, evrimlesme siirecinin takip edilmesinde siklikla tercih
edilir.

HASTALIK KAVRAMI VE VIRAL HASTALIKLAR

Hastalik; “organizmanin fizyolojik ve biyokimyasal normal isleyisindeki meydana gelen
bozukluk ve aksamasi, doku ve organlarda fizyolojik gorevlerinin bozulmasi sonrasi ortaya
¢ikan patolojik durumdur.

Prognoz; bir hastaligin olas: seyridir. Hastaligin gidisatinda bireyin mevcut tedavi proto-
kolleri sonrasi kadar iyi durumda olacagini da ifade eder.

Profilaksi; hastaligin kotii sonucunu 6nlemek amaciyla yapilan tedavi veya 6zellikle hasta-
11g1 6nlemek i¢in tasarlanmis protokoliidiir.

Vaka: Hastalik belirtisi gosteren, hastalik bildirimi yapilmis olan birey.

Temasl Birey: Enfekte bir kisi, hayvan veya gevreyle, o enfeksiyonu edinme olasiligina yol
acan bir epidemiyolojik iliskisi olmus kisidir.
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MORBIDITE:

B MORBIDITE: Hastaligin popiilasyon igerisindeki goriilme oranini ifade eder. Diger
bir ifadeyle hastaligin yayilim yiizdesini tanimlar.

m Popiilasyonda enfeksiyon belirtileri gosteren enfekte bireylerin sayisini gosterir.

Formulu:

Morbidite Orani: Bir popiilasyondaki hasta hayvanlarin sayist

Popiilasyonda bulunan riskteki toplam hayvan sayisi

Viral hastaliklarin popiilasyondaki yayilimini etkileyen pek ¢ok faktor vardir.
o Viriisle konagin karsilasma riski
o Viriisle karsilasacak duyarli konak sayist

o Viriisiin konaga gecisini kolaylastiracak veya hizlandiracak faktorler

MORTALITE:

B MORBIDITE: Hastaligin popiilasyon igerisindeki 6liim oranini ifade eder. Diger ifa-

deyle 6lim insidansini tanimlar.

B Mortalite orani, belirli bir zaman diliminde enfekte bireylerdeki éliimlerin tiim popiilasyo-
na gore normalize edilmis ylizdesi olarak ifade edilir.
B Morbidite yiizdesi her zaman mortalite yilizdesinden yiiksek olacaktir.

Formiili:
Morbidite Orani: Bir popiilasyonda hastalik nedeniyle 6len hayvan sayisi
Popiilasyonda bulunan riskteki toplam hayvan
LETALITE:

B LELALITE: Hastaliga yakalanan vakalardaki gelisen 6liim oranlarini ifade eder. Vaka
6liim orani olarak da tanimlanir.

[HV1LON 1MV
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ViRUS-KONAK-CEVRE ETKILESIMI

Viral enfeksiyonun nerede, ne zaman ve nasil meydana gelecegini belirleyen ii¢ temel unsur
vardir (Sekil 10). Viris, konak ve ¢evre faktorlerinin etkilesimi sonucu virtislerin konaklar
arasinda yayilim hizi degisir ve gevresel yer degisimleri ile sonuglanabilir. Ayni zamanda bu
etkilesim, enfeksiyonun hastaliga yol agip agmayacagini, ne kadar siirede baslayacagini,
nasil ortaya ¢ikacagi, ne kadar siddetli olacagini ve ne kadar siirecegini de etkiler.

7 o ot or
Mo ™™
Qéidwﬁt

Sekil 10. Viriis konak gevre etkilesimi sematik gorinimi.

Bir enfeksiyonun baglatilabilmesi hastalik belirteglerinin bir veya birden fazla 6zelliklerin
uygun yapisal ve islevsel durumda olmasi gerekir. Hedef duyarli konaker sayis1 ve bu konak-
larda gogalabilecek miktarda viriis bulunmasi gerekir.

Konagin ve ¢evrenin cesitli 6zelliklerine bagli olarak viriis, klinik olarak ortaya ¢ikabilen
veya ¢tkamayan bir yanit ortaya ¢ikarir. Virtisiin konak bagisiklik sisteminde neden olacag:
yanitin derecesine bagl olarak klinik hastalik siddeti degiskenlik gosterir, kroniklesme,
iyilesme veya 6liim meydana gelebilir.

Genellikle dogal enfeksiyon sonrasi olusan bagisik yanit, tekrar enfeksiyona maruz kalindi-
ginda ciddi bir hastaligin olusumunu 6nler. Hastaligin ortaya ¢ikisi ve yayilma hizi azalir.
Viriislerde meydana gelen degisimler tekrar maruz kalma durumunda hastalik siddetini ve
yayilimu etkiler.

Hastaligin ortaya ¢ikisinda gevresel kaynaklarin, viriis varligini siirdiirtilmesini saglamasi
durumunda hastalik varlig1 popiilasyonda devam eder. Vektor, rezervuar varlig1 veya vahsi
hayvanlarla temas dogal yollarla viriisiin evcil hayvanlara ulagmasini yol agar.

VIiRAL HASTALIKLARDA BULASMA

Viriisler dogada varligini stirdiirebilmesi ancak bir konaktan digerine, ayni veya farkli tiire
ait olsun, bulasabiliyorlarsa miimkindiir.

Viral hastaliklarin popiilasyonda yayilimlarinda konaktan konaga bulagmas: etkilidir.
Bulasma dongiileri viriisiin viicuda girmesini, organizmada ¢ogalmasi, sagilmasi ve ardin-
dan bagka bir konak viicuduna girmesini gerektirir
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B Bazidurumlarda, vektor arthropod tiirleri, viriisiin duyarli konag: disinda, nadiren veya hi¢
temasta bulunmadig: kuslardan, stiriingenlerden ve diger memelilerden de kan emerler. Bu
konaklar viriis i¢cin omurgali rezervuar konak olabilirler.

B Cogu arboviriis i¢in evcil hayvanlar ve insanlar birincil bulasma doéngiilerine nadiren dahil
olurlar, vektér ve rezervuar konaklar arasinda dogada devamliliklarini siirdiiriirler. Insan ve
evcil hayvanlar tesadiifi konaklar olarak yer alsa da klinik hastalik tablosu bu konaklarda
meydana gelir. Ornegin Bati nil atesi viriisii igin vektdr Culex spp, Aedes spp. cinsi sokucu
sinekler, rezervuar kuslar iken viriis duyarli omurgali konaklar insan ve atlardir ($ekil 16).

y 4 T Hﬁ
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Sekil 16. Bat1 nil virtisiiniin bulagsma siklusu.

®  Arboviriisler hayvan saglig1 ve toplum sagliginda epidemilere neden olurlar. Vektor yasam
dongiisiine baglh olarak mevsimsel olarak vektor iireme donemlerinde yaygin olarak ortaya
¢ikan hastaliklar goriilir.

m  Salginlar periyodik olarak vektor tiirlerinin endemik olarak bulundugu boélgelerde, uygun
ilkim kosullarina bagli olarak her yil yaygin vakalarla meydana gelir. Arboviriis salginlarin-
da vektor tiirleri, duyarl: omurgali konaklarin ve viriisiin varlig: etkilidir.

m  Vektorlerin aktif olmadig: iliman iklimlerdeki kis aylarinda viriisler varligini dogada devam
ettirir. Bu bilmece viriisiin vektordeki ¢cogalma ve aktarimi ile agiklanabilir. Viris, transo-
varyal ve trans-stadial bulagma ile vektorler arasinda aktarilabilir. Transovaryal bulagma
kene kaynakl flaviviriislerde meydana gelir ve bazi sivrisinek kaynakli bunyaviriis ve flavi-
viriislerde de meydana geldigi gosterilmistir. Her tireme donemi (ilkbahar, yaz donemi)
ortaya cikan sivrisineklerin gogu, transovarial ve transtadial bulagma sonucu viriis tagir ve
viriisiin sivrisinek-omurgali konak-sivrisinek doéngiileriyle horizontal bulasmasi sonrasi
miktar1 artar.

® Insanlarin yagsamsal tercih ve faaliyetleri dogal ekolojiyi etkiler ve dolayisiyla dogal vektér
ve arboviriis yasam dongiilerini degistirebilir. Bu viriislerin neden oldugu hastaliklarin
cografik yayilmasinda veya yayginliginda degisikliklere neden olabilir.

® Insanlarin niifuslarinin artmasi ve hayvanlariyla birlikte yasam alanlarini degistirmesi;
vektor tirleri ve yabani hayvanlarin alanlarina gog etmelerine neden olur. Bu bolgelerde
dogadaki viriislere maruz kalabilirler.
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Sekil 17. Kuduz hastaliginin dogada varliginin evcil, vahsi hayvanlar ve insanlar arasinda bulagmas.

indirekt yol:
Havadaki viris

Aerosollerle solunum

kanalindan alinir

Isirma, tirmalama sonrasi
salya ve idrar ile sagilan

virtse direkt temas ile

alinir.

Sekil 18. Rodentlerle sagilan Hantaviriis enfeksiyonlarinin insanlara bulas yollar1.
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B Biyogiivenlik seviyesi, laboratuvar ¢alisanlarinin enfeksiyéz mikrobiyal ajanlara maruz
kalmasini engellemek, ¢evrenin kirlenmesini 6nlemek ve toplum ile ¢evreyi korumak ama-
cryla alinan bir dizi 6nlemi ifade eder. Mikrobiyolojik risk gruplar: dikkate alinarak labora-
tuvarlar dort farkli giivenlik seviyesinde tasarlanmuistir: BSL-1, BSL-2, BSL-3 ve BSL-4. Her
bir biyogiivenlik seviyesi, kendine 6zgii mikroorganizmalari ve biyolojik ajanlar1 kapsar. Bu
seviyelerin belirlenmesinde; ilgili biyolojik etkenlerin enfektivitesi, neden olduklar: hasta-
liklarin siddeti, bulasma yollar1 ve hizlar: gibi faktorler dikkate alinir.

m Ulkemizde 15 Haziran 2013 tarihli ve 28678 sayili “Biyolojik etkenlere maruziyet riskleri-
nin 6nlenmesi hakkinda yonetmelik” ile ¢alisanlarin isyerindeki biyolojik etkenlere maru-

[YVTLON 1V

ziyetinden kaynaklanan veya kaynaklanabilecek saglik ve giivenlik risklerinin 6nlenmesi ve
bu risklerden korunmasina dair asgari hiikiimleri diizenlenmektedir.

Ebola viriis, Kirrm-Kongo

kanamali atesi viriisi, R High Risk Microbes
Marburg virtsii -—
e

Bati Nil virlisii, SARS
koronaviriis

Influenza A, —
kizamik virtsu

Canine hepatitis viris < BSL-1 Low Risk
Microbes

http://www.cde.gov/training/QuickLearns/biosafety/

1.1. Biyogiivenlik Seviye 1 (Bsl-1) - Temel Laboratuvarlar

m BSL-1 laboratuvarlari, insan sagligina zarar verme potansiyeli olmayan, ¢evre ve laboratu-
var personeli icin minimum risk tasiyan biyolojik ajanlarla ¢alismak tizere tasarlanmig
temel laboratuvarlar1 ifade eder. Bu seviyedeki laboratuvarlar, mikroorganizmalarla giiven-
li galismay1 miimkiin kilmak amaciyla standart mikrobiyolojik prosediirlerin uygulandigi,
diisiik risk grubundaki ¢alisma alanlaridir. Caligmalar agik tezgahlar (bench) veya masalar
tizerinde gergeklestirilebilir. Laboratuvarin, ana binadan ayr1 olmasi gerekmez; bu durum,
basit kurulumlarla giivenli bir ortam saglanabilecegi anlamina gelir. Kullanilan materyaller,
otoklav ile dekontamine edilerek enfeksiyon riski ortadan kaldirilir. Ancak, saglikli birey-
lerde hastalik olusturma potansiyeline sahip mikroorganizmalarin bu seviyede ¢aligilmasi
uygun degildir. Giivenligin temel unsurlari arasinda laboratuvar 6nliiklerinin, eldivenlerin
ve koruyucu gozliiklerin kullanimi yer alir. Eller, ¢calisma sonrasi mutlaka yikanmali ve
laboratuvarin dinlenme alanlarindan ayr1 bir yerde konumlanmas: saglanmalidir. Her ne
kadar risk diisiik olsa da laboratuvar personelinin temel biyogiivenlik kurallarini titizlikle
uygulamasi zorunludur.
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4.2. Kimyasal Yapilarina Gore Dezenfektanlar

Fenol ve fenol bilesikleri: Krezol, lizol, hekzaklorofen.

Klor ve klor bilesikleri: Hipoklorit.

fyot ve iyot bilesikleri: fyodoforlar, povidon iyot.

Aldehidler: Formaldehid, Gluteraldehid.

Alkoller: Etil alkol, isopropil alkol.

Kuarterner amonyum bilesikleri: Benzalkonyum kloriir (zefiran).
Amonyum komponentleri ve diguanidler: Klorheksidin, setrimit.
Hidrojen peroksit

Etilen oksit

5. STERILiZASYON

Sterilizasyon, bir materyalden tiim mikrobiyal yasam formlarinin uzaklastirilmasi veya
oldiirtilmesidir. Sterilizasyon fiziksel, kimyasal veya mekanik yontemlerle gereklestirilebil-
mektedir. Bu béliimde virolojik ¢aligmalarda en ¢ok tercih edilen sterilizasyon yontemleri-
ne deginilecektir.

5.1. Otoklav ile Sterilizasyon

Otoklav yiiksek basing, 1s1 ve nemle etkisiyle sterilizasyon saglayan cihazdir. Dikey ve yatay
tipte otoklavlar 1siya ve neme dayanikli tiim malzemelerin ve kimyasallarin sterilizasyonu
amaciyla yaygin olarak kullanilir. Otoklav, 121°Cde 1.2 atmosfer basincinda, 15 dakika
i¢inde tiim mikroorganizmalar1 (vejetatatif ve endospor formlar1 dahil) inaktive ederek
i¢indeki tiim siv1 ve kat1 malzemeyi steril hale getirir.

Otoklavin sterilizasyon iglemini gozle goriiniir ve kontrol edilebilir hale getirmek amaciyla
cesitli indikatorler kullanilir. Sterilizasyon islemlerinde kullanilan kimyasal indikatorler,
sterilizasyonun etkinligini dogrulamak amaciyla gesitli degisimlere ugrar. Bu amagla en ¢ok
kullanilan indikator otoklav serididir (otoklav bandi). Otoklav seritleri, basing altinda
buharla sterilizasyon islemlerinde kullanilan 6nemli diger bir kimyasal indikatérlerdir.
Otoklav seritleri, sterilizasyonun dogrulanmasinda kullanilan kimyasal indikatérlerdir ve
belirli sicaklik ile basing kosullarinda renk degisimi gosterir. Genellikle 121°C ile 134°C
arasindaki sicakliklarda etkinlik gosterir. 121°C i¢in minimum 15 psi (1 atm) basing gerek-
lidir, 134°C igin ise basing genellikle 30 psi (2 atm) civarindadir. Otoklav seritlerinde bulu-
nan kiikiirt bilesikleri, buharin 1siyla birlesmesi sonucu kimyasal reaksiyona girer ve oksi-
jenle tepkimeye girerek koyu renkli (siyah) silfiir bilesikleri olusturur. Bu renk degisimi,
seridin sterilizasyon kosullarina maruz kaldigini gorsel olarak dogrular. 121°Cide sterilizas-
yon siiresi yaklasik 15-20 dakika, 134°Cde ise 3-5 dakika yeterlidir.

Diger sterilizasyon indikatorleri:

Browne tiipleri, basing altinda buhar ya da kuru sicaklikta kullanildiginda kirmizidan yesi-
le doniiserek sterilizasyonun tamamlandigini gosterir.

Steam-Clox kagtlar ise yine basingli buhar ortaminda kullanilarak mordan yesile donusiir.
Diack tiipleri, otoklav ortaminda eriyerek bej renkten kirmiziya doner ve islemin etkinligi-
ni dogrular.

Bowie-Dick seritleri, basing altinda buharla sterilizasyon sirasinda a¢ik renkten koyu renge
donitiserek sterilizasyonun bagariyla gerceklestigini belirtir.
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Antikoagulanli tiiplere alinan kan 6rnekleri +4°C'de 1000 devirde 10 dakika siireyle santri-
fiij edilir.

Santrifiij sonunda kan 3 tabakaya ayrilir:

En altta eritrositler

Ortada lokositler

Ustte plazma

Pastor pipeti yardim ile 16kosit tabakasi gekilip 2 ml antibiyotikli PBS igerisine alinir ve
pipetleme islemi ile siispanse hale getirilir.

Stspanse lokositler tekrar santrifiij edilir ve ardindan lokosit tabakasi tekrar cekilir. Bu
isleme 16kosit yitkama denir ve toplam 3 kez tekrar edilir.

Lokosit yikama islemi tamamlandiktan sonra inokulum hazirlanmis olur.

1.3. Svab o6rneklerinden inokulum hazirlanmasi

Transport vasati veya antibiyotikli PBS icerisinde laboratuvara gelen svab 6rnekleri 6nce-
likle alkalayicida (vorteks) karistirilir.

Elde edilen viriislii stvi materyal +4°C’de 3000 devir/dk hizda 10 dk santrifiij edilir.
Stipernatant bagka bir tiipe alinarak antibiyotik ilavesi yapilir.

Stipernatant 0.22 veya 0.45 um porlara sahip olan membran filtrelerinden filtre edilerek
inokulum haline getirilmis olur.

2. HUCRE KULTURU VE SUBKULTUR

Hiicre kiiltiirti organizmadan alinan dokulardaki hiicrelerin bireysel olarak ayrilmasi ve in
vitro sartlarda biiytitilmesi ve ¢ogaltilmasi islemidir. Bu yontem, genellikle canli organiz-
malardan alinan hiicrelerin ihtiya¢ duyduklar: temel besin maddelerini iceren soliisyonlar-
la ve 6zel kiiltiir siseleri kullanilarak hiicrenin kokenine ve tipine uygun sicaklik, pH ve gaz
dengesinin saglandig1 ortamlarda biiyiitiilmesiyle gerceklestirilir. Hiicre kiiltiird, virolojide
viriislerin izolasyonu, ¢ogaltilmasi, antiviral ve a1 ¢alismalarinda, antikor tiretiminde ve
viriislerle ilgili diger tiim ¢aligmalarda kullanilmaktadir.

2.1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan temel malzeme, kimyasal ve
cihazlar

2.1.1. Vasat (Medyum)

Hiicrelerin in vitro kosullarda yasayabilmeleri ve ¢ogalabilmeleri i¢in gerekli olan besin
maddelerini ve optimum kosullar1 saglayan bir soliisyondur. En ¢ok kullanilan vasatlar
arasinda; DMEM (Dulbeccos Modified Eagle’s Medium), EMEM (Eagle’s Minimum
Essential Medium), MEM (Minimum Essential Medium), RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute 1640), Ham’s F-12 gibi vasatlar bulunur.

Vasatlarin iceriginde temel besin maddeleri yer alir. Bunlar:

Amino asitler: Hiicrelerin protein sentezi i¢in gereklidir (Alanin, aspartik asit, glutamin,
arginin, triptofan, vb.)

Karbon kaynaklari: Hiicrelerin enerji tiretimi i¢in genellikle glikoz igerir.

Vitaminler: Hiicresel metabolizma ve enzimatik reaksiyonlar i¢in gereklidir (Biyotin, folik
asit, niasinamid, tiamin, B12 gibi).

[YVTLON 1V
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edilmesi gerekir; aksi takdirde tiim ¢aba ve masraflar bosa gidebilir. Bu iinitelerde herhangi
bir s1zint1 olmamast i¢in siirekli denetimler yapilir. Ayrica, hayvanlara verilecek gida, su ve
havanin sterilitesi uzmanlar tarafindan kontrol edilir. Hayvanlardan alinan idrar ve digki
ornekleri steril olmaly, kanlarinda antikor bulunmamalidir.

B GF hayvanlar yalnizca ¢ok 6nemli hastaliklarin incelenmesinde kullanilirken, giinliik aras-
tirmalar i¢cin SPF hayvanlarin tercih edilmesi 6nerilir. GF hayvanlarin yetistirilmesi, ytiksek
maliyetli ve zor bir siirectir, ancak kritik 6neme sahip bilimsel ¢aligmalarda vazgecilmezdir.

DENEME HAYVANLARINA ViRUS iNOKULASYON YOLLARI

Deney hayvanlarina virusun uygulanma (inokulasyon) yollar1 nelerdir?

o Intradermal (Deri ici) o Subcutan (Deri alt1)

o Dermal scarification ( Deriyi ¢izme) o Intramuscular (Kas igi)

« Intravenous (Damar ici) o Intracerebral (Beyin i¢i)

o Intraperitoneal (Periton ici) o Intracardiac (Kalp i¢i)

« Intranasal (Burun ici, sprey) o Intratracheal (Soluk borusu i¢i)

« Subconjuctival (Konjuktiva alt1) « Conjuctival scarification (Konjuktival ¢izik)
 Rectal (Rectumdan) « Peros (Oral, agizdan)

Resim 1. A- Farede peros uygulama (Gavaj) B- Farede I/P uygulama
C- Tavsanda kulak venasina I/V uygulama D- Farede kuyruk venasina I/V uygulama
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2. Chorio-Allantoik Bogsluga (CAB) Ekim:

® Buydntem genellikle Newcastle ve Influenza viriisleri igin kullanilir ve 9-11 giinlitkk embri-
yolu yumurtalar tercih edilir. ki farkl: teknikle uygulanir:

A) Hava Kesesi Tarafindan Ekim

1. Karanlik odada, hava kesesi isaretlenen yumurtalar dik konumda ekim alanina getirilir.

2. Isaretlenen bolge tentiirdiyotla sterilize edilir.

3. Hava kesesi iizerinden bir delik acilir ve uzun bir igne ile 25-40° ag1yla CABa girilerek 0,2-
0,3 ml viriis enjekte edilir.

4. Delik parafinle kapatilir ve yumurta inkiibatore kaldirilir.

B) Yan Taraftan Ekim

1. Karanlik odada, hava kesesi ve embriyonun bulundugu damarlarin az oldugu yan taraf isa-
retlenir.

2. Yan taraf tentiirdiyotla sterilize edilir ve kisa bir igne ile dik sekilde CABa girilerek viriis
verilir.

3. Delik parafinle kapatilir ve yumurta inkiibatére konur.

m  Her iki yontemde de belirli bir siire sonunda embriyo 6lmezse, buzdolabinda 2-4 saat bekle-
tilerek 6lmesi saglanir. Viriisiin tireyip tiremedigini anlamak i¢in yumurta kabugunda pen-
cere agilir. CAM steril bir pensle acilir ve Chorio-Allantoik siv1 bir pipetle tiipe alinir. Bu
swvi, virds varligini tespit etmek amaciyla Hemagliitinasyon (HA) testiyle analiz edilir.

Kabuk
Mermbrani 1.Korio-allantoik membrana
Hava Boslugu inoktilasyon (Poxvirus, Herpes
simplex viris)
2.Amniotik bosluga
Amniotik Bogluk inolUlasyon (Kizamik viriisii)
Yumurta
Sarisi

3. Allantoik bosluga
inokiilasyon (influenza viriis,
Newcastle disease viriis,
Avian adenovirus)

Kabuk

4.sari kesesine inokulasyon
(Mavidil viriisii, Herpes
simplex viriis)

Resim 5. ETY’nda virus ekimi i¢in en sik kullanilan bolgeler ve uygulanan viriisler.

3. Amnion Bosluguna Ekim

= Buyontem kabakulak ve Influenza viriislerinin iiretiminde sik¢a kullanilir. ilk izolasyon ¢a-
ligmalari i¢in tercih edilen bir tekniktir. Adapte edilmis virislerin tiretiminde 10-12 giinliik,
izolasyon amagh ¢alismalar icinse 12-14 giinliik yumurtalar uygundur.
1. Isik altinda, embriyonun bulundugu bolge ve hava kesesi isaretlenir.
2. Yumurtalar dik olarak tagiyiciya yerlestirilir.

[YVTLON 1V
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2. Reed-Muench Yontemi

Tablo 3. Reed-Muench Yontemi ile titrasyon sonucu degerlendirme 6rnegi.

inokule edilen Enfekte sayis1/ Enfekte | Enfekte Toplam Toplam enfekte Enfekte

viriis diliisyonu inokule sayist sayist olmayan | enfekte olmayan sayis1 |, yiizdesi
sayis1 sayis1|

10! 4/4 4 0 31 0 100

102 4/4 4 0 27 0 100

103 4/4 4 0 23 0 100

10+ 4/4 4 0 19 0 100

10° 3/4 3 1 15 1 94

10°¢ 3/4 3 1 12 2 86

107 2/4 2 2 9 4 69

108 2/4 2 2 7 6 54

10° 2/4 2 2 5 8 38

10°1° 2/4 2 2 3 10 23

101! 1/4 1 3 1 13 7

1012 0/4 0 4 0 17 0

1013 0/4 0 4 0 21 0

1014 0/4 0 4 0 25 0

Inokulum miktar:: 0.01 ml

%50 enfektif end-point, 10-8 (%54) ile 10° (%38) arasinda yer almakta. Bu iki diliisyon arasin-
daki orantisal uzakligin bulunmasy;

Orantisal uzaklik = ----------- =0.25

Viriis siispansiyonunun gercek titresi = 108> (0.01 ml inokulum igin)
1 ml i¢in hesaplama;
0.01 ml sulandirilmamus viriis 1032> IDs igeriyorsa 1 ml'si (1032° x 1/0.01) IDs; igerir.
10%2> x 1/0.01 = 108 x antilog 0.25 x 1/0.01
=108x 1.77 x 100
= 1.77 x 1010 ID5y/ml stok viriis stispansiyonunun titresi

DENEME HAYVANLARINDA TIiTRASYON

m Titrasyon deneyi i¢in en ¢ok deneme hayvani olarak fareler kullanilir. Ancak baz: viriisler
i¢in duyarlilig1 olan fare hari¢ diger laboratuvar deneme hayvanlar veya ciftlik hayvanlar
kullanilir.

B Laboratuvar hayvanlarda titrasyon testi i¢in temel bir biyogiivenlik seviyesi 2 laboratuvari
gerekir.

B Hayvanlarda titrasyonun bazen zorunluluk olabilir veya hiicre kiiltiiriine tercih edilir.
Hayvanlarda titrasyonun hiicre kiiltiriine en ¢ok tercih edilme sebebi hayvan 6ldiriicii
dozlarinin (Lethal dose; LD) belirlenmesidir.
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PFU: Plak olusturan iinite (Plaque-Forming Unit)

2
Ornek hesaplama; ;
+ Her diliisyondan 0.5 ml inokule edilen deney sonucunda, 10 diliisyondaki kuyucukta [
50 adet plak sayildi ise; N
PFU/ml =50/ 10%x 0.5 =
=50 x10%/ 0.5
=100 x10*
=1 x10% PFU/ml

Sekil 3. Plak titrasyon ornegi

ViRUS NOTRALIZASYON TESTI

B Enfeksiyoz bir viriisiin enfeksiyoz kapasitesinin, hem in vivo (canli organizma igerisinde)
hem de in vitro (laboratuvar ortaminda) sistemlerde, homolog antikorlar tarafindan engel-
lenmesi veya bloke edilmesi siirecine nétralizasyon adi verilir. Bu olay, antikorlarin, viriis
partikiilleri ile spesifik olarak baglanarak virtisiin konak hiicrelere girisini veya hiicre i¢inde
¢ogalmasini engellemesi ile gerceklesir.

m Notralizasyon, genellikle viriisiin yiizey proteinleri ile antikorlarin dogrudan etkilesimine
dayanir. Bu siiregte antikorlar, viriisiin konak hiicre tizerindeki spesifik reseptorlere baglan-
masini Onleyebilir veya viriisiin konak hiicre zarini gegmek icin gerekli olan fiizyon veya
penetrasyon mekanizmalarini bloke edebilir. Ayrica bazi durumlarda antikorlar, viriis par-
tikiiliinii opsonizasyon yoluyla bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan daha hizli fagosite
edilmesi igin isaretleyebilir.
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I Negatif IHemaqutinasyon } luti |

Eritrosit

Etkilesim . .

Test
Bilegenleri

Sonug¢

Sekil 3. Heamaglutinasyon ve hemglutinasyon inhibisyon testi ¢aliyma prensipleri (Kaufmann ve ark.,
2017)

Sonug olarak; hemaglutinasyon (HA) ve hemaglutinasyon inhibisyon (HI) testleri, viral
ylizey proteinlerinin eritrositlere baglanma yetenegine dayanarak calisir Bu testlerin sonug-
lary; pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi, kullanilan eritrosit tiirii ve viriis suglar1 gibi gesitli
faktorlerden etkilenebilir. Sensitivite ve spesifite agisindan modern molekiiler tani yontem-
leri (RT-PCR gibi) kadar yiiksek dogruluk saglamasa da, diisiik maliyetli, kolay uygulana-
bilir ve hizli sonug veren bir serolojik test yontemi olarak 6nemini korumaktadir.

Diinya Hayvan Saghgi Orgiitii (WOAH, eski adiyla OIE), kus gribi (avian influenza) ve
Newcastle hastaliginin serolojik tanisinda bu testlerin hala kullanilmasini 6nermektedir.
Ozellikle siirveyans caligmalari, agilama sonrasi bagisiklik yanitinin degerlendirilmesi ve
genis Olcekli tarama testlerinde etkinligi nedeniyle tercih edilmektedir.

Bununla birlikte, ¢apraz reaksiyonlar, test kosullarina duyarlilik ve diisiik sensitivite gibi
smirlamalari nedeniyle molekiiler ve virolojik yontemlerle desteklenmesi dnerilmektedir.

11. HEMADSOBSIYON TESTI

Hemadsorbsiyon testi, hemaglutinasyon yetenegine sahip viris tiirlerinin, viriis ¢ogalmasi
sirasinda hiicre yiizeyinde viriise ait hemagliitinin (HA) proteinine eritrositlerin tutunmasi
ile gergeklesir. Hemaglutinasyon yetenegine sahip viriislerle enfekte edilen hiicre kiiltiirle-
rinde (Vero, MDBK) yaklasik %0,2-2 oraninda eritrosit ilave edildiginde, eritrositler viriis-
le birleserek hemadsorbsiyon olusturur. Bu test, influenza, parainfluenza, kabakulak, kiza-
muk, poks viriisleri, Afrika domuz vebas: viriisii, Newcastle hastalig1 virtisii, Sendai viriisi,
herpes viriisii, fare hepatit virtisit ve kedilerin immiin yetmezlik viriisii gibi viriislerle
uygulanabilir. Testin prosediirii, viriisiin hiicre kiiltiirtine adsorpsiyonuna bagli olarak
enfeksiyonun gerceklestirilmesidir. Viriistin replikasyonu i¢in gerekli siire verildikten sonra
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POZITiF REAKSIYON NEGATIF REAKSIYON
v v v v — Antijen v v v v " Antijen

hhh kR
——— Komplement AN A A M —— Komplement

Koyun eritrositi Koyun eritrositi
Amboseptor Amboseptor
H I. k Komplement
emolizyo Koyun eritrositi
Amboseptor

* Hemoliz var

Sekil 2. Komplement fikzasyon testinin pozitif ve negatif reaksiyonlarinda olugan sonuglar.
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3. Yikama: : Inkiibasyon sonrasinda, PBST-20 yikama soliisyonu ile en az ii¢ kez yikama
yapilir ve ortamdan tiim artiklar uzaklastirilir.
4. Kompleman ilavesi: Yikama sonrasi antijen-antikor kompleksine ortamda rastlanirsa
kompleman sistemi, lam {izerindeki antikorlar tarafindan aktive edilir ve bu iglem sira-
sinda antijen-antikor komplekslerine baglanan ¢ok sayida C3 molekiild salinir.

5- Yikama: Adim {i¢ tekrarlanir.

6- Konjugat ilavesi ve yikama: Florokrom konjuge C3 antikoru ortama birakilir. 37 °Cde
nemli ortamda 30 dakika inkiibe edilir. Yikama islemi en az 3 kez tekrarlanir.
7- Goriintiileme: Floresan mikroskop kullanarak sonug degerlendirilir.

1. Siipheli antijen tasiyan hedef hiicre veya
doku kesiti lam iizerine konur

s

2. Fiksasyon

3.Yikama

Doku/hiicre

4. Hedef antijene spesifik konjugat birakilir

* konjugat

5.Yikama

Eger ortamda spesifik
antijen var ise konjugat
yikama sonrasi ortamda
kalmaya devam eder

6. Floresan mikroskop
kullanilarak sonug
degerlendirilir

1. Bilinen antijeni iceren
hiicre veya doku kesiti lam
iizerine konur ve fikse edilir

Doku/hiicre

2. siipheli antikoru

kan seru:(

3.Yikama

primer
antikor

4. Antikor Fe bélgesi spesifik
konjugat ortama birakilir

40 konjugat|

5.Yikama

B 6. Floresan mikroskop
kullanilarak sonug
degerlendirilir

1. Bilinen antijeni iceren
hiicre veya doku kesiti lam
iizerine konur ve fikse edilir

2. Komplement icermeyen
plazma/serum ortama
ilave edilir

4 primer antikor

Antijen-antikor
kompleksi olusumu

3.Ylkamal

4. Komplement ortama
l ilave edilir

Antijen-antikor kompleksi,
komplemani aktiflestirir ve
C3 salinimina yol agar

5.Yikama l

6. Florokrom konjuge C3 antikoru
ortama birakilir inkiibasyonun
sonunda yikama yapilir

|

7. Floresan mikroskop
st kullanilarak sonug
degerlendirilir

Sekil 3. Immunofloresan yontemleri A- Direkt immunofloresan yontemi B- Indirekt immunofloresan
yontemi C- Komplement indirekt immunofloresan yontemi. Alhabbab, R.Y. (2018). Immunofluorescence
(IF) Assay. In: Basic Serological Testing. Techniques in Life Science and Biomedicine for the Non-Expert.
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BOLUM 22. IMMUNOFLORESAN VE IMMUNOPEROKSIDAZ TESTI

Sekil 5. Afrika Domuz Atesi viriisiin antikorunun indirekt immunoperoksidaz yéntem ile belirlen-
mesi. Kahverengi boyananlar antijen-antikor kompleksi igereren hiicreleri gostermektedir.
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Bu tip enzim isaretli antikorlar konjugat olarak adlandirilir. Bir baska yontem ikincil anti-

kora tutunan floresan isaretli bir madde varsa kemiliiminans veya floresan goriintiileme ile

degerlendirme yapilir. Radyoaktif maddelerle isaretleme yapilarak goriintii saglanabilir.

Ikincil antikor birincil antikora spesifik olarak baglanur.

5) Yikama: Yikama soliisyonu ile membranda baglanmamis molekiiller ayrilir.
6) Substrat: Konjugattaki enzimle spesifik reaksiyona girecek olan substrat, membran tizerine
konulur ve goriintilleme islemi gergeklestirilir. Substratlar baslica ikiye ayrilir:

1) Kromojenik substratlar; HRP i¢in TMB (3,3’5,5-Tetramethylbenzidine), DAB
(3,3’-Diaminobenzidine), AP i¢in NBT(nitro blue tetrazolium), BCIP (5-bromo-4-ch-
loro-3-indolyl-phosphate)

2) Kemiluminesan susbtratlar; HRP i¢in ECL (enhanced chemiluminescence)

Sekil 6. Vestern blotlamada kullanilan cihaz ve sarf malzemeler. A: Dikey elektroforez sistemi; jel tanki ve
gii¢ kaynag1. B: Jelin hazirlandig1 cam plakalar ve taraklar. C: Blotlamada kullanilan yar1 kuru sistem. D:

Jel ve taragin cam plakalara yerlesim diizenegi. E: Membran ve filtre kagitlar i¢in 6rnek.

B Viris enfeksiyonlarin tanisinda goriintiilenen molekiil; yapisal veya fonksiyonel viriis pro-
tein, viris karsi olusan antikorlar veya diger proteinlerdir. Birincil antikorun hedef proteine
spesifik tutunabilmesi i¢cin homolog antikor olmalidir.

B Viris yapisindaki degisimler sonucu olusan viral protein farkliliklari, viriis varyantlarinda,
serotip farkliliklarindaki gibi, antikorun baglanmadaki spesifitesini ve aviditesini ekiler.

B Western blotlama teknigi ¢ogunlukla kalitatif degerlendirmeler i¢in kullanilsa da kantitatif
analizler i¢in de optimize edilebilir. Testin optimizasyonda pozitif bulunan proteinin mik-
tarinin dl¢iilmesi hedeflenir. Bu amagla, 6rnegin baslangi¢ miktar1 ve blotlama sonrasi bant
yogunlugu arasindaki iliski degerlendirilir, kalibre edilir.



BOLUM 23. SODYUM DODESIL SULFAT POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZ -WESTERN-SOUTHERN-
NORTHERN BLOTLAMA

fik ve o diziyle hibridizasyon yoluyla baglanabilen etiketli RNA veya DNA problar kullani-
lir. Bu problarin etiketlenme tiirleri ve dolayisiyla goriintiileme degiskenlik gosterebilir.
Radyoaktif bir isaretlemede kullanilan radyoaktif isaretli problar (2P gibi) ile membran
inkiibasyona birakilir. Bu basamakta hedef DNA ile radyoaktif etiketli prob hibriti meydana
gelir ve olusan hibritleri goriintiilemek icin radyootografi kullanilir.

Radyoaktif olmayan isaretleme yontemlerde digoksigenin ile niikleik asitlerin isaretlenme-
si yapilir. Kullanimlar: daha pratik ve giivenlidir. Digoksigenin bitkisel kokenli steroid yap1
orjinlidir ve niikleik asitlere baglanir. Inkiibasyon sonrast membran yikama islemi uygula-
nir ve daha sonra anti-digoksigenin antikorlari ile muamele edilir.

Bu antikorlar enzim, floresan veya kemiliiminesan gibi reaktiflerle isaretli olabilir. Enzim,
floresan veya kemiliiminesan reaktiflerle isaretli problarla membran inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon sonrasi olusan hibridizasyonu gériintiilemek i¢in uygun gériintilleme adimi
izlenir.

Enzim reaktifler genellikle peroksidaz (HRP), alkalen fosfataz gibi enzimlerle isaretli anti-
kor yani konjugatlardir. Bir sonraki basmakta enzim spesifik substrat kullanilir. Floresan
veya kemilliminasans reaktiflerle isaretli antikorlarin kullanildigi protokollerde karanlik
ortamda floresans/liiminasans transliiminatorler ile gériintiilleme yapilir.

Southern blotlamanin goriintiilenmesi sonrasi, DNA bantlar: kalitatif belirlenir ve istege bagli
olarak kantitatif analizi de yapilabilir. Kantitatif analiz i¢cin western blotlamada agiklandig1
gibi 6nceden optimizasyon ¢alismasinin yapilarak dogrusal tanima aralig1 ve egrisi olusturul-
mas1 gerekir. Jele yiiklenen DNA 6rneginin konsantrasyonu, pozitif kontrol, DNA merdiven,
konsantrasyonlar1 ve prob uzunlugu standart egrinin olusturulmasinda kullanilir.

1 2 3 4
\ Membrana E e
DNA izolasyonu transfer — =5
ve RE kesim . Botama — —
i SDS-PAGE
Ornek
hazirlanmasi
RNA izolasyonu Yikama
1 2 3 4 15 2 4 1z s
— | = HH I[ =——-
—— Ykama | — | Ykama | —/
Renk olusumu- Pozitif Prob isaretleme Bloklama/Fikzasyon

bandin goriintilenmesi

Sekil 10. Southern ve Northern blotlama yontemlerinde ortak uygulanan test agamalari.
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M Real-time PZR analizleri i¢in uluslararasi kilavuz olarak kabul edilen MIQE rehberine gore;
literatiirde yer alan Ct (threshold cycle), Cp (crossing point) ve TOP (take-off point) gibi terim-
ler gercek zamanli PCR cihazlarindan alinan ayni degeri ifade etmektedir ve bilimsel dogruluk
veya netlik nedeniyle degil, cihaz tireticilerinin rekabeti ve tirtin farklilagtirmasi amaciyla orta-
ya ¢itkmustir. MIQE rehberi bu terimlerin yerine, veri standardina uygun olarak, kantifikasyon
dongiisii (quantification cycle; Cq) teriminin kullanilmasini 6nermektedir.

B Real-Time PZR (qPZR) yonteminde kantitatif analizlerde, gen ekspresyonu veya hedef
DNA/RNA miktarmin tespiti i¢in iki temel kantitatif yaklasgim bulunmaktadir: absolute
quantification (mutlak kantifikasyon) ve relative quantification (goreceli kantifikasyon).
Absolute ve relative kantifikasyonlar arasindaki temel fark, absolute quantification gercek
gen miktarini belirler ve bir standart egrisine dayanir, bu sayede kesin kopya sayist elde
edilirken; relative quantification analizinde, hedef genin, referans gene veya kontrol gruba
gore goreceli degisimini dl¢tiliir ve mutlak miktar elde edilemez.

3.4.1.1. Absolute Quantification (Mutlak Kantifikasyon)

B Absolute quantification, belirli bir hedef genin sayisal miktarin: belirlemek igin kullanilan
bir tekniktir. Bu yontemde, amplifikasyon sirasinda elde edilen floresan sinyali ile hedef
DNA/RNA>nin gergek miktar: arasindaki iliski hesaplanir. Mutlak kantifikasyon igin bir
“standart egri” gereklidir. Bu standart egri, bilinen konsantrasyonlardaki hedef DNA/RNA
orneklerinin amplifikasyon sinyali ile olusturulur. Daha sonra, test 6rneklerinin floresan
sinyalleri, bu egriye karsi konumlandirilarak, 6rneklerdeki kesin gen miktar1 (kopya sayist
veya konsantrasyon) belirlenir (Sekil 5).

B Absolute Quantification analizinde standart egrinin olusturulabilmesi i¢in 6ncelikle pozi-
tif plazmid (analiz edilecek geni tagtyan) veya DNAnin tespit edilmesi ile baslar.

m  Pozitif plazmidlerin DNA konsantrasyonlari, spektrofotometrik yontemle dl¢tiliir ve bu
veriler, agsagida aciklanan formiil kullanilarak hesaplanir. Plazmidler, 10! kopya/pL ile 10°
kopya/pL arasinda degisen 10 kat seyreltmelerle hazirlanir ve molekiiler sinif su kullanila-
rak seyreltilir. Plazmid DNA konsantrasyonu, spektrofotometrik 6l¢iim sonrasinda, kopya
say1sini hesaplamak i¢in asagidaki formil kullanilir:

(X g/uL DNA / (plazmid uzunlugu bp x 660)) x 6.022 x 10?3 = Y molekiil/pL

X g/uL DNA: Plazmid DNAnin yogunlugu (gram cinsinden mikro litre bagina).

Plazmid uzunlugu (bp): Plazmidin toplam baz cift sayisi.

660: DNAnin ortalama molekiiler agirligina karsilik gelen bir sabit sayidir.

6.022 x 10/23: Avogadro sayisi, bir moldeki molekiil sayisini ifade eder ve burada kopya sayisinin
hesaplanmasinda kullanilir.

B Bu hesaplama, plazmidlerin konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanilan yaygin bir mole-
kiiler biyoloji formiliidiir. Test 6rnekleri, ticlii tekrarla yapilan seyreltme serisi ile ¢aligilir
ve her seyreltmenin ortalama degeri kullanilarak sonuglar analiz edilir, boylece elde edilen
verilerin giivenilirligi artirilir.



BOLUM 25. SEKANSLAMA (DizZi ANALIZI) VE METAGENOMIK ANALIZ

§ Filogenetik aragtirmalarda kullanilir:
iki genetik organizmanin birbiriyle olan yakinligini tespitinde,

— Genom haritalamalarinin gizilmesinde,
Homolog dizilerin karsilastirarak filogenetik siniflandirmasinda,
Virtslerin adlandirilmasi, tanimlanmasi, siniflandiritmasinda kullanilir

[YVTLON 1V

Protein yapisina yonelik arastirmalarinda kullanilir:

Protein yapi tahminlerini gen tizerinden gikarilmasinda,
Dizi motiflerini, transkriptler, promotor dizilerin ortaya ¢ikarilmasinda,
=i Hastalik klinik yonlerinin tahmin edilmesinde,
Epigenetik mekanizmalar aciklanmasinda,
Viral hastaliklarin patogenezi, viral proteinlerin ve hiicre igi virlis replikasyon
mekanizmalarinin tanimlanmasinda kullanilir.
§ Gen yapisina yonelik arastirmalarinda kullaniir:

Genin tam yapisinin ortaya ¢ikarilmasinda,

temler

‘=
e
>
N

T

Klonlama ve gen aktarim ¢alismalarinda gen tanimlanmasinda,
Genetik mutasyonlarin ortaya ¢ikarilmasinda,

1ZlI ana

Viruslerin evrimlesme sirecini tanimlama, yeni ortaya ¢ikan virlisleri ve varyantlari
tanimlama, viriis tim genom yapilarini analiz edilmesinde kullanilir.

D

§ Hastalik mekanizmalari aragtirmalarinda kullanilir:
Gen ve protein mekanizmasini tanimlanmasinda,

1 Hastalik tani ve teshisinde,

Viral hastaliklarin teshisi, viral hastaliklarin molekiiler epidemiyolojilerinin arastinlmasinda
kullanilir.

Sekil 1. Dizi analizi yontemlerinin viroloji alaninda kullanildig1 konular.

TESTIN PRENSIBI

[ Dizi analizi yontemleri temel prensibi; genom yapinin birincil yapisini, niikleik asit diize-
yinde agiklatilmasi, proteinleri kodlayan ve kodlamayan genlerin yapisal 6zelliklerinin
ortaya konulmasidur.

[l DNA dizisi (Sekans): DNAnm yapisal olarak, bir iplik¢igindeki niikleotid yapisindaki
diziliminin harflerle gosterilmis halidir (Sekil 2).

B DNA dizi analizi ise ger¢ekte var olan iplik¢ikteki bu sirali yapiy: ortaya ¢ikarmaya ¢alisir.
Milyarlarca niikleotidi en dogru sekilde siralar.

B DNA vyapisindaki dizileri belirten harfler A (adenin), T (timin), C (sitozin) ve G (gua-
nin)dir ve niikleotidleri temsil eder. Bir dizide bu harfler bitisik yazilarak ifade edilir. RNA
dizileme sonuglarinda U-urasili temsil eder. Genellikle RNA dizilemelerinde, RNA iplikgi-
¢i DNA komplementerine gevrilerek degerlendirilir.

B DNA yapisindaki iplik¢ikler 553 yoniinde pozitif iplik¢ik, 3’>5” yoniinde negatif iplik¢igi
temsil eder. Tek bir iplik¢igi ortaya ¢ikarmak icin her iki yonde baslayan analiz ile elde
edilen diziler birlestirilerek konsensus dizi olusturulur ve nihai dizi elde edilir.

[l Viriis genomunun polarite yapisi, bu iplik¢iklerdeki niikleotid dizilerini de yansitir. Sonug
itibariyle iki iplikg¢ik birbirinin komplementeri olsa da dizi analizi tek iplik¢ik tizerindeki
yazilimi oraya ¢ikarir. Her iki iplik¢igin dizi analizi sonrasi elde edilen diziler biyoenforma-
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Primer Secimi

B Hedef genin ¢ogaltilmasinda kullanilmak tizere ileriye (forward) ve geriye (revers) olmak
tizere iki adet primer olusturulmalidir. Primerler sentetik oligoniikleotitlerdir ve gogaltila-
cak DNA bolgesinin uglarindaki tamamlayici dizilere 6zgiil olarak baglanir. Kalip DNAnin
sentezi i¢in, baglanging noktasi olarak gorev yaparlar. Bu pimerler olusturulurken klonlama
veya ac¢iklama vektorlerinin klonlama bolgesindeki enzim kesim bolgeleri goz 6ntinde
bulundurulmalidir ve kosirkiilasyon olmamasi i¢in iki enzimin birbirinden farkli olmasina
dikkat edilmelidir. Primerlerin 5’ug bolgelerine yerlestirilecek enzimlerin vektérde olmast-
na fakat hedef gen tizerinde bulunmamasina dikkat edilmelidir.

2. HEDEF (INSERT) GENIiN BELIRLENMESi VE POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONU PCR) iLE COGALTILMASI

B PCR, DNA molekiillerinde 6zgiil hedef DNA dizilerinin dogrudan ¢ogaltilmasina esasina
dayanmakta ve az miktardaki DNA reaksiyon sonucunda milyarlarca adet gogaltilabilmek-
tedir. Reaksiyon
1. Ilk adimda, cogaltilacak DNA denatiire etmek i¢in 90-95° C,~5 dk bekletilir.

2. Sicaklik 50-70° C arasinda bir degere diisiiriiliir ve primerlerin tek zincirli hale gelmis
DNAya baglanmasi saglanir.

3. DNA polimeraz (Taq polimeraz) hedef genin sentezini 72°C 1-5 dakika arasinda ger-
ceklestirir. Polimeraz enzimi, niikleotitleri 5° den 3’ ne dogru ekleyerek, primerlerin
uzamasini saglar ve hedef DNAnin iki zincirli kopyasini olusturur.

Bu dongii programi 32 kez tekrarlanmakta ve istenilen hedef gen ¢ogaltilmaktadir.

m Izole edilen niikleik asit hedef gene spesifik primerler araciifiyla gogaltilir. Elde edilen
niikleik asit tiirii RNA ise ilk olarak bunun revers transkriptaz enzimi kullanilarak yaklasik
bir saat siire sonunda 37 veya 42°C'de komplementer DNAYya ¢evrilmesi gerekmektedir. Bir
sonraki asamada DNA veya ¢cDNA kalip olarak kullanilarak 32 déngiiden olusan PCR
reaksiyonu ile ¢ogaltilmaktadir.

B Reaksiyon sonucunda ¢ogaltilan PCR {iriinleri agaroz jelde elektrik akimi verilerek
DNAnin gog etmesi saglanmaktadir. Bu islem sonucunda agaroz jeldeki DNA etidyum
bromid ile boyanarak ultra viole 15181 altinda gosterimi yapilmaktadr.

3. PLAZMID (VEKTOR) DNA’NIN ELDE EDILMESI

B Plasmid DNASs: hazirlamak igin, plasmid igeren bakteri hiicresi uygun kosullarda siv1 besi-
yerinde antibiyotik ilave edilerek 16-20 saat tiretilir.

m  Uretilen bakteri hiicrelerinden alkali lizis yontemi veya plasmid DNA izolasyon kitleri kul-
lanilarak plasmid DNA’s: elde edilmektedir

4. HEDEF GENIN (iINSERT) RESTRiIKSIYON ENDONUKLEZLARLA
KESiMmi

B Agaroz jelden saflastirilan insert DNA s1 restriksiyon endoniiklezlar ile kesime birakilir.
Yaklasik bir saat 37°C'de bekletilerek kesim isleminin gerceklesmesi saglanmaktir. Bu stire-
nin sonunda hedef gen DNA agaroz jelde elektrik akimu verilerek yiiriitiiliir. Insertiin jelden
ptirifiye edilmesiyle kesim islemi tamamlanmis olmaktadur.



BOLUM 27. MONOKLONAL ANTIKOR TEKNOLOJiSi

1975 yilinda Georges Kohler ve César Milstein, myelom hiicre (Farelerin kanserli plazma
hiicresi) ile immiinize farelerden elde ettikleri B hiicrelerinin fiizyonunu basararak hidrido-
ma elde edilmesi ve mAb iiretimini pratik anlamda basarmiglardir.

Georges Kohler ve César Milstein, monoklonal antikor iiretmek i¢in hibridoma teknigini
gelistirdikleri igin 1984 Nobel Fizyoloji veya Tip Odiili'ne layik goriilmiistiir.

Poliklonal antikorlara kiyasla yiiksek spesifikligi sebebiyle mAbs teshis ve tedavide yaygin
kullanim potansiyellerine sahiptirler ve bu 6zellikleri sebebiyle de mAbs mitkemmel biyo-
lojik yapilar olarak kabul edilmektedirler.

Monoklonal antikor firetimi takip eden yillarda bir teknoloji haline gelmis ve monoklonal
antikor veya hibridoma teknolojisi olarak da anilmaya baglamustir.

Daha sonraki yillarda mAb iiretim teknolojilerinde yeniliklerle birlikte fare harici tiirlere
karst mAbsin {iretilmesinin yani sira birgok mikrobik etken ve kanser hiicrelerinin tani ve
tedavisinde kullanilan ¢ok sayida mAD tiretimi caligmalar: gerceklestirilmistir.
Monoklonal antikor {iretimi i¢in fare miyeloma hiicrelerine ilave diger memeli, bitki, bak-
teri ve maya hiicre hatlarimin tespiti, gelistirilmesi ve kullanimi ¢aligmalar1 devam etmekte-
dir. Alternatif hiicre hatlar1 piyasadaki terapétik antikorlara yonelik ortaya ¢ikan ihtiyaglar
i¢in umut verici sonuglar sunmaktadir.

2018 yilinda James P. Allison ve Tasuku Honjo, inhibitor baglantilar1 6nleyen mAbs kulla-
narak negatif bagisiklik diizenlemesinin engellenmesi yoluyla kanser tedavisini kesfettikle-
ri igin Nobel Fizyoloji veya Tip Odiili'nii almisladir.

Bugiine kadar mAb teknolojisinde alinan Nobellere ve bir¢ok ¢i81r acici gelismeye ragmen,
gliniimiizde mAb {iiretimde yeni teknolojilerin gelistirilmesi ¢alismalar1 devam ettirilmek-
tedir. Bu ¢aligmalar 6zellikle tedavi amagh kullanilmak tizere kanser ve mikrobik ajanlar
i¢in daha etkili mAD tiretilmesi i¢in umut vermektedir.

Antijen baglanma Gok degisken T
bolgesi

Degisken
bolge (Fv)

Daimi
bolge

Agir zincir (H)

Sekil 1. Immunoglobulin molekiiliiniin sematik yapist.

[YVTLON 1V
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YARISMALI LFA MODELI

B Bumodel, iki antikora ayni1 anda baglayamayan diisiik molekiiler agirliga sahip bilesiklerin
tespitinde tercih edilir. Bu testte test ¢izgisinde ¢izgi/renk olugmamasi testtin pozitif oldu-
gunu gosterir. Negatif bir sonugta ise hem test hattinda hem de kontrol hattinda ¢izgi/renk
olusur. Kiigiik molekiiller her iki antikora baglanamazlar. Bu test sisteminde iki antikor
kullanilir. Birincil antikor isaretlenmis, konjugasyon pedinde bulunan antikordur. Diger
antikor ise kontrol hattinda bulunan anti-immiinglobulin yapidadir.

m  Test sisteminde; numune eklendiginde pozitif reaksiyonda; kontrol ¢izgisinde bir kirmizi
¢izgi olugur ve test ¢izgisinde renk olusmaz. Negatif reaksiyon i¢in test hattinda ve kontrol
hattinda kirmizi ¢izgi belirecektir (Sekil 5).

~ -
~ -

Sekil 5. Yarigmali model LFA test serit /strip gortintiileri. T: Test hatti, K: Kontrol hatt1. 1 numaral test
pozitif numuneyi, 2 numarali test negatif numuneyi gosterir. 3 ve 4 nolu test tekrarlanmalidir, test hatali-
dir.

NUKLEIK ASIT TESPiTi MODELI

Niikleik asit tespitinde hedef molekiil tek tip niikleik asit olmakla birlikte birden fazla viriise ait
miiltipleks test diizeni kurulabilir. Boylece birden fazla patojen varligin ayni anda test edilebilir.
Ozellikle klinik semptomlarin ve ayirici tanida karigan hastaliklar yoniinden hazirlanan test
protokolleri klinik taniy1 kolaylastirir. Ornegin ishalle seyreden hastaliklar, solunum sistemi
hastaligina neden olan viriisler gibi.

B Niikleik asit tespitinde hizli tan1 yontemlerinde temel olarak iki mekanizma esas alinarak
test hazirlanir. Hasta 6rnegindeki numunede aranan niikleik asidin ¢ogaltilmas: yani amp-
lifikasyonu yapilarak tespit edilen hizli tani testleri kisa zamanda kalitatif ve kantitatif sonug
verir. Bu testler PCR tabanli reaksiyon yapan testlerdir. Ger¢ek zamanli PCR sisteminin tam
otomatize ve hizli kullanimi ile olusturulan bir sistemdir. Numune hazirlama, DNA ampli-
fikasyonu ve tespiti gerceklesir. Patojene spesifik PCR reaksiyonu floresan 151k algilama
sistemine sahip bir cihaz icerisinde gerceklesir.

B Diger mekanizma ise niikleik asidin problar ile isaretlenmesi ve hibridizasyonuna dayali
test sistemidir. Bu tip testlerde ise kartus, ¢ip veya kart sistemi ile test diizenegi olusturulur
ve cihaz yardimiyla sonug tanimlanir.
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