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1.0ZET

INAKTIF PARAPOXVIRUSLERIN IMMUNOMODULATOR
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Bu calismada; inaktif parapoxvirus ovis (iPPVO)’in Infectious Bovine
Rhinotracheitis (IBR)’li sigirlarda serum antikor seviyeleri ve total l6kosit
miktarlar1, iPPVO uygulanan farelerde ise ELISA testi ile TNF-a, IL-18, IL-6, IL-
8 ve RT-PCR ile TNF-a, IL-1B, IFN-y seviyeleri arastirildi. Bu amagla ¢alismada
15 adet sig1r ve 10 adet fare kullanildi. Sigirlar kontrol grubu (n=5), IBR as1 grubu
(n=5) ve IBR as1+iPPVO grubu (n=5) olarak ayrildi. Kontrol grubundaki sigirlara
PBS, IBR grubundakilere IBR agis1 ve IBR+iPPVO grubundaki hayvanlara IBR
asis1 ve iPPVO 1. ve 15. giinlerde uygulandi. Uygulama yapilan tiim hayvanlardan
0, 15. ve 30. glinlerde kan 6rnekleri alindi. Farelerde kontrol grubuna 0.1 ml PBS,
iPPVO grubuna ise 0.1 ml derialt1 yolla iPPVO verildi ve 10 giin sonra kan ve

dalak ornekleri alindi.

Denemenin sonunda yapilan analizler sonucu; sigirlarda IBR+1PPVO
grubunda, total 16kosit ve serum antikor titrelerinin kontrol ve IBR gruplarina
gore anlamli olarak yiiksek (p<0.001) oldugu goriildi. Farelerde de iPPVO
grubunda TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-1B, IFN-y degerlerinin kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek (p<0.001) oldugu
teshit edildi.

Sonu¢ olarak sigirlarda ve farelerde iPPVO uygulamalarinin
immunomodulator etki olusturdugu ve boylece enfeksiyonlarin sagaltiminda ve

korunmasinda etkili olacagi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Inaktif Parapoxvirus ovis (iPPVO), immunomodulatdr,

sig1r, fare



2.SUMMARY

INVESTIGATION OF IMMUNOMODULATORY EFFECTS OF
INACTIVATED PARAPOXVIRUSES

In this study; serum antibody levels and total leukocyte amounts of
inactive parapoxvirus ovis (iPPVVO) in cattle with infectious bovine rhinotracheitis
(IBR) and in mice treated with iPPVO TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a, IL-1p,
IFN-y levels investigated. For this purpose, 15 cattle and 10 mice were used in the
study. Cattle were divided into control group (n=5), IBR vaccine group (n=5) and
IBR vaccine+iPPVO group (n=5). The cattle in the IBR group IBR vaccine and
the animals in the IBR+iPPVO group received the IBR vaccine and iPPVVO on the
1. and 15. days. Blood samples were taken from all animals treated at 0, 15. and
30 days. In mice, 0.1 ml of PBS was given to the control group and 0.1 ml of
IPPVO to the iPPVO group and blood and spleen samples were taken 10 days

later.

As a result of the analyzes made at the end of the experiment; total
leukocyte and serum antibody titers were found to be significantly higher in cattle
in the IBR+iPPVO group than in the control and IBR groups (p<0.001). TNF-a,
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-1p, and IFN-y values were found to be statistically
significantly higher (p<0.001) in mice in the iPPVO group when compared to the

control group.

As a result, it has been determined that iPPVVO application in cattle and
mice creates an immunomodulatory effect and will be effective in the treatment

and protection of infections.

Keywords: Inactivated parapoxvirus ovis (iPPVO), immunomodulator,

cattle, mouse
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3.GIRIS
Poxvirus ailesine ait olan Parapoxvirus ovis (Orf viriis) koyun ve kegilerde
akut deri enfeksiyonlarina neden olan gii¢lii immunolojik 6zelliklere sahip DNA
virusleridir. Konak¢1 immun savunmasindan kagmak i¢in ¢ogalmalarini saglayan
cesitli immunmodulator hiicresel proteinleri kullanirlar. Parapox ovis virusu igin
tarif edilen ve interferon kaynakli hiicre direncine karsi koyan proteinler; viral
interlokin 10 (IL-10), grantilosit-makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF), IL-2-

inhibe edici protein ve vaccinia virtisii E3L’dir (1, 2, 3, 4, 5, 6).

Parapoxvirus enfeksiyonu, konak¢ida dogal oldiiriicti (NK) hiicreler,
notrofiller, dendritik hiicreler (DC), interferon-alfa (IFN-a), interlokin-1§ (IL-1p
), IL-8, graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF) ve IFN-release
salimminda artiglara neden olmaktadir (7, 8, 9, 10, 11). Ayrica inaktif
parapoxvirusun, gesitli tiirlerde baskin bir yardimcit T hiicreleri (Thl) tipi immiin
tepkiye yol actig1, bu tepkinin viral partikiiliin kendisi tarafindan ortaya ¢ikarildigi
bildirilmistir (12, 13, 14).

Enfeksiydoz hastaliklara karst kullanilan immunomodulatdr ajanlar
bagisikligin giiglenmesini saglayacak, hayvanlarin hastaliklara karsi daha diregli
duruma gelmesini ve bu sebeple de antibiyotik kullaniminin da ciddi oranda
azalmasina neden olacaktir. Antibiyotik kullaniminin azalmis olmasi halk sagligi

acisindan bakildiginda ¢ok biiyiik bir 6neme sahip oldugu goriilmektedir.

3.1. Bagisiklik (immiin) Sistemi

Bagisiklik sistemi, konakc¢ida patojen etkenleri ve tiimor hiicrelerini taniyip onlari

yok eden viicudun savunma sistemidir (15, 16).

Konakg1 bagisiklik sistemi, dogal ( non-spesifik ) bagisiklik ve spesifik (
edinsel ) bagisikliktan olusmaktadir (Sekil 1). Dogal bagisiklik enfeksiyonlara
karst ilk koruyucu engeli olustururken spesifik bagisiklik daha sonra olusan ve
enfeksiyonlara karsi daha etkili savunma saglayan sistemlerdir (17). Dogal
bagisiklik sistemi, organizmaya ait olan hiicreleri tanir fakat yabanci patojenleri

tammaz. ilk savunma asamasini epitel dokusu ve epitelde bulunan hiicreler ile



dogal antibiyotikler olusturur. Savunmanin ikinci asamasini ise, kimyasal
sinyaller, antimikrobiyal peptidler, antifagositik ve dogal Oldiiriicii hiicreler,

enflamasyon ve ates olusturur (18, 19).

Spesifik bagisiklik, konak¢inin yasami siiresince gelisir; organizmaya ait
olan maddeler ile olmayan maddeleri ayirt eder. Yabanci patojenlere ve hiicrelere
spesifik bicimde cevap olusturur. Spesifik bagisiklik; T ve B lenfositlerini igerir
(15).

Mikrop
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Sekil 1. Dogal ve spesifik bagisikligin temel mekanizmalari.

3.2. Bagisikhigin Yapisal Unsurlar:

Spesifik bagisiklik sistem hiicreleri lenfositlerdir, ancak spesifik immiin
yanitlarin olugsmasi1 ve aktif hale gelmesi antijene spesifik olmayan hiicrelere

baghdir (17).



3.2.1. immun Sistem Hiicreleri

Lenfositler; hedef hastalik etkenini tanimasi ve dogrudan yok etmesi
nedeniyle lenfatik sistemin Onemli bir unsurudur. Kemik iligindeki kok
hiicrelerden {iretilirler ve B ile T lenfositleri diye ikiye ayrilirlar. B lenfositleri

kemik iliginde, T lenfositleri ise timusta olgunlasir (Sekil 2).

B lenfositleri antikor iireten tek hiicre grubudur ve ayn1 zamanda humoral
bagisiklig1 diizenleyen hiicrelerdir. Humoral immuniteye B lenfositlerin {irettigi
antikorlar aracilik eder. Bu antikorlar dolasima gegerek, cesitli sistemlerde

bulunan mikroplart ve mikrop toksinlerini yok ederler (16, 17, 20).
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Sekil 2. Lenfositlerin olgunlasmasi

T lenfositleri; kemik iliginden kdken alan ve timusta antijenik uyarilara
cevap verme yetenegi kazanan ve immun sistemde hiicresel bagisikliktan sorumlu

olan esas hiicreleridir (16, 17, 20, 21, 22).

Dogal Oldiiriicii (Natural Killer, NK) Hiicreler; yap1 ve fonksiyonlari

bakimindan T ve B lenfositlerden ve monositlerden farkli olan hiicrelerdir.



NK hiicreleri basta timor hiicreleri olmak iizere, viriisler, bakteriler ve
parazitlere karst dogal immun sistemin ilk basamagini olustururlar. NK hiicreleri
bu gorevlerini enfeksiyon déoneminde IFN-y sitokininin salgilanmasini artirarak

yerine getirirler (17, 23).

Makrofajlar; viicuda giren yabanci maddeleri fagosite etme, T ve B
hiicrelerine de sitokinleri tanitmakla gorevlidirler. Makrofajlar daha 6nceden

karsilastiklar1 antijeni tanimayarak tekrar aktiflesme yetenegine sahiptirler (22,
24).

3.2.2.Lenfoid Organlar

Lenfoid organlar viicutta yaygmn bigimde bulunan ve farkli etkinlikleri
olan yapilardir (15, 25, 26).

Timus, T lenfositlerinin gelismesini saglar. Dogum sirasinda tam olarak
geligmis bir organdir ve yaklasik 15-20 g agirligindadir. Olgunlasan T lenfositleri

2-3 giin sonra timustan ayrilir ve lenfoid dokulara gider.

Lenf Nodlari, lenf damarlarina yerlesmis kiiciik lenf dokusu yapilaridir.
Lenf nodlarimin iki énemli fonksiyonu vardir; birincisi yabanci maddelerin kan
dolasimima girmeden lenf yolu ile uzaklastirilmasini saglamak ve ikincisi ise

bagisiklik hiicrelerinin ¢ogalmasini saglamaktir.

Dalak, kirmizi ve beyaz pulpadan olusur. Kirmizi pulpa arterler tarafindan
beslenen, yasl kan hiicrelerinin yok edildigi, beyaz pulpa ise, makrofajlar ve

dentritik hiicrelerin etkidigi B ve T lenfositlerin toplandig1 yapilardir.

Mukoza Tligkili Lenfoid Dokular, bu yapilar solunum, sindirim ve
tirogenital sistemin i¢ kisimlarindaki membranlarin ¢evresinde bulunmaktadir.
Mukozal katmanlardaki bu bagisiklik sistemleri, savunmasiz i¢ organlarin

korunmasina yardimci olur.

3.3. immunomodulatorler

Bagisiklik sistemini diizenleyen dogal veya sentetik maddelerdir.
Immomodulatérler immunosupresanlar ve immunostimulanlar diye iki gruba

ayrilir.



3.3.1.immunosupresanlar

Bagisiklik sisteminin aktivitesini azaltmak i¢in veya onlemek amaciyla
kullanilan maddelere verilen isimdir. Organ nakillerinde nakil alicilarinin (kemik

iligi, karaciger, bobrek gibi) reddini 6nlemek amaciyla kullanilirlar.
Immunosupresanlar 5 gruba ayrilir;

e Glukokortkoidler; kortizol, dekzametazon, prednizon, prednizolon,
hidrokortizon

o Sitostatikler; siklofosfamid, metotreksat, azatioprin

e Antikorlar; poliklonal ve monoklonal antikorlar

e Immunofilinleri etkileyen ilaclar; siklosporin A, takrolimus, sirolimus

e Digerleri; opioidler, mikofenolik asit (27, 28, 29).

3.3.2. immiinostimiilanlar

Notrofillerin oksidatif aktivitesini ve fagositik hiicrelerin yutma
aktivitesini artirarak ve sitotoksik hiicreleri uyararak etki olusturan dogal veya
sentetik maddelerdir. Otoimmiin hastaliklar, viral enfeksiyonlar ve kanser gibi

birgok hastalik immunostimulanlar kullanilarak tedavi edilmektedir (30, 31).

Imunostimulanlar farkli mekanizma ve islevlere sahip 7 gruba ayrilir.
Bunlar; immunostimulan ilaglar; levamizol, talidomid, izoprinosin, nimmunosin
ve bestatindir. Bakteriyel iriinler; canli Bacillus Calmette-Guerin (BCG),
Mycobacterium bovis'in Calmette ve Guerin susu basilinin zayiflatilmig
kiiltirleridir.Sitokinler; ¢ogunlukla fagositler tarafindan sentezlenen IL-1, Th1(
IL-2, TNF-a, IFN- v) ve Th2 hiicreleri ( IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 ve 11 1L-13)
dir. Kompleks karbonhidratlar ise glukanlar, trehaloz ve prebiyotikler dir (32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39).

3.4, immunomodulatorlerin Etki Mekanizmas:

Immunomodulatérler yiizyillardir tipta basari ile kullanilmaktadir. Yakin
zamana kadar kullanimlari tartismali olarak kabul edilmis ve etki mekanizmalari

tam olarak aydinlatilamamustir.



Insanlarda T hiicreleri ve NK hiicrelerinden proinflamator ve
antiinflamator sitokin salinimini artirdiklari, buna bagli olarak immunomodulator

ve antiinflamatuar etki olusturduklari bildirilmstir (40, 41).

Nitrik oksit (NO) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) yangi ve bagisikligin
diizenlenmesinde dnemli role sahiptirler. Nitrik oksitin immun sistem tizerindeki
etkileri tam olarak acikliga kavusturulamamis ise de yapilan ¢alismalarda lenfosit,
eosinofil, monosit ve diger hiicrelerde bir c¢ok sitokin tipinin ekspresyonunu

inhibe ettigi ve lenfosit ¢ogalmasinda rol aldig: bildirilmistir (42, 43).

NO ve ROS’ a ek olarak, sialik asitler hiicre yiizeyindeki glikolipit ve
glikoproteinlerin ~ glikan  zinzirlerine  bagli  olarak  bulunan  asidik
monosakkaritlerdir. NO ve ROS’a ek olarak sialik asitlerin immun cevabin
diizenlenmesinde, mikroorganizmalarin  hiicreye baglanmasinda, immun
hiicrelerin aktivasyonunda, hiicreler arasi haberlesmede ve hiicre tanimlanmasinda

onemli rolleri oldugu bildirilmistir (44, 45).

Bagisiklik sistemi, hiicresel sinyal olaylarmi uyarmak igin kullanilan
biyolojik ajan tiiriine bagl olarak farkli sekillerde (endojen veya ekzojen) modiile
edilir ve genellikle immunomodiilasyon olarak anilmaktadir. Faaliyetleri dogustan
gelen hiicrelerin aktivasyonuna ve bunun sonucunda sitokin iiretimine dayanir.
Inaktif parapoxvirus ovis (iPPVO) lokositler tarafindan sitokinlerin salgilanmasini

uyarir ve diizenler (46).

Immiin uyarici veya PPVO, bagisiklik sisteminin spesifik olmayan bir
sekilde giiclendirilmesine neden olur. iPPVO, farelerde herpes simplex ve
hepatitis B virusuna kars1 sitokin (IFN-y, IL-12, IL-18 ve TNF-a) indiiksiyonunu
aktive ederek bu viriislere kars1 duyarlilig1 azalttigi bildirilmistir (47).

3.5. Parapoxvirus ovis

Parapoxvirus ovis, Poxviridae familyasindaki Parapoxvirus cinsinin bir
tiyesidir. Parapoksviriislerin siniflandirilmasi yavas yavas gelismistir ve kullanilan
terminoloji lizerinde c¢ok fazla kafa karigikligt olmustur. 1964'te, simdi
parapoksviriisler olarak tanidigimiz ti¢ virilis, “Omurgalilarin Viriisleri’nde Grup

IT ¢igek viriisleri olarak listelenmistir.



Burada, orf hastaliklar1 (esanlamlilar: bulasict piistiiler dermatit, koyunun
bulasict ektimasi, bogaz agzi, uyuz agiz, bulasici piistiiler stomatit; bulasici
labiyal dermatit), sagim diigiimleri (esanlamlilar: pseudocowpox, paravaccinia) ve
stomatit papulosa (sigirlarda) dahil edilmistir (48, 49, 50, 51). PPVO, diinya
capinda koyun ve kegilerin dnemli bir patojenidir ve bulasict ektima, orf veya
uyuz agzi olarak bilinen mukokutandz, enflamatuar ve proliferatif bir hastalik
olusturur. Poxviridae ailesinin tiim tiyeleri gibi oval, nispeten biiyiik, ¢ift iplikli,
220-300 nm uzunlugunda ve 140-170 nm genisliginde DNA viriisleridir (Sekil 3)
(52, 53).

Parapoxvirlis viryonlar1 karakteristik bir oval yapiya sahiptir ve bu
benzersiz morfoloji, poxviriis ailesindeki gruptan ayri olarak dahil edilmelerinin
temelini olusturmustur. Negatif olarak boyanmis parapoksviriis preparatlar iki
sekilde goriiliir. Boyanin viriona niifuz ettigi kapsiil bi¢ciminde, ince bir mazgalli
zar, i¢ amorf bir ¢ekirdegi ¢evreler gibi goriiniirken, lekeye karsi gecirimsiz olan
viryonlar, virion boyunca ¢apraz bir sekilde diizenlenmis diizenli bir tiibiil benzeri
yapilar dizisi ortaya ¢ikarir. Viriisiin hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltildigi durumlarda,
ortamda goriinen viryonlar 9-18 nm kalinliginda bir membrandz yap1 ile
cevrilidir. Bu zarin VACV'ye benzetilerek Golgi'den tiiretildigi one stiriilmiistiir.
Goriilen gapraz desen elektron mikroskobu ile goriiniise gore iist iiste bindirilmis

goriintiilerden kaynaklanmaktadir (48, 54).

Sekil 3. Parapoxvirus’un elektron mikroskopta goriiniimii



Poxviridae, gli¢lii immiinojenik 6zelliklere sahip oldugu bilinen en biiyiik
viriislerdir. P. ovis bir¢ok tiirde giiclii immunomodiilator etki gosterir ve bu
nedenle veteriner hekimlikte bakteriyel ve viral hastaliklardan korunma ve/veya
destekleyici tedavi amaciyla bagisiklik sistemini uyaran biyolojik ajan olarak
kullanilmaktadir. Virtisler bagisiklik sistemini atlayarak ve baskilayarak ya da
bagisiklik sisteminin etkinlestirilmesiyle bagisiklik sistemini manipiile etmektedir

(42, 55, 56).

PPVO'nun o6nemli bir 6zelligi, glclii bir bagisiklik tepkisine ragmen
hayvanlarda tekrar tekrar enfeksiyon gosterme yetenegine sahip olmalaridir.
Notralize edici antikorlar nadiren belirlenir ve reinfeksiyona karsi koruma
saglamamaktadir. Enfeksiyon olustugunda, PPVO, fagositoz, NK hiicre aktivitesi
ve ¢esitli sitokinlerin tiretimi (IFN-a, TNF-a, GM-CSF) dahil olmak tizere birgok
dogal bagisiklik olayini kuvvetli bir sekilde uyarir (6, 57, 58).

Parapox ovis virusu i¢in tarif edilen proteinler viral 1L-10, graniilosit-
makrofaj koloni uyarici faktor, IL-2-inhibe edici protein ve vaccinia viriisii E3L
geninin homolojisine sahip bir genin iriinii ki bunlar interferon kaynakli hiicre
direncine karst koyarlar. Bu viral proteinler, ¢oziinebilir biiylime faktorii
homologlarint ve tiimoér nekroz faktorii alfa (TNF-a) , interleukin-1B (IL-1p),
gamma interferon (IFN-y), alfa/beta interferon (IFN-a/p) ve gesitli kemokinleri
igerir (4, 5, 7, 59, 60).

Parapoxvirus enfeksiyonu, enfeksiyon bolgesinde NK hiicreler, nétrofiller
ve DCl'lerin birikimine yol agar. Dermal veya kandan tiiretilmis dentritik
hiicrelerin (DC), Parapoxvirus'e karsi ilk bagisiklik yamitinda yer aldig
bildirilmistir. Dendritik hiicrelerin, Parapoxvirus ile enfekte olmus hayvanlarda

enfeksiyon bolgesinde biriktigi de agiklanmustir (8, 9, 10, 61).

Ayrica, Parapoxvirus IFN-o, IL-1B, IL-8, GM-CSF ve IFN-release
salinimini uyarir. Etkisizlestirilmis Parapoxvirusun (Orf virus) ayrica, kalitatif bir
perspektiften, cesitli tiirlerde baskin bir Thl tipi immiin tepkiye yol agtig1 gercegi,
bu tepkinin viral partikiiliin kendisi tarafindan ortaya ¢ikarildigin1 gosterir (10, 11,

12,13, 14).



Inaktif Parapoxviriis ovis D1701 susu (iPPVO), fare, sigir, domuz, at,
kopek ve kedilerde zayiflatilmis koyun parapoxvirlisiiniin profilaktik veya
metafilaktik tatbikatinin, aujeszky hastaligi viriisii, enfeksiy6z sigir rinotrakeit
virlisli, vezikiilitis gibi baz1 bakteriyel ve viral ajanlarin neden oldugu klinik

semptomlarin azaltilmasina yardimer oldugu kanitlanmistir (40, 41).

3.6. Infection Bovine Rhinotracheitis (IBR)

IBR, Bovine herpes virus-1 (BoHV-1) etkeni tarafindan olusturulan sigir,
koyun, ke¢i, manda ve yabani ruminantlar da yaygin goriilen son derece bulasici,

akut ve latent seyirli viral bir hastaliktir.

Herpes grubu viruslarindan ileri gelen enfeksiyonlar digerlerinde
bulunmayan bir 6zellige sahiptirler. Bu enfeksiyonlarda genellikle yillarca devam
edebilen latent bir peryod vardir. Latent enfekte hayvanlar hastalik belirtisi
gostermeden yillarca hastalik etkeni virusu etrafa sacar. Bu tiir hayvanlarda hem
humoral ve hem de selliiler antikorlar mevcuttur. Diinya Hayvan Saghg Orgiitii
IBR’yi tiretim ve ddl verimindeki azalma nedeniyle 6nemli ekonomik kayiplara
neden olan bir hastalik olarak kabul etmistir. IBR ile miicadelede koruyucu
hekimlik calismalar1 biiyilk 6neme sahiptir. Avrupa iilkelerinde bu hastalikla
miicadele siirlide seropozitiflik gosteren hayvanlari kesime gondererek

yapilmaktadir (62, 63, 64).

Virus, enfeksiyonun formuna gore burun, géz akintisi, vajinal salgilar, siit,

fotal membran, dokular ve sperma ile direkt ya da indirekt olarak bulasir (65, 66 ).

Klinik belirtileri; rhinitis, tracheitis, mukozalarda hiperemi, pneumonie,
konjunktivitis, vulvovaginitis, balanopostitis, mastitis, enteritis, dermatitis, abort,

agirlik kaybu, siit veriminde azalma ve fertilite problemleri dir (62, 67).

IBR enfeksiyonlarinin teshisi serolojik veya virusun dogrudan tespiti ile

yapilmaktadir (62, 63).



IBR enfeksiyonu ve asilama sonrasinda humoral ve hiicresel bagisiklik
gelismektedir. Cesitli asilarla (konvansiyonel, marker, canli asilar, inaktif asilar)
asilamanin enfekte hayvanlarin sayisin1 diistirmede ve ekonomik kayiplarin

azaltilmasinda 6nemli bir miicadele saglamaktadir (22, 64, 68).

Bu ¢aligmada viral bagisiklik uyaricisi olan iPPVO uygulamasindan sonra
deneme hayvanlarindan alinan serum ve dokularda 16kosit, antikor titreleri, stokin
miktarlar1 belirlenerek iPPVO’nun immunomodulator etkisi arastirilmistir.
Calisma sonucunda enfeksiyoz hastaliklarin  tedavisindeki  eksikliklerin
giderilmesi ve tedavilerde alternatif ajanlarin olup olmadigi anlasilmaya
calisilacaktir. Bu kapsamda bilimsel ¢aligsmalara, literatiir bilgilerine ve yeni ticari

iriinlerin gelistirilmesine katki saglanmasi da beklenmektedir.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. Gerecler

4.1.1. Hayvan Materyali

Bu c¢alismada kullanilan hayvanlar Dollvet A.S. Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu tarafindan verilen etik kurul raporu (2019/01) gergevesinde temin
edilmis ve bu esaslara gore calisilmistir. Yapilan ¢alismalarda kulanilan fareler
Dollvet Biyoteknoloji A.S Deney Hayvanlari Biriminden, sigirlar Urfa ilindeki siit
sigir igletmelerinden, primer kuzu boébrek hiicresi Ceylanpinar TIGEM

ciftliginden 1-2 aylik yastaki kuzudan temin edilmistir.

4.1.1.1. Fare Materyali

Daha Once asilama ge¢misi bulunmayan saglikli 10 adet fare (18-22 ¢

agirhiginda 6-8 haftalik disi Isvigre faresi, Mus musculus) 2 gruba ayrilmustir.
1. Kontrol grubu (n=5), PBS uygulanan

2. IPPVO grubu (n=5), iPPVO uygulanan

4.1.1.2. Sigir Materyali

Urfa ilindeki siit sigir1 isletmelerinde yaslar1 6 ayliktan biiyiik olan ve
genel muayenesi yapilarak klinik olarak saglikli oldugu belirlenen 15 adet saglikl

sigir 3 gruba ayrilmistir.

1. Kontrol grubu(n=5), PBS uygulanan
2. IBR grubu (n=5), IBR asis1 uygulanan
3. IBR+iPPVO grubu (n=5), IBR+iPPVO uygulanan

4.1.2. Parapoxvirus ovis

Bu calismada kullanilan E(P)CK22 calisma tohum susu Dollvet Viris
Bankasi stoklarinda bulunan ve rutinde kullanilan laboratuvar suslarindan

secilmistir.
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4.1.3. Besi Ortamlari

RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640 medium, Cegrogen,
Germany), fare dalaklarindan hazirlanan hiicre kiiltiiriinlin biiyiitiilmesinde

kullanilmustir.

EMEM (Eagle's minimum essential medium, Sigma, ABD), MDBK
hiicrelerinin ~ kiltiirlerinde  %10’luk, virlis {iretiminde %?2’lik oranlar
kullanilmustir.

4.1.4. Serumlar

Hiicre ve viriis iretiminde, ABD orijinli fotal sigir serumu (FBS)
(Biowest, ABD) kullanilmistir.

4.1.5. IBR ve iPPVO Asilan

Asilama calismasinda Dollvet A.S. tarafindan temin edilen infectious
bovine rhinotrichitis (IBR) inaktif asis1 (BIOBOS IBR MARKER IN, Bioveta
A.S.), inaktif parapoxvirus immunomodulatorii olarak ise Dollvet A.S. Ar-ge
merkezinden elde edilen as1 kullanilmastir.

4.1.6. Real-Time PCR

PureLink™ RNA Mini Kit (invitrogen, ABD)
SuperScript 11 First-Strand Synthesis System for RT-PCR (invitrogen, ABD)

FastStart Essential DNA Green Master ( Roche, ABD)

4.1.7. ELISA Kiti

MTL ELISA Kit (Bioassay Technology Laboratory)
4.2. Yontem

4.2.1. Farelerde Immunomodulatér Uygulama Calismalar
Hayvan gruplar sirasiyla;

1.Kontrol grubu (n=5), 1. glin 0.1 ml derialt1 PBS uyguland:

12



2.iIPPVO grubu (n=5), 1. giin 0.1 ml derialtt iPPVO uyguland1

Uygulamalardan 10 giin sonra kan alindi, fareler izofluran ile anesteziye
alindi, steril sartlarda servikal dislokasyon ile dalaklar1 ¢ikarildi. RNA
ekstraksiyonu yapilana kadar — 80 OC’ de sakland1

4.2.2. Sigirlarda immunomodiilatér Uygulama Cahsmalari
Hayvan gruplari sirasiyla;

1. Kontrol grubu (n=5), 1. ve 15. giin derialt1 2 ml PBS uygulandi, 0.
15. ve 30. giin kan alindi.

2. IBR grubu (n=5), 1. ve 15. giin kasi¢i 2 ml IBR uygulandi, 0. 15,
ve 30. giin kan alind1.

3. IBR+iPPVO grubu (n=5), 1. ve 15. giin kasig¢i 2 ml IBR+derialt1 2
ml iPPVO uyguland, 0. 15. ve 30. giin kan alindi.

Gruplardaki 15 sigirm vena jugularis’inden jelli tiip ve EDTA’1 tiiplere
kan ornekleri alindi. Biyokimyasal analizler i¢in alinan kan ornekleri oda 1sisinda
15 dakika bekletildikten sonra 1000 rpm’de ve 10 dakika santrifiij edilerek
serumu ¢ikarildi ve analizler yapilancaya kadar -20°C’de saklandi. EDTA’l
tiiplere alinan kan 6rneklerinden Kan frotileri hazirlandi, total 16kosit ve serum

noétralizasyon testleri yapildi.

4.2.3. Kuzu Bobrek Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Ceylanpmar TIGEM ciftliginden temin edilen bobrekler +4 °C’de PBS
icinde laboratuvara getirildi. Giivenli laboratuvar kosullarinda once steril saf alkol
ile yikand1 daha sonra 5x antibiyotikli (ampB+strep/pen+gentamisin) PBS ile
tekrar yikanarak alkol uzaklastirildi. Bobreklerin {izerindeki yag tabakasi

temizlenmis ve bobregi ¢evreleyen zar organa zarar verilmeden ¢ikarilmigtir.

Daha sonra makas ve pens yardimiyla bobreklerin korteks kisimlarindan
kiiciik pargalar ayrilmistir. Bu kiiciik pargalar steril erlen igerisine alinmais, iizerine

PBS ilave edilmistir. Bulaniklik kayboluncaya kadar ortalama 3-4 defa PBS ile
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yikanmugtir. Sonra pargalarin iizerini rahat¢a kaplayacak miktarda % 0,5 tripsin
soliisyonu ilave edilmistir. Sise igerisine manyetik balik birakilarak manyetik
kanistiric1 iizerinde 15 dakika oda sicaklifinda karistirilmistir. Tripsininin
enzimatik etkisiyle serbest kalan hiicrelerin bulundugu tripsin soliisyonu
icerisindeki doku parcalarinin dibe ¢okmesi beklenerek siipernatant kisim
icerisinde FBS olan ayr1 bir cam sisede toplanmistir. Bu islem organ pargalarinin

tamami dagilana kadar tekrarlanmistir.

Toplanan tripsin soliisyonu steril bir tiilbentten gegirilerek santrifiij
tiiplerine taksim edilmis ve 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
hiicre sayim1 hemositometre kullanilarak 151k mikroskobunda yapilmis ve sayim

stirasinda hiicre canlilig1 da kontrol edilmistir.

Sayimi yapilan hiicre mililitre’de 4x10° hiicre/ml olacak sekilde 37 °C
isidaki % 10 FBS igeren EMEM vasati ile sulandirilarak uygun hacimdeki
flasklara aktarilmis ve 37 °C‘de ve % 5 CO;’li ortamda monolayer hiicre kiiltiirii
olugmasi icin inkubasyona birakilmistir. 48 saat sonra hiicreler doku kiiltiirii

mikroskobunda incelenmis ve {iremeye baglh olarak besi yeri yenilenmistir.

% 100 monolayer olduktan sonra bir flask kontrol testleri icin pasaj
yapilmistir, digerleri ise dondurularak saklanmistir. Kalite Kontrol Laboratuvari

tarafindan sterilite testleri ve ekstra ajanlar yoniinden kontrolleri yapilmistir.

Hiicrelerin dondurulmasi: Monolayer hiicreler, % 0,3 tripsin soliisyonu
igerisine % 3 oraninda % 0,25 EDTA karistirilarak tripsinize edilmistir. 800-1000
rpm’ de 5 dakika santrifiij edilmis, % 10 DMSO ve % 90 FBS ilave edilerek
ml’de 107 olacak sekilde sulandirilmigtir. Karisimdan her cryo tiipe 1 ml

konarak, bir gece —80 °C’de birakildiktan sonra -150 °C’ ye yerlestirildi (69).
4.2.4. MDBK Hiicre Kiiltiirii Hazirlanmasi

-150 °C’de bankalama yapilan hiicre cryoviali ¢ikartilarak hizli bir sekilde
¢ozdiiriildii, 5 dakika 800 rpm’de santrifiij edildi. Stipernatant dokiilerek, geriye
kalan pelet tizerine % 10 FBS’li vasat eklenip cryo iizerindeki etikete uygun

olarak hiicre ekimi yapilmistir.
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Hiicre sayim1 hemositometre kullanilarak 1sik mikroskobunda yapilmis ve

sayim sirasinda hiicre canlilig1 da kontrol edilmistir ( 69).

4.2.5. Parapoxvirus ovis Uretimi

Virus iiretiminde kullanilmak {izere 85+5 oC’de saklanan ¢alisma tohum
susundan bir adet cryovial ¢ikartilarak hizli bir sekilde ¢ozdiiriilmiistiir. Doner
siselerde monolayer olmus primer MDBK hiicre kiiltiirlerinin % 10 FBS serumu
igeren besiyeri dokiilirek ve EMEM ile 3 kez yikanmistir. E(P)CK23 calisma
tohum susu 0,1 ml olacak sekilde 20 ml EMEM besiyeri ile sulandirilip MDBK

hiicre kiiltiirlerine inokule edilerek ve 37 °C’de bir saat adsorbsiyona birakilmistir.

Adsorbsiyon siiresi sonunda % 2 FBS’ 1i EMEM ilave edilirek ve 37 °C’de
inkubasyona birakilmistir. Iki giinde bir hiicrelerin vasatt % 2 FBS iceren EMEM
ile degistirilmistir. Inverted mikroskopta CPE % 80-90 olarak tespit edildiginde
viriis toplama islemi yapilarak ve -85+5 °C’de muhafaza edilmistir. Toplanan
virisler iki kez dondurulup ¢ozdiiriilerek bir araya getirilmistir. 3000 rpm’de 30

dakika santrifiij edilerek siipernatant kismi viriis siispansiyonu olarak saklanmigtir

(70).

4.2.6. Parapoxvirus ovis Virusunun Mikrotitrasyonunun Y apilmasi

Virusun enfektif gii¢ tayini i¢in MDBK kullanilmistir. Monolayer olmus MDBK
hiicresi tripsinize edilerek 2,5x105 hiicre/ml olacak sekilde %10 FBS® 1li EMEM ile

hazirlanmais hiicre slispansiyonundan 100 pl platin tiim gozlerine eklenmistir.

Hiicre kontrol gozlerine ise serumsuz EMEM vasatindan 100 pl eklenmistir.

Virusun serumsuz EMEM vasati ile Logl0 tabanina gore 107 denl0™7 ye kadar

dilisyonlar1 yapilmistir. Her diliisyondan en az 10 gbz olmak {izere mikro platin

gozlerine 100ul eklenerek 37 °C’de % 5 CO?Ii etiivde inkiibasyona birakilmistir. Her

giin doku kiiltiiri mikroskobunda CPE olusumu yoniinden kontrol edilmis 5. gilinlin

sonunda virus titresi (doku kiiltiirii infektif doz 50-DKID50)spaermen-kaerber metoduna

gore yapilmistir(70).
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Spaermen-Kaerber Metodu

(Xo-d/2+d.x(r/n))
Xo= En son hepsinin (+ ) oldugu log10’u
d = Sulandirma faktérii log 10’u (0,5)
I = Xp ve daha sonraki sulandirmalarda tespit edilen CPE pozitif gézlerinin toplami1
n = Her sulandirma basamag icin kullanilan konak¢1 sistem sayisi(dolu pleytlerin
sayis1)
4.2.7. Parapoxvirus ovis Inaktivasyonu

Toplanan virlis siispansiyonu iyice karistirilarak homojenize edilmistir.
Final hacimde 3 mM olacak sekilde BEI ilavesiyle inaktive edilmistir. Karigim
homojenize edildikten sonra, baska bir kaba aktarilip, 36+1°C’de 24 saat inkube
edilmistir. Daha sonra hazirlanan sodyum tiyosiilfat soliisyonundan % 0,2
oraninda katilarak BEI etkinligi nétralize edilmistir. Inaktivasyon kontrolii igin

numune alimmistir (70,71).

4.2.8. Virus Inaktivasyon Kontrolii

Inaktivasyon kontrolii igin 2 ayr1 yontem kullanilmistir;

Hiicre  kiiltiiriinde 3 kor  pasajlama, Hicre Kiiltiri Uretim

Laboratuvari’ndan MDBK hiicres kiiltiiri alindi. % 100 monolayer olusturmus
MDBK hiicre kiiltiirii % 10 FBS igeren besiyeri dokiilerek 3 defa EMEM vasati
ile ytkanmustir. Inaktif edilen viriis siispansiyonundan 0,1 ml almarak 20 ml
EMEM vasati ile birlikte sulandirilip inokule edilmis ve 37 °C’ de bir saat
adsorbsiyona birakilmistir. Adsorbsiyon siiresi sonunda % 2 FBS serumu iceren
EMEM besiyeri ilave edilmis ve 37 °C’de inkubasyona birakilmistir. inverted
mikroskopta giinliik kontrol edilerek herhangi bir CPE olusumu olup olmadigi

gbzlenmistir. CPE olusumu goriilmediginde -20 °C’de dondurulmustur.
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2. pasaj i¢in dondurulan ilk flask ¢ozdiiriiliip 0,1 ml alinarak ayni islemler
tekrarlanmig. CPE olusumu goriilmediginde tekrar -20 °C’de dondurulmustur. 3.
pasaj icin bir 6nceki pasajda dondurulan flask ¢ozdiiriiliip 0,1 ml alinarak islemler
tekrarlanmistir. CPE olusumu olmadigr gozlendiginde ise antijenin inaktif
olduguna karar verilmistir.

Plak test ile wvirtis varliginin kontrol edilmesi, inaktif edilen viris

siispansiyonundan alinan numune, % 90 yiizeyi kaplamis MDBK hiicresi igeren
0,1 ml/géz olacak sekilde pleytlere ekimi yapilmistir. Platlar % 5 CO’li
inkiibatorde 1 saat adsorbsiyonu saglandiktan sonra 121 °C’de 30 dk
otoklavlanarak steril edildikten sonra % 1.3’lik gum ortme besiyeri EMEM
besiyeri ile karigtirilarak her goze 2 ml konup, 48 saat % 5 COz’li 37 °C
inkiibatorde inkiibasyona birakilmstir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda pleytlerdeki besiyeri dokiilerek her goze 2
ml PBS de hazirlanan % 2,5’lik kristal viyole boya soliisyonundan (%20 formol
ve %2,5 kristal viyole) eklenmistir. 30 dakika sonra boya dokiilerek suyu ile

yikanip oda sicakliginda kurumaya birakilmstir.

Plaklarin degerlendirilmesi, platlarin son gozlerdeki plaklar sayilmistir.
Sayilan plaklarin sayim ortalamalar1 alind1 ve asagidaki formiilde yerine konarak,

enfektivite titresi pfu/ml olarak hesaplanmustir (70, 71).
Plaklarin sayildig1 diliisyon x otalama plak sayisinin logaritmast

Enfektivite = ---mmmmmmmm oo

Inkubasyon hacmi

4.2.9. Formulasyon, Dolum ve Liyofilizasyon

Formulasyonu tamamlanmis inaktif parapoxvirus bulkt 1/1 oraninda PLV
ile karistirilarak, liyofilizasyonu yapilmak iizere Dollvet A.S. Dolum Unitesi
birimine teslim edilmistir. Doluma girmeden once liyofilize edilecek her {iriiniin

onceden tanimlanmis bir iiriin regetesi bulunmaktadir (72) .
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4.2.10. Ahnan Kan Orneklerinden Total Lokosit Sayim

Total 16kosit sayimi i¢in alinan kan Ornekleri nattherick eriyigi 100 kat
sulandirilarak 1 damla thoma lamina damlatildiktan sonra kan lamel boyunca tam
olarak yayildiktan sonra kurutuludu. Kurutulan frotinin iizerine 5 ml metil alkol
yayildiktan sonra 3-5 dakika sonra metil alkol dokiiliip froti havada kurutuldu.
Olgii silindirine her froti icin 5ml saf su konur ve iizerine her ml suya 1 damla
gimza boyasi ilave edilir. Su ve boya hafif sallayarak karistirilir. Hazirlanan
gimza boyasi froti lizerine yayildi, 30 dakika bekletildi ve sonra boya dokiildii.
Froti saf sudan gecirildi, kurumaya birakildi. Kurutulan frotide total 16kosit sayimi1

yapild1 (73).

4.2.11. Serum Nétralizasyon Testi

Sigir ve farelerden alinan kan serumlarinda nétralizan antikorlarin varligini

ortaya koymak amaciyla serum ndtralizasyon testi yapilmaistir.

Hayvanlardan elde edilen kan serumlar1 56°C’de 30 dakika inaktive
edilmistir. 96 kuyucuklu platin biitiin kuyucuklarina 50°ser pl EMEM eklenerek,

her bir kan serumu 6rneginden 50’ser pl platin kuyucuklarina eklenmistir.

Kuyucuklarda iki kat PBS ile dilusyonu yapilan serum Orneklerinin
tizerlerine 50 pl 100 DKID 50/50 ul de titrede Dollvet A.S’inden temin edilen
standart virlis susu (IBR 864 MDBK Ank4 P1) eklenmis ve 37 °C’de bir saat
ndtralizasyona birakilmistir. Inkubasyon siiresi sonunda Onceden 96 gozlii
pleytlerde monolayer olarak iiretilen 1,5 x 10° MDBK hiicre/ml slispansiyonundan
50’ser ul eklenerek 37 °C’de %5 CO2’li ortamda 5 giin inkiibe edilmistir. Her giin
hiicreler CPE olusumlar1 yoniinden kontrol edilmistir. Bu degerlendirmeler

sonunda viriis kontrol gozlerinde;
100 DKID50/g6z kontrol: %100 CPE +

10 DKID50/g6z kontrol: %100 CPE +
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1 DKID50/g6z kontrol: 50% CPE +

0,1 DKID50/g6z kontrol: hepsinde CPE -

Sonuglar1 alindiginda test gegerli kabul edilmistir ( 74 ).

4.2.12. RNA Ekstraksiyonu

IPPVO uygulanan farelerden alinan dalaklar, ireticinin Onerdigi

prosediirlerle ticari bir PureLink™ RNA mini kiti (Invitrogen, ABD) ile ekstrakte

edildi.

Cikarilan dalak orneklerine asagidaki islemler uygulanmistir;

© © N o g &

11.

12.

13.

-80 °C’ den cikarilan dalaklar biyogiivenlik sinif II kabinde acilarak
petriye alindu.

Krem kivamina gelinceye kadar bistiiri ile ezildi.

1 ml lysis buffer + 2-mercaptoethanol karisimi eklenerek, homojen bir
goriintii elde edene kadar pipetlendi.

Iki dakika boyunca vortekslendi.

12.000 g’de iki dakika santrifiij edildi.

1 ml % 70’lik etanol eklendikten sonra vortekslendi.

700 pl alinarak spin kolon tiipiine aktarildi.

12.000 g’de 20 dakika santrifiij edildi.

Bu islem 6rnek bitinceye kadar tekrarlandi.

.700 pl Wash Buffer I soliisyonundan eklenip, 12.000 g’de 20 dakika

santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 yeni bir spin kolon tiipiine alinarak, 500 ul Wash Buffer
Il eklenerek, 12.000 g’de 20 dakika santrifiij edildi ve bu islemler iki defa
tekrarlanmistir.

Oda 1sisinda 12.000 g’de 2 dakika santrifiij edilerek, bagli RNA
membraninin kurutulmasi saglandi.

Spin kolon tiipii steril 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine konuldu ve 50 pl
RNase-Free Water eklendikten sonra bir dakika boyunca oda sicakliginda

inkiibe edildi ve eliisyon i¢in 14.000g’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi.
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14. Elde edilen saf RNA ornekleri kullanilincaya kadar -40 °C’de muhafaza
edildi.
4.2.13. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA o6rneklerinden SuperScript™ I11 First-Strand Synthesis
System (Invitrogen, ABD) kullanilarak, iireticinin vermis oldugu prosediirlere

uygun sekilde cDNA sentezi yapilmistir.
cDNA sentezi i¢in asagidaki islemler uygulanmaistir;

1. Kullanilacak kimyasallar ilk olarak 1000 g’de iki dakika santrifiij edildi.
2. Asagida oranlan belirtilen karisim cryovial tiipte hazirlanip, 65°C’de 5

dakika inkiibe edildi.
up to 5 pg total RNA n L 2 ul
Primer* *50 uM oligo(dT)20 2 ul
10 mM dNTP mix 2 ul
DEPC-treated water to 10 uLb 4 ul

3. Inkubasyon sonrasi cryovialler buz iizerine alinarak 2 dakika beklenildi.

4. Asagida bir reaksiyon icin oranlar1 belirtilen ¢cDNA sentezi karisimi

hazirlandi.
10X RT buffer 2 uL
25 mM MgCI2 4uL
0.1 M DTT 2uL
RNaseOUT™ (40 U/uL) 1 uL
SuperScript® III RT (200 U/uL) 1 uL
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5. Her bir RNA/primer karistmma 10 pl cDNA karisimindan eklenerek

yavasga pipetlenerek, santrifiij edildi.

6. Santrifiij edildikten sonra 50 °C’de 50 dakika inkiibasyona birakildi.

7. Reaksiyonlar 85°C'de 5 dakika sonlandirilir ve buz iizerinde sogutuldu.

8. Herbir cryovial tiipe 1 pl RNase H eklenerek 20 dakika 37 °C’de

inkubasyona birakild.

9. Hazirlanmis olan cDNA kullanilincaya kadar -40 °C’de muhafaza edildi.

4.2.14. Real-Time PCR Protokol

PCR cihazma yiiklenecek ¢cDNA ornekleri asagidaki gibi 1/5 oraninda

Nuclease Free Water ile seyreltilmistir. Asagidaki miktarlarda reaksiyon platler

izerine dagitilds;

2X Probe Master Mix 12,5 pl
Primer/F 2 ul
Primer/R 2 ul
Nuclease Free Water 4 ul
cDNA 2,51

Ayrica sitokin mRNA'larinin belirlenmesi i¢in qPCR'de kullanilan primer

ciftleri asagida gosterilmistir.

b-actin F: AGGCCAACCGTGAAAAGATGACCCAGAT 139 bp
R: GTAGACCATGTAGTTGAGGTCAATGAA
IL-1p F: TGGCCTTCAAAGGAAAGAATCTATACCTGTCC 179 bp
R: GTTGGGGAACTCTGCAGACTCAAACTCCAC
TNF-a F: CAGGCCTTCCTACCTTCAGACCTTTCCAGAT 166 bp
R: ACACCCCGCCCTTCCAAATAAATACATTCAT
IFN-y F: GCCAAGACTGTGATTGCGGGGTTGTATCT 178 bp

R: TAAAGCGCTGGCCCGGAGTGTAGACA
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CFX Connect BIORAD Real-Time PCR cihazinda 50 °C’de 2 dakika, 95
°C’de 10 dakika inkubasyonla polimeraz enzimi aktive edildi. Daha sonra 95 °C’
de 20 saniye, 59 °C’ de 1 dakika olmak tizere 39 siklus (dongii) PCR cihazinda
inkiibe edildi. Erime egrisini belirlemek i¢in, Real-Time PCR cihazi, floresan1 55
ile 95 °C arasinda 1 °C’lik artiglar1 her 1 saniyede bir tane okuyacak sekilde
ayarlandi. Hedeflenen gen transkriptler, ACT metodu kullanilarak hesaplanmisti
(58, 67).

4.2.15. ELISA Testi

Her bir sitokine ozgii ELISA Kiti dilisyonlar1 PBS ile hazirlandi,
dilisyonlar 96 gozlii pleytin tim goézlerine 100 pl eklendi, +4 °C’de 24 saat
bekletildi. Kaplanan pleytlerin tiim goézleri 250 pl yikama soliisyonu ile 3 defa
yikandi, biitiin gozlere 150 pl Blocking buffer (100ml PBS+2gr Kazeint+50ul
Tween 20) eklenerek etiivde 37 °C ‘de 1,5 saat bekletildi. Ayr1 bir U buttom
pleyte serum gruplarinin her birinden 120ul eklendi ve Y2 oraninda serum

diliisyonu yapildi. Pleytin tiim gozleri 250 pl yikama soliisyonu ile 3 defa yikandi.

Hazirlanmis olan serum diliisyonlar1 en son diliisyondan baslanarak
antijen kapli pleyte aktarildi. Etiivde 37 °C‘de 1 saat bekletildi. Pleytin tiim
gozleri 250 ul yikama soliisyonu ile 3 defa yikandi. 1/30.000 Anti-rabbit
konjugat1 her goze 100 pl eklenerek 37 °C*de etiivde 1 saat bekletildi. Pleytin tiim
gozleri 250 pl yikama soliisyonu ile 3 defa yikandi. Pleytin tiim gozlerine 100 pl
subsrat eklenerek oda 1sisinda 151k gormeyecek sekilde 25-30 dakika bekletildi.

Tiim gozlere 100 pul stop soliisyonu eklenerek 450 nm’de okutuldu.

4.2.16. istatiksel Analizler

Verilerin istatiksel analizinde IBM SPSS Statistics Versiyon 22.0 paket
programi kullanildi. Siirekli 6l¢iimler ortalama ve standart sapma olarak 6zetlendi.
Siirekli Ol¢limlerin normal dagilim varsayimini saglayip saglamadigi Shapiro
Wilk testi ile test edildi. Gruplar arasinda siirekli 6l¢iimlerin karsilagtirilmasinda

Bagimsiz gruplarda T testi kullanildi.
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Birden fazla grup degiskeni (giin ve grup) oldugu durumlarda stirekli
dlgiimlerinin genel karsilastirilmasinda iki Yonli Varyans Analizi (two way

ANOVA) kullanildi.

Gruplarin ikili karsilagtirilmalarinda Bonferroni, Turkey testleri kullanildi.

Tiim testlerde istatiksel 6nem diizeyi 0.05 olarak alindu.
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5.BULGULAR

5.1. Parapoxvirus Uretiminde Kullamlacak Hiicre Hattinin

Belirlenmesi

Parapoxvirus iiretiminde optimum sartlarin saglanmasi ic¢in farkli hiicre
ortamlar1 ile deneme Parapoxvirus iiretim ¢aligmalart gerceklestirilmistir.
Parapoxvirus sigir ve koyun orijinli epitelial, bobrek orijinli primer ve sekonder
hiicre kiltiirlerinde CPE olusturularak iiretilmektedir. Bu tez ¢alismasinda hem
primer hiicre kiiltiirii hem de cell line hiicre hatt1 kullanilarak virusun iiretimi i¢in
gerekli en uygun sartlart olusturmayi amagladik. Bu amagla Primer Kuzu Bobrek
ve MDBK hiicre kiiltiirlerinde viriis inokiilasyonlar1 yapilmistir. E(P)CK22
¢alisma tohum susundan Kuzu bébrek ve MDBK hiicrelerine 0.1 ml inokulasyonu
yapilarak 37 °C’de 1 saat adsorbsiyona birakilmistir. Adsorbsiyon sonrasi viriis

tiretim vasati (EMEM) eklenerek 37 °C’de etiive birakilmigtir. CPE olugumlar1 6
giin siireyle takip edilerek sonuclari kayit altina alinmistir (Tablo 1).

Tablo 1: 6 giinliik CPE kontrol sonuglar

Hiicre Ad1 1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin 6. Giin
Kuzu CPE CPE CPE CPE %80-90
Bobrek olusumu olusumu olusumu olusumu CPE
goriilmedi goriilmeye gozlendi gozlendi olusumu
basland1 gozlendi -
MDBK CPE CPE CPE CPE %80-90
olusumu olusumu olusumu olusumu CPE
goriilmeye gozlendi gozlendi gbzlendi olusumu
bagland1 gozlendi -
Gilinlik CPE goriintiileri  kaydedilerek, %380-90 CPE olusumu

gozlenildiginde virus toplama islemi yapilmistir (Sekil 4). Uygun hiicre ortamini
belirlemek amaci ile virus titrasyonlart yapilmigtir. MDBK hiicresinde iiretilen
virus titresi (doku kiiltiirii infektif doz 50-DKID50) Kaerber yontemine gore 106,
Primer kuzu bobrek hiicresinde ise 105,2 olarak hesaplanarak uygun ortam

MDBK hiicresi olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. MDBK hiicresinde 5.giin CPE goriintiisii

5.2. Virus Inaktivasyon Kontolii Sonuclar:

BEI ile inaktive edilen Parapoxvirus’ un inaktif oldugunu kanitlamak igin
3 kor pasaj yapilmistir. 1 adet 175 cm®lik flasklarda hazirlanan MDBK
hiicrelerine inaktif edilmis virus 0.1 ml inokule edilerek 3 giin boyunca CPE
kontrolii yapilmistir. CPE olusumu goriilmediginde flask -20 °C’ de dondurulup
cozdiiriildiikten sonra santrifiij edilerek siipernatant kisimlar1 alinip tekrar
hazirlanmis olan 1 adet 175 cm?lik MDBK hiicresine 0,1 ml inokulasyonu
yapilmistir. Bu igslem 3 defa tekrar edilmis ve CPE olusumu goriilmediginden

inaktif olduguna karar verilmistir.

Inaktif edilen viriis bulktan alinan numune ile her goze diliisyon oranlaria
uygun sekilde 0.1 ml inaktif viriis inokiile edilmistir. Yapilan plak testinde plak

olusumu goriilmedigi i¢in virlis inaktif kabul edilmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Plak testi sonucu ( a; 10-1 dilusyon b; 10-2 dilusyon c; 10-3 dilusyon d; 10-4 dilusyon e;
10-5 dilusyon f; 10-6 dilusyon)

5.3. Farelerde TNF-a, IL-6, IL-8, IL-1p ve IL-12 Sonuglari

Tablo 2: Farelerde kontrol ve iPPVO gruplarina ait TNF-a, IL-6, IL-8, IL-1p ve IL-12 Sonuglar:

Grup
ng/ml p degeri
Kontrol Parapox

TNF-a 141.188+32.176 560.312+67.921 <0.001

IL-6 49.996+13.877 193.060+63.222 0.001

IL-8 14.030+4.121 78.670+8.275 <0.001
IL-1P 1.614+0.547 7.270+£0.548 <0.001
IL-12 1.744+0.075 2.826+0.079 <0.001

Kontrol ve parapox gruplarma gore TNF-a, IL-6, IL-8, IL-1p ve IL-12
degerlerinin tanimlayici istatistikleri ve p degerleri Tablo 2°de verilmistir. TNF-a,
IL-6, IL-8, IL-1B ve IL-12 degerlerinin parapox ortalamalari kontrole gore daha

yiiksektir ve bu fark her deger i¢in istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 6. Farelerde kontrol ve iPPVO gruplarina ait TNF-a, IL-6, IL-8, IL- lB ve IL-12

Sonuglari

5.4. Farelerde gRT-PCR’da IL-1p, IFN-yve TNF-a Sonuclar:
Actin degeri 1 iken,
IL-1B degeri normalden 7.3 kat fazla
IFN- vy degeri normalden 842.8 kat fazla

TNF-o degeri normalden 409 kat fazla olarak hesaplanmistir.
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5.5. Sigirlarda Total Lokosit Sonuglari

Tablo 3: Sigirlarda total 16kosit degerleri (pl)

Grup

Lokosit Sayist

Kontrol IBR IBR+Parapox
0. glin 7015.00+£27.613 7102.00+63.699 7151.00+67.768
15. Giin 7017.00+25.884 9345.00+76.240 10547.00+£329.689
30.Giin 7225.00+43.157 11073.00+£359.298 12570.00£159.531
Zafnap degisimi igin p <0.001
degeri
Grup i¢in p degeri <0.001

« ey o 9

Za}man grup degisimi <0.001
icin p degeri

Tablo 3’de 16kosit sayisinin zaman ve grup degisimine gore elde edilen
tanimlayicilart ve p degerleri verilmistir. Elde edilen bulgulara gére her grupta
zaman degisimi anlamhidir (p<0.001). Bu anlamlilik zaman ilerledikce
ortalamanin yiikselmesi seklindedir. Ayrica grup degisimi incelendiginde en
yiiksek 10kosit ortalamasimna sahip olan grup IBR+Parapox iken en diislik
ortalamaya sahip olan grup kontrol grubudur (p<0.001). Son olarak zaman
igerisinde grup degisimi de anlamli bulunmustur (p<0.001). Buna gore her 3
grupta da en diisiik 10kosit ortalamas1 baslangi¢ noktasinda elde edilirken 30. giin

16kosit ortalamasi en yiiksek seviyeye ulagmistir.
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Sekil 7. Sigirlarda total 16kosit degerleri (pl)

5.6. Sigirlarda Serum Nétralizasyon Testi Antikor Sonuglar:

Tablo 4: Sigirlarda Antikor Titre Degerleri

Grup
Serum Notralizasyon
Kontrol IBR IBR+Parapox
0. giin 0.000+0.000 0.000-£0.000 0.000+£0.000
15. giin 0.000+0.000 5.290+0.035 6.100+0.022
30.giin 0.000+0.000 5.980+0.057 6.720+0.065
Zaman deztg}slm1 icin p <0.001
degeri
Grup i¢in p degeri <0.001
* N
Zaman*grup degisimi <0.001

icin p degeri
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Serum antikor degerleri i¢in elde edilen tanimlayici istatistikler ve p
degerleri Tablo 4’de verilmistir. Buna gore zaman ilerledikge serum antikor
degerindeki degisim IBR ve IBR+Parapox grubunda artis gostermektedir. Bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). En yiiksek serum noétralizasyon
ortalamasina sahip olan grup IBR+Parapox grubudur (p<0.001). Kontrol grubuna
gore hem IBR grubu hem de IBR+Parapox grubu ortalama olarak artig
gostermistir. Ek olarak zaman igerisinde grup degisimi de istatistiksel olarak
anlamlhidir (p<0.001). Baslangi¢ degerine gore 15. giin ve 30. giin serum antikor
degisimi artis yoniindedir. IBR ve IBR+Parapox grubu igerisinde 30.glin antikor

ortalamasi en yiiksek seviyeye ulagsmistir.
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Sekil 8. Sigirlarda antikor titre degerleri
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6. TARTISMA

Bagisiklik sistemi, viicudu mikrobiyal enfeksiyonlara karsi savunarak
homeostazin  korunmasinda yer alan karmasik bir siirecler agidir.
immiinostimiilanlar veya immiino-gii¢clendiriciler, immiinolojik savunma
mekanizmalariin spesifik veya spesifik olmayan stimiilasyonuna yol agan tibbi
ajanlardir.  Immiinostimiilatérler olarak ta  bilinen immiinostimiilanlar,
hastaliklarin 6nlenmesi ve gesitli viral ve bakteriyel enfeksiyonlara kars1 viicudun
dogal direncinin iyilestirilmesi i¢in insan ve hayvanlarin bagisiklik sistemini
harekete geciren etkili maddelerdendir. Spesifik olmayan ve antijene bagiml
olmayan uyaricilar, immiinolojik hafiza hiicrelerini etkilemez ve terapdtik
etkinlikleri nispeten hizli bir sekilde azaldigindan, araliklarla veya siirekli olarak
uygulanmalar1 gerekir. Biyolojik olarak aktif olan bu maddeler, dogal
kaynaklardan elde edilen veya farkli kimyasal 6zellikler ve etki mekanizmalart ile
sentetik olarak yapilan iirinlerdir. Genel olarak immiinostimiilanlar, enfeksiyon

hastaliklarinin tedavisi i¢in spesifik antikorlarin ve sitokinlerin sentezini indiikler

(31).

Dogal bagisiklik sisteminde énemli rol oynayan sitokinler sunlardir: TNF-a,

IL-1, IL-10, IL-12, tip | interferonlar (IFN-a ve IFN-B), IFN-y, ve kemokinler.

TNF-a; Timor nekroz faktor alfa esas olarak monosit ve makrofajlar
tarafindan sentezlenen ve belirli kosullarda T-lenfosit, notrofil, mast hiicresi,
fibroblast ve endotel hiicrelerinin de iiretimine katki sundugu bir cesit
glikoproteindir. Doku hasar1 ya da fiziksel stres sonras1 kanda ilk saptanabilen
sitokindir ve bir¢cok otoimmiin hastalikta inflamasyonun baslamasinda ve devam
ettirilmesinde 6nemli Ozellikleri bulunmaktadir. Sentez ve salinimini baslatan
cesitli uyaran s6z konusu olup, en baslicasi lipopolisakkaritlerdir. Ozellikle gram-
pozitif bakteri, parazit, virlis ve tiimor hiicreleri, immiin kompleks olusumu,
kompleman sistemi aktivasyonu, interlokin (IL)-1, IL-2 ve interferon-y ile artis

saglanmaktadir. Hatta kendisi ile dahi salinim1 indiiklenebilmektedir (75).

IL-1; Interlokin-1, aktive makrofajlar tarafindan iiretilen diger bir
enflamatuar sitokindir. Etkileri, TNF-a’ya benzer ve ayni zamanda T hiicrelerinin

aktive edilmesine yardimci olur.

32



IL-10; Interlokin 10, aktive edilmis makrofajlar ve Th2 hiicreleri
tarafindan iretilir. Bu agirlikli olarak inhibitdr bir sitokindir. IFN-y’nin Thl
hiicreleri tarafindan liretimini inhibe eder, boylece bagisik yanit1 Th2 tipe kaydirir.
Ayni zamanda, aktive edilmis makrofajlarda sitokin iiretimini, smif II MHC
ekspresyonunu ve makrofaj iizerindeki ko-stimulatér molekilleri inhibe eder, bu

da immiin yanitta azalma ile sonuglanir.

IL-12; Interleukin 12 aktive edilmis makrofajlar ve dendritik hiicreler
tarafindan iiretilir. IFN-y iiretimini ve Th hiicrelerin Th1 hiicrelere farklilasmasini
uyarmaktadir. Buna ek olarak, Tc ve NK hiicrelerinin sitolitik fonksiyonlarini

artirir.

INF-y; Interferon gama, daha diisiik 6lgiide Tc ve NK hiicreleri tarafindan
da tretilebilse de, asil olarak Thl hiicreler tarafindan tretilen 6nemli bir
sitokindir. Hem dogal hem de adaptif bagisiklik sistemde ¢ok sayida fonksiyona
sahiptir (76).

IL-8; Periferik kan mononiikleer hiicreleri, fibroblastlar, endotelial hiicreler
ve keratinositler tarafindan sentezlenir. Yapimi IL-1 ve TNF tarafindan
uyartlmaktadir. Immun cevapta inflamasyon bolgesine nétrofil kemotaksisine

sebep olan en 6nemli mediatordiir (77)

Oncelikle kimyasal olarak inaktive edilmis PPVO'nun (iPPVO), paraimmiinite
olarak adlandirilan bir etki ile konak¢ida immiinmodiilator 6zellikler sergiledigi
goriilmektedir. Daha sonrasinda, iPPVO'nun immiinostimiilator aktivitesi, farkl
deney tiirlerinde ve klinik pratikte, farkli hayvan tiirlerinde farkli patojenlere karsi
etkisi tespit edilmisitir. Mevcut bilgilere gore, bu etkiler potansiyel olarak kronik
bulasict hastaliklar, immiinosiipresyon, patojen kaliciligi ve hatta kansere bagl
olaylarda dahil olmak iizere ¢esitli durumlarda profilaktik ve / veya terapotik
araglar olarak kullanilabilir. Bununla birlikte, immiinostimiilatér iPPVO
etkilerinin  arkasindaki  biyolojik ve molekiiler olaylar, tam olarak
anlagilamamistir. iPPVO'nun dogal immiinite iizerindeki ana etkileri, immiin
hiicrelerin uyarilmasina ve IL-8, IL12 ve tip | interferonlar gibi sitokinlerin

salgilanmasina bagl gériinmektedir. (78)
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Virtisler, bagisiklik hiicrelerini etkilemek i¢in ¢esitli stratejilerle, yani
fonksiyonel etkisizlesmeye yol acan asir1 aktivasyonla, antijen sunumunu
atlayarak veya efektor fonksiyonlarim1 baskilayarak, onlara karsi bagisiklik
tepkisini manipiile edebilir (47). Poxvirus ailesinin Parapoxvirus cinsinin bir {iyesi
olan orf viriisii (ORFV), diinya genelinde koyun ve kegilerde yaygin bir patojen
olarak bilinir. Bununla birlikte, etkisizlestirilmis iPPVO, farkli tiirlerde veteriner
hekimlikte terapotik immiinmodiilatoriin yani sira dnleyici olarak da kullanilmigtir
(3). iPPVO, farelerde ve insan bagisiklik hiicrelerinde sitokin salgilanmasi
tizerinde giiclii etkilere neden olur; bu da enflamatuar ve Thl ile iligkili
sitokinlerin otomatik olarak diizenlenmis bir baslangi¢ diizenlenmesi dongiisiine
ve ardindan immiinopatolojiyi azaltan Th2 ile iliskili sitokinlerin olusmasina
neden olur (47). iPPVO enfeksiyonunun ardindan, konak¢inin bagisiklik sistemi
viruslar1 yok etmeye yanit verecek ve ilk adim olarak viriise kars1 dogustan gelen
bir yanit baglatacaktir (3). Bu, dogal immiin sistemin gesitli hiicreleri tarafindan
kemokinlerin ve sitokinlerin uyarilmasin igerir. iPPVO enfeksiyonu, enfeksiyon
bolgesinde dogal oldiiriicii (NK) hiicreler, notrofiller ve dendritik hiicreler
(DC'ler) birikimine yol agar. Buna ek olarak, iPPVO interferon-a (IFN-a),
interlokin-1f (IL1b), IL-8, graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF) ve
IFN salinimini uyarir (47)

Poxviridae familyas: bilinen en biiyilk DNA viriislerini igerir. Kompleks
genetik  yapilar1  nedeniyle, poxviriisler, konak¢i immiin  tepkisini
etkisizlestirebilen viriilans proteinlerini kodlayan ¢esitli genleri kullanarak immiin
evazyon ic¢in cesitli mekanizmalara sahiptir. Aksi takdirde zayiflatilmig
poxviriisler, immiinojenik ozelliklere sahiptir ve muhtemelen makropinositozla
hiicresel olarak alimii kolaylastirmas1 nedeniyle, gii¢lii dogustan gelen konak

immiin tepkisini indiikler (79).

PPVO i¢in bir dizi etkili immiin kagis mekanizmasi oldugu ileri
stirilmiistiir (47). Diger viriisler gibi, PPVO da dogal bagisiklik sistemini uyarir.
PPVO,; fagositozu, NK hiicre aktivitesi ve IFN-a, TNFa, IL-2 ve graniilosit
makrofaj koloni uyaric1 faktor (GM-CSF) salinimini uyarir. PPVO'nun, immiin

modiile edici fonksiyonlara sahip gen triinlerinden olan; 1L-10’un viriis ortholog
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genini (80) ve interferon-direng faktoriinii kodlayan vaccinia E3L geni tasidig
bildirilmistir (81). Son zamanlarda, GM-CSF ve IL-2'yi baglayan ve inhibe eden
proteinler tamimlanmistir (82). Immiin kagis mekanizmalar1 ve immiin uyaric
aktivitenin kombinasyonu, PPVO i¢in c¢ok etkili bir hayatta kalma stratejisidir

(47).

PPVO, atlarda, sigirlarda, kedilerde, kopeklerde ve domuzlarda nonspesifik
immiin sistemi stimiile ederek enfeksiyon ve stres kaynakli hastaliklarin
Oonlenmesine yardimci olan liyofilize bir enjeksiyon ¢ozeltisidir. Bununla birlikte,
literatlir taramasi, bir¢ok hayvan tiirlinde bircok enfeksiyonun tedavisinde
onerilmis olan iPPVO'nun, inaktif asilarla agilamalarda kullanimi ve asilamayla
birlikte bagisiklik sisteminin ilk tepki aracilar1 olan sitokin sentezi {lizerindeki

etkileriyle ilgili bir aragtirma olmadigini gostermistir (41, 47).

iPPVO ile immiinomodiilasyonu anlamadaki bir diger Onemli husus,
immiinmodiilator etkilere neyin sebep oldugu sorusu veya baska bir deyisle aktif
bilesen (ler) in arastirllmasi ile ilgilidir. Poxviriisler, virlis kaynakli bir¢ok
proteine sahip ¢cok karmasik parcaciklarin yani sira immiinomodiilator etkilerde
rol oynayan hiicresel materyallerdir. Ek olarak, viral niikleik asit veya inaktive
PPVO iretim sekline bagl olarak, "sartlandirilmis" ve enfekte olmus doku
kiiltiirtinden elde edilen silipernatant soliisyon tanimlanmis bagisiklik tepkilerini

indiikleyebilir (79).

Orf hastalig1 olarakta bilinen bulasici ektima hastaligi etkeni, Poxviridae
ailesi, Parapoxvirus cinsinden Parapoxvirus ovis’tir. Bu ¢alismada parapoxvirus
ovis’in (E(P)CK33) as1 susu kullanilmistir. Bu etkenin in vitro iiretiminde lvanov
ve arkadaglar1 (2016), kuzu bobrek, kuzu testis, kuzu kas, kuzu timiis gibi ¢esitli
primer hiicre kiiltiirleri ve embriyonal sigir bobrek hiicresi (EBTR), Madin sigir
bobrek hiicresi (MDBK) gibi hiicre hatlarini kullanmiglardir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda da Parapoxvirus ovis iiretiminin optimum sartlarinin saglanmasi
amactyla sigir ve kuzu orjinli bobrek hiicre kiiltiirleri kullanilmis ve en ideal hiicre

kiiltiiriintin MDBK oldugu belirlenmistir.
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Hiicre kiiltiirlerinde goriilen CPE diizeylerinin sigir bobrek hiicrelerinde
inokulasyonunu takip eden 24.saatte goriilmeye baslanmis (yaklasik %10-20) ve
5.giinde %380-90’larda yeterli sitopatojenik etkiler goriildiiglinden viriisler
dondurulup toplanmistir. Kuzu bobrek hiicreleri ile karsilastirildiginda sigir
bobrek hiicre kiiltiirlerinin virilis iiretimi i¢in daha ideal sonuclar verdigi (sigir
bébrek hiicre kiiltiirinde  10%ml, kuzu bébrek hiicre kiiltirinde  10>%/ml)
belirlendiginden ¢alisma MDBK hiicre kiiltiirleri esas alinarak tamamlanmustir.
Giilyaz ve ark.(79)’lar1 kuzu ve oglaklarda yaygin bir viral enfeksiyon olan
bulasic1 ektima ile ilgili yaptiklari bir ¢aligmada virusun sigir bobrek hiicre
kiiltiirlerinde adaptasyon, iiretim ve raf dmrii gibi parametrelerini belirlemislerdir.
Calismada adi gecen virusun enfektif titresinin 10%°/ml olarak belirlendigi tespit
edilmistir. Tarafimizdan yapilan bu c¢aligmada ise bulunan 10%/ml degeri
yukaridaki arastiricilarin sigir bobrek hiicre kiiltiir sonuglart uyumlu bulundugu

goriilmektedir.

Elde edilen Parapoxvirus ovis antijenleri BEI ile inaktive edilmis ve
kontrolleri icin MDBK hiicre kiiltiiriinde 3 kor pasaj uygulamasi ile dogrulamasi
yapitlmistir. Bu amag¢ i¢in inaktive viriisler MDBK hiicre kiiltiiriine inokiile
edilmis ve 3 giin boyunca sitopatojenik etkilerine bakilmistir. Hiicre kiiltiirlerinde
herhangi bir CPE goriilmedigi tespit edildiginden viriislerin inaktive olduklari
kabul edilmis ve calismalara inaktif viriisler ile devam edilmistir. Viriis
inaktivasyonu ile ilgili yapilan c¢alismalarda (70, 71) benzer yontemlerin
kullanildigt ve BEI ile inaktive islemlerinin rutin olarak uygulandig
gorilmektedir. Tarafimizdan yapilan bu ¢alismada elde ettigimiz viriislerin
literatiirde belirtilen yontemler ile uyumlu bir sekilde inaktivasyon iglemlerinin
yapildigr ve yapilan kontrol caligmalarinda canli virlislere rastlanilmadigi

belirlenmistir.

Enfeksiyonlara karst dogal immun yanit (dogal bagisiklik) hastaliklarla
miicadelede oldukca Onemli rol oynamaktadir. Bagisiklik sistemi {izerindeki
etkilerinden  dolayr  diizenleyici  Ozelliklere  sahip olan  maddelere

immunmodiilatorler denir.
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Genellikle bagisiklik yanitint artirmak veya diizenlemek i¢in kullanilan bu
terimin esanlamlisi immunostimulan maddeler olarak da adlandirlabilmektedir.
Yapilan calismalarda inaktive edilmis Parapoxviruslarin o6zellikle enfeksiy6z
hastaliklara kars1 nonspesifik olarak dogal bir immunomodiilator olabilecegi ¢ok

sayida arastirmada gosterilmistir.

Bu c¢alismada da inaktive edilmis parapoxviruslarin immunomodilator
etkileri farelerde TNFa, IL-6, IL-8, IL-12 ve IL-1B gibi sitokinlerin diizeylerinin

belirlenmesi ile ortaya konulmaya ¢alisilmistir.

Immunomodulatdrler bagisiklik sistemini uyarmak veya diizenlemek
amactyla kullanulan bilesiklere verilen isimdir. Inaktif Parapoxvirus ovis spesifik
olmayan bagisiklik sistemini uyararak hayvanlarda viral veya stres kaynakli

hastaliklarin 6nlenmesine veya tedavisine yardimci olmaktadir (42, 84, 85, 86).

Enfeksiyonlara karst dogal immiin yanit (nonspesifik, dogal bagisiklik),
hastaliklarla miicadelede 6nemli bir rol oynar. Bagisiklik sistemi {izerindeki
etkilerinden  dolayr  diizenleyici  Ozelliklere  sahip olan  maddelere
“Immunmodiilatrler” denir. Immiinmodiilatérler, genellikle bagisiklik yanitin
arttirmak veya diizenlemek i¢in kullanilan maddelerdir. Immiinmodiilatorler icin
diger esanlamli ifadeler ise immiinostimulanlar veya immiinopotansiyatorler gibi

terimleridir (85).

Bu immiinmodiilatorlerden biri olan inaktif parapoxvirus ovis (iPPVO)
(Zylexis®), immun sistemi uyararak Ozellikle enfeksiydz hastaliklara kars:
koruyucu olarak kullanilan nonspesifik bir immunmodiilator olup infeksiydz viral
hastaliklara kars1 dogal bagisikligi (non-spesifik, innate bagisiklik) stimiile eden
giiclii bir mikrobiyolojik kdkenli immunostimulandir (84). iPPVO’nun farelerde
herpes simplex ve hepatitis B virusuna kars1 sitokin (IFN-y, 1L-12p40, IL-18 ve
TNF-0) indiiksiyonunu aktive ederek bu virlislere karst duyarlilifi azalttigr ve

antiviral aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (47).

Yapilan bir ¢aligmada IBR’ li sigirlara iPPVO verildiginde IFN-y, IL-2,
IL-6, [IL-12 diizeylerinde artis oldugunu ve sonugta iPPVO’nun

immunumodulator etkisinin oldugunu bildirmislerdir (87).
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Avcr ve ark.(88)’larinin yaptigi c¢alismada ratlara iPPVO (1 ml/rat)
uygulanmis, uygulamadan sonra 1. 2. 4. 8. 12. 16. ve 24. saatlerde serum 6rnekleri
almiglardir. ELISA’ da yaptiklar1 analizler sonucunda TNF-a (16. ve 24. saat) ve
IL-6 (12. 16. ve 24. saat) seviyelerinde artis oldugunu, IL-10 ve IL-12
miktarlarinda ise dalgalanmalar oldugunu bildirmislerdir. Sonugta sitokin
seviyelerindeki artiglarin iPPVO’ nun immunomodulator etkilerinden ileri
gelebilecegini, ancak iPPVO’un bagisiklik sistemi iizerindeki etkilerini tam olarak

anlamak i¢in ayrintili ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu bildirmislerdir.

Hue ve ark.(89)’lar1 atlarda EHV enfeksiyonlarinda iPPVO verildiginde
IFN-0, IFN-B ve IFN-y genlerinde daha erken ve giicli bir artis oldugunu,
bununda iPPVO’nun EHV enfeksiyonlarima kars1 bagisiklik  tepkisini
giiclendirdigini bildirmislerdir.

Ulgen ve ark (90)’larinin yaptig1 bir ¢alismada atlara 2 ml kasigi iPPVO
vermigler ve 0., 1., 3., ve 5. giinda kan almiglar. Kanda iPPVO uygulanan
hayvanlarda polymorfnuclear 16kositlerin fagositik, hiicre igi oldiirme (
intracellular killing activity) ve MPO ( myeloperoxidase ) aktivitelerinde dnemli

diizeyde artiglara neden oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan bir aragtirmada, iPPVO’nun etkinligi at herpes virisii tip 1 (EHV-
1) ve S. equi ile enfekte edilen atlarda arastirilmistir. Calisma sonucunda hem
EHV-1 hemde S. equi ile enfekte atlarda klinik belirtilerin 11. ve 28. giinlerde
yapilan muayenelerde klinik semtomlarin ¢ok azaldigini, pozitif virus tasiyan
hayvan sayilarinin ¢ok diisiik oldugunu, iPPVO’nun giivenli oldugunu ve EHV-1
ve S. Equi enfeksiyonlarinda faydali oldugunu bildirmislerdir (91).

Arai ve ark (92)’larmin siganlarda yaptiklart ¢alismada, iPPVO
uygulamasindan sonra, deney grubundaki hayvanlarda IFN-y ve IL-10

ekspresyonlarinin indiiklendigini bildirilmislerdir.

Yapilan bir ¢calismada, iPPVO uygulanmis farelerin serumlarinda 6 ve 12
saat sonra IFN-1 15 misli artarken, uygulamadan 24 ve 48. saat sonra IFN-y 15
misli ve IL-12 6 misli 72 ve 96. saatlerde IL-10’un 4,7 kat, IL-4’{in 4,9 kat artis
gosterdigi saptanmistir (58).
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Schiitze ve ark (84)’larinin kdpeklerde yaptiklart bir ¢alismada da, iPPVO
uygulandiktan sonra lokositlerde, monositlerde, polimorfoniikleer hiicrelerde ve

fagositotik aktivitede belirgin bir artis oldugunu bildirmislerdir.

Bir ¢alismada da insanlarda iPPVO'nun, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-8 IL-12

IL-18 in salgilanmasini artirict yonde etki olusturdugunu bildirmistir (41).

Pavan ve ark (93)’ larmin giimiis yayin baliklarinda yaptiklart bir
calismada iPPVO’nun graniilosit ve trombosit sayisinda artiglara ve sonugta

immunomodulator etki gosterdigini bildirmislerdir.

McKeever ve ark (94)’lart Orf ile deneysel enfekte ettikleri kuzularda
ELISA yontemi ile 40 giin boyunca izledikleri serum antikor titrelerinin, 5.
giinden itibaren yiikselmeye basladigini 10-20. giinlerde pik yaptigini, 20. giinden

sonra diislise gectigini ve 40 giin sonra diisiik seviyelere indigini belirtmislerdir.

Bu aragtirmada sigir ve farelere yapilan uygulama sonucu elde edilen
serum ve doku orneklerin de total 16kosit, serum BHV-1 antikor seviyesi, ELISA
yontemi ile IL-1p, IL-12, IFN-y, TNF-a ve IL-10 seviyelerinde, Real-Time PCR
yontemi ile dalakta sitokinler ( IL-1B, IFN-y, TNF-o ) arastirilmistir. Yukarda
belirtilen testlerden elde edilen bulgular as1 grubundaki degerler kontrol grubuna
gore istatistiki olarak anlamli olacak sekilde yiiksek tespit edilmistir. Bu
calismada bulunan bulgular yukarda belirtilen literatiir bulgulari ile uyumlu
oldugu goriilmiistiir. Bu bulgulara goére iki doz attenue as1 hayvanlarda 6nemli

diizeyde immiin yanit olusturdugu kanaatine varilmistir.

iPPVO’nun ayni zamanda, cesitli tirlerde baskin bir Thl tipi immiin
tepkiye yol actig1 bildirilmektedir. Bu hipotez, iPPVO’nun in vitro ve ayrica in
vivo immiinmodiilator aktiviteyi indiikleme kabiliyetine sahip olmasiyla
aciklanabilir. Yapilan bu ¢aligmada da, IBR asis1 ve iPPVO’nun yapildig1 gruptaki
hayvanlarda lenfositlerdeki artis bu hipotezi dogrular niteliktedir (3)
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iPPVO immiin uyaric1 6zellikleri uzun zamandir in vivo ve in vitro olarak
gosterilmistir, ancak igerdigi biyolojik ve molekiiler mekanizmalar biiyiik dlciide
bilinmemektedir. Anziliero ve ark. (58)’larmin yapmis oldugu ¢alismada, iPPVO
uygulanmis farelerin serumlarinda 6 ve 12 saat sonra, interferon I (IFN-I), 15
misli artarken, uygulamadan 24 ve 48.saat sonra IFN gamma 15 misli ve I1L-12, 6
misli artis gostermistir. Yapilan bu ¢alismada ise deneme grubunda 102. saatte
IFN gamma, kontrol -1 grubuna gore yaklasik 3 kat, kontrol-2 grubuna gore
yaklasik 6 kat artarken IL 12, 2 kat artmustir.

Caligmalar arasindaki bu farklilarin kullanilan hayvan tiirli ve metod

farkliligindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Yapilan bu calismamada da, iPPVO uygulanan kontrol 1 ve deneme
grubunda bazi sitokin diizeylerininde (IFN gamma ve IL 2, IL 6, IL 12) artig

belirlenmistir.
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7.SONUC

Siirii sagligi ve korumaya yardimer immunmodiilator etkili ajanlardan biri
olan inaktif parapoxvirus ovis (iPPVO)’un, sigirlarda inaktif IBR as1 uygulamasi
programinda tatbikinin, serum antikor titrelerinde ve sitokin konsantrasyonlarinda
degisikliklere neden olabilecegi hipotezine dayanan bu c¢alismada, iPPVO’un
inaktif IBR ag1 uygulamasinda antikor titreleri, proinflamatuar ve anti-inflamatuar
sitokin konsantrasyonlarindaki degisiklikler bu ¢alismada ortaya konarak
literatiire onemli katki saglanmistir. Bu nedenle, IBR as1 uygulamalarinda, diger
asilama programlarinda ve koruyucu hekimlikte iPPVO’un kullaniminin

yayginlastirilmasinin hayvan sagligi yoniinden faydali olacagi kanaatindeyiz.
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