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vii

ONSOZ

Peste des petits ruminants virus (PPRV) ve Ruminant Pestivirus enfeksiyonlarina
Tiirkiye’de olduk¢a sik ve yaygm bir bigimde rastlanmaktadir. iki virusun ortak
enfeksiyonunun, iki ayri ¢alisma ile bildirimi ve tespit edilen patolojiler, es zamanl
enfeksiyonun iilkemiz i¢in gbéz ardi edilemeyecek bir Oneme sahip oldugunu
diisiindiirmektedir. Ruminant pestiviruslari, Flaviviridae familyasinda yer alan Bovine
Viral Diare Virus (BVDV) ve Border Disease (BD) viruslari olup, hidraensafalopati,
serebellar hipoplazi, arthrogripozis, ve anormal tiiy yapisi gibi ¢ok ¢esitli konjenital
anomalilerle karakterize hastalik tablosu olustururlar. PPRV, Paramyxoviridae
familyasinin  Morbillivirus genusuna dahil olup, yiiksek ates, okulonazal akinti,
nekrotik-erosiv stomatit, enterit ve pnomoni ile karakterize, akut, oldukga bulasici bir
hastalik tablosu olusturur. Bugiine degin yapilan ¢aligmalarda PPR virusun tek basina
fotal patolojilerle herhangi bir iliskisi ve pestiviruslarla ortak enfeksiyonu
bildirilmemistir. Bu ¢alismada in vitro sartlarda gergeklestirilecek es zamanli PPRV
ve Pestivirus enfeksiyonu ile, gerek her iki virusun birbiri ve gerekse hiicresel IFN-
gamma ve koyunlarda embriyonik interferon olan Ovine Trophoblast Protein-1

ekspresyonu lizerine etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.
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laboratuvar agamasinda destegini esirgemeyen ve tecriibelerini paylasan Dog. Dr.
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benimle bilgilerini paylasan, ¢alisma ortami saglayan Doc¢.Dr. Harun Albayrak’a, son
olarak calismam siiresince birlikte gorev yaptigim Arastirma Gorevlisi ve doktora
dgrencisi arkadaslarim, Dr. Hiimay Akin ileri, Dr. M. Ozkan Timurkan, {lke Karayel,
Niivit Coskun, Firat Dogan, Taylan Kog, Sependar Gargari’ye ve tez calismamin
istatiksel analizlerini titizlikle yapan esim Bora Altay’a, her konuda destegim aileme

sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Insanlarda birden fazla virusun aym1 anda enfeksiyona sebep olmasi siklikla
gbzlemlenen bir olgudur ve yapilan ¢alismalarda bu durumun genellikle primer veya
sekonder immun yetmezliklerle ilgili oldugu ortaya konulmustur (Waner, 1994).
Ruminantlarda goézlemlenen ortak viral enfeksiyonlarla ilgili bildirimlere
Hindistan’da kegilerde Peste des Petits Ruminants Virus (PPRV), Bluetongue Virus
(BTV) ve Goatpox (GP) Virusun (Malik ve ark., 2011) ortak enfeksiyonu ve
Amerika Birlesik Devletleri’nde sigirlarda Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV),
Parainfluenza tip 3 Virus (PIV-3) ve Bovine Respiratory Syncytial Virus (BRSV)
enfeskiyonlariin ayni anda tespiti 6rnek olarak verilebilir (Fulton ve ark., 2000).
Ruminantlarda konak immun sistemi iizerinde olusturdugu baskilayici etki sebebiyle
BVD virusun diger bazi viruslarla ortak enfeksiyonlariyla ilgili deneysel ¢alismalara
rastlanmaktadir. Edwards ve Roeder (1983) Bovine Herpes Virus (BHV) — tip 1 ile
latent enfekte sigirlar1 deneysel olarak BVDV ile enfekte ettiklerinde ates ve
lenfopeni tespit etmislerdir. Spilki ve ark., (2006) yalnizca BHV - 5 ile enfekte edilen
sigirlarla karsilastirildiginda, hem BHV hem BVDYV ile enfekte edilen sigirlarin daha
ciddi enfeksiyon bulgular1 sergiledigini ve BHV titresinin de yiikseldigini
belirtmislerdir. Bir baska deneysel calisma sigirlarin akut BVDV ve Bovine
Coronavirus (BCV) enfeksiyonu sonrast BCV spesifik klinik bulgular gosterdigini,
bulgularin siddetlendigini ancak BVDV sac¢iliminda artis olmadigini ortaya
koymustur (Niskanen ve ark., 2002). BVDV ve BRSV es zamanli enfeksiyonuyla
ilgili gerceklestirilen iki ayr1 deneysel calisma da yine BVDV varliginda BRSV
spesifik klinik bulgularin siddetinin arttigini, BRSV’ye kars1 olusacak immun yanitin
zayifladigini gostermistir (Brodersen ve Kelling, 1998; Elvander ve ark., 1998).

1.1. PPRV ve Pestivirus Ortak Enfeksiyonlar:

PPRV ve BVDV enfeksiyonu ayni anda, literatiirde ilk defa Tiirkiye’de 6lii dogmus
iki kuzuda bildirilmistir (Kul ve ark., 2008). Dogum kanalinda 6len kuzulara

nekropsi islemi gerceklestirilmis, immunohistokimyasal testler icin kesitler alinmis,
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deri, dalak, lenf digimleri, akciger ve beyinden de virolojik analizler
gerceklestirilmistir. Nekropside kuzularda deri ve kil yapisinda bozukluklar,
serebellar hipoplazi, skoliozis, arthrogripoz, gingival hipertrofi gibi sinirsel ve
konjenital anomaliler disinda, bobreklerde, akcigerlerde, kalpte ciddi lezyonlara
rastlanmistir. Kuzularda derinin epidermis tabakasinda, bobreklerde, akcigerlerde
PPRYV antjenleri immunperoksidaz testiyle tespit edilebilmistir. BVDV antijenlerine
ise akcigerlerde, ruminal mukozada, bdbreklerde rastlanirken, omurilik
serebrokortikal ve motor noéronlarinda immunreaktivitenin oldukca giiglii oldugu
goriilmiistiir. Reverse Transcription-Polimerase Chain  Reaction (RT-PCR)
yontemiyle de iki virus, dalak ve lenf diigiimlerinde tespit edilebilmistir. Elde edilen
bu veriler kuzularm iki virusla da in utero enfekte olduklarini gdstermistir. Ozellikle
bobreklerde PPRV bulunmasi virusun fotal kan dolasimina girdigini gostermektedir
ki, PPRV ile ilgili daha 6nce vertikal bulasmayr veya fotal dokularda tespitini
bildiren bir baska c¢alisma bulunmamaktadir. PPRV’nin vertikal bulasmasinin
Pestiviruslarin ~ plasental ~ bariyerde  sebep  oldugu  hiicre  yikimiyla
gerceklesebilecegine ek olarak Pestiviruslarin immunosupresif etkilerinin de bu

konuda katkisi olabilecegi diistiniilmiistiir.

Tiirkiye’de, Karadeniz ve Ege Bolgesi’'nde, 2004-2010 yillar1 arasinda ortak PPRV
ve BVDV enfeksiyonlar1 tespit edilmesi lizerine bu enfeksiyonlarin patolojisini ve
patogenezini tanimlayabilmek amaciyla iki bolgeden toplamda 11 siiriiden, 26 adet
(5 aborte fetiis, 19 yeni dogmus kuzu, 2 yeni dogmus oglak) hayvan 6rneklenmis ve
enfeksiyon  yoniinden  immunohistokimyasal ve RT-PCR teknikleriyle
incelenmislerdir (Toplu ve ark., 2012). Nekropside dil ve dudaklarda lezyonlar, sinir
sistemi anomalileriyle karsilagilmistir. RT-PCR i¢in, dalak, lenf diigiimleri, akciger,
ince bagirsaklar ve beyinden alinan 6rnekler iki virus i¢in de pozitif sonu¢ vermistir.
Immunohistokimyasal inceleme Pestivirus antijeni igin merkezi sinir sisteminde
gliclii pozitiflik verirken, PPRV de Pestivirus kadar kuvvetli olmasa da pozitif sonug
vermistir. Beyinden alinan orneklerin bazilarinda PPRV RNA’s1 da RT-PCR ile

saptanabilmistir.

Bu caligmayla da bir kez daha PPRV’nin vertikal bulagmasinin miimkiin oldugu

ortaya konmustur. Ayrica bu calisma kapsaminda PPRV’ye merkezi sinir sistemi



noron ve glial hiicrelerinde rastlanmasi ilk defa bildirilmis olup, Pestivirusun
plasenta, fotal kan hiicreleri, endoteliyal hiicreler, fotal mikroglia ve astrositler
tizerinde farkli seviyelerde sitopatik etkiler gostermesi ile fotal beyine ulagmasinin ve
kan-beyin bariyerine zarar vermesinin bu duruma zemin hazirlayabilecegi ileri

stirilmiistiir.

Kul ve ark., (2008) tarafindan yapilan ¢alismada 6lii dogan yavrulari incelenen ve 33
gebe koyunun bulundugu siiriide, hayvanlarin ¢ogunda PPRYV ile iliskili klinik
bulgularin bulunusu ve kuzulama sezonunda 12 koyunun diisikk yapmasi, dogan
yavrularda zayiflik ve arthrogripoz gozlenmesi dahasi 2 aylikken Olen, korliikk ve
inkoordinasyon bulunan bir kuzuda Pestivirus tespiti, ortak enfeksiyonunun énemini
gozler ontline sermektedir. Ayrica Toplu ve ark., (2012) tarafindan yapilan calismaya
gore PPRV ve BVDV enfeksiyonlarina 2004-2010 yillar1 arasinda asisiz siiriilerde
siklikla rastlanmistir, bu durum, ortak enfeksiyonlarin 6zellikle iilkemiz i¢in 6nemini

bir kat daha arttirmaktadir.

1.2. Peste des Petits Ruminants Virus Enfeksiyonu

1.2.1. Genel Bilgiler

Peste des petits ruminants — PPR (Kii¢ilk Ruminant Vebasi) virusu, 6zellikle koyun
ve kegileri etkileyen, hayvancilikta artan 6neme sahip, akut bir hastalik etkenidir.
Hastalik ates, géz ve burun akintisi, stomatitis, ishal ve pnomoniyle karakterizedir
(Lefevre ve Diallo, 1990). Koyun ve kegilerdeki epidemiler, 6zellikle gelismekte
olan ilkelerde, enfeksiyondan ari populasyonlarda % 50-80 mortaliteye sebep
olabilmektedir (Banyard ve ark., 2010).

Kiigiik Ruminant Vebasi, Paramyxoviridae familyasinda yer alan bir Morbillivirus
tarafindan olusturulmaktadir. PPRV son otuz yildir kiigiik ruminant siiriilerinde pek
cok ciddi epideminin sebebi olarak tanimlanmis olup, 1993°den beri Arap
yarimadasi, Orta Dogu ve Hindistan’da biiyiik salginlara yol agmakta ve bu
bolgelerde endemik kabul edilmektedir (Dhar ve ark., 2002). Tiirkiye’de bati



kesimlerde, Bursa (Yesilbag ve ark., 2005), Mugla ve Aydin’da (Toplu, 2004) sik sik
virusa ait bildirimler olmaktadir. 2005 yili boyunca, iilkenin farkli bolgelerinden 78
ayr1 salgin kaydedilmis, hastaligin yayilmasini Onlemek i¢in karantina ve as1
uygulamalar1 yapilmistir (Tufan, 2006). 2007 yilinda Kirikkale’de ilk 6liimciil salgin
bildirilmistir (Kul ve ark., 2007) ki bu virusun iilkenin orta kesimlerine dogru
ilerledigini gostermektedir. Albayrak ve Alkan tarafindan da (2009), Orta ve Bati

Karadeniz bolgesinde virusun varligi gosterilmistir.

PPR virusun bulasiciligi virulent izolatlarin ve ari populasyonlarin varliginda
oldukga artmakta ve bu populasyonlarda 6liim orani da oldukea yiiksek olmaktadir.
Bu sebeple c¢iftlik hayvanlar1 6zellikle yakin temas halinde yasayan koyun ve keciler
salginlara oldukga duyarli olmaktadirlar (Anderson, 1995).

Enfeksiyon etkeninin soy agaci diizeyinde hat ayrimi, F geninin (Forsyth ve Barrett,
1995) veya N geninin (Couacy-Hymann ve ark., 2002) kiiciik bir bolgesinin sekansi
karsilastirilarak yapilmaktadir. Son molekiiler karakterizasyona gore PPR virus
izolatlar1 genetik olarak belirgin dort hatta ayrilmaktadir. Hat 1°de 1970’lerdeki Bat1
Afrika izolatlar1 ve yakin zamandaki Orta Afrika izolatlari; hat 2°de Ivory kiyisindan,
Gine ve Burkina Faso’dan Bati Afrika izolatlari; hat 3’de Sudan, Yemen ve
Oman’dan Dogu Afrika izolatlari; hat 4’de ise Arap Yarimadasi, Orta Dogu, giiney
Asya ve pek ¢ok Afrika bolgesinden yakin zaman izolatlar1 bulunmaktadir (Shaila ve
ark., 1996; Dhar ve ark., 2002; Ozkul ve ark., 2002).

1.2.2. Etiyoloji

Sigir Vebasi (RP), Kopek Genglik Hastaligi, Kizamik ve deniz memelilerini
etkileyen Phocine, Porpoise ve Dolphine Distemper viruslariyla birlikte PPRV,
Mononegavirales grubunda, Paramyxoviridae familyasi, Morbillivirus genusu i¢inde
klasifiye edilmistir (Gibbs ve ark., 1979; Barret 2001). PPRV diger morbilliviruslar
igcinde antijenik olarak en yakin RPV ile iliskilidir (Gibbs ve ark., 1979).



Yapisal olarak Morbilliviruslar, Paramyxoviridae ailesindeki diger viruslar gibi
hiicre zarindan koken alan zarf ile birlikte ortalama 400-500 nm biiyiikliiglinde
pleomorfik partikiillerdir. Elektron mikroskop altinda, viral proteinle iliskili RNA
genomu, balik sirti goriiniimiinde helikal bir yapi1 olarak go6zlemlenir ve
riboniikleoprotein (RNP) kompleks olarak adlandirilir (Crowley ve ark., 1988).
PPRYV, 15,948 niikleotid (nt) uzunlukta genoma sahiptir (Bailey et al. 2005).

Morbillivirus partikiilleri birgok helikal riboniikleokapsit kopyalarinin zarf tarafindan
paketlenmesiyle olusur. Genom “alt1 kurali”na uyar yani, alt1 adet devamli, Gist Gste
binmeyen, kisa intergenik bdlgelerle birbirinden ayrilan ve alti yapisal proteini
kodlayan, alt1 trankripsiyon birimine sahiptir (Crowley et al., 1988, Bailey et al.,
2005). S6zii gegen alt1 yapisal protein; RNA’y1 saran niikleokapsid proteini (N), viral
RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) diger adiyla biiyiik protein (L) ile birlesen
fosfoprotein (P), matriks (M) ve vyiizey glikoproteinleri olan fiizyon (F) ve
hemaglutinin-neuroaminidase (HN) proteinleridir. Virusun bu alt1 proteini disinda iki
adet yapisal olmayan proteini vardir. Bu proteinler, P geni acik okuma ¢ercevesinden
farkli mekanizmalarla ifede olan (Bellini ve ark.,1985; Cattaneo ve ark., 1989;
Mahapatra ve ark.,, 2003) C ve V proteinleridir (Sekil 1.1). Morbillivirus
genomlarinin tam olarak uzunluklart M ve F genlerinin aralarindaki baglanti
bolgesinin uzunluguna gore degisiklik gdstermektedir. Bu bolgenin dikkat cekici
boyutta yiiksek bir GC igerigi (%65°den fazla) bulunmaktadir, ancak replikasyonda
acik bir rolii gosterilmemistir (Bailey ve ark., 2005). Paramyxoviruslarin 3’ ve 5’
ifade olmayan bolgeleri (UTR: untranslated region) transkripsiyon ve replikasyon
icin esansiyel bolgelerdir ve sirasiyla genom promotor (GP) ve anti-genom promotor
(AGP) olarak adlandirilirlar (Lamb ve Kolakofsky, 2001). PPR virusta genomun 3’
sonu RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) i¢in tutunma bolgesidir, N geninin 3’
sonu, 52 nt’lik lider bolge icerir ve 107 nt uzunluktadir. N geni ag¢ik okuma
cergevesinden (ORF: open reading frame) onceki bu bolge hem viral RNA sentezi
hem de pozitif polariteli antigenom RNA kopyasinin iiretimi i¢in promotor olarak

gorev yapar (Bailey ve ark., 2005).
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Sekil 1.1. PPRYV proteinleri ve yerlesimleri (Munir ve ark., 2013)

1.2.2.1.Replikasyon

Virusa ait HN proteininin konak hiicre ylizeyindeki sialik asit ile etkilesime
ge¢mesiyle replikasyon baslar. Yakin zamanda PPRV i¢in SLAM (Signaling
lymphocytic activation molecule)’in de ortak reseptér (co-receptor) olabilecegi
gosterilmistir (Pawar ve ark., 2008). Bu virus-konak etkilesiminin ardindan F
proteini ile flizyon gerceklesir ve niikleokapsit zarftan ayrilir. L proteini daha sonra
RdRp olarak gorev yapar ve sitoplazmada mRNA transkripsiyonunu baglatir. Diger
negatif polariteli RNA viruslarinda oldugu gibi iiretilen RNA konak ribozomlarinda
transle olabilmek i¢in 5 kepleme ve 3’ poliadenilasyona ugrar (Munir ve ark., 2013).
Primer trasnskriplerin translasyonu ve viral proteinlerin birikiminden sonra viral
RdRp, mRNA transkripsiyonu yapmay1 durdurarak yerine tam uzunlukta antigenom
RNA iiretmeye baslar. Hem GP hem de AGP enkapsidasyon sinyali icerdigi icin
negatif polariteli RNA gibi bu pozitif polariteli RNA da N proteini ile enkapside
olur, bu sebeple tam uzunlukta antigenom sentezi ile N proteini liretiminin birbirine

bagl oldugu diistiniilmektedir (Gubbay ve ark., 2001),



Farkli aksesuar proteinlerin RdRp ile etkileseme gecerek, transkriptaz veya replikaz
kompleksi olusturdugu distiniilmektedir (Gupta ve ark., 2003; Kolakofsky ve ark.,
2004). Gupta ve ark., (2003) yaptig1 ¢alismaya gore, transkriptaz kompleksi bazi
konak hiicre faktorleri ve L-Poligomer ile RdRp birlesiminden olusur ve N-
Poligomer eklenmesinden olusan replikazdan ayrilir. Kolakofsky ve ark., (2004)
tarafindan yapilan ¢alismaya gore ise transkriptaz kompleks RdRp ile L-Poligomer
ve genomik RNA’ya direk baglanan serbest bir poligomerden olusurken, replikaz

kompleks L-Poligomer ve N-Poligomerin birlesmesinden olusur.

Niikleokapsitin bir araya gelmesi sitoplazmada gerceklesir. Oncelikle serbest N alt
tiniteleri genomla birlesir, helikal riboniikleoprotein olusur, daha sonra P-L protein
kompleksi olusur. Membran proteinleri endoplazmik retikulumda sentezlenir ve
olgunlagir. Golgi aygiti lizerinden plazma membranmna iletilir. Diger yapisal
proteinlerin toparlanmasi ve tomurcuklanmasinda M proteini gorev alir, sonrasinda

sacilim gerceklesir (Fields ve ark., 2001).

1.2.2.2.Viral Proteinler
1.3.2.2.1. Yapisal Proteinler
1.2.2.2.1.1. N proteini

Niikleokapsit (N) agik okuma ¢ergevesi (ORF) UAC kodonu (108.nt) ile baslar ve
AUU kodonu (1685. nt, pozitif polariteli transkriptte, AUG ve UAA) ile sonlanir. N
proteininin tiim Paramyxoviridae familyasinda benzer RNA enkapsidasyon
fonksiyonu vardir. Genoma her 6 niikleotidde (hekzamer birim) bir baglanarak
riboniikleoprotein (RNP) kompleksi olusturur. N proteini C-terminal rezidiileri P
proteinine baglanmada gorev alir (Bankamp ve ark., 1996; Longhi ve ark., 2003;
Bourhis ve ark., 2004). Aym zamanda C-termininal bdlgesi, interferon Regulatory
Factor (IRF-3) gibi hiicresel regiilator faktorlerle iletisime geger. Bu etkilesimler
replikasyon i¢in hayati 6nem tasir. (tenOever ve ark., 2002; Zhang ve ark., 2002;
Laine ve ark., 2003).
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Sekil 1.2. PPRV replikasyonunu sematik goriintiisii (Munir ve ark., 2013)

N proteini, Paramyxoviruslarda ¢ogalma siklusunda pek ¢ok asamada gorev alir. M
proteini ile birlesmesi virus toparlanmasinda, genomik RNA’nin kapsitlenmesinde,
replikasyon ve transkripsiyon sirasinda P-L polimeraz kompleksi i¢inde yer alir. N
geninin susturuldugu calismalarda hem M proteininin hem de viral replikasyonunun
10,000 kat kadar azaldig1 goriilmistiir (Servan de Almeida ve ark,. 2007; Keita ve
ark., 2008).

N proteini Ncore (¢ekirdek) ve Ntail (kuyruk) olmak iizere iki kisima ayrilir. Ncore
420 amino asit uzunluktadir ve niikleokapsit olusumundaki 6nemli roliiyle alakali
olarak yiiksek seviyede korunmustur. Ncore i¢inde 324. rezidiide bulunan dizin N-N
birlesmesinde ve N-RNA etkilesiminde gorev alir. Ntail ise en az korunmus bolgedir
ve P/P-L polimeraz kompleksle interaksiyona gecer (Kingston ve ark., 2004).

Genoma N ve P proteinin baglanmasi viral genom toparlanmasini baglatir ve bunu N-



N ve N-RNA etkilesimleri takip eder. En fazla ihtiya¢ duyulan ve en fazla transkribe
olan mMRNA, N proteinine aittir ve genomun N-terminusunda bulunur (Horikami ve
Moyer, 1995).

RNA-bagimli RNA polimeraz tarafindan olusturulan pozitif polariteli transkriptlerin
polyadenilasyonundan sorumlu bir poly A boélgesi (1739-1744 nt) N ORF stop
kodonundan 52 baz sonra yer alir. Bu dizi (UBGAAUCC) Morbilliviruslarda yiiksek
oranda korunmustur ve gen stop ve poliadenilasyon sinyalinin bir pargasi olarak islev
goriir. Bu sekans U serisinin bir G rezidisii ile kesintiye ugrayarak
UUUGUUUUGAAUCC haline geldigi M/F ve F/H kesigsimleri hari¢ tiim PPRV
genomu boyunca siirer. Poli U bdlgesinin hemen arkasindan korunmus bir triplet
(GAA) gelir ki mRNA sentezi sirasinda transkribe olmayan ancak viral polimerazin
sinyal aktivitesi i¢in gerekli intergenik bir bolgedir. Bu bolgedeki mutasyonlar veya

delesyonlar replikasyonu azaltabilir, hatta durdurabilir (Kolakofsky et al., 1998).

1.3.2.2.1.1. P proteini

Intergenik fiiglilyii fosfoprotein (P) geni start kodonu takip eder. Bu ikinci
transkripsiyon birimi P, C ve V proteinlerini kodlar. P a¢ik okuma g¢ergevesi 1807.
niikleotidde baslar ve 509 amino asit (aa)’lik bir protein olusturacak sekilde 3336.
niikleotide kadar devam eder. P proteini Riboniikleoproteinin (RNP) ii¢ bileseninden
biridir ve RdRp i¢in kofaktordiir. N ve L proteinlerine baglanir ve N’yi RNA’ya
baglanabilmek i¢in ¢6ziinlir formda korur. 1807. aa, ayn1 zamanda V proteini agik
okuma gergevesinin de baslangicidir (Diallo ve ark., 1987; Bolt ve ark., 1995; Baret
ve ark., 2006). Fonksiyonel Onemi heniiz anlagilamamis olmakla beraber, P
proteininde; 151, 307, 348, 361 ve 470. aa’lere denk gelen 5 adet fosforilasyon
bolgesi bulunmaktadir. PPRV ig¢in diger Morbilliviruslarla 4 fosforilasyon bolgesi
ayniyken yalnizca 348. aa serin yerine threonindir (Blom ve ark., 1999). P
proteininin aktif formu bir tetramerdir ve fosforilasyon yerine oligomerizasyonun,
RdRp kompleks i¢inde replikasyon ve transkripsiyon aktivitesi i¢in sart oldugu in

vitro olarak gosterilmistir (Rahaman ve ark., 2004).
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Paramyxoviruslarin P proteini C-terminal bdlgesi, N proteini C-terminali ile
etkilesime gegmek icin 6zel bir domaine sahiptir (Huber ve ark., 1991). N-P protein
kompleksi yalnmizca sitoplazmada bulunurken, tek basmma P proteini hem
sitoplazmada hem de ¢ekirdekte bulunur (Huber ve ark., 1991; Gombart ve ark.,
1993).

Paramyxoviruslarda P proteininin pek ¢ok fonksiyonu vardir; L-polimeraz
komplekste zaruri bir bilesen iken Morbillivirus patojenitesinde anahtar bilesen
oldugu diisiiniilmektedir (Yoneda ve ark., 2004). N-P birlesmesi transkripsiyon ve

translasyon regiilasyonunda da kilit rol oynar (Johansson ve ark., 2003).

1.3.2.2.1.2. M proteini

Matriks (M) proteini agik okuma ¢ergevesinde 3438-4442. ntler arasinda yer alir. M
geni 3406. nt’de karakteristik AGGA dizisiyle baslar ve AAACAAAA dizisiyle
biter. Bu gen sonu tiim PPRV suslarinda korunmustur (Muthuchelvan ve ark., 2006).
Paramyxovirus M proteinleri, lipid zarftaki yiizey glikoproteinleri ve virion RNP ile
etkilesen basit membran molekiilleridir. Matriks proteini viral zarfin i¢ ylizeyinde
bulunup niikleokapsid ile sirasiyla atagman ve penetrasyondan sorumlu olan virus dis
glikoproteinleri HN ve F arasinda bag yapar. Virusun toparlanmasi ve F ve HN
proteinleriyle riboniikleokapsitin bir araya getirilerek tomurcuklanmasinda gorev alir
(Peeples, 1991; Mahapatra et al., 2006). Paramyxovirus ailesinde en korunmus
proteinlerdir. Bu yiiksek orandaki korunma biiyiik ihtimalle M proteininin virion
morfogenezindeki 6nemli goreviyle ilgilidir. M hem niikleokapsitle hem de F ve H

glikoproteinlerinin sitoplazmik kuyruklariyla etkilesir (Baron ve ark., 1994).

1.3.2.2.1.3. F proteini

Fiizyon (F) zarf glikoproteini 5526—7166 ntler arasina yerlesik ORFdan kodlanir. F
proteini hem paramyoviruslar iginde hem de PPRV suslari arasinda yiiksek oranda
korunmustur. Bu dizin homolojisi paramyxoviruslarin ortak fiizyon 6zelliklerine de

yansir (Dhar ve ark., 2006). F ve H proteinleri ¢ift katmanlh lipid viral zarfa



11

gomiliidiirler ve disar1 dogru ¢ikinti yaparlar. Morbilliviruslarda F proteini H
proteini yardimiyla memeli hiicrelerine virus ve hiicre membranini kaynagtirarak
noétral pH’da viral penetrasyonu saglar, sonrasinda viral genom konak hiicreye girmis
olur (Moll ve ark., 2002; Plemper ve ark., 2002). PPR virusta fiizyon proteini
hemolizin yapisindadir, hemolizde ve virusun sebep oldugu sitopatojenitede,
Ozellikle dev hiicresi (sinsityum) olusumunda etkilidir (Devireddy ve ark., 1999).
Paramyxoviruslar konak hiicre enzimleriyle ayrilarak di siilfid bagh aktif F1-F2
proteini halini alacak inaktif bir prekursor (FO) olustururlar, ayrilma bolgesi de
korunmus bir bolgedir. (Lamb and Kolakofsky, 2001). Prekiirsoér FO; paramyxovirus
virulansinda  kilit molekiiler belirleyicilerden  biridir. Ayrilmasi  virusun
toparlanmasinda zorunlu olmasa da viral enfektivite ve patogenezde On sarttir
(Watanabe ve ark., 1995). FO proteini Morbilliviruslar arasinda olduk¢a korunmustur
ancak iki hidrofobik bolgesi degiskendir, birinci bolge N-terminal domain proteinleri
translasyon i¢in endoplazmik retikuluma getirmekle sorumluyken, ikincisi C-

terminal domain proteini membrana sabitlemekle gérevlidir (Meyer ve Diallo, 1995).

Paramyxoviruslarda F proteinleri 16sin fermuar motifi igerir, PPR virusta 459-480.
aa.’ler arasinda yer alan bu motif olduk¢a korunmustur ve F proteininin
oligomerizasyon ve fiizyon fonksiyonunu heniiz belirlenememis bir mekanizmayla

saglar (Plemper ve ark., 2001).

1.3.2.2.1.4. HN proteini

Morbilliviruslarda Hemagglutinin (H), PPR virusta Hemagglutinin-Neuroaminidaz
(HN) proteini en az korunmus proteindir (Blixenkrone-Moller ve ark., 1996). Bu
degiskenlik hiicre tropizmi ve HN proteinine yonelik humoral immun yanitin
spesifikligini yansitir. Agik okuma g¢ergevesi, Nijerya 75/1 susunda 7326-9152. ntler
arasinda yer alir (Munir ve ark., 2013). MeV i¢in H proteini hiicre tropizminin major
belirleyicisi, lapinize RP virusun tiirler arasi patogenizinin temel sebebidir (Yoneda
ve ark., 2002). Bu da H proteinin Morbilliviruslarda 6nemli bir antijenik determinant

oldugunu gostermektedir.
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Morbilliviruslar i¢inde yalnizca MeV ve PPRV, H proteininin hemagglutinasyon
fonksiyonu bulunmaktadir. PPRV, neuroaminidaz aktivitesi olan tek virustur bu
yiizden H yerine, HN proteini sahibidir (Varsanyi ve ark., 1984; Seth and Shaila,
2001).

H proteini ve F proteinleri endoplazmik retikulumun ribozomlarinda transle olur,
oligomerizasyon da burada ger¢eklesir buradan hiicre yiizeyine dogru Golgi

kompleksi tizerinden hareket ederler (Blain ve ark., 1995; Plemper ve ark., 2001).

1.3.2.2.1.5. L proteini

PPRV genomundaki son ORF 2183 amino asitlik, en uzun (9288-15839. nt), protein
olan large (L) proteini kodlar. L proteini viral transkriptaz ve replikazin enzimatik
komponentidir. RdRp olan L proteini, genomik RNA’nin transkripsiyonu ve
replikasyonundan sorumludur. L proteini Morbilliviruslarda ancak P proteini ile
birlesirse polimeraz aktivitesi gosterebilir (Horikami ve ark., 1994). Paramyxovirus
L proteinleri multi-fonksiyoneldir, polimerazin aktivitesinin yani sira metilasyon,
kepleme ve poliadenilazyon aktiviteleri de vardir (Lamb and Kolakofsky, 2001).
PPRV L geni baslangic motifi (AGGAGCCAAG) diger Morbilliviruslardakine
benzer. L proteininin iki fonksiyonu; viral L geni mRNA’sin1 olugturma ve kepleme
icin sinyal bu motifin taninmasiyla baglar. MeV hari¢ tiim Morbilliviruslarda L geni
baslangi¢ kodonu Okaryotik hiicrelerde translasyonu baslatan “Kozak Dizin”
motifiyle bitisiktir [(A/G)CCAUG][(A/G)CCAUG] (Kozak, 1986).

1.3.2.2.2. Yapisal Olmayan - Aksesuar Proteinler

1.3.2.2.2.1. C ve V proteinleri

C proteini P geni agik okuma gergevesinde ikinci baslangi¢c kodonundan (82.nt ATG)

itibaren transle olur. P proteininin aksine C proteini fosforile degildir ve MeV ile
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enfekte hiicrelerde hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte bulunur (Bellini ve ark.,

1985).

V proteini de P geninden, transkripsiyon sirasinda 6zel bir mRNA editing bolgesine
bir Guanin rezidiisii eklenmesiyle, ¢ergeve kaymasiyla iretilir. Bu RNA editing
bolgesi (5’TTAAAAGGGCACAG3’) biitiin  morbilliviruslarda  korunmustur
(Mahapatra ve ark., 2003). V proteini P gibi fosforiledir (Blom ve ark., 1999).

Paramyxoviruslarin C ve V proteinleri yapisal olmayan proteinler olmasina ragmen
enfeksiyonda kritik rol oynamaktadirlar. Sigir Vebasi virusunda replikasyon igin
onemli olduklar1 gosterilmistir (Baron and Barrett, 2000). C-minus mutantlar in vitro
tiretimde hasarlar gostermistir, bu durum mRNA transkripsiyon seviyesinin
diismesiyle iligkilendirilmistir. Bunun tersine V-minus mutantlar in vitro liretimde
eksiklik gostermemistir ancak degisen bir sitopatik etki ve artan genom/anti genom

RNA iiretimine sebep olmuslardir (Tober ve ark., 1998).

Paramyxovirularin C ve V proteinleri ayn1 zamanda interferon (IFN) antagonistleri
olarak etki gosterirler, hiicresel immun yanit1 enfeksiyona cevirirler (Gotoh ve ark.,
2001; Horvath, 2004). Yakin zamanda RPV C proteininin, IFNp iiretimini inhibe
ettigi tespit edilmistir (Boxer ve ark., 2009). V proteini veya onun sistinden zengin
domainini icermeyen rekombinant viruslarin in vivo olarak tireme zayiflig1 gésterdigi
belirlenmis bunun sebebinin V proteininin IFN antagonisti olmasiyla ilgili oldugu

diistiniilmistiir (Chambers ve Takimoto, 2009).

1.2.3. Patogenez

PPR virusun bulasiciligi oldukga yiiksektir, genel olarak yakin temas halinde yasayan
hayvanlar arasinda sekretler ve ekskretlerle direk temas ve aerosoller araciligiyla
bulasir (Lefevre ve Diallo, 1990; Ezeibe ve ark., 2008). Hastaligin zaman zaman
kegilerde daha ciddi bir seyre sahip oldugu sylense de yapilan ¢alismalar, koyun ve
kegilerde artan bir duyarliliktan bahsetmektedir ve koyun-keci populasyonlarini

etkileyen salginlarla esit derecede karsilagilmaktadir (Roeder ve ark.,1994; Taylor
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2002; Singh ve ark., 2004; Wang ve ark., 2009). Ancak bazi salginlarda koyunlarda
hastalik yiiksek morbidite ve mortaliteyle seyrederken, kecilerin etkilenmedigi
gorilmistir (Yesilbag ve ark., 2005). Bu degiskenligin sebebi bilinmemektedir,
ancak hem virus genomlarinin hem de konak hayvan tiirlerinin etkili oldugu
diistiniilmektedir. Ayni cins koyunlarda farkli PPRV suslarinin farkli virulens
gosterdikleri (Couacy-Hymann ve ark., 2007) ve aymi virusa farkli soylardan

kecilerin degisen duyarliliklar1 (Diop ve ark., 2005) deneysel olarak gosterilmistir.

PPRV’nin bulasiciligr virulent izolatlarin ve ari populasyonlarin varliginda oldukca
artmakta ve bu populasyonlarda oliim orani da oldukga yiiksek olmaktadir. Bu
sebeple ciftlik hayvanlar1 6zellikle yakin temas halinde yasayan koyun ve kegiler
salginlara olduk¢a duyarli olmaktadirlar (Kitching, 1988; Anderson,1995). Virusun
tek bir serotipi olmasina ragmen virulens, sustan susa faklilik gostermektedir.
Siklikla semptomlar, ikincil bakteriyel enfeksiyonlar ile karistigi veya daha kotii
duruma geldigi i¢in PPRV karakterizasyonu, teshisi ve tedavisi zor olan bir

hastaliktir (Couacy-Hymann ve ark., 2005).

Enfeksiyonu takiben, virusun kan ve lenf yoluyla primer viral pnomoniye sebep
oldugu akciger de dahil diger doku ve organlara yayilmadan dnce, oro-farengeal lenf
nodlarinda replike oldugu 3-4 giinliikk bir inkubasyon periyodu bulunur. Pnémoni
siklikla sekonder bakteriyel enfeksiyonlarla birlesir ki bu genelde hastaligin temel
patolojisidir. Diger klinik bulgular genellikle mukopurulent géz ve burun akintisi,

konjuktivit, nekrotik stomatit ve siddetli ishaldir (Gibbs et al., 1979).

Hastalik genellikle akut gelisen ve ser6z goz ve burun akintilariyla karakterizedir.
Ates, ozellikle agizda olmakla birlikte mukoz membranlarda erosiv lezyonlar, ishal
gozlemlenmektedir. Hastalik pis kokulu bir solumaya sebep olan pnomoniyle
karakterizedir. Olusum mekanizmas: heniliz anlasilmamis olmakla birlikte bazi
tiirlerde hastaligin asemptomatik seyredebildigi bilinmektedir (Bidjeh et al., 1995).
Cogu oliimciil enfeksiyonda 6liim primer viral bronkopndmoniye veya ishal sebepli
agir dehidrasyona bagli olusur. Gebe hayvanlarda enfeksiyon nadiren de olsa
abortlarla iligkilendirilmektedir. Bu durumun Onemi ve olusumundaki etkili

mekanizmalar heniiz bilinmemektedir (Abubakar et al., 2008). Morbillivirus
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genusundaki biitiin viruslarin, ndrovirulanslar degismekle birlikte, merkezi sinir
sisteminde enfeksiyona sebep olabilecegi gosterilmistir (Galbraith ve ark., 2002).
Norovirulansin giddeti konak bagisikligina, reseptorlerin spesifikligine ve sinir
sistemi enfeksiyonunun olgilisiine baglidir (Cosby ve ark., 2002; Kennedy ve ark.,
1989; Yarim ve Kabake1, 2003).

PPR virusun meningeal makrofajlar ve ependimal hiicrelerde tespiti, serobrospinal
stvida da bulunabilecegini diisiindiirmistiir (Kul ve ark., 2007) ancak koyun ve

kecilerde bugiine kadar enfeksiyon sirasinda sinirsel bir bulgu gézlenmemistir.

1.2.4. immunopatogenez

Morbilliviruslar yliksek seviyede immunosupresiftir. PPRV’nin lenfotropik yapisi
lenfopeni olusturarak immunosupresyona sebep olur (Kumar ve ark., 2001).
PPRV’nin lokopeni, lenfopeni, ve spesifik ve non-spesifik antikor yanitta diisiise
sebep olabildigi gosterilmistir (Rajak ve ark., 2005). Morbilliviruslarin bagisiklik
sistemini uyarmada ve diizenlemede gorevli sitokinler {izerinde de degisen etkileri
oldugu yapilan ¢alismalarla belirlenmistir. MeV, V proteininin tip I interferon (IFN)
sinyallerini inhibe ettigi gosterilmistir (Caignard ve ark., 2009). RPV de ise C
proteininin, tip I IFN indiiklenmesini bloke ettigi belirlenmistir (Boxer ve ark.,
2009). Bu virus P proteini de tip | IFN sinyalini inhibe eder, ancak IFN sinyalini
baskilayan temel protein V proteinidir (Nanda ve Baron, 2006). Yakin zamanda
yapilan bir caligma ile de dogal olarak PPRV ile enfekte olan hayvanlarda agiz
boslugu, dil ve akciger epitellerinde IFN gamma (y)’min yiiksek seviyede
indiiklendigi gosterilmistir (Atmaca ve Kul, 2012).
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1.3. Ruminant Pestivirus Enfeksiyonlari
1.3.1. Genel Bilgiler

Ruminant Pestiviruslari; Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV) ve Border Disease
Virus (BDV), tiim diinyada ruminantlar1 etkileyen olduk¢a Gnemli patojenlerdir
(Nettleton ve Entrican, 1995). Bu viruslarin da i¢inde yer aldigi Pestivirus genusu
¢ift tirnakli hayvanlari enfekte eder. Temelde sigir, koyun-ke¢i ve domuzlari
etkileseler de, yabani ruminantlar da enfeksiyon spektrumunda yer almaktadir
(Anderson ve ark., 1998; Loken 1991; Paton ve ark., 1992). Koyunlardan sigirlara
bulagsma bildirilse de hastaligin temel bulagsma yolunun sigirlardan diger tiirler

yoniinde oldugu diisiinilmektedir (Vilcek ve ark., 2000; Graham ve Calvert, 2001).

IIk defa 1946 yilinda tanimlanan BVD virus, siir popiilasyonlarinda en yaygin
viruslardan biridir (Olafsn ve ark., 1946; Peterhans ve ark., 2010). Virusun iki tip
enfeksiyon olusturabilen, iki ayri biyotipi vardir; biyotipler hiicre kiiltiirlerinde
apoptozisi indiikleme yetilerine gore sitopatik (cp) ve non-sitopatik (ncp) olarak
isimlendirilirler (Corapi ve ark., 1988). Biyotiplerin isimleriyle sahadaki
patojeniteleri paralel degildir, ncp suslar gebeligin ilk {icte birinde fotuslarda persiste
enfeksiyon olusturabilmekte ve immunotolerans gelisen bu hayvanlarda yasamlarinin
ilerleyen donemlerinde mukozal hastalik (MD) sebebiyle ciddi gastrointestinal
bulgular ve oliimler gozlenmektedir (Roeder ve Drew, 1984). Yalnizca ncp suslarin
persiste enfeksiyon meydana getirebilme 6zelligi, dogal immun yanitta sorumlu tip I
IFN yanitindan kagabilmesiyle, cp suslarin ise IFN yamitin1 tetiklemesiyle
aciklanmistir (Brownlie ve ark., 1989; Charleston ve ark., 2001; Peterhans ve ark.,
2003). Sitopatojenite yapisal olmayan NS2/3 proteinini kodlayan bolgede olusan
insersiyon, duplikasyon gibi genetik degisimler sonucu gelismektedir (Kummerer ve
ark., 2000). BVDV ayrica tip 1 ve tip 2 olmak iizere iki genotip olarak da
simiflandirilir (Pellerin ve ark., 1994; Ridpath ve ark., 1994). Genotip 1I’deki suslar
siddetli akut salginlara, hemorajik hastaliga sebep olabilmektedir (Ellis ve ark., 1998;
Odeon ve ark., 1999; Ridpath ve ark., 2000).

BDV tarafindan olusturulan Border Disease ise ilk defa 1959°da Ingiltere’de smr

bolgesinde tespit edildigi i¢in bu isimle adlandirilmistir. Bugiin Avrupa- Asya ve



17

Japonya’da hastalikla ilgili bildirimler olmaktadir (Hughes ve Kershaw, 1959;
Oguzoglu, 2012). Klasik Domuz Vebast Virusu (CSFV) ve BDV saha suslari
cogunlukla non-sitopatojeniktir (Meyers ve Thiel, 1996).

BVDV, kii¢iik ruminantlart ve sigirlar1 enfekte edebilirken, BDV kii¢lik ruminantlari,
sigirlar1 ve domuzlar1 enfekte edebilmektedir (Carlsson 1991; Schirrmeier ve ark.,
1999; Rasmussen ve ark., 2010;). Sigirlarda ve koyunlarda persiste enfeksiyon ve
MD gozlenmektedir (Hilbe ve ark., 2009) ancak gebe kegilerde BDV, BVDV-1 ve
BVDV-2’nin abortlara, 6lii dogumlara yol agtig1 tespit edilse de (Depner ve ark.,
1990; Loken ve ark., 1991) persiste enfeksiyon veya MD bildirilmemistir.

Tiirkiye’de Pestivirus varligi ile ilgili bildirimler oldukg¢a sik ve hemen hemen biitiin
bolgelerle ilgili olarak yapilmistir (Alkan ve Burgu, 1993; Burgu ve Ozkul, 1993;
Burgu ve ark., 2001; Ak ve ark., 2002; Ataseven ve ark., 2006; Yesilbag ve Giingor,
2008; Oguzoglu ve ark., 2010; Albayrak ve Ozan, 2012; Yilmaz ve ark., 2012).

1.3.2. Etiyoloji

BVDV ve BDV, CSFV ile birlikte, Flaviviridae familyas1 iginde, Pestivirus
genusunu olusturur (Pletnev ve ark., 2011). Ayn1 familyada Tick-Borne Encephalitis
Virus, Japanese Encephalitis Virus ve Hepatitis C Virus gibi olduk¢a 6nemli insan
patojenleri de bulunmaktadir (Liu ve ark., 2009; Shepard ve ark., 2005). Flaviviridae
familyas1 tiyeleri genomik organizasyon ve temel molekiiler biyolojik 6zellikleri
acisindan birbirine benzerdir (Lindenbach ve ark., 2007). Pestivirus taksonomisinde
stirekli degisiklikler meydana gelmekle birlikte bugiin i¢in resmi olarak dort tiir bu
genusa dahil edilmistir (Sekil 1.3). Bunlar; BVDV-1 ve 2, CSFV ve BDV’dir, ayrica
bu genusta atipik suslar da bulunmaktadir (Becher ve ark., 2003).

Pestiviruslar; Flaviviridae familyasindaki diger viruslar gibi konak hiicreden kdken
alan lipid zarfa sahip, tek iplik¢ikli (ss), pozitif polariteli RNA viruslandir.
Genomlar1 da diger flaviviruslara benzer bi¢imde; iki ucunda keplenmemis ve

poliadenilasyona ugramamis ve viral replikasyon ve translasyon i¢in esansiyel cis-
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acting elemanlarini iceren 5 ve 3’ untranslated region (UTR) bulunan tek bir agik
okuma cercevesine sahiptir (Peterhans ve ark., 2010). Genom 3’ sonunda poly C
kuyruguna sahiptir. Pestiviruslarda en fazla niikleik asit dizin benzerligi 5° UTR
bolgesinde bulunur (Ridpath ve Bolin, 1997). Pestiviruslar, Flaviviridae
familyasindaki diger viruslardan farkli olarak iki proteine sahiptirler, bunlar yapisal

olmayan Npro ve Erns’dir.

Atypical pestiviruses

Bovine viral diarrhoea viruses

_Classical swine fever viruses

0.1

' Border disease viruses

Sekil 1.3. NP temel alinarak Pestiviruslarin Filogenetik Analizi ve Siniflandirmasi
(Peterhans ve ark., 2010)

Pestivirus virionlar kiire bigiminde, 40-60 nm ¢apinda, virusa ait C proteininden ve
genomik RNA’dan olusan merkezi bir kapside sahiptir. Erns, E1 ve E2 proteinleri
cift kath lipid zarf ile baglantilidir. Virionu ¢evreleyen zarf yiiziik benzeri ¢ikintilar

yapan, pleomorfik bir yapiya sahiptir (Heinz ve ark., 2000).
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1.3.2.1. Replikasyon

Cogalmanin ilk asamasinda spesifik konak hiicre resptorlerine baglanma, viral zarfin
ve hiicre zarmin pH bagiml fiizyonuyla virusun hiicre i¢ine girisi gerceklesir (Hulst
ve Moorman, 1997). Genomik RNA, endositozu takiben ayrilir ve mRNA olarak
gorev yapar. Translasyonun baglamasi keplenmeden bagimsiz internal baglatma
mekanizmasi aracilifiyla gergeklesir. Bu mekanizma internal ribozom giris bolgesi
(IRES: Internal ribosome entry site) gerektirmektedir. Pestiviruslarda 5> UTR bolgesi
bu bolgeyi igerir (Deng ve Brock, 1993). Pestiviruslarin IRES yapist hiicrede
ribozomal 40S alt iinitesine baglanirlar. 5> UTR bolgesinde yer alan ikincil bu
yapmin viral RNA’nin translasyon i¢in kalipken, replikasyon i¢in kalip haline
dontigmesini sagladigi diistiniilmektedir (Yu ve ark., 2000). Ancak bu fonksiyonun
yalnizca IRES’e spesifik olmadigi, bazi regiilator proteinlerin de viral genom veya
viral ve konak translasyon kompleksleriyle etkileserek translasyondan replikasyona

gecisi saglayabildigi gosterilmistir (Li ve McNally, 2001).

Genomun replikasyonu, translasyonu takiben konak hiicrede endoplazmik
retikulumun sitoplazmik kisminda gergeklesir (Zhang ve ark., 2003). Viral RNA,
hiicresel bilesenler ve yapisal olmayan viral proteinler birlikte genomun 3’ sonunda
fonksiyonel bir replikaz kompleks olusturur ve pozitif polariteli RNA’nin tam
uzunlukta negatif polariteli komplementer RNA olusturan transkripsiyonunu katalize
eder. Komplementer RNA, replikaz kompleks igin kalip gorevi goriir ve yari
korunakli, asimetrik bir replikasyon modeliyle ek pozitif polariteli RNA molekiilleri
sentezlenir (Gong ve ark., 1996 ve 1998). Bu model, ¢ift iplik¢ikli (ds) replikatif
form, kismen ss, kismen ds replikatif ara form ve ss viral RNA olmak iizere, ii¢ virus
spesifik RNA igerir (Warrilow ve ark., 2000). Iplik¢iklerin uzamasi, replikatif ara
formdan ayrilan viral polimerazla gergeklestirili. BVDV virionlarmin golgi
cisimcigi veya endoplazmik retikulumda hiicre i¢i vezikiillerde olgunlastig
diisiiniilmektedir. Virus olgunlasmasi ve hiicre ylizeyine tasinmasi konak hiicre
enzimleri ve siiregleri araciligiyla gerceklesir (Zitzmann ve ark., 1999; Durantel ve

ark., 2001).
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Olgunlagmis virionlar endoplazmik retikulumun kesesine tomurcuklanir ve
ekzositozla sacilirlar (Grummer ve ark., 2001). Replikasyon sematik olarak Sekil

1.4°de gosterilmistir.

o i (+) RNA IRES mediated translation
receptor binding '. —— polyprotein processing
cell entry 5 Ky
cytoplasmic release ER
uncoating
) Voo
virion maturation RNA replication, %-
packaging (o]
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~— ]
e o R s
@®
o

Sekil. 1.4. Pestivirus replikasyonunun sematik gosterimi. (Karami ve ark., 2006)

1.3.2.2. Viral Proteinler

Tek bir acik okuma ¢ergevesinden transle olan bir poliprotein, en az 11 adet viral
protein olusturacak proteolitik silirece tabi kalir (Meyers ve Thiel, 1996).
Poliproteinin proteolitik siirecinde hem konak hiicreye ait hem de viral enzimler
gorev alir (Fields ve ark., 2001). A¢ik okuma gergevesinin iki yaninda kalan 3’ ve 5’
UTR bolgeleri olduk¢a korunmus bdolgelerdir, bu durumun bu bolgelerde pozitif
polariteli iplik¢igin sentezi, translasyon ve viral genomun paketlenmesi i¢in 6zel
bolgeler igerdigine isaret ettigi diisiiniilmiistiir (Becher ve ark., 2000). Lindenbach ve
ark., (2007) bu bolgelerdeki cis-acting faktorlerin viral replikasyon ve translasyonda

esansiyel oldugunu tespit etmistir.

5’ UTR, translasyon ve replikasyonda gorev alan IRES’i kodlamaktadir. Genomun 5’
sonunda yer alan iki stem-loop yapisinin ve NP bolgesini kodlayan niikleotidlerin
verimli RNA replikasyonu i¢in sart oldugu gosterilmistir (Yu ve ark., 2000).

Genomun bu kisminda BVD virusta, 4 adet ek niikleotidin replikasyon i¢in esansiyel
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bir sinyal icerdigi belirlenmistir (Yu ve ark., 2000). BVDV, BDV, CSFV suslari
arasinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ayrim 5’UTR bolgesinde yiiksek

oranda korunmus dizinler {izerinden yapilmaktadir (Hofmann ve ark., 1994; Vilcek,
1994).

3> UTR bolgesi de iki sa¢ tokasi halka yapisini biririnden ayiran, negatif iplik¢ik
sentezi ve replikasyon icin kritik tek iplikcikli bir bolge dahil olmak iizere hayati
oneme sahip pimer ve sekonder yapilar igerir (Fields ve ark., 2001; Yu ve ark.,

1999).

Poliproteinde bulunan, yapisal ve yapisal olmayan proteinler sirasiyla; NP/-C-E™-
E1-E2-p7-NS2/3-NS4A-NS4AB-NS5A-NS5B Sekil 1.5°te gosterilmistir. C ve Npro,
El ve E2, E2 ve p7 arasindaki ayrilmalar hiicresel sinyal peptid pepdidaz ve sinyal
pepdidazlariyla gergeklesir (Rumenapf ve ark., 1993; Stark ve ark., 1993; Elbers ve
ark., 1996; Heiman ve ark., 2006).

1.3.2.2.1. Yapisal Proteinler

Olgun proteinlerden virionla iligkili olanlar; C, E™, E1 ve E2’dir. C, niikleokapsid
proteinidir. Oldukca basit yapilidir ve Pestiviruslar i¢inde nispeten genetik olarak
korunmugtur. C terminusunda yapisal proteinlerin endoplazmik retikuluma

tasinmasini yoneten internal sinyal sekansi bulunur (Heinz ve ark., 2000).

E™ proteini glikolizedir ve disiilfid bagli homodimerler olusturur (Weiland ve ark.,
1990). Riboniikleaz aktivitesine sahiptir. Virusun baglanmasinda E2 ile birlikte gorev
aldig1 diistiniilmektedir (Igbal ve McCauley, 2002). RNaz aktivitesi, yapisal bir viral
glikoprotein i¢in 6zgiin bir 6zelliktir ve konagin dogal immun yanitim1 degistirdigi

diistiniilmektedir (Schneider ve ark., 1993; Igbal ve ark., 2004).

El1 ve E2 proteinleri membrana yayilan domainler igerir ve bunlar glikolizedir,
heterodimerler olusturmak {iizere etkilesim goOsteren integral membran proteinleri
olduklar1 diistiniilmektedir (Weiland ve ark., 1990). E2 immunodominant yapisal

proteindir ve ndtralizan epitoplar igerir. Ozellikle BVDV suslar1 arasinda E2
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antijenik varyasyonlar1 as1 basarisizliklariyla sonuglanmaktadir (Ridpath ve ark.,
2000; Van Campen ve ark., 2000). Ayrica BVD virusun oldukga farkli hiicre
kiiltiirlerini enfekte edebilmesi, doku ve tiir tropizmi de E2 zarf glikoproteini ile
iligkilendirilmistir (Liang ve ark., 2003). Konak immun sisteminden kagista da gorev
almas1 muhtemel bir proteindir (Ridpath, 2003). Onceleri E2’nin fiizyondan da
sorumlu oldugu diisiiniiliirken yeni ¢aligmalar boyle bir 6zellige sahip olmadigini
onun yerine El proteininin fiizyonu sagladigini belirtmektedir (El Omari ve ark.,
2013).
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Sekil 1.5. Pestivirusun proteinleri. (Peterhans ve ark., 2010; Ashley, 2007)

1.3.2.2.2. Yapisal Olmayan Proteinler

Pestivirus ORF’dan kodlanan ilk protein NP™’dur. Pestivirus genusuna spesik olan bu

protein bir otoproteazdir, kendisini poliproteinden ayirir. Replikasyon i¢in gerekli
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olmadigi tespit edilmistir (Tratschin ve ark., 1998). Ancak viral persistansin
saglanmast ve devaminda, biiyiik ihtimalle dogal immun sistem iizerindeki etkisi

sayesinde ¢cok onemli bir rol oynamaktadir (Baigent ve ark., 2002; Schweizer ve ark.,

2006; Meyers ve ark., 2007).

Bir sonraki yapisal olmayan protein, p7’dir (viroporin) ve poliproteinde E2’yi takip
eder (Elbers ve ark., 1996). Hiicre iligkili bu proteinin, RNA replikasyonunda degil
ancak infeksiydz virus partikiilii olusturmada gorev aldig1 diistiniilmektedir (Harada

ve ark., 2000).

Poliproteinde p7’yi takip eden NS2-3, bir serin proteazdir. Sitopatik suslarda, NS2-3,
NS2 ve NS3’e ayrilir. Serin proteaz aktivitesi NS3 kisminda kalir (Tautz ve ark.,
1997a). NS2 proteininde zinc-finger motifleri ile homoloji gosteren dizinlerin
bulunmasi DNA baglama fonksiyonu olabilecegini diigsiindiirmektedir (De Moerlooze
ve ark., 1991). NS2 sistin proteaz domaini igerir ve NS2 ve NS3 arasindaki ayrilmay1
katalize eder (Lackner ve ark., 2004). Hem NS2-3 hem de NS3 diger yapisal
olmayan proteinleri poliproteinden ayirirlar (Tautz ve ark., 1997a). Piirifie edilmis
NS3’iin, virusun aktif hale gegebilmesi igin esansiyel olan RNA helikaz ve RNA-
uyaricili NTPaz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir (Warrener ve Collett, 1995; Gu
ve ark., 2000).

NS4A ve NS4B biiyiiklik, bilesim ve hidrofobik yapilar: ile flavivirus familyasi
tiyelerinde benzerlik gosterirler. NS4A, NS2-3 veya NS3’lin serin proteaz
aktivitesinde ko-faktordiir. NS4B ve NS5A’nin, replikaz kompleks bilesenlerinden
olduklari diisiiniilmektedir (Lindenbach ve Rice, 2001).

NS5B, viral RNA bagimli RNA polimerazdir (Zhong ve ark., 1998; Steffens ve ark.,
1999). Ancak genom amplifikasyonu i¢in NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B’nin

ortak islev gostermesi gereklidir (Behrens ve ark., 1998; Grassman ve ark., 2001).
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1.3.3. Patogenez

Pestiviruslarin bulasmasinda Persiste Enfekte (PI) hayvanlarla direkt temas en etkili
yoldur. Primer olarak enfekte olan hayvanlarda virus sagilimi ve bu yolla bulasma
orant olduk¢a digiiktiir (Niskanen ve ark., 2000). Sitopatojenik suslar genellikle
gastrointestinal kanalda ve ovaryumda replike olurken, non-sitopatojenik suslar,
16kositler, lenfoid dokular, parotis bezi, proksimal kolon ve solunum yolu epitel

hiicrelerine affinite gosterir (Greiser-Wilke ve ark., 1993; Grooms ve ark., 1998).

Ruminant Pestiviruslariyla olusan post natal enfeksiyonun seyri genellikle hayvanin
gebe olup olmamasina ve daha dnce bu enfeksiyonu gegirmesine baglidir. Genel
olarak sigirlarda normal bir immun yanitla enfeksiyon seyretti ise hayat boyu

bagisiklik ve gelecekteki gebelikte fotal korunma olusur (Moerman ve ark., 1993).

Gebe ve bagisik hayvanlarda cogunlukla enfeksiyon subklinik seyreder (Houe,
1999), ancak nadiren genotipe veya susa bagli olarak siddetli enfeksiyon da
olusabilir (Pellerin ve ark., 1994, Hamers ve ark., 2000). Virus l6kopeni ve
trombositopeniye sebep olur. Ates, mukozal dokularda lezyonlar, solunum ve
gastrointestinal sistem semptomlar1 gézlemlenir (Potgieter ve ark., 1997). Erkeklerde
sperm kalitesinde diisiis de bildirilmistir, ayrica sperm yoluyla bulagsma da soz

konusudur (Voges ve ark., 1998).

Bagistk olmayan gebe hayvanlarda, virusun hizli boliinen hiicrelere tropizm
gostermesi sebebiyle fotus replikasyon igin Oncelikli bolgedir. Enfeksiyonun
sonuglart gebeligin donemine gore degismektedir. Abortlar gebeligin her doneminde
gelisebilir, gebeligin ilk 1/3’liik déneminde fotus immunkompeten hale gelmeden
persiste enfekte olur (Lindberg, 2003). Pl hayvanlarda virusa karsi antikor yanit
olusmaz (Bruschke ve ark., 1998). Bu hayvanlarda genel olarak immun yanittaki
bozukluk sebebiyle sekonder enfeksiyonlara da duyarlilik goriiliir (Potgieter ve ark.,
1995). Eger fotal enfeksiyon fotus immunkompeten hale geldikten sonra gelisirse,
virusa 0zgiil antikor iiretimi olmasina karsin postnatal donemde gelisme geriligi ve
diger enfeksiyonlara duyarlilik gézlenir (Moennig ve Liess, 1995). Bu durumun da
stirekli IFN uyarimindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Smirnova ve ark., 2008;

Shoemaker ve ark., 2009).
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Son bulgulara gore persistans i¢in anahtar oyuncular; dogal immun sistemi manipiile
eden E™ ve NP kazanilmigs bagisiklik sisteminden fotusta olusan spesifik
immuntolerans yoluyla kagis ve ncp biyotipte sinirh replikasyon oranidir (Becher ve
Tautz, 2011). Sonug olarak PI hayvanlar viicut sivilar1 ve diskilartyla tiim hayatlari
boyunca virusu sagarlar. Bu hayvanlarda 1-2 y1l etkili viral replikasyonun sonrasinda
Mukozal Hastalik (Mucosal Disease-MD) olusabilir. Akut, 2 giin — 3 hafta arasi
stirebilen MD tablosu oliimciildiir. Ates, anoreksi, gastrointestinal yollar boyunca
yaygin mukozal lezyonlar, yliksek miktarda ishal, 6liime sebep olur (Baker, 1995).
Bu olimciil hastaligin tetikleyicisi PI hayvanlarda cp biyotipin belirmesidir
(Moenning ve ark., 1990). Antijenik olarak benzer bir cp susu bu durumun
olusmasimi saglayabilir ancak genellikle cp biyotip Pl hayvanda mutasyon (RNA
rekombinasyonu) yoluyla, de novo olusur (Meyers ve ark., 1992). Sitopatojen
Pestivirus  suslarinin  molekiiler analizleri, delesyonlar, viral sekanslarin
insersiyonlari, viral ve cesitli hiicresel protein kodlayan sekanslarin duplikasyonlari
gibi ¢ok g¢esitli genomik degisiklikleri ortaya koymustur. Bu genomik
diizenlemelerin hemen hemen hepsi homolog olmayan RNA rekombinasyonlar
sonucu olusur (Becher ve Tautz, 2011). Pestiviruslarda biitiin hiicreden kaynaklanan
insersiyonlar protein kodlayan mRNA’lardan olusur, sik¢a ubiquitin kodlayan
sekanslar olmakla birlikte, en az sekiz farkli hiicresel mRNA fragman1 cp genomlara
dahil olur (Tautz ve ark., 1997b; Meyers ve ark., 1998; Becher ve ark., 1999).
Sitopatojen biyotiple enfekte hiicrelerde yiiksek miktarda serbest NS3 en onemli
ayric1 Ozelliktir (Pocock ve ark., 1987). RNA rekombinasyonuyla olusturulan cp
viruslar, artmig NS3 sebebiyle viral RNA replikasyonu iizerindeki sinirlayict etkinin
kalkmasiyla karakterize edilir (Meyers ve ark., 1996; Becher ve ark., 2001). Yakin
zamanda NS3 ve viral sitopatojenite arasinda daha net bir iliski oldugu ortaya
cikmistir; NS2-3’te olmayan serbest NS3’lin sahip oldugu serin proteaz aktivitesi
apoptozise yol agmaktadir (Gamlen ve ark., 2010).
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1.3.4. IiImmunopatogenez

Pestiviruslar pek ¢ok hiicre tipi ve dokuyu enfekte edebilirken, genellikle T hiicreleri,
B hiicreleri, monositler, makrofajlar, notrofiller ve dendritik hiicreler olmak tizere
immun sistem hiicrelerine tropizm gosterirler ve fonksiyonlarini bozarlar (Sopp ve
ark., 1994; Glew ve ark., 2003). BVD virusun, kemik iligi, timiis, peyer plaklart,
dalakta immun sistem hiicrelerini etkiledigi ve immunsupresyona yol agtigi tespit
edilmistir (Kapil ve ark., 2005). Hem dogal hem de deneysel enfeksiyonlar, diger
enfeksiydoz ajanlarla iliskisinde, BVD virusun immunsupresyonu uyardigini
gostermistir. Lenfosit ve notrofil fonksiyonlarindaki bozukluk, dokulardaki immun
hiicrelerde diisiis ve sirkiilasyonlarindaki azalma immunsupresyona katkida
bulunmaktadir (Potgieter, 1995). BVDV enfeksiyonu nétrofillerde sitotoksisiteye
(Potgieter, 1995), monositlerde apoptozise (Glew, 2003), alveolar makrofajlarda
fagositozda diisiise sebep olur (Peterhans ve ark., 2002). Alveolar makrofajlarin
enfeksiyonu lipopolisakkarit uyaricili prokoagulan aktiviteye sebep olur ki bu da
bakteriyel kolonizasyona yol agar ve akcigerlerin savunma mekanizmasin1 bozar

(Olchowy ve ark., 1997).

Antijen sunan hiicreler (dendritik hiireler, makrofajlar ve monositler) viral antijeni
i¢lerine alirlar ve yardimer T hiicrelerine, IFNy ve Interlokin (IL-12) yardimiyla
sunarlar. Ancak bu hiicrelerin BVDYV ile enfekte olmasi fagositik aktivite i¢in gerekli
olan reseptorlerde azalmaya sebep olur (Welsh ve ark., 1995; Adler ve ark.,1996).
Ayn1 zamanda monositlerin de antijen sunma yetisinde de diistis gergeklesir (Glew

ve ark., 2003).

Yalnizca ncp biyotip viruslar olusan genetik degisimler sonucu dogal bagisiklik
sistemi tlizerindeki kontrol yetenegini kaybederek interferon alfa/beta iretimini
indiiklerler (Schweizer ve Peterhans, 2001, Baigent ve ark., 2002; Gallei ve ark.,
2008). Sitopatojen olmayan suslarin interferon yaniti kontrol etmedeki yetersizligi
biiyiik ihtimalle bu suslarin yiiksek oranda RNA replikasyonuyla ve ek olarak virus
tarafindan iretilen cift iplik¢ikli RNA gibi tip I interferon uyaricist sinyallerle
ilgilidir (Becher ve Tautz, 2011). Yakin zamandaki ¢alismalar viral persistansta ncp

biyotip kadar, NP proteininin, Interferon Regulatory Faktor 3 (IRF3)’iin
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proteozomal degradasyonu ve E™’in RNAaz aktivitesinin de hayati 6nem tasidigini

ortaya koymustur (Meyers ve ark., 2007).

1.4. interferonlar

Interferonlar virus iiremesinin durdurulmasiyla ilgili calismalar sirasinda antiviral
ajanlar olarak kesfedilmislerdir. ilk defa 1957°de influenza virus ile enfekte tavuk
hiicrelerinin bir salgi trettiklerini ve bu iriiniin hiicreleri hem homolog hem de
heterelog viruslara kars1 dayanikli hale getirebildigi tespit edilmistir (Samuel, 2001).
Interferonlar, tekrarlayan viral enfeksiyonlar sirasinda hedef hiicrelerde direnci
indiikleme kabiliyetleriyle tanimlanmis sitokinlerdir. Ancak antiviral aktivitelerine
ilaveten pek c¢ok kompleks ve diizenleyici etkileri oldugu da tespit edilmistir.
Interferonlar &nce hiicresel orijinlerine ve serolojik karakterlerine gore alt tiplere
ayrilmiglardir. Tip 1 interferonlar pek cok hiicre tarafindan eksprese olabilen,
kiimelenmis, intronsuz genler tarafindan kodlanan, sekans homolojisi gosteren
heterojen bir gruptan olusur. Tip II IFN veya IFNy, intronlu, tek bir genden kodlanan
ve ekspresyonu cogunlukla aktive T ve Dogal Oldiiriicii (Naturel Killer; NK)
hiicrelere dayali bir molekiildiir (Hansen ve ark., 1991; Sen ve Lengyel, 1992).

Onceleri 16kosit kaynakli interferonlar IFN alfa (o) simifindayken, primer olarak
fibroblast kaynakli interferonlar IFN beta (B) ve T-hiicre kaynaklilar IFNy sinifinda
tanimlanmislardir. Ancak giiniimiizde hiicre orijini, siniflandirmada kesin bir ¢izgi
olmaktan ¢ikmistir. Gruplandirmada interferonlarin biyokimyasal, immiinolojik ve
yapisal Ozellikleri géze alinmaktadir. Viral enfeksiyon, in vivo ve in vitro, tip 1
interferonlar tetikleyen temel biyolojik olay olarak tanimlanmistir (Hansen ve ark.,
1991). Virusla indiiklenen interferonlar sekans homolojileri ve antijenik 6zelliklerine
gore; o, B ve omega (®) olmak tizere 3 ayr1 aileye ayrilmistir. Yapilan ¢aligmalar tip-
1 interferonlarn hiicre biiylimesi ve farklilasmasi sirasinda da virustan bagimsiz
olarak tetiklenebilecegini gostermistir. IFNa’nin 20 kadar alt tipi varken, IFNf ve
IFNy’nin sadece bir alt tipi vardir (Lefevre ve Boulay, 1993).
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Insanlarda IFNoy smifin1 olusturan interferonlar, intronsuz kompleks bir gen ailesi
tarafindan kodlanan, 166-165 amino asitlik kisa proteinlerdir. Yapisal olarak
benzeyen IFNf ile Tip-1 reseptore baglanirlar. (Rubenstein ve Ochansky, 1986).
Sigirlarda da bulunan bu IFNa iiriinleri farkli biyolojik aktiviteler gostermektedirler

(Capon ve ark., 1985; Hansen ve ark., 1991).

Tip I interferonlar yapisal olarak benzer olan ve ortak heterodimerik bir reseptore
(IFNAR1 ve IFNAR?2 zincirlerinden olusan IFNAR) baglanan pek ¢ok IFNa alt tipi
(tiire gore 14-20 arasinda) ile IFNB, IFN® ve IFN-t olmak tizere 4 tip interferondan
olusur. Tip I interferonlar tiim hiicrelerden diisiik seviyelerde salgilanirlar (Bach ve
ark., 1997). IFNt (tau) yalnizca ruminantlarda tiretilir. Tip II interferon sinifinda
yalnizca IFNy bulunur. (Bazer ve ark., 1997).

Sigir, koyun ve insanlarda IFNay ile iligkili farkli bir IFN grubu daha kesfedilmistir.
Bu gruptaki interferonlar 172-174 aa uzunluktadir (Martal ve ark., 1979; Capon ve
ark., 1985). IFNa, ile benzerlikleri (%60-70) ve uzunluklari sebebiyle Capon ve ark.,
(1985) bu interferonlar1 IFNay grubu olarak isimlendirmis, ancak Hauptmann ve
Swetly (1985), bu interferonlart ayri bir ailede, IFNw olarak gruplandirmistir.
Sigirlardaki bu interferon daha sonra IFNt olarak sinirflandirilmistir (Roberts ve ark.,
1992). Farkl tiirlerin IFNay genleri arasindaki yakinlik, ayni tiiriin IFNoy ve IFNay
genleri arasindaki yakinliktan daha fazladir, dahasi IFNay serolojik olarak da
farklidir (Adolf ve ark., 1990). IFNa gibi IFNay grubu interferonlar da viruslar
tarafindan (Adolf ve ark., 1990; Capon ve ark., 1985).

IFN sistemi viral enfeksiyon gibi eksternal uyarilarda IFN sentezleyen hiicreler ve
IFN’lara cevap vererek antiviral ifade kuran hiicrelerden olusur (Stark ve ark.,1998).
Hayvan viruslar1 IFN uyaricilaridir ve ayni zamanda interferonlara ve antiviral
etkilerine kars1 duyarlidirlar. Bazi hayvan viruslari interferonlarin antiviral etkilerini
etkisiz hale getirecek tiriinler kodlarlar (Biron ve Sen, 2001). Viral interferonlar virus
enfeksiyonuyla, tip Il interferonlar mitojenik veya antijenik uyarilarla indiiklenirler.
Interferonlar pek ¢ok gen tarafindan kodlanan, indiiklenebilen sitokinlerdir (Blatt ve

ark., 1996). Interferon sistemi Sekil 1.6’da 6zetlenmistir.
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Pek cok farkli hayvan DNA ve RNA virusunun ¢ogalmasi hem hiicre kiiltiirlerinde
hem de hayvanlarda IFNler tarafindan inhibe edilir (Samuel, 1991; Stark ve ark.,
1998). Hiicre kiiltiirti sistemlerinde IFN antiviral etkisine duyarli pek ¢ok virus igin,
antiviral etkinin birinci basamagi virus ¢ogalma siklusunun viral polipeptidlerin

sentezinin inhibe edilmesi yoluyla durdurulmasidir (Samuel, 1991; Biron ve Sen,
2001).
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Sekil 1.6. interferon sisteminin sematik gosterimi. (Samuel 2001).

IFNa ve B indiikleyicileri virus enfeksiyonu, ds RNA, LPS ve bazi bakteriyel
bilesenlerdir. RNA viruslar en kuvvetli interferon uyaricilaridir. DNA viruslari ise
daha zayif uyaricilardir. IFN indiikleyicilerle uyarilan hiicrede IFN genleri aktive
olur ve protein sentezi gergeklesir, salgilanan IFN baska hiicrelerdeki reseptore

baglanir ve bu hiicrede antiviral faz baslar.

Interferonlarin resptorlerine baglanmasi antiviral proteineri kodlayan genlerin
transkripsiyonuyla sonuc¢lanir ve virusun bu hiicrede replikasyonu engellenmis olur.
Hiicreler bu proteinler degrade olana kadar virustan korunurlar. Antiviral fazdaki
hiicrelerden iki enzim sentezlenir bunlar da protein sentezini inhibe ederler. Bu
enzimlerden biri 2’,5'-oligoadenilat sentetaz (OAS) aktivasyonu i¢in ds RNA
gereklidir. OAS RNAaz L yi aktive eder ve viral mRNA yikimlanir. Aktive olan
Protein Kinaz R (PKR) ise protein olusumunu engeller. Konak hiicre protein
sentezinin engellenmesiyle hiicre 6liimii de gerceklesebilir ancak, enfeksiyon da

durdurulmus olur. Interferonlar immun yanitt smif I ve II MHC molekiillerininin
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ekspresyonunu arttirarak, dolayisiyla T hiicrelerinin antijeni tanimasiyla modiile

ederler (Samuel, 2001).

Virusla enfekte hiicrelerde IFN’lerin antiviral etkilerinin bir parcasi olan IFN indiikte
proteinler iginde PKR, OAS ve RNase L disinda RNA-spesifik adenozin deaminaz
(ADAR) ve Mx protein GTPazlar da bulunur. Cift iplik¢ikli RNA protein
fosforilasyonunun ve RNA degradasyonunun yonetiminde asil rolii oynar ve RNA
editing, IFN indiikte proteinler tarafindan (PKR kinaz, OAS synthetaz, ADAR1
deaminaz) katalize edilir (Jacobs ve Langland, 1996; Samuel, 2001). dsSRNA gen
susturmada da kalip olarak kullanilir (Bass, 2000).

IFN aracili sinyal ve hiicresel genlerin ekspresyonunun transkripsiyonel aktivasyonu
en iyi JAK-STAT yolagi proteinleri baglaminda degerlendirilebilir (Darnell ve ark.,
1994; Samuel, 2001). Bu yolak Sekil 1.7°de 6zetlenmistir. Sinyal transduktor ve
aktivator transkripsiyon (STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription)
ailesi protenleri sitokin uyarisina yanit olarak; tirozin kinaz Janus ailesi (JAK)
enzimleriyle fosforlanmis tirozin haline gelen latent sitoplazmik transkripsiyon
faktorleridir. JAK ve STAT ailesinin farkli iyelerinin farkli sitokin sinyal
fonksiyonlart vardir. Reseptor aracili JAKlar interferonlarin transmembran
reseptorlerine baglanmasiyla aktive olurlar. Bilinen JAK ve STAT’lardan Jak-1, Jak-
2, ve Tyk-2 kinazlar ve Stat-1, Stat-2 transkripsiyon faktorleri, antiviral form da
olmak tizere IFN-bagimli biyolojik yanitlarda gorev alir (Darnell, 1997; Horvath,
2000).

Sinyal siireci IFN’nin kendi 6zdes reseptdr alt {initelerine baglanmasiyla baslar. [FN
baglanmas1 ve tirozin fosforlanmasiyla iist liste binen Jak ve Stat transkripsiyon
faktorii ciftlerinin aktive olmasina sebep olur. Jak-1 ve Jak-2 kinazlar IFN-y
tarafindan aktive edilir ve sonrasinda Stat-1 proteinin  fosforilasyonu,
homodimerizasyonu ve ¢ekirdegin translokasyonu gergeklesir. Stat-1 dimer
kompleksi, gamma aktivasyon faktér (GAF) ve IFN-y ile indiiklenebilen genlerin

traskripsiyonunu aktive eder (Samuel, 2001).

DNA ve RNA viruslari, JAK-STAT sinyal yolagini bozan proteinler kodlarlar. Bu

molekiiler mekanizma IFN sinyal siirecine ve antiviral form olusumuna antagonist
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etki eder. Pek cok segmentsiz negatif polariteli RNA virusu genetik tirtinleri IFN
reseptOr aracili sinyal mekanizmasini, hem tip I o/ff hem de tip I y IFN reseptorleri

i¢cin antagonize eder (Samuel, 2001).
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Sekil 1.7. Jak-STAT yolaginin sematik gdsterimi. (Samuel 2001).

1.4.1. Ovine Trophoblast Protein-1

Koyun ve sigir plazentalarindaki trofoblast hiicreleri tarafindan fizyolojik olarak kisa
bir slire boyunca salgilanan ve maternal taninmay1 saglayan proteinler de tip-1
interferonlar olarak tanimlanmistir (Martal ve ark., 1979; Imakawa ve ark., 1987,
Imakawa ve ark., 1989). Bu molekiiller, [IFNw ile yakin iligkili olmalarina ragmen
yeni bir tip 1 interferon ailesini temsil ettigi diistiniilerek, ilk olarak trofoblastinler
(Martal ve ark., 1979) ya da koyun ve sigir trofoblast protein-1 (OTP-1 ve BTP-1)
olarak tanimlanmislardir (Godkin ve ark., 1984). Daha sonraki donemde IFN tau (t)
olarak adlandirilmis ve temel biyolojik gorevi antiviral aktivite olmayan ilk tip 1 IFN
ailesi olarak taninmiglardir (Roberts ve ark., 1992). Gorevlerinin corpus luteumu
geriletmek oldugu bilinen bu proteinlerin interferon niteliginde oldugunun tespiti

sagirtict olmustur. Bu proteinler 172 amino asit uzunlugunda, antiviral etkilidirler
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ancak Uretim miktarlarinin  fazlaligt ve trofektodermde lokalizasyonu
ekspresyonlarinin diger tip I IFN’lerden farkli kontrol edildigine isarettir (Hansen ve

ark., 1991).

OTP-1, koyunlarda salgilanan antiluteolitik bir proteindir. Gebeligin 13 ve 21.
giinleri arasinda uterin prostoglandin F», saliimiin inhibisyonundan sorumlu,
major konseptus salgi triniidir (Godkin ve ark., 1982). Bu OTP-1 kaynakli
inhibisyon, corpus luteumun dolayisiyla progesteron salgisinin kaliciligini diger bir
deyisle maternal taninmay1 saglar. OTP-1 {iretiminin gebeligin 8. giiniinden itibaren
basladig1 (Ashwort ve Bazer, 1989; Farin ve ark., 1990), 13. giinde énemli bir artig
ve 23. gilinden itibaren dereceli bir diisiis gosterdigi tespit edilmistir (Farin ve ark.,
1989). 13. giindeki artisin, embriyonun 10-12. giinler aras1 1-2 mm c¢apindaki bir
kiireden, 13. giinde 3-5 mm biiyiikligiinde tubuler forma doniismesinden

kaynaklandigi diisiniilmektedir (Farin ve ark., 1990).

OTP-1, gebeligin 13-21. giinleri arasinda konseptuslar kiiltiire edildiginde kiiltiir
stvisina yayilan, diisiik molekiiler agirlikli asidik bir proteindir (Godkin ve ark.,
1982). Diger bir ¢ok interferonun aksine IFNt ekspresyonu, implantasyon periyodu
sirasinda trofoblast hiicrelerinden salindigi icin, siire ve miktar olarak smirhdir
(Hansen ve ark., 1988; Farin ve ark., 1989). Ancak salgilandig1 donemde miktarlari
herhangi bir interferona gore c¢ok yiiksektir, gebeligin 16. giinlinde 200ug
(40.000.000 iinite) kadar salgilanir (Pontzer ve ark., 1991). Ekspresyon ilk olarak ge¢
moruladan erken blastosist donemine geciste trofektoderm sekillenmesiyle tespit
edilir (Anthony ve ark., 1988; Hernandez-Ledezma ve ark., 1992). Belirgin yiikselis
siferik formdan filamant6z forma gegiste olur ve keskin diisiis de trofektodermin
endometrial epitel hiicreleriyle tam olarak temasi olustugunda gergeklesir (Hansen ve

ark., 1988).

IFNT’nun yetersiz salinimi erken embriyonik kayiplara sebep olur (Mann ve
Lamming., 2001). IFNrt, endometriumda, uterin hassasiyet ve konseptusun
implantasyonu gibi biyolojik gorevleri oldugu diisiiniilen pek ¢ok sayida IFN-
uyaricili geni (ISGs) uyarir veya indiikler (Kim ve ark., 2003).
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IFNt’nun ayrica trofektodermde hiicre prolifersyonunu saglayan otokrin bir regiilator
oldugu da tespit edilmistir. Interferonlar genel olarak hiicre biiyiimesi inhibitdrii
olarak bilinmektedir, ancak sigir embriyolarinda IFNt’nun hiicre biiyiimesini ve

sayisinin artigini indiikledigi belirlenmistir (Kohara ve ark., 2012).

Trofoblastik interferonlar ayni zamanda gii¢lii 166 amino asitlik IFNoay alt sinif
proteinlere benzeyen antiviral (Pontzer ve ark., 1988) aktiviteye ek olarak, antitimor
(Pontzer ve ark., 1991) ve immunosupressif (Roberts ve ark., 1989) aktivitelere de
sahiptirler. Piirifiye OTP-1"in diger interferonlar kadar antiviral etkinligi oldugu (2-3

x 10® iinite/mg protein) gosterilmistir (Pontzer ve ark., 1988, 1990).

BTP-1’in, in vitro deneylerde 102U/ml iizeri konsantrasyonda hem cp hem de ncp
BVDV replikasyonunu tamamen baskiladigi tespit edilmistir. Deneme hayvanlar
tizerinde gerceklestirilen deneylerde persiste enfekte sigirlara haftada 5 kere olmak
lizere 2 hafta subkutan uygulama yapilmis, sigirlarda fiziksel bir anormallik
gbzlenmemis ve virus titresinde diisiis tespit edilmis, ancak son uygulamadan sonra

titre tekrar eski seviyesine donmiistiir (Kohara ve ark., 2012).

IFNT molekiilii, birden fazla farkli gen tarafindan kodlanmaktadir (Nephew ve ark.,
1993). Yapilan sekans calismalarinda farkli ¢cDNA tipleri oldugu belirlenmis
(Klemann ve ark., 1990) ve bu genlerin translasyonuyla proteinin farkli izoformlari
oldugu da gosterilmistir (Godkin ve ark., 1982). Niikleik asit ve buna bagli amino
asit sekansi caligmalarinda elde edilen verilere gore insan, si8ir, fare, rat ve domuza
ait o ailesindeki interferonlarla %45-55 diizeyinde amino asit sekans benzerligi
gostermektedir. Pek cok IFN o’da goriilen amino asit rezidiileri OTP-1’de de
korunmustur ve sekans boyunca baska benzerliklere de rastlanmaktadir. Bu
interferonlarin kendi aralarinda benzerlikleri azken OTP-1 ile benzerliklerinin bu
kadar yiiksek olmasi olduk¢a 6nemli goriilmektedir (Imakawa ve ark., 1987). OTP-
1’in en fazla sekans benzerligi gosterdigi molekiil %70,3 benzerlikle sigir IFNou’dir.
(Capon ve ark., 1985). OTP-1 ve sigir trofoblast protein, cDNA diizeyinde ise sigir
IFNou ile %85 benzerlik gosterir (Imakawa ve ark., 1989).

Trofoblast interferonlariin traskripsiyon baslangic bolgesinden 100 baz Oncesine

kadar ki promotor bolgesi, farkli genlerde ve tiirlerde korunmustur ancak IFNay ile
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siirli bir dizi benzerligi gostermektedir. IFNoy ve IFNB’ da bulunan iki interferon
diizenleyici faktor-1 (IRF-1) baglanma bolgesi ve viral cevapla ilgili pek c¢ok
GAAANN motifi (N herhangi bir nt) biitiin trofoblast genlerinde ayn1 bolgelerdedir.
So6zii gecen iki bolge ve GAAANN motifleri IFNoy genlerinde de bulunmaktadir
ama trofoblastik interferon genlerine gore daha farkli organize olmustur. AGAAATG
motifi IFNoy promotorlarinda bulunur ancak trofoblastik interferon genlerinde
yoktur. Yapilan analizlere gore trofoblastik interferonlar IFNay ve IFNoui’den farkl

bir IFNa alt tipidir (Pontzer ve ark., 1990).

Yapilan caligmalarda diger interferon a tiplerinde sadece C terminal u¢ antiviral
aktiviteden sorumluyken, OTP-1’de agirlikli olarak C terminal ucun bu aktiviteden
sorumlu oldugu ancak N terminal ucun da etkili oldugu ve N terminal ucun temel
olarak molekiiliin gebeligin taninmasiyla ilgili 6zgiin 6zelliginden ve hiicreler

tizerindeki diisiik toksisiteden sorumlu oldugu gosterilmistir (Pontzer ve ark., 1990).

1.4.2. interferon Gamma

IFNy, tip Il IFN smifinin tek temsilcisi olup, yapisal olarak tip I interferonlarla
yakinlik gostermez, farkli bir reseptore baglanir ve farkli bir kromozomal lokus
tarafindan kodlanir (Sen, 2001). Daha o6nceleri IFNy iiretiminin yiiksek miktarlarda
CD4 T hiicreleri, CDS8 sitotoksik lenfositler ve NK hiicreler tarafindan oldugu
diistinilmekteydi (Young, 1996; Bach ve ark., 1997). Ancak giiniimiizde B
hiicrelerinin, NKT hiicrelerin ve profesyonel antijen sunucu hiicrelerin de
(monosit/makrofaj, dendritik hiicreler) IFNy salgist yaptigr bilinmektedir (Young,
1996; Carnaud ve ark., 1999; Flaishon ve ark., 2000). NK hiicreleri ve antijen sunucu
hiicrelerden salinimin enfeksiyonda erken konak¢i savunmasinda, T lenfositlerden

saliniminsa kazanilmis immun yanitta 6nemli oldugu diistiniilmektedir (Sen, 2001).

IFNy firetimi ASH’den salgilanan sitokinler tarafindan (6zellikle IL12 ve IL18)
kontrol edilir. Bu sitokinler, dogal immun yanit sirasinda, enfeksiyon ve IFNy
tiretimi arasinda baglanti kurarlar (Schroder ve ark., 2004). Bir¢ok patojenin

makrofajlarca taninmast IL-12 ve kemokinlerin salgilanmasini indiikler. Bu
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kemokinler NK hiicrelerini enflamasyon bolgesine ¢eker ve IL12 de bu hiicrelerden

IFNy sentezini saglar (Salazar-Mather ve ark., 2000; Pien ve ark., 2000).

Biyolojik olarak aktif IFN-y iki polipeptidin birlesmesiyle olusan, nonkovalent
homodimerdir (Ealick ve ark., 1991). IFNy reseptorii IFNGR, sinif II sitokin reseptdr
familyasindadir IFNGR1 ve IFNGR2 olmak {izere 2 zincirden olusur (Bazan, 1990,
Thoreau ve ark., 1991) Iki zincir de intrinsik kinaz/fosfat aktivitesinden yoksun
oldugundan sinyal transdiiksiyonu i¢in bir sinyal mekanizmasiyla birlesmesi gerekir.
IFNGR1, Jakl ve STAT 1 i¢in baglanma motifleri igerir (Schroder ve ark., 2004)
IFNGR2, Jak2 kinaz i¢in baglanma motifi igerir. IFNy; IFNGR1 ve IFNGR2

etkilesimleri tiir spesifiktir.

Hem tip | hem de tip Il interferonlar, hem antiviral hem de immuno modiilator
aktiviteye sahiptir (Biron, 2001). iki tipte de antiviral aktivite genellikle viral
enfeksiyonun erken evrelerinde ©Onem tasirken, immunomodulatér aktiviteleri
kazanilmis immun yanitin kritik oldugu enfeksiyonun gec¢ sathalarinda, uzun
donemli kontrolde antiviral etkinin devami igin 6nemli hale gelmektedir (Muller ve
ark., 1994).

IFN-y, NK hiicreler araciligiyla dogal bagisiklik sisteminde gorev alirken spesifik
sitotoksik immun sistemde ise hiicre ylizeyine bagli viral antijenlerin
ekspresyonunun taninmasini saglar ve MHC proteinlerini iliskilendirir ve
makrofajlar1 aktive eder (Bach, 1997; Boehm ve ark., 1997). IFNy’nin pleiotropik

etkileri sekil 1.8’de 6zetlenmistir.

IFNy ile uyarilan antiviral mekanizmalar 6zellikle tip I ve tip II IFN uyarilmasiyla
onemli 6l¢iide indiiklenen Protein Kinaz R (PKR) basta olmak {izere anahtar antiviral
enzimleri igerir. PKR’nin asil hali inaktiftir ve otofosforilasyonu i¢in aktivasyon
sinyaline ihtiya¢ vardir. RNA viruslarinin ¢ogalmast i¢in mecburi ara form gift
iplik¢ikli RNA, PKR i¢in en iyi karakterize olmus aktivatordiir. PKR ayrica bazi 6zel
hiicresel substratlarin dsRNA bagimsiz fosforilasyonu i¢in aktive olur. Bu
substratlardan biri normal hiicresel translasyon sisteminde oran-limitleyici faktor

olan elF-2a alt tinitesidir. PKR ile fosforilasyon elF-2-GTP’nin guanozin 5’-difosfat
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bagli halinden dongiisiinii engeller, boylece viral ve hiicresel protein sentezini inhibe

eder (Schroder ve ark., 2004).

JEnabithelill cell
Aktivasyon

IFN gamma NK hiicre
salgisi i aktivitesinde artis
Siniflvell

Algvaxyon Lf MHC molekiillerinin
. indiitklenmesi
Zayif antiviral aktivite
e ik Farkhlagsma
Hiicre baliinmesinin durmasi 5 S i
Aktivasyon Hiicre boliinmesinin durmasi

Hematopoezisin durmasi

Sekil.1.8. IFNy etkisinin 6zeti. (http://pathmicro.med.sc.edu/bowers/ifn-6.jpg)
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1.5. Tezin Amaci

Es zamanli PPRV ve Pestivirus enfeksiyonunun tespitine ve enfeksiyonla birlikte
olusan patalojilere dair lilkemizde yapilmis ¢calismalar bulunmaktadir. S6z konusu iki
virusa Tirkiye’de her bolgede siklikla rastlanmasi ve iki virusla birlikte meydana
gelen ortak enfeksiyonlarda siddeti artan patolojiler, es zamanli enfeksiyonun da,
onemli bir tehdit unsuru oldugunu diisiindiirmektedir. Bu tez ¢alismasinin amaci, iki
virusla birlikte meydana gelen ortak enfeksiyon sirasinda viruslarin etkilesimi ve
bazi hiicresel bilesenler lizerindeki etkileri ile ilgili bilgi edinebilmektir. Ortak
enfeksiyonda tespit edilenin aksine, PPR virusun tek basma fotal patolojilerle
iligkisini tespit eden bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez c¢alismasi ile hiicresel
antiviral ajanlardan OTP-1 ve IFN-gamma’nin ve Ruminant Pestiviruslarinin énemli
bir iiyesi olan BVD virusun, PPR virusunun plasental bariyeri ge¢gmesindeki olast
rollerini in vitro sartlarda sorgulamak hedeflenmistir. Bu baglamda ve pestiviruslarin
transplasental enfeksiyona yatkinliklari bilgisinden hareketle, tez kapsaminda yapilan
tim sorgulamalar BVDV enfeksiyonu onceligi dikkate alinarak modellenmistir.
Plasental enfeksiyonu temsil edebilmesi amaciyla Primer Koyun Trofoblast (PKT)
hiicre kiiltiirinde ve ek olarak Fotal Koyun Timiis (SFT-R) hiicre hattinda, her iki
virusun ayrt ayr1 ve birlikte inokulasyonlar1 sonrasinda OTP-1 ve IFN-gamma
ekspresyonundaki ve viral gen ekspresyonlarindaki degisiklikler Es Zamanli RT-
PCR yontemi ile sorgulanmistir. Calismadan elde edilen bulgularla iki ayr1 virusun
iki farkli orijinli, primer ve devamli hiicre kiiltiirlerinde, farkli iki tip interferon
ekspresyonunu tek baslarina ve birlikteyken ne yonde etkiledikleri yoniinde bilgi
saglanabilecek ayrica iki virusun birbirinin replikasyonu {izerinde etkileri hakkinda

da fikir edinilebilecektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Viruslar

Calismada Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim dal
stoklarinda bulunan PPRV saha izolat1 (Tu00) ile BVDV’nin sitopatojenik izolati
(NADL) kullanildi. Her ne kadar transplasental enfeksiyonlardan ncp Pestivirus
biyotipleri sorumlu olarak kabul edilse de gerek yapilan ¢aligmalarda 6zellikle cp
BVDV biyotiplerinin de transplasental enfeksiyon etkeni olduklar bilgisi ve gerekse
in vitro olarak planlanan bu galismada transkript analizlerinin virus ¢ogalmasi ile
paralelliginin sorgulanma ihtiyacindan hareketle, cp BVDV referenz susu olan
NADL tercih edildi. Viruslar arastirma kapsaminda kullanilan Fotal Koyun Timiis
(SFT-R) devamli hiicre hattina ve Primer Koyun Trofoblast (PKT) hiicre kiiltiirlerine
adapte edildikten sonra, 500 pL hacimde porsiyonlandi, enfeksiyoziteleri tespit edildi
ve kullanilana kadar -80°C’de saklandi.

2.1.2. Hiicre Kiiltiirleri

Devamli hiicre hatti olarak Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisiinden temin edilen
SFT-R hiicre hatt1 kullanildi. Hiicrelerin iiretilmesinde; 0,05ug/ml Linkomisin HCL,
0,1pug/ml Spektinomisin HCL (Lypectin, Vilsan, Tiirkiye) ve %10 Fd&tal Dana
Serumu (FDS, Biochrom Ag, Kat.No: S0113, Almanya) i¢ceren Minimal Essential
Medium-Eagle (MEM Eagle, Sigma, Kat.No: M4780, Almanya) kullanildu.

Primer hiicre kiiltiiriniin hazirlanmasinda kesimhaneden alinan gebe koyunlara ait
uteruslar kullanildi. Bu hiicrelerin enzimatik ayristirilmasi asamasinda tip 2

kollejenaz (Collegenase type Il, Sigma, Kat. No: C6885-100mg, ABD),
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kiiltivasyonunda 0,05pug/ml Linkomisin HCL, 0,1pg/ml Spektinomisin HCL ve %10
Fotal Dana Serumu igeren Dulbecco’nun Modified Eagle Medium-F12 (DMEM-F12,
PAA, Kat.No: G0014,3010, Avusturya) kullanildi. SFT-R hiicre hatti ve primer
hiicre kiiltiirlerinin subkultiirlerinin hazirlanmasinda, hiicreleri zeminden kaldirmak

ve ayirmak amaciyla Versen-Tripsin (%0.25) (Ek-1) kullanildi.

Virus inokulasyonlar1 gerceklestirilmeden 6nce kullanilacak hiicreler; PPRV ve
Pestivirus kontaminasyonu yoniinden, kullanilan fotal dana serumlar1 da Pestivirus
kontaminasyonu yoniinden kontrol edildi ve negatif bulundu. Ozellikle tespitleri
hedeflenen OTP-1 ve IFNy ekspresyonlarinin ilerleyen pasajlardan etkilenebilecegi

diislincesi ile tiim testlerde ikinci pasajdaki PKT hiicreleri kullanildi.

2.2. YONTEM

2.2.1. Primer Koyun Trofoblast (PKT) Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

PKT hiicre kiiltiirii Landim ve ark. (2007) tarafindan sigir plasentomlar: kullanilarak
tarif edilen yontemde bazi degisiklikler yaparak hazirlandi. Kesimhaneden alinan
gebe koyun uteruslart (Sekil 2.1.A) aseptik sartlarda, soguk zincirde laboratuvara
getirildi. Plasentomlar steril sartlar altinda a¢iga c¢ikarildi (Sekil 2.1.B). Fotal
kotiledonlar maternal karunkulden ayrilarak steril bir petri kutusuna alindi ve ¢ift
bistiiri yontemiyle doku homojenat:1 elde etmek iizere kiigiik parcalara ayrildi (Sekil
2.1.C). PBS-M (Ek-1) ile 3 defa yikanan homojenat %0,05°lik tip 2 kollejenaz ile
enzimatik parcalanmaya tabi tutuldu. Hiicre homojenat1 ve kollejenaz karigimi 1000
rpm’de +4°C’de 20 dk. siireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda dibe ¢6ken hiicre
pelleti tekrar PBS-M ile yikandi ve ayni sartlarda bir kez daha santrifiij edildi. Bu
islemden sonra olusan pellet %10 FDS ve DMEMF12 kullanilarak siispansiyon elde
edildi ve 8.000.000 hiicre/ml yogunluktaki sulandirmada hiicre kiiltiirii siselerine
(Orange, Kat. No:4410100, Belgika) aktarildi. Hiicreler 37°C’deki CO2’li etiivde

(Sanyo, Japonya) 24 saat inkubasyona birakildi. Siire sonunda hiicreler doku kiiltiirii
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mikroskobunda (Olympus, CKX41, Filipinler) kontrol edildi ve vasatlar1 %10 FDS
iceren DMEMF12 ile degistirildi. Inkubasyonu izleyen 48-72 saat sonunda

monolayer tabakalanma gosteren hiicrelerin 1:2 oraninda subkiiltiirleri yapildi.

Sekil 2.1. A. Gebe koyun uterusu, B. Plasentomlar, C. Fotal kotiledonlar

2.2.2. Viruslarm Enfeksiyozite Giiciiniin Tespiti

Enfeksiyozite giiciiniin tespiti, inokulasyonlarda kullanilacaklart i¢in hem SFT-R
hiicre hattinda hem de primer koyun trofoblast hiicre kiiltlirlerinde gergeklestirildi.
Iki virusun da loglO tabamna gore sulandirmalari yapildi. SFT-R igin 100.000
hiicre/ml, PKT i¢in 200.000 hiicre/ml olacak sekilde 24 saat 6nceden 24 gdzli hiicre
tabletleri (Orange, Kat.No0:4430300, Bel¢ika) hazirlandi. Her sulandirma basamagi
icin 4 gbz kullanildi. Hazirlanan virus sulandirmalarindan tablet gozlerine 200uL
hacminde inokule edildi. Virus kontrol i¢in ayrilan gozlere 100uL vasat ve 100uL
saf virus, hiicre kontrol gozlerine 200uL %10 FDS’li vasat ilave edildi. Tabletler 1

saat siireyle etiivde adsorbsiyona birakildi. Siire sonunda gozlerdeki vasat miktari



41

%2 FDS igeren vasatla 1ml’ye tamamlandi. Tabletler etlivde BVDV i¢in 3-5 giin,
PPRV i¢cin 5-7 giin siire ile inkubasyona birakildi. Tabletler her giin doku kiiltiirii
mikroskobunda sitopatik degisiklikler yoniinden kontrol edildi. inkubasyon siireleri
sonunda viruslarin titresi Spearman-Kaerber’in (1964) bildirdigi yonteme gore

hesaplandi.

2.2.3.Viruslarin inokulasyonlari

Enfeksiyozite giicii belirlenen viruslar 1 MOI olacak sekilde sulandirilarak hiicrelere
inokule edildi. Bunun i¢in oncelikle viruslarin enfeksiyozite giicii DKIDso olarak
hesaplandi, plak formasyon {initesi/ml = 0,5 x DKIDso formiilii ile pfu degerine
cevrildi. “MOI = pfu / inokule edilecek hiicre sayis1i” formiilii ile viruslarin
sulandirma oranlar1 belirlendi. Viruslarin inokulasyonlar1 enfeksiyozite giicliniin
tesbitinde tarif edilen yontemle ayni sekilde; SFT-R i¢in 100.000 hiicre/ml, PKT i¢in
200.000 hiicre/ml olacak yogunlukta hazirlandiktan 24 saat sonra, adsorbsiyona bagl
olarak ve 24 gozlii tabletlerde gerceklestirildi. SFT-R i¢in virus iiretme vasati olarak
serum icermeyen MEM, PKT icin %I1-2 FDS igeren DMEM-F12 kullanildi.
Inokulasyonlar sonras1 izolasyon igin 0, 12, 24, 48, 72 ve 96 olmak iizere 6 adet
zaman noktas1 belirlendi. Her bir zaman noktasi i¢in 24 gozlii tabletin 3 gozii ayrildi.
Bu amagla inokulasyonlar tabletlerin 18’er goziine yapildi. Tabletlerin 3 gozii de
negatif kontrol olarak inokulasyon yapilmadan ayrildi. Her izolasyon dncesi doku

kiiltiirii mikroskobu ile sitopatik degisiklikler incelendi.

2.2.3.1. SFT-R Hiicre Hattina Tekli BVDV ve PPRV inokulasyonu

Iki ayr1 24 gozlii tabletten birine BVDV digerine PPRV 2.2.3.’te tarif edilen sekilde

inokule edildi. Hiicreler 96 saat siiresince etiivde inkubasyona birakildi.



42

2.2.3.2. SFT-R Hiicre Hattina Es Zamanh BVDV ve PPRV inokulasyonu

24 gozli tabletin 18 gbziine 100uL BVDV ve 100uL PPRV inokulasyonu ayni1 anda

tarif edilen yonteme gore yapildi.

2.2.3.3. SFT-R Hiicre Hattina Once BVDV Sonra PPRYV Inokulasyonlar

Ucg adet 24 gozlii tabletin 18’er goziine tarif edilen sekilde 100uL BVDV
inokulasyonu yapildi. Birinci tabletin 18 goziine BVDV inokulasyonunu takiben
6.saatte, ikinci tabletin 18 goziine BVDV inokulasyonunu takiben 12.saatte, li¢iincii
tabletin 18 gozine BVDV inokulasyonunu takiben 24.saatte 100ul. PPRV
inokulasyonlar1 yapildi. Her bir tablet PPRV inokulasyonunu takiben 96 saat

stiresince inkubasyona birakildu.

2.2.3.4. PKT Hiicre Kiiltiiriine Inokulasyonlar

PKT hiicre kiiltiirlerinde tekli virus inokulasyonlari, es zamanli ve 6nce BVDV sonra
PPRYV inokulasyonlari SFT-R hiicre hattinda tarif edilen sekilde yapildi.

2.2.4. Gen ifadelerinin Sorgulanmasi

PPRV i¢in N geni, BVDV i¢in genom 5’ UTR bdlgesi ve hiicresel genlerden de
koyun OTP-1, IFNy, ve p-aktin (house keeping) hedef genlerinin ifadeleri
sorgulandi. Gen ifadelerinin sorgulanmasi diger bir ifadeyle mRNA kantitasyonu;
mutlak kantitasyon yontemine uygun olarak Es Zamanli RT-PCR islemi ile yapildi.
Bu amagla hidroliz problariyla kullanilmak iizere tasarlanan ticari kit (Rotor Gene
Probe RT-PCR Kit, Qiagen, Kat. N0:204574, Almanya) ile dnerilen protokolde bazi
degisiklikler yapilarak Cizelge 2.1° de tarif edilen karisim S50upL’lik eppendorf
tiiplerde hazirland1 ve Cizelge 2.2°de gosterilen 1s1 degerleri, zaman ve dongiileri ile

islem Es Zamanli PCR cihazinda (Rotor Gene Q, Qiagen, Almanya) gergeklestirildi.



Cizelge 2.1. Es Zamanli PCR ig¢in reaksiyon karigimi bilesenleri

Bilesen Miktar Son Konsantrasyon
2x Rotor-Gene Probe PCR 12,5uL 1X

Master Mix

Primer -Forward 0,8uL 0,8 uM
Primer -Reverse 0,8uL 0,8 uM

Probe 0,4uL 0,4uM
Rotor-Gene RT Mix 0,25uL

RNaze igermeyen su 5,25uL

Kalip RNA/ Standart DNA Sul /5uL 50ng
Toplam 25uL

43

Ve

Cizelge 2.2. Es zamanli RT-PCR isleminde kullanilan 1s1 degerleri, zaman
dongiileri
Islem Zaman Is1 Degeri Dongii
Sayist
Revers Transkripsiyon 10 dk 50°C 1
PCR baslangig aktivasyonu 5 dk 95°C 1
Denaturasyon 5sn 95°C
Baglanma/Uzama 10sn PPRV-N, OTP-1, B-aktin igin 60 °C,
40

BVDV-UTR ig¢in 52 °C,

IFNy igin 54°C

2.2.4.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Gen ifade analizlerinde ilk adim olan; Orneklerden RNA izolasyonu enfekte

edilmemis hiicre kiiltiirleri ve virus ile enfekte hiicre kiiltiirii 6rneklerinden RNA ve

DNA izolasyonu i¢in uygun olan bir ticari kit (Geneall, Ribospin vRD, Kat.No: 302-

150, Kore) kullanilarak gergeklestirildi. Hiicrelerden intrinsik RNA (total RNA)

izolasyonu i¢in, oncelikle tabletin hedeflenen gozlerindeki tist sivilar aspire edilerek
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uzaklagtirildi. Tablette tabakalanmis hiicrelerin lizerine 500uL Buffer VL eklenip,
pipetasyon islemi yapildi ve 10 dk beklendi. Tabletlerin goézlerinden 1,5ml’lik
santrifiij tlipiine aktarilan Orneklerin {izerine 700uL Buffer RB1 eklendi ve
vortekslendi. Karigim mini kolonlara aktarilip 12.000 devirde 30sn santrifiij edildi.
Bu iglemin ardindan sirasiyla 500uL Buffer RBW ve Buffer RNW ile 12.000 devirde
30sn santrifiij ile yikama islemi gerceklestirildi. Son olarak kalan tamponu
uzaklagtirmak {izere 1dk 12.000 devirde santrifiij yapildi. Mini kolon bos bir 1,5
ml’lik santrifiij tlipiine yerlestirildi ve silika ped tlizerine 30 uL niikleaz icermeyen su
eklendi, 1dk beklendi, 1dk 12.000 devirde santrifiij yapildi. Mini kolonlar atilirken
eliec edilen RNA ornekleri, hemen test edilmedigi durumda, -80°C’de muhafaza
edildi.

izolasyon islemlerinde hiicre kontrol olarak; SFT-R hiicre hattindan 100.000
hiicre/ml yogunlukta, PKT hiicre kiiltiiriinden 200.000 hiicre/ml yogunlukta 24 gozli
tabletler hazirland1 ve higbir inokulasyon yapilmadan 24.saat; 0.saat kabul edilerek,
0, 12, 14, 48, 72, 96. saatlerde 3’er gozdeki hiicrelerden izolasyon islemi yapildi.
Virus inokule edilen tablerde de izolasyon i¢in belirlenen her bir zaman noktasinda
inokulasyon yapilan gozlerden 3’er adet gozdeki hiicreler kullanildi. Bu sayede her
bir 6rnek igin 3 tekrar olmasi saglandi. SFT-R hiicre hattindan tekli ve es zamanli
BVDV ve PPRV inokulasyonu sonrasinda 0, 12, 24, 48, 72, 96. saatlerde izolasyon
yapildi.  Izolasyon islemi SFT-R hiicre hattinda 6nce BVDV sonra PPRV
inokulasyonlar1 i¢in PPRV inokulasyonlarini takiben 0, 12, 24, 48, 72, 96. saatlerde
ayn1 sekilde gerceklestirildi. PKT hiicre kiiltiirtine tekli PPRV inokulasyonu
sonrasinda 0, 12, 24, 48, 72, 96. saatlerde gergeklestirilen izolasyon, tekli BVDV ve
es zamanli BVDV ve PPRV inokulasyonlar1 sonrasinda 96. saatte gozlerdeki canli
hiicre sayisindaki diisiis sebebiyle 12, 24, 48, 72. saatlerde, 6nce BVDV sonra PPRV
inokulasyonlari i¢in PPRV inokulasyonlarimi takiben 72 ve 96. saatte gozlerdeki
canli hiicre sayisindaki diisiis sebebiyle 0, 12, 24, 48. saatlerde tarif edilen sekilde
gergeklestirildi.
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2.2.4.2. Mutlak Kantitasyon

Gen ifadesinin sorgulanmasinda Orneklerdeki hedef dizinin kopya sayisim1i dogru
Olcmek i¢in mutlak kantitasyon yontemi kullanildi. Es zamanli PCR islemi floresan
prob teknolojisi temelli, dizin spesifik tespit yontemiyle gerceklestirildi. Testin
normalizasyonu i¢in B-aktin, housekeeping gen olarak se¢ildi ve her bir 6rnek igin

ifadesi, ayr testlerde diger genlere paralel olarak sorgulandi.

2.2.4.2.1. Primer ve Prob Tasarimlar1 ve Optimizasyonlar

Ifadesi sorgulanacak her bir gen bolgesine yonelik primer ve prob tasarimlari
CLCbio Main Workbench programi kullanilarak gerceklestirildi. Tasarim igin
kullanilan dizinler ve gen bankasi aksesyon numaralar1 Cizelge 2. 3’de verildi.
Calismada 5° ucunda raportor, 3’ ucunda baskilayici boya ile isaretli hidroliz problari
diger adiyla Tagman problar1 kullanildi. Cizelge 2.3’de kullanilan primerler ile
genom lokalizasyonlar1 ve reaksiyon sonunda elde edilen {iriin biytkliikleri
gosterildi. Primer ¢iftlerinin en etkin ¢aligtiklar1 baglanma sicakliklarini tespit etmek
i¢in primerler 50°C - 60°C sicaklik araliginda gradyant termal ¢evirici cihaz (C1000
thermal cycler, Bio Rad, ABD) kullanilarak denendi. Bu amagla 6ncelikle 6ncelikle
B-aktin, OTP-1 ve IFNy i¢in PKT hiicrelerinden total RNA izolasyon kiti (Total
RNA purification Kit, Norgen Biotek. Corp., Kat.N0:17200, Kanada) ile izolasyon
islemi yapildi. PPRV-N bolgesi ve Pestivirus-5’UTR boélgesi i¢in, stok viruslardan
viral RNA izolasyonu kiti ile (Geneall, Ribospin VRD, Kat.No: 302-150, Kore)
izolasyon islemi yapildi. izole edilen RNA’lardan cDNA eldesi kit (RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo Scientific, Kat.No: K1622, Litvanya) ile
onerilen protokol dogrultusunda gergeklestirildi. Gradyant PCR islemi Cizelge
2.4’de verilen primer ¢iftleriyle, polimeraz enzimi, tampon, MgCl, ve dNTP (Taq
DNA polimeraz kit, Thermo Scientific, Kat.No: EP0071, Litvanya) kullanilarak
gerceklestirildi. Miks bilesenleri ve PCR dongiisiine ait zaman/siklus bilgileri
Cizelge 2.5de gosterildi.



Cizelge 2.3. Primer-prob tasarimi i¢in kullanilan dizinler ve aksesyon numaralari
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Hedef Gen /Genom Kullanilan Dizin Aksesyon Numarasi

OTP-1 Ovis aries mRNA for X07920.1
trophoblast protein 1 interferon

IFNy Ovis aries interferon, gamma NM_001009803.1
(IFNG), mRNA

BVDV-5’ UTR Bovine viral diarrhoea virus 1, | NC_001461.1
complete genome

PPRV-N Peste des petits ruminants AJ849636.2
virus complete genome

B-aktin Ovis aries beta actin mMRNA, U39357.1

complete cds

Cizelge 2.4. Kullanilan primerler, genom lokalizasyonlar1 ve iiriin biiyiiklikleri

Gen ad1 | Primer —Prob Dizin (5°—3’) Lokalizasyon | Uriin
(bp)
OTP-1 Forward: GGCCTTCGTGCTCTCTCTAC 197-216 118
Reverse: GAGCCTGAGGTTCTCCCTGG 295-314
Prob: FAM-TGACCAGCACCAGGGCCATC-BHQ-1 218-237
IFNy Forward: GAAAGCGGAAGAGAAGTCAGAATC 504-527 70
Reverse: TGCAGGCAGGAGAACCAT 556-573
Prob: FAM-CTTTCGAGGCCGGAGAGCATCAA 529-551
BVDV- Forward: GRAGTCGTCARTRGTTCAAC 187-206 209
5’ UTR Reverse: TCAACTCCATGTGCCATGTAC 375-395
Prob: FAM-TGCYAYGTGGACGAGGGCATGC-BHQ1 231-252
PPRV-N | Forward: GAGTCTAGTCAAAACCCTCGTGAG 1545-1568 98
Reverse: TCTCCCTCCTCCTGGTCCTC 1623-1642
Prob: FAM-CGGCTGAGGCACTCTTCAGGCTGC-BHQ1 | 1579-1602
B-aktin Forward: GAAATCGTCCGTGACATCAA 705-724 109
Reverse: GCAGCTCGTAGCTCTTCTCC 794-813
Prob: TexRed- CCTGCTCGAAGTCCAGGGCC- BHQ2 743-762
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Cizelge 2.5. Gradyant PCR miks bilesenleri ve dongili zaman/siklus bilgileri

Bilesen Miktar (uL) Dongii
10XTaq tamponu 3
MgCl; 2,4
10mM dNTP mix 05 95°C -5 dk
Forward Primer (10 pmol/uL) 0,5

- 95°C - 1dk
Reverse Primer(10 pmol/pL) 0,5
Taq DNA polimeraz (5u/puL) 0,5 (*)°C - 1 dk 35 siklus
Deiyonize su 19,6
cDNA 3 72°C - 2dk
Toplam 30

72°C - 10 dk

(*): 50°C, 52°C, 54°C, 56°C, 60°C)

Olusan tiriinler, goriintilenmek amaciyla, agaroz jel elektroforeze tabi tutuldu.
Bunun i¢in %3’ lik agaroz (Agarose low EEO, Applichem, Kat. No: A2114,
Almanya) 0,5X TAE (Ek-1) tamponu i¢inde 1s1 yardimiyla ¢oziilerek hazirlandi. 50-
55°C’ye sogutulan karigimin iizerine ethidium bromide (Sigma, Kat. No: E1510,
Almanya) 0,5pug/ml yogunlukta ilave edildi, jel bu haliyle tarak yerlestirilmis olan jel
tastyicisina dokiildii. Katilasan agarozdaki tarak cikartilip jel tasiyicisi elektroforez
tankina yerlestirildi. Tank tamponu olarak da 0,5X TAE kullanildi. Uriinler 5 kisim,
6X yiikleme boyasi (6X DNA Loading Dye, Thermo Scientific, Kat. No: R0611,
Litvanya) 1 kisim karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. Uriin biiyiikliigiiniin
belirlenmesi amaciyla 1 pL. DNA merdiveni (GeneRuler Ultra Low Range DNA
Ladder, Thermo Scientific, Kat. No: SM1213, Litvanya) de bir kuyucuga yiiklendi.
Jel 8 volt/cm elektrik akimma tabi tutuldu. Yaklasik 30 dk sonra jel goriintiileme
sistemi (Kodak, Gel Logic 100, ABD) kullanilarak DNA bantlar1 goriintiilendi.
Uriinlerin dogru bp’de bant olusturdugu dogrulandiktan sonra her bir gen igin en net
ve bliylik bandin olustugu derece Es Zamanli PCR islemi i¢in baglanma/uzama

derecesi olarak kullanild.
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2.2.4.2.2. Rekombinant DNA Standartlarimin Hazirlanmasi ve Kantitasyonlar

Mutlak kantitasyon yontemi bilinen konsantrasyondaki standartlarin  seri
sulandirmalarini kullanarak standart kalibrasyon egrisi olusturma esasina (Reischl ve
Kochanowski, 1995) dayandigi i¢in ilk olarak s6z konusu genler igin standartlar
olusturuldu. Standartlar, amplifiye olmus hedef gen/genom bolgelerinin plazmide

klonlanmasi yoluyla rekombinant DNA eldesi yontemi ile olusturuldu.

2.2.4.2.2.1. Hedef Bolgelerin Es Zamanh RT-PCR ile Cogaltilmasi

Hedeflenen viral ve hiicresel gen bolgelerine ait transkriptlerin (total RNA’lar
tizerinden) Es Zamanli RT-PCR ile ¢ogaltilmas1 Cizelge 2.1°deki miks kullanilarak
ve Cizelge 2.2°de verilen protokol dogrultusunda gerceklestirildi.

2.2.4.2.2.2. Es Zamanh RT-PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Uriinler agaroz jel elektroforeze tabi tutuldu. Bunun igin %3’ likk agaroz ile
hazirlanan preparatif jel ve genis taraklar kullanildi. Kuyucuklara 25pL {iriin, SpL 6x
yiikleme boyas1 karistirilarak yiiklendi. Elektroforez islemi daha once tarif edildigi
gibi gerceklestirildi. Islem sonrasinda gériintiillenen bantlar bir bisturi yardimiyla
jelden kesilerek ayrildr ve 1,5ml’lik tliplere konuldu. Bu jel pargalar ticari bir kit
(High Pure PCR Product Purification Kit, Sigma, Kat.N0:11732668001, Almanya)
kullanilarak islenmek suretiyle, ¢ogaltilmis DNA fragmanlarinin 6nerilen protokol

dogrultusunda agaroz jelden saflastirilmasi islemi tamamlandi.

2.2.4.2.2.3. Saflastirilan Uriinlerin Klonlanmasi

Saflastirilan iiriinler, PCR iiriinlerinin sonlarina Taq Polimeraz tarafindan eklenen
Adenin baz1 sebebiyle, linearize 3’ ucunda Timin rezidiisii tasiyan bir vektorle

klonlama esasina dayali TA klonlama kiti (Topo TA, Invitrogen, Kat.No:461020,
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ABD) ile klonlandi. Klonlama reaksiyonu 3,5ul. PCR iiriinii, 1pL tuz soliisyonu,
luL TOPO® vektor, 0,5uL su kullanilarak son hacim 6uL olacak sekilde hazirlandi.
Reaksiyon nazik¢e karigtirilip, Sdk siireyle 22-23°C’de tutuldu. Siire sonunda
reaksiyon karigimi buz {izerine alindi ve kit i¢erigindeki kimyasal kompeten DH5a-
T1 Escerihcia coli bakterileri ile firmanin Onerdigi protokole uygun sekilde
transformasyon iglemi gergeklestirildi ve bakteriler Luria Bertani (LB) agar (LB
Agar-Powder, Applichem, Kat.No: A927, Almanya) ylizeyine yayildi. Kiiltiirde
gecen 24 saat sonrasinda, agarlardan istenen DNA dizisini tasiyan plazmidleri
tagtyan beyaz koloniler her bir gen/genom bdlgesi i¢in 5 koloni olacak sekilde secildi
ve 1/1000 oraninda ampisilin (Sigma, Kat.No: A9518, Almanya) iceren sivi LB besi
yerine (LB Broth, Sigma, Kat.No: L3022, Almanya) 10 ml’lik tiiplerde ekildi. 24
saat siiresince calkalamali etiivde (Benchtop Incubator Shaker, Zhwy 100B,
Zhicheng, Cin) bekletilen tiiplerdeki karisimdan siire sonunda plazmid DNA
izolasyonu ticari bir kit (Plasmid DNA Purification Kit, Macherey-Nagel,
Kat.N0:740588, Almanya) ile 6nerilen protokol dogrultusunda gergeklestirildi.

2.2.4.2.2.3. Standartlarin Kantitasyonlar:

Izole edilen plazmidler BamHI Restriksiyon Endoniikleaz enzimi (FastDigest
BamHI, Thermo Scientific, Kat.No: FDO0054, Litvanya) ile linearize edildi. Bu
amagla 10pL plazmid, 1,5uL tampon, 1,5pL deiyonize su, 2ul. BamHI ile hazirlanan
karisim 20 dk siire ile 37°C’de bekletildi. Islem sonrasinda lineer hale gelen
plazmidler %1’lik agaroz jelde daha oOnce tarif edilen sekilde elektroforeze tabi
tutuldu olusan bantlar ticari kit (High Pure PCR Product Purification Kit, Sigma,
Kat.No:11732668001, Almanya) ile saflastirildi. Saflastirma islemi sonunda
plazmidlerin yogunluklar1 spektrofotometre (Picodrop, PicopetOl, Ingiltere) ile
olciildii. Her bir gen/genom bélgesi icin uygun yogunluktaki birer plazmidden 1072,
102, 103, 10, 10° ve 10® oranlarinda seri sulandirmalar yapildi ve Cizelge 2’de
belirtilen 1s1 degerleri, zaman ve dongiiler kullanilarak analiz programiyla standart

egriler olusturuldu.
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2.2.4.3. Es zamanh RT-PCR Kurulumu

Cizelge 2.1. de tarif edilen miks ve Cizelge 2.2°de gosterilen 1s1 degerleri, zaman ve
dongiileri ile Rotor Gene Probe RT-PCR Kit kullanilarak s6z konusu genlerin
ifadeleri sorgulandi. Her bir 24 gozlii tablette gerceklestirilen inokulasyonlar i¢in ayri
test grubu olusturularak testlere tabi tutuldu. Gruplar ve ifadesi sorgulanan genler
Cizelge 2.6°da verildi. Her bir gen ifadesi tek dongiide sorgulandi. Her dongiide
ifadesi sorgulanan gen i¢in hazirlanan seri standart sulandirmalarindan 3’er adet ve 1
adet de hicbir RNA veya DNA eklenmemis, yalnizca miks iceren negatif kontrol
kullanildi.

Cizelge 2.6. Es zamanli PCR islemi i¢in olusturulan gruplar ve ifadesi sorgulanan
genler

24 gozlii tablette gerceklestirilen test ifadesi Sorgulanan Genler
SFT-R/PKT B-aktin
OTP-1
Hiicre Kontrol IFNy
SFT-R/PKT B-aktin
OTP-1
BVDV inokulasyonu IFNy
5’ UTR
SFT-R/PKT B-aktin
OTP-1
PPRV inokulasyonu IFNy
N
SFT-R/PKT B-aktin
OTP-1
Es Zamanli BVDV+PPRYV inokulasyonu TFNy
5’ UTR
N
SFT-R/PKT B-aktin
OTP-1
Once BVDV sonra PPRV inokulasyonlart (+6., +12., +24. IFNy
Saatler) 5 UTR
N
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2.2.5. istatistik Analiz

Es zamanli RT-PCR islemi sonuglarimin degerlendirilebilmesi amaciyla, islemin
gerceklestigi cihaza ait olan yazilim ile analiz verileri elde edildi. Analizler her bir
test i¢in ayr1 olusturuldu, termal dongiiye tabi tutulan her 6rnek analizde yer aldi.
Ifadesi sorgulanmas1 amagclanan gen/genom bdlgelerinin saatlere gore DNA kopya
sayisindaki degisimi degerlendirebilmek ig¢in SPSS19 programi ile Tek Yonli
Varyans Analizi yapildi. Varyanslarin Homojenite Testi ile testlerin homojen oldugu
belirlendi. Descriptives secenegi de dahil edilerek tanimlayici istatistikler de
hesaplandi. Sonrasinda Post Hoc testlerinden Tukey testi ile %5 anlamlilik diizeyinde
coklu karsilagtirmalar yapildi. Sonuclarin Ewievs Programi ile analizleri
tekrarlanarak saglamalar1 yapildi. Sonuglarin kolay anlasilirligr i¢in Microsoft Excel

Programi ile elde edilen analiz tablolari ¢izgi ve siitun grafiklerine doniistiiriildii.
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3. BULGULAR

3.1. Hiicre Kiiltiirleri

Primer Koyun Trofoblast (PKT) hiicre kiiltiirleri hazirlandiktan itibaren on giin
stireyle gerceklestirilen doku kiiltiirli mikroskobu gozlemlerinde, ¢ift cekirdekli
hiicrelerin varlig1 goriildi. Kiiltiirlerdeki monolayer tabakalanma yayginlastikea ¢ift
¢ekirdekli hiicrelerin yerini tek ¢ekirdekli hiicrelerin aldigi gézlemlendi (Sekil 3.1.).

Devamli bir hat olan SFT-R hiicrelerinin, viruslarin inokulasyonuna kadar olan

stireci kiiltiir ortaminda sorunsuz bir sekilde tamamladi (Sekil 3.2.A).

Sekil 3.1. PKT hiicre kiiltiirlerinin 40X biiyiitme ile doku kiiltiirii mikroskobu
goriintiileri; A: 10. giin. B: 14. giin. Oklar: Cift ¢ekirdekli hiicreler

3.2. SFT-R Hiicre Hattina ve PKT Hiicre Kiiltiiriine Viruslarin inokulasyonlari

SFT-R hiicre hattina yapilan tiim inokulasyonlarda, izolasyon oncesi 0, 12, 24, 48, 72
ve 96. saatlerde mikroskop ile hiicreler sitopatolojik etki (CPE) yoniinden incelendi.
Tekli virus inokulasyonlarinda ilk CPE bulgusu PPRYV i¢in 96. saatte gdzlenirken,
BVDV i¢in CPE olusumunun 72. saatte basladigi ancak 96. saatte belirginlestigi
gorildii. Es zamanli inokulasyon ve énce BVDV sonra 6. saat ve 12. saat PPRV
inokulasyonlar1 sonrasinda 72. saatte BVDV spesifik CPE odaklar1 olugsmaya
basladig1 goriiliirken 96. saatte iki virusa ait CPE gdzlemlendi. Once BVDV sonra
24. saat PPRV inokulasyonlarinda ise 72. saatte BVDV spesifik CPE odaklar
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olugmaya basladigi tespit edilirken, 96. saatte bu CPE olusumunun ¢ok belirginlestigi
gozlendi. Bu kombine inokulasyonlarda PPRV spesifik CPE tespit edilemedi.

Hiicrelerde 96. saatte (son RNA izolasyonu 6ncesi) hiicrelerin mikroskop goriintiileri

Sekil 3.2.’de verildi.

A: SFT-R hiicre hatt1

C: BVDV inokulasyonu sonrasi 96. Saat ~ D: Es zamanli PPRV ve BVDV

inokulasyonu sonrasi 96. Saat
B = IR R

E: BVDV inokulasyonunu takiben F: BVDV inokulasyonunu takiben
6. saatte PPRV inokulasyonu 12. saatte PPRV inokulasyonu
sonrasi 96. Saat sonrasi 96. Saat

Sekil 3.2. SFT-R hiicre hattina yapilan inokulasyonlar sonrast 40X biiyiitme ile doku
kiiltiirti mikroskopu goriintiileri.
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G: BVDV inokulasyonunu takiben
24. saatte PPRV inokulasyonu
sonrasi 96. Saat

Sekil 3.2. SFT-R hiicre hattina yapilan inokulasyonlar sonrast 40X biiylitme ile doku
kiiltiirti mikroskopu goriintiileri (devam).

PKT hiicre kiiltiirtine yapilan tiim inokulasyonlarda da total RNA izolasyonu oncesi
mikroskop ile hiicreler CPE yoniinden incelendi. Tekli virus inokulasyonlarinda
PPRYV ig¢in ilk CPE 96. saatte gozlemlenirken, BVDV i¢in CPE olusumunun 72.
saatte belirginlestigi 96. saatte ise canli hiicre sayisinin olduke¢a azaldig goriildii. Es
zamanli inokulasyon ve dnce BVDV sonra PPRV inokulasyonu sonrasi 72. saatte her
iki virusa ait CPE goriiliirken 96. saatte yine canli hiicre sayisinin olduk¢a azaldigi
saptand1. Once BVDV sonra 12. saat ve 24. saat PPRV inokulasyonlar1 sonrasinda
48. saatte her iki virusa ait kuvvetli CPE goriiliirken 72. saatte canli hiicre sayisinin
oldukca azaldig1 gozlemlendi. Son RNA izolasyonu zamani dncesi ve canli hiicre
sayisinin yetersizligi sebebiyle izolasyon yapilmaya uygun bulunmayan hiicrelerin
mikroskop goriintiileri Sekil 3.3.’de wverildi. Viruslarin iki hiicre kiiltiiriinde

hesaplanan enfeksiyozite gligleri Cizelge 3.1°de verildi.

Cizelge 3.1. Viruslarin hiicre kiiltiirlerinde hesaplanan DKIDso degerleri

SFT-R PKT
BVDV 106 108
PPRV 1073 10
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A: PKT hiicre kiiltiirt B: PPRYV inokulasyonu sonras1 96. Saat

C: BVDV inokulasyonu sonrasi 72. Saat  D: BVDV inokulasyonu sonras1 96. Saat

E: Es zamanli PPRV ve BVDV F: Es zamanli PPRV ve BVDV
inokulasyonu sonras1 72. Saat inokulasyonu sonrasi 96. Saat

Sekil 3.3. PKT hiicre kiiltiirine yapilan inokulasyonlar sonras1 40X biiyiitme ile doku
kiiltiirii mikroskobu goriintiileri.
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G: BVDV inokulasyonunu takiben H: BVDV inokulasyonunu takiben
6. saatte PPRV inokulasyonu 6. saatte PPRV inokulasyonu
sonrasi 72. Saat sonrasi 72. Saat

I: BVDV inokulasyonunu takiben J: BVDV inokulasyonunu takiben
12. saatte PPRV inokulasyonu 12. saatte PPRV inokulasyonu
sonrasi 48. Saat sonrasi 72. Saat

K: BVDV inokulasyonunu takiben L: BVDV inokulasyonunu takiben
24. saatte PPRV inokulasyonu 24. saatte PPRV inokulasyonu
sonrasi 48. Saat sonrasi 72. Saat

Sekil 3.3. PKT hiicre kiiltiiriine yapilan inokulasyonlar sonrasi 40X biiyiitme ile doku
kiltiirii mikroskobu goriintiileri (devam).
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3.3. PCR Optimizasyonu

Aragtirmada kantitasyonu c¢alisilacak viral ve hiicresel transkriptlere yonelik olarak
tasarlanan primer ¢iftlerinin en etkin calistiklar1 baglanma sicakliklarini bulmak
amaciyla Gradyant PCR islemi gergeklestirildi. Bu ¢alisma sonunda B-aktin, OTP-1,
I[FNy, PPRV-N ve BVDV 5’ UTR ig¢in yapilacak PCR uygulamalarinda Tm degerleri
sirastyla 60°C, 60°C, 54°C, 60°C ve 52°C olarak tespit edildi. Reaksiyon sonrasi

agaroz jelde gortintiileri Sekil 3.4.’de sunuldu.

50°C 52°C 54°C 56°C 60°C NK 50°C 52°C 54°C 56°C 60°C

4 100bp -

- - - 4um75bp
w 4= 50bp

—
50°C 52°C 54°C 56°C 60°C NK M 500C 52°C 54°C 56°C 60°C NK

50°C 52°C 54°C 56°C 60°C NK

Sekil 3.4. A: p-aktin, B: OTP-1, C: IFNy, D: PPRV-N, E: BVDV 5’ UTR igin
Gradyant PCR islemi sonrasi olusan triinlerin agoraz jel goriintiileri. NK: Negatif
Kontrol, M: DNA Merdiveni
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3.4. Hazirlanan DNA Standartlarimin Kantitasyonu

Rekombinant plazmid DNA standartlarinin seri sulandirmalari ile yapilan Es zamanl
RT-PCR islemi ile her bir gen bolgesi i¢in kantitasyon islemi gerceklestirildi. Tiim
gen bolgeleri igin standartlarin sulandirmalar1 10 ve 10° arasinda yapildi, Es
Zamanl1 PCR islemi sonunda tiim bolgeler i¢in olmast gerektigi gibi standart egriler
olustu. B-aktin icin reaksiyonun etkinligi 0,76; DNA kopya sayist 107! sulandirmada
1,05x10%, 10® sulandirmada 1,23x10% olarak hesaplandi, CT degerleri 11 ve 31.
siklus arasinda kaldi. Ayn1 degerler OTP-1 i¢in reaksiyon etkinligi 0,81; DNA kopya
sayist 107 sulandirmada 3,67x108, 10 sulandirmada 3,80x103%; CT degerleri 4 ve 28.
siklus arasinda degisti. IFNy i¢in reaksiyon etkinligi 0,86; DNA kopya sayis1 10
sulandirmada 1,63x108, 10 sulandirmada 1,56x10° olarak hesaplandi, CT degerleri
11 ve 30. siklus arasinda degisiklik gosterdi. PPRV N gen bdlgesi i¢in reaksiyon
etkinligi 0,81; 10" sulandirmada DNA kopya sayis1 2,87x108 olarak hesaplanirken
10°® sulandirmada kopya tespit edilemedi, CT degerleri 16 ve 32. siklus arasinda
degisti. BVDV 5’UTR gen bolgesi i¢in reaksiyon etkinligi 0,82; 10 sulandirmada
DNA kopya sayis1 1,48x10® olarak hesaplanirken PPRV N icin oldugu gibi 10
sulandirmada kopya tespit edilemedi, CT degerleri 18 ve 33. siklus arasinda degisti.
Tiim standartlarla yapilan Es Zamanli PCR islemi sonunda olusan kantitasyon verisi,
standart egriler, kantitasyon analizleri ve tirlinlerin agaroz jel goriintiileri asagida

verildi (Sekil 3.5 — 3.9).
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Y= 10M-D24TCT + 10.781)
S FERDEBT e

Threshald| / Vi
T » L Concentration

C

No [Renk | Isim Tip Ct Verilen Hesaplanan %
Konsantrasyon |Konsantrasyon Varyasyon
(Kopya) (Kopya)

1 m |1/10 Standart 11,20 1,50E+08 1,05E+08 29,8%

2 1/100 Standart 14,00 1,50E+07 2,14E+07 42,9%

3 B |1/1000 Standart 18,54 1,50E+06 1,62E+06 8,0%

4 B |1/10000 Standart 22,74 1,50E+05 1,49E+05 0,6%

5 1/100000 |Standart 26,56 1,50E+04 1,69E+04 12,7%

6 B |1/1000000 |Standart 31,16 1,50E+03 1,23E+03 17,7%

7 | B INK Negatif Kontrol 33,18 3,92E+02

101 102 10° 10¢ 10°

Sekil 3.5. B-aktin igin olusturulan kantitasyon verisi (A), standart egri (B),
kantitasyon analizi (C), agaroz jel goriintiisii (D) igin; 102-10° aras1 sulandirmalar,
N: negatif kontrol, M: 10-300bp DNA merdiveni.
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A B
J
At Y= 10M-0,258CT + 8,726)
A S A L e AT e Ot R S
- g §]
: e / 101-
B / 1 10 10 10 10
s — Concentration
C
Renk | isim Tip Ct Verilen Hesaplanan %
No Konsantrasyon Konsantrasyon Varyasyon
(Kopya) (Kopya)
1 m |1/10 Standart 4,50 |3,27E+08 3,67E+08 12,3%
2 1/100 Standart 8,67 |3,27E+07 3,08E+07 5,9%
3 B |1/1000 Standart 12,22 |3,27E+06 3,72E+0 13,8%
4 B |1/10000 |Standart 16,97 |3,27E+05 2,21E+05 32,4%
5 1/100000 |Standart 20,09 |3,27E+04 3,46E+04 5,8%
6 B |1/1000000 |Standart 23,81 |3,27E+03 3,80E+03 16,2%
7 | B |NK Negatif Kontrol

Sekil 3.6. OTP-1 i¢in olusturulan kantitasyon verisi (A), standart egri (B),
kantitasyon analizi (C), agaroz jel goriintiisii (D) igin; 102-10° aras1 sulandirmalar,
N: negatif kontrol, M: 10-300bp DNA merdiveni.
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W= 10%+0270°CT + 11,871}

CR=ogEE

v
15
- s - ll
1 10 1d 10 10
Concentration
C
Renk | isim Tip Ct Verilen Hesaplanan %
No Konsantrasyon Konsantrasyon Varyasyon
(Kopya) (Kopya)
1 B 1/10 Standart 11,72 2,39E+08 1,63E+08 31,8%
2 1/100 Standart 15,24 2,39E+07 1,83E+07 23,4%
3 B |1/1000 Standart 1 27 2,39E+06 5,20E+06 117,7%
4 B (1/10000 |Standart 21,68 2,39E+05 3,37E+05 41,0%
5 1/100000 |Standart 26,01 2,39E+04 2,29E+04 4,2%
6 B |1/1000000|Standart 30,34 2,39E+03 1,56E+03 34,9%
7 | B |NK Negatif Kontrol

Sekil 3.7. IFNy i¢in olusturulan kantitasyon verisi (A), standart egri (B), kantitasyon
analizi (C), agaroz jel goriintiisii (D) i¢in; 10-10® aras1 sulandirmalar, N: negatif
kontrol, M: 10-300bp DNA merdiveni.
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A B
b7 T P P, T e R B R R B Ea . P
//_—-f~"” B e e s e B e e e e e e a e s e e e
~ % W= 10%(-0.260~CT + 12,835)
P - S RE-ogsete |
o
e R R R e R N R R R
) o Leconraitodnsannd et il U e e
/ T e T
/1 i X
1 10 1 10 i
Threshol e Concerirstion
C
No |Renk | isim Tip Ct Verilen Hesaplanan %
Konsantrasyon Konsantrasyon Varyasyon
(Kopya) (Kopya)
1 B |1/10 Standart 16,84 |3,45E+08 2,87E+08 16,8%
2 1/100 Standart 20,17 |3,45E+07 3,93E+07 13,9%
3 n /1000 Standart 23,92 |3,45E+06 4,16E+06 20,7%
4 B |1/10000 Standart 28,13  |3,45E+05 3,35E+05 2,9%
5 1/100000 |Standart 32,11  [3,45E+04 3,11E+04 9,9%
6 B 1/1000000 |Standart 3,45E+03
7 | M |negatif Negatif Kontrol 3,45E+02
kontrol

101 102 103

104 10°

106 NK

e
-

4= 100bp

4 75bp

Sekil 3.8. PPRV-N i¢in olusturulan kantitasyon verisi (A), standart egri (B),
kantitasyon analizi (C), agaroz jel goriintiisii (D) igin; 102-10° aras1 sulandirmalar,
N: negatif kontrol, M: 10-300bp DNA merdiveni.
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A
i e I = NN U ot
= 10M-0,280°CT + 12,863}
e R B e JREORTOR
/
/
/ .....................................................................
Threshold| 15 16 10 1U"
= e Concertration
C
No|Renk | isim Tip Ct Verilen Hesaplanan %
Konsantrasyon Konsantrasyon Varyasyon
(Kopya) (Kopya)
1 H (1/10 Standart 18,03 [1,39E+08 1,48E+08 6,5%
2 1/100 Standart 22,12 1,39E+07 1,27 +07 8,3%
3 B 1/1000 Standart 25,85 |1,39E+06 1,36E+06 2,0%
4 B (1/10000 Standart 29,58 |1,39E+05 1,46E+05 4,9%
5 1/100000  |Standart 3351 [1,39E+04 1,38E+04 0,4%
6 | M |1/1000000 |Standart 1,39E+03
7 | B |NK Negatif Kontrol

105 105 NK

W ¢ 50bp

M

Sekil 3.9. BVDV-5’UTR ig¢in olusturulan kantitasyon verisi (A), standart egri (B),
kantitasyon analizi (C), agaroz jel goriintiisii (D) i¢in; 102-10° aras1 sulandirmalar,
N: negatif kontrol, M: 10-300bp DNA merdiveni.
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3.5. Es Zamanh RT-PCR Sonuclar ve Istatiksel Analizleri

Es zamanli1 PCR islemi sonunda olusan analiz verilerinin Tek Y6nlii Varyans Analizi
ile degerlendirilmesi yapildi. Olusturulan Anova tablosunda "Onem" degeri
p=0.000<0.05 oldugunda tek yonlii varyans analizi i¢in olan HO hipotezi reddedildi.
Yani %95 giivenle, gruplarin ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik vardir sonucuna varildi. Hangi gruplarin ortalamalar1 arasinda farkliliklar
oldugunu goérmek icin ¢oklu karsilastirma tablosu incelendi. Elde edilen sonuglardan
istatistik analiz sonucu istatistiksel olarak anlamli farklilik olan ve olmayan birer
testin sonuglar1 verildi (Sekil 3.10, 3.11 ve Cizelge 3.2, 3.3, 3.4, 3.5). Diger tiim

gen/genom bolgesi analizleri Ek-2de verildi.

04

03 A e i R

= 104(-0,162*CT + 10,073)

R2=0,00908

1t 10 10 il 1
Concertation

1,00 2,00 3,00 400 500 600 P1 P3 P4

Sekil 3.10. PKT hiicre kiiltiiriinde virus inokulasyonu olmadan [-aktin geni
ifadesinde olusan degisiklikler i¢in kantitasyon verisi (A), standart egri (B), Agaroz
jel goriintiisii (C) i¢in 1,00: O.saat; 2,00: 12.saat; 3,00: 24.saat; 4,00: 48.saat; 5,00:
72.saat; 6,00: 96.saat havuzlanmis {irtinleri, P1: plazmid 10-1; P2: plazmid 10-2; P3:
plazmid 10-3; P4 plazmid 10-4; sulandirmalari, M: DNA merdiveni.
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Cizelge 3.2. PKT hiicre kiiltiiriinde virus inokulasyonu olmadan [-aktin geni
ifadesinde olusan degisiklikler i¢in kantitasyon analizi.

No [Renk |isim Tip Ct Verilen Hesaplanan %
Konsantrasyon |Konsantrasyon | Varyasyon
(Kopya) (Kopya)

1 B |0.saat Unknown 30,53 1,10E+06

2 0.saat Unknown 29,43 1,66E+06

3 B |0.saat Unknown 26,35 5,22E+06

4 B |12 saat Unknown 38,61 5,47E+04

5 12.saat Unknown 29,05 1,91E+06

6 B |12saat Unknown 44,11 7,06E+03

7 B |24 saat Unknown 43,33 9,43E+03

8 24.saat Unknown 30,15 1,27E+06

9 B |24 .saat Unknown 27,25 3,73E+06

10 | W |48.saat Unknown 33,97 3,07E+05

11 | M |48.saat Unknown 29,21 1,80E+06

12 | W |48.saat Unknown 25,94 6,08E+06

13 72.saat Unknown 29,86 1,41E+06

14 72.saat Unknown 27,02 4,07E+06

15 72.saat Unknown 23,49 1,51E+07

16 96.saat Unknown 25,64 6,79E+06

17 B |96.saat Unknown 24,74 9,49E+06

18 96.saat Unknown 26,65 4,67TE+06

19 plazmid Standart 17,29 1,50E+08 1,52E+08 1,3%
1/10

20 B |plazmid Standart 29,77 |1,50E+06 1,46E+06 2,5%
1/1000

21 B |plazmid Standart 42,05 |1,50E+04 1,52E+04 1,3%
1/100000

22 B |NK Negatif Kontrol
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Cizelge 3.3. PKT hiicre kiiltiirlinde virus inokulasyonu olmadan [-aktin geni
ifadesinde olusan degisiklikler i¢in Tukey ve Anova Analizleri.

TUKEY
95% Giiven Araligi
S Ortalama Std. Sapma Std. Hata | Alt sinir Ust sinir Minimum | Maksimum
1,00 3| 1094000,0000 | 569023, 72534 328526, -319533,2950 [2507533, 2950 | 522000, 00 | 1660000, 00
00100
2,00 3| 1054333,3333 | 745281, 37863 430288, -797048,2452 2905714, 9119 | 547000, 00 | 1910000, 00
40457
3,00 3] 1981000,0000 | 1523477, 27256 879580, | -1803527,3458 | 5765527, 3458 | 943000, 00 3730000, 00
01342
4,00 3] 1826000,0000 | 1231205, 91292 710837, | -1232485,0392 | 4884485, 0392 608000, 00 3070000, 00
06525
5,00 3| 6860000,0000 | 7258932, 42839 | 4190946, | -11172187,7924 [24892187, 7924 |1410000, 00 [15100000, 00
59156
6,00 3| 2099333,3333 | 2230352, 06488 | 1287694, | -3441168,3415 | 7639835, 0082 | 679000, 00 | 4670000, 00
36505
Total 18| 2485777,7778 | 3401066, 81456 801639, 794467,0410 | 4177088, 5146 | 522000, 00 [15100000, 00|
13595
ANOVA
Karaler Toplami df Ortalama Kare F Onem
Gruplar i¢i 1,083E14 5 2,166E13 1,682 213
Gruplar arasi 1,545E14 12 1,288E13
Toplam 2,628E14 17
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025
020 40
¥=104-0288°CT +13,187)
35 ...................................................................
g01s R2=1,000
2 | O S SO RO S
£
3010
-3 PR Y e S S S
005
T Lt 2
T [ 8
0,00 {Thresholdi=— = : id 10 10
5 10 15 20 2 30 35 40 45 Conceriration

1,00 2,00 3,00 4,00 500600 P2 P3 P4 NK M

Sakil 3.11. PKT hiicre kiiltiirine BVDV inokulasyonu sonrasi 6.saatte PPRV
inokulasyonu sonrast PPRV-N genom bdlgesi ifadesinde olusan degisiklikler igin
kantitasyon verisi (A), standart egri (B), Agaroz jel goriintiisii (C) i¢in 1,00: 0.saat;
2,00: 12.saat; 3,00: 24.saat; 4,00: 48.saat; 5,00: 72.saat; 6,00: 96.saat havuzlanmis
tirtinleri, P1: plazmid 10-1; P2: plazmid 10-2; P3: plazmid 10-3; P4 plazmid 10-4;

sulandirmalari, M: DNA merdiveni.
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Cizelge 3.4. PKT hiicre kiiltiiriine BVDV inokulasyonu sonrasit 6.saatte PPRV
inokulasyonu sonrast PPRV-N genom bdlgesi ifadesinde olusan degisiklikler i¢in
kantitasyon analizi.

No |Renk |isim Tip Ct Verilen Hesaplanan %
Konsantrasyon | Konsantrasyon | Varyasyon
(Kopya) (Kopya)

1 B |0:saat Unknown 19,04 1,23E+08

2 0:saat Unknown 18,43 1,80E+08

3 B |0:saat Unknown 19,03 1,24E+08

4 B |12:saat Unknown 21,27 3,11E+07

5 12:saat Unknown 21,13 3,40E+07

6 B |12:saat Unknown 21,22 3,21E+07

7 B |24:saat Unknown 19,45 9,58E+07

8 24:saat Unknown 20,97 3,75E+07

9 B |24:saat Unknown 21,15 3,36E+07

10 | W |48:saat Unknown 21,89 2,13E+07

11 B |48:saat Unknown 22,85 1,17E+07

12 B [48:saat Unknown 22,77 1,23E+07

13 72.saat Unknown 19,88 7,36E+07

14 72.saat Unknown 20,47 5,11E+07

15 72.saat Unknown 21,73 2,35E+07

16 plazmid 1/100 Standart 21,11 |3,45E+07 3,45E+07 0,0%
17 plazmid 1/1000 Standart 24,83 |3,45E+06 3,45E+06 0,1%
18 plazmid 1/10000 Standart 28,57 |3,45E+05 3,45E+05 0,0%
19 NK Negatif Kontrol 40,34 2,41E+02
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Cizelge 3.5. PKT hiicre kiiltiiriine BVDV inokulasyonu sonrasi 6.saatte PPRV
inokulasyonu sonrast PPRV-N genom bdélgesi ifadesinde olusan degisiklikler i¢in

Tukey ve Anova Analizleri.

TUKEY
95% Giiven Araligi
S | Ortalama Std. Sapma Std.Hata Alt sinir Ust sinir Minimum Maksimum
1,00 311,423300000 | 32624121,9549 | 18835545,5927 | 61290521,672 2,2338E8 | 1,230000000 | 1,800000000
000 8 8 2 0 0
2,00 3132400000,00 | 1473091,98627 | 850490,05481 | 28740636,644 | 36059363,3560 | 31100000,00 | 34000000,00
00 0
3,00 355633333,33 | 34839967,4703 | 20114864,5975 - | 1,42180000000 | 33600000,00 | 95800000,00
33 3 5130913943,735 0
9
4,00 3115100000,00 | 5377731,86390 | 3104834,93925 | 1740973,4732 | 28459026,5268 | 11700000,00 | 21300000,00
00
5,00 3149400000,00 | 25093226,1776 | 14487580,8884 - 11,11740000000 | 23500000,00 | 73600000,00
00 0 7112935029,457 0
2
Total |15 |58973333,33 [ 49947078,6599 | 12896280,2561 | 31313563,116 | 86633103,5503 | 11700000,00 | 1,800000000
33 8 2 3 0
ANOVA
Karelerin toplami df Ortalama kare F Onem
Gruplar igi 2,905E16 4 7,262E15 12,355 ,001
Gruplar arasi 5,878E15 10 5,878E14
Toplam 3,493E16 14
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3.6. Istatistiksel Analizler Grafikleri ve ifade Degisimlerinin Yiizde Hesaplari

Aragtirma bulgular1 kullanilarak yapilan degerlendirmeler ile gerceklestirilen
Istatistiksel analizler, seri grafikler halinde sunuldu. Bu dik eksen kopya sayisini;
yatay eksen zaman 1: O.saat, 2: 12.saat, 3: 24.saat, 4: 48.saat, 5: 72.saat, 6: 96.saat
degerlerinin ortalamalarini gosterecek sekilde grafik haline getirildi. Tukey testinde
ayni zaman noktalarinin ortalamalar1 alindi, farkli zaman noktalar1 ortalamalarindaki
degisimler yiizde olarak hesaplandi. Tiim testlerde B-aktin ifadesindeki degisimler
Anova analizine gore Onemsiz c¢iktigi i¢in grafikleri olusturulmadi. Diger 4
gen/genom bolgeleri icinden de testlere gore istatistiki olarak Onemsiz sonuglar

grafik olarak gdsterilmedi.

3.6.1. Hiicre Kiiltiirlerinde Gen ifade Degisimleri

3.6.1.1 Hiicre Kiiltiirlerine Virus Inokulasyonu Olmaksizin Gen Ifadelerinin

Analizleri

3.6.1.1.1. OTP-1 ifadesinin Analizi

0.-96. saatler arasinda OTP-1 ifadesindeki degisim SFT-R hiicre hattinda (p=0,724)
ve PKT hiicre kiilttiriinde (p=0,771) 6nemsiz bulundu.

3.6.1.1.2. IFNy Ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-72. saatler arasinda IFNy ifadesindeki degisim onemsizken
(p=0,136), 72.-96. saatler arasinda %43 oraninda artis olustu. Toplamda 0.-96. saatler
arasindaki artiy %206 olarak hesaplandi. PKT hiicre kiiltiirinde 0.-96. saatler
arasinda IFNy ifadesindeki artis ortalama %27 iken, 72.-96. saatler arasinda %79’luk
bir artis olustu. Toplamda 0.-96. saatler arasindaki artis %379 olarak bulundu (Sekil
3.12).
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Sekil 3.12. Hiicre kiiltiirlerine (A: SFT-R, B: PKT) virus inokulasyonu olmaksizin
IFNy ifadesinin analizleri.

3.6.1.2. Hiicre Kiiltiirlerine BVDV Inokulasyonu Sonrasi Gen Ifadelerinin

Analizleri

PKT hiicrelerinde BVDV viriis inokulasyonu sonrasinda, kiiltiirdeki hiicrelerin viriis
enfeksiyonuna verdigi cevabin 72 saatten sonra hiicre dejenerasyonuna bagli olarak
degerlendirilememesi nedeniyle, inokulasyonu izleyen ilk 72 saat iginde

degerlendirildi.

3.6.1.2.1. OTP-1 ifadesinin Analizi

0.-96. saatler arasinda OTP-1 ifadesindeki degisim SFT-R hiicre hattinda dnemsiz
(p= 0,185) bulundu. PKT hiicre kiiltiirinde 0.-72. saatler arasinda OTP-1 ifadesinde
sirekli artis gbzlendi, bu artig 0.-12. saatler arasinda %72, 12.-24. saatler arasinda
0030, 24.-48. saatler arasinda %242, 48.-72. saatler arasinda %31 oranlarinda
hesaplandi. Toplamda 0.-72. saatler arasindaki artis 7 kat olarak bulundu (Sekil
3.13).
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Sekil 3.13. PKT hiicre kiiltirine BVDV inokulasyonu sonrasi1 OTP-1 ifadesinin
analizi.

3.6.1.2.2. IFNy ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-96. saatler arasinda IFNy ifadesinde dalgalanmalar gézlendi.

Yapilan degerlendirmelerde, 0.-12. saatler arasinda %284 azalma, 12.-24. saatler

arasinda %416 artis, 24.-48. saatler arasinda %313 azalma gozlenirken, 48.-72.

saatler arasindaki degisim anlamsiz hesaplandi. 72.-96. saatler arasinda %200 artig

gozlendi. Toplamda 0.-96. saatler arasindaki azalma %13 olarak bulundu. PKT hiicre

kiiltiirnde 0.-72. saatler arasinda IFNy ifadesindeki degisim onemsiz (p= 0,219)
bulundu (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. SFT-R hiicre hattina BVDV inokulasyonu sonrasi IFNy ifadesinin analizi.
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3.6.1.2.3. BVDV-5’UTR ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-96. saatler arasinda 5’UTR ifadesinde dalgalanma gézlendi,
0.-12. saatler arasi neredeyse 25 katlik artis olurken 12.-24. saatler arasinda ifadede
%85 oraninda azalma goriildii. 24.-48. saatler arasinda %307, 48.-72. saatler arasinda
ise 31 katlik artis hesaplandi. 72.-96. saatler arasindaki degisim onemsiz (p= 0,577)
bulundu. Toplamda 0.-72. saatler arasindaki artis 18 Kattan fazla olarak bulundu.
PKT hiicre kiiltiiriinde 0.-72. saatler arasinda 5’UTR ifadesinde siirekli dalgalanma
gozlendi, 0. saatte hi¢ kopya tespit edilemezken, 12. saatte kopya sayisinin 4 milyona
ciktig1 goriildi, 12.-24. saatler arasinda ifade %91 oraninda azalma olurken, 24.-48.
saatler arasinda %5514, 48.-72. saatler arasinda %347 oranlarinda artis hesaplanda.

Toplamda 0.-72. saatler arasindaki artis 18,3 kat olarak bulundu (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Hiicre kiiltiirlerine (A: SFT-R, B: PKT) BVDV inokulasyonu sonrasi
BVDV-5’UTR ifadelerinin analizleri.

3.6.1.3. Hiicre Kiiltiirlerine PPRV Inokulasyonu Sonrasi Gen Ifadelerinin

Analizleri

3.6.1.3.1. OTP-1 ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-96. saatler arasinda OTP-1 ifadesindeki degisim SFT-R
hiicre hattinda 6nemsiz (p= 0,452) bulundu. PKT hiicre kiiltiiriinde 0.-96. saatler




74

arasinda OTP-1 ifadesinde dalgalanma gozlendi, 0.-12. saatler arasinda %35 artis,
12.-24. saatler arasinda %17 azalma, 24.-48. saatler arasinda %213 artis, 48.-72.
saatler arasinda Onemsiz degisim (p= 0,133), 72.-96. saatler arasinda %48 artis
hesaplandi. Toplamda 0.-96. saatler arasindaki artis neredeyse 3 kat olarak bulundu
(Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. PKT hiicre kiiltiiriine PPRV inokulasyonu sonrast OTP-1 ifadesinin
analizi.

3.6.1.3.2. IFNy Ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-96. saatler arasinda IFNy ifadesindeki degisim dnemsiz (p=
0,312) bulundu. PKT hiicre kiiltiiriinde 0.-48. saatler arasinda IFNy ifadesinde
onemli bir degisim (p= 0,833) gézlenmezken, 48.-72. saatler arasinda %183, 72.-96.
saatler arasinda %169’luk bir artis olustu. Toplamda 0.-96. saatler arasindaki artis
neredeyse 8 kat olarak bulundu (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. PKT hiicre kiiltiiriine PPRV inokulasyonu sonrasi IFNy ifadesinin analizi.
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3.6.1.3.3. PPRV-N ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-96. saatler arasinda N ifadesinde dalgalanma gozlendi, O.-
12. saatler arasinda %99,7 oraninda azalma olurken, 12.-24. saatler arasinda ifadede
%298; 24.-48. saatler arasinda %28; 48.-72. saatler arasinda %98 oraninda artis, 72.-
96. saatler arasinda %75 oranlarinda azalma hesaplandi. Toplamda 0.-96. saatler
arasindaki azalma %99,3 olarak bulundu. PKT hiicre kiiltriinde 0.-96. saatler
arasinda N ifadesinde siirekli dalgalanma gozlendi, 0.-12. saatler arasinda %86
oraninda azalma olurken, 12.-24. saatler arasinda ifade %214 oraninda artis
hesaplandi, 24.-48. saatler arasindaki degisim 6nemsiz (p= 0,904) bulundu. 48.-72.

saatler arasinda %60, 72.-96. saatler arasinda %53 oranlarinda azalma hesapland.

Toplamda 0.-96. saatler arasindaki azalma %93 olarak bulundu.
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Sekil 3.18. Hiicre kiiltiirlerine (A: SFT-R, B: PKT) PPRV inokulasyonu sonrasi
PPRV-N ifadelerinin analizleri (Sekil 3.18).

3.6.1.4. Hiicre Kiiltiirlerine Es Zamanh BVDV ve PPRYV inokulasyonu Sonrasi

Gen ifadelerinin Analizleri

PKT hiicrelerinde es zamanli viriis inokulasyonlar1 sonrasinda, kiiltiirdeki hiicrelerin
viriis enfeksiyonuna verdigi cevabin 72 saatten sonra hiicre dejenerasyonuna bagh
olarak degerlendirilememesi nedeniyle, inokulasyonu izleyen ilk 72 saat iginde

degerlendirildi.
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3.6.1.4.1. OTP-1 ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-96. saatler arasinda OTP-1 ifadesindeki degisim SFT-R
hiicre hattinda 6nemsiz (p= 0,812) bulundu. PKT hiicre kiiltiiriinde 0.-72. saatler
arasinda OTP-1 ifadesinde siirekli artis gézlendi, 0.-12. saatler arasinda %69, 12.-48.
saatler arasinda ortalama %24, 48.-72. saatler arasinda %81 artis hesaplandi.

Toplamda 0.-96. saatler arasindaki artis neredeyse 5 kat olarak bulundu (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. PKT hiicre kiiltiiriine es zamanli BVDV ve PPRV inokulasyonu sonrasi
OTP-1 ifadesinin analizi.

3.6.1.4.2. IFNy Ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-12. saatler arasinda %455 oraninda artis olurken, 12.-24.
saatler arasinda ifadede %83 azalma goriildii. 24.-48. saatler arasinda %526; 48.-72.
saatler arasinda %350; 72.-96. saatler arasinda %25 oranlarinda artis hesaplandi.
Toplamda 0.-96. saatler arasinda 24 katlis artis bulundu. PKT hiicre kiiltiiriinde 0.-
48. saatler arasinda IFNy ifadesinde énemli bir degisim (p= 0,8971) gdzlenmezken,
48.-72. saatler arasinda 5 katlik bir artis hesaplandi. Toplamda 0.-72. saatler
arasindaki artis neredeyse 8 kat olarak bulundu.
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Sekil 3.20. Hiicre kiiltiirlerine (A: SFT-R, B: PKT) es zamanli BVDV ve PPRV
inokulasyonu sonrasi IFNy ifadesinin analizleri.

3.6.1.4.3. BVDV-5’UTR ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-96. saatler arasinda 5’UTR ifadesinde 0.-12. saatler arasinda
%31; 12.-24. saatler arasinda %408, 24.-48. saatler arasinda %31 azalma artig
gozlenirken, , 48.-72. saatler arasindaki degisim onemsiz (p=0,777) hesaplandi. 72.-
96. saatler arasinda %60 artis gozlendi. Toplamda 0.-96. saatler arasindaki artis 13
kat olarak bulundu. PKT hiicre kiiltiiriinde 0.-94. saatler arasinda 5’UTR ifadesinde
0.-12. saatler arasinda %34; 12.-24. saatler arasinda %397; 24.-48. saatler arasinda
%31; 48.-72. saatler arasinda %54 artis hesaplandi. Toplamda 0.-72. saatler arasinda
10 katlik artis bulundu.
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Sekil 3.21. Hiicre kiiltiirlerine (A: SFT-R, B: PKT) es zamanli BVDV ve PPRV
inokulasyonu sonras1 BVDV-5’UTR ifadesinin analizleri.




3.6.1.4.4. PPRV-N ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda N ifadesinde 0.-72. saatler arasinda 6nemli bir degisim (p=
0,627) olmazken, 72.-96. saatler arasinda %81 artis gézlendi. Toplamda 0.-96. saatler
arasindaki artis %82 olarak bulundu. PKT hiicre kiiltiiriinde 0.-72. saatler arasinda N
ifadesinde dalgalanma gozlendi, 0.-12. saatler arasinda %82 oraninda azalma
olurken, 12.-24. saatler arasinda ifade %71 oraninda artis hesaplandi, 24.-48. saatler

arasinda %73 azalmaya karsin, 48.-72. saatler arasinda %319 artis bulundu.

Toplamda 0.-72. saatler arasindaki azalma %72 olarak bulundu.
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Sekil 3.22. Hiicre kiiltiirlerine (A: SFT-R, B: PKT) es zamanli BVDV ve PPRV

inokulasyonu sonrast PPRV-N ifadesinin analizleri.

3.6.1.5. Hiicre Kiiltiirlerine Once BVDYV ve 6 saat Sonra PPRV Inokulasyonu

Sonrasi1 Gen ifadelerinin Analizleri

PKT hiicrelerinde 6nce BVDV ve 6 saat sonra PPRV inokulasyonu sonrasinda,
kiiltiirdeki hiicrelerin viriis enfeksiyonuna verdigi cevabin 72 saatten sonra hiicre

dejenerasyonuna bagli olarak degerlendirilememesi nedeniyle, inokulasyonu izleyen

ilk 72 saat i¢cinde degerlendirildi.
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3.6.1.5.1 OTP-1 ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-96. saatler arasinda OTP-1 ifadesindeki degisim SFT-R
hiicre hattinda 6nemsiz (p= 0,567) bulundu. PKT hiicre kiiltiiriinde 0.-72. saatler
arasinda OTP-1 ifadesinde siirekli artis gézlendi, 0.-12. saatler arasinda %66, 12.-48.
saatler arasinda ortalama %24, 48.-72. saatler arasinda %85 artis hesaplandi.

Toplamda 0.-72. saatler arasindaki artis neredeyse 5 kat olarak bulundu.
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Sekil 3.23. PKT hiicre kiiltiiriine 6nce BVDV ve 6 saat sonra PPRV inokulasyonu
sonras1t OTP-1 ifadesinin analizi.

3.6.1.5.2. IFNy Ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda IFNy ifadesinde 0.-12. saatler arasinda %441 artis, 12.-24.
saatler arasinda %85 azalma, 24.-48. saatler arasinda %526; 48.-72. saatler arasinda
%53, 72.-96. saatler arasinda %22 artis hesaplandi. Toplamda 0.-96. saatler
arasindaki artis 23,5 kat olarak bulundu. PKT hiicre kiiltiiriinde 0.-48. saatler
arasinda IFNy ifadesinde ortalama %25; 48.-72. saatler arasinda %297 oraninda bir
artig hesaplandi. Toplamda 0.-72. saatler arasindaki artis 6 kat olarak bulundu.
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Sekil 3.24. Hiicre kiiltiirlerine (A: SFT-R, B: PKT) 6nce BVDV ve 6 saat sonra
PPRYV inokulasyonu sonras1 IFNy ifadesinin analizleri.

3.6.1.5.3. BVDV-5’UTR ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 5’UTR ifadesinde 0.-12. saatler arasinda %79 azalma, 12.-24.
saatler arasinda 21,5 katlik artis, 24.-48. saatler arasinda %36 azalma, 48.-72. saatler
arasinda 20 Kat oranlarinda artis gézlenirken 72.-96. saatler arasinda %33 azalma
hesaplandi. Toplamda 0.-96. saatler arasindaki artis neredeyse 9 kat olarak bulundu.
PKT hiicre kiiltiirinde 0.-72. saatler arasinda 5’UTR ifadesinde siirekli artig
gozlendi. 0.-12. saatler arasinda %42000, 12.-24. saatler arasinda %433, 24.-48.
saatler arasinda %24571, 48.-72. saatler arasinda %287 oranlarinda artis goriildi.

Toplamda 0.-72. saatler arasindaki artis % 129x10olarak bulundu.
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Sekil 3.25. Hiicre kiiltiirlerine (A: SFT-R, B: PKT) 6nce BVDV ve 6 saat sonra
PPRYV inokulasyonu sonras1t BVDV-5’UTR ifadesinin analizleri.
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3.6.1.5.4. PPRV-N ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda N ifadesinin 0.- 96.saatler arasindaki degisimi 6nemsiz (p=
0,557) bulundu. PKT hiicre kiiltiiriinde 0.-72. saatler arasinda N ifadesinde
dalgalanma gozlendi, 0.-12. saatler arasinda %78 oraninda azalma olurken, 12.-24.
saatler arasinda ifade %71 oraninda artis hesaplandi, 24.-48. saatler arasinda %73
azalmaya karsin, 48.-72. saatler arasinda %327 artis bulundu. Toplamda 0.-72.

saatler arasindaki azalma %66 olarak bulundu.
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Sekil 3.26. PKT Hiicre kiiltiiriine dnce BVDV ve 6 saat sonra PPRV inokulasyonu
sonrast PPRV-N ifadesinin analizi.

3.6.1.6. Hiicre Kiiltiirlerine Once BVDV ve 12 saat Sonra PPRV Inokulasyonu

Sonrasi1 Gen ifadelerinin Analizleri

PKT hiicrelerinde 6nce BVDV ve 12 saat sonra PPRV inokulasyonu sonrasinda,
kiiltiirdeki hiicrelerin viriis enfeksiyonuna verdigi cevabin 48 saatten sonra hiicre
dejenerasyonuna bagli olarak degerlendirilememesi nedeniyle, inokulasyonu izleyen

ilk 48 saat i¢inde degerlendirildi.
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3.6.1.6.1. OTP-1 ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-96. saatler arasinda OTP-1 ifadesindeki degisim SFT-R
hiicre hattinda 6nemsiz (p= 0,733) bulundu. PKT hiicre kiiltiiriinde 0.-48. saatler
arasinda OTP-1 ifadesinde siirekli artis gézlendi, 0.-12. saatler arasinda %99, 12.-48.
saatler arasinda ortalama %31 artis hesaplandi. Toplamda 0.-48. saatler arasindaki

artis %341 olarak bulundu.

35000000

30000000 —

25000000

20000000

15000000 oTP1

10000000

5000000

0

0.5zat 12, Saat 24, Saat 48. Szat

Sekil 3.27. PKT hiicre kiiltiiriine 6nce BVDV ve 12 saat sonra PPRV inokulasyonu
sonrast OTP-1 ifadesinin analizi.

3.6.1.6.2. IFNy Ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-96. saatler arasinda ifadede siirekli artis gozlendi, 0.-12.
saatler arasinda %35; 12.-24. saatler arasinda %260; 24.-48. saatler arasinda %618;
48.-96. saatler arasinda ortalama %18 oraninda bir artis hesaplandi. Toplamda 0.-96.
saatler arasinda neredeyse 3 katlik artig bulundu. PKT hiicre kiiltiiriinde 0.-24. saatler
arasinda IFNy ifadesindeki degisim dnemsizken (p= 0,927), 24.-48. saatler arasinda
%358 oraninda bir artig hesaplandi. Toplamda 0.-48. saatler arasindaki artig 2,5 kat

olarak bulundu.
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Sekil 3.28. Hiicre kiiltiirlerine (A: SFT-R, B: PKT) 6nce BVDV ve 12 saat sonra
PPRYV inokulasyonu sonras1 IFNy ifadesinin analizleri.

3.6.1.6.3. BVDV-5’UTR ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 5’UTR ifadesinde stirekli artig goriildii. 0.-72. saatler arasinda
ortalama 7 kat; 72.-96. saatler arasinda %19 oranlarinda artis hesaplandi. Toplamda
0.-96. saatler arasinda artis 42 katlik artis bulundu. PKT hiicre kiltiiriinde 0.-72,
saatler arasinda 5’UTR ifadesinde siirekli artis gozlendi. 0.-12. saatler arasinda
neredeyse 30 katlik, 12.-24. saatler arasinda neredeyse 53 katlik, 24.-48. saatler
arasinda %311 oranlarinda artig goriildii. Toplamda 0.-48. saatler arasindaki artis %

49x10°0larak bulundu.
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Sekil 3.29. Hiicre kiiltiirlerine (A: SFT-R, B: PKT) 6nce BVDV ve 12 saat sonra
PPRYV inokulasyonu sonras1t BVDV-5’UTR ifadesinin analizleri.
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3.6.1.6.4. PPRV-N ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda N ifadesinde 0.-12. saatler arasinda %98,2 azalma, 12.-24.
saatler arasinda %28, 24.-48. saatler arasinda 145 katlik, 48.-72. saatler arasinda 26
katlik artig, 72.-96. saatler arasinda %82 oraninda azalma hesaplandi. Toplamda O.-
96. saatler arasindaki artis 17,5 kat olarak bulundu. PKT hiicre kiiltiiriinde 0.-48.
saatler arasinda N ifadesinde dalgalanma gozlendi, 0.-12. saatler arasinda %33
oraninda artis olurken, 12.-24. saatler arasinda %59 oraninda; 24.-48. saatler arasinda

%79 azalma hesaplandi. Toplamda 0.-48. saatler arasindaki azalma %89 olarak

bulundu.
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Sekil 3.30. Hiicre kiiltiirlerine (A: SFT-R, B: PKT) 6nce BVDV ve 12 saat sonra
PPRV inokulasyonu sonrasi PPRV-N ifadesinin analizleri.

3.6.1.7. Hiicre Kiiltiirlerine Once BVDV ve 24 saat Sonra PPRV Inokulasyonu

Sonrasi Gen ifadelerinin Analizleri

PKT hiicrelerinde 6nce BVDV ve 24 saat sonra PPRV inokulasyonu sonrasinda,
kiiltiirdeki hiicrelerin viriis enfeksiyonuna verdigi cevabin 48 saatten sonra hiicre
dejenerasyonuna bagli olarak degerlendirilememesi nedeniyle, inokulasyonu izleyen

ilk 48 saat icinde degerlendirildi.




85

3.6.1.7.1. OTP-1 ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-96. saatler arasinda OTP-1 ifadesindeki degisim SFT-R
hiicre hattinda 6nemsiz (p= 0,706) bulundu. PKT hiicre kiiltiiriinde 0.-48. saatler
arasinda OTP-1 ifadesinde siirekli artis gézlendi, 0.-12. saatler arasinda %44, 12.-48.
saatler arasinda ortalama %76 artis hesaplandi. Toplamda 0.-48. saatler arasindaki

artis %448 olarak bulundu.
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Sekil 3.31. PKT hiicre kiiltiiriine 6nce BVDV ve 24 saat sonra PPRV inokulasyonu
sonras1t OTP-1 ifadesinin analizi.

3.6.1.7.2. IFNy Ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-96. saatler arasinda IFNy ifadesinde artis gozlendi. 0.-12.
saatler arasinda %35, 12.-24. saatler arasinda %249, 24.-48. saatler arasinda %620,
48.-72. saatler arasinda %20 oraninda bir artis hesaplandi. 72.-96. saatler arasi
degisim oOnemsiz (p= 0,591) bulundu. Toplamda 0.-96. saatler arasindaki artis
neredeyse 30 kat olarak bulundu. 0.-48. saatler arasinda IFNy ifadesinde artig
gozlendi. 0.-12. saatler arasinda %284, 12.-24. saatler arasinda %148, 24.-48. saatler
arasinda oraninda bir artis hesaplandi. Toplamda 0.-48. saatler arasindaki artis
%3362 olarak bulundu.
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Sekil 3.32. Hiicre kiiltiirlerine (A: SFT-R, B: PKT) d6nce BVDV ve 24 saat sonra
PPRYV inokulasyonu sonras1 IFNy ifadesinin analizleri.

3.6.1.7.3. BVDV-5’UTR ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda 0.-96. saatler arasinda 5’UTR ifadesinde siirekli azalma
gozlendi. 0.-12. saatler ve 12.-24. saatler arasinda %41, 24.-48. saatler arasinda %48,
48.-72. saatler arasinda %85, 72.-96. saatler arasinda %32 oranlarinda azalma
goriildii. Toplamda 0.-96. saatler arasindaki azalma %98 olarak bulundu. PKT hiicre
kiiltiirtinde 0.-72. saatler arasinda 5’UTR ifadesinde siirekli artis gozlendi. 0.-12.
saatler arasinda %425, 12.-24. saatler arasinda %320, 24.-48. saatler arasinda %174
oranlarinda artig goriildii. Toplamda 0.-48. saatler arasindaki artis 23,5 kat olarak

bulundu.
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Sekil 3.33. Hiicre kiiltiirlerine (A: SFT-R, B: PKT) 6nce BVDV ve 24 saat sonra
PPRYV inokulasyonu sonras1t BVDV-5’UTR ifadesinin analizleri.
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3.6.1.7.4. PPRV-N ifadesinin Analizi

SFT-R hiicre hattinda N ifadesinde 0.-12. saatler arasinda %34 azalma, 12.-24.
saatler arasinda %40 artis, 24.-48. saatler arasinda %60 azalma, 48.-72. saatler
arasinda %38 artis, 72.-96. saatler arasinda %99,95 oraninda azalma hesaplandi.
Toplamda 0.-96. saatler arasindaki azalma %99,98 olarak bulundu. PKT hiicre
kiltiriinde 0.-48. saatler arasinda N ifadesindeki degisim Onemsiz (p= 0,224)

bulundu.
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Sekil 3.34. SFT-R hiicre hattina énce BVDV ve 24 saat sonra PPRV inokulasyonu
sonrast PPRV-N ifadesinin analizleri.
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PKT hiicre kiiltiirlerinde ve SFT-R hiicre hattinda yapilan testler sonucunda tiim
gen/genom bolgesi ifadelerinde gergeklesen degisimler Sekil 3.35 ve 3.36’da
Ozetlendi. EKk olarak SFT-R hiicre hattinda ve PKT hiicre kiiltiiriindeki Es zamanl
RT-PCR sonrasinda gen/genom bdélgeleri igin tespit edilen ortalama mRNA kopya
sayilar1 Sekil 3.37 ve 3.38°de verildi.
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Sekil. 3.35. SFT-R hiicre hattinda yapilan testler sonucunda tiim gen/genom bdlgesi

ifadelerinde ger¢eklesen degisimler.
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PKT Hiicrelerinde
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Sekil. 3.36. PKT hiicre kiiltiirlinde yapilan testler sonucunda tiim gen/genom bolgesi

ifadelerinde gerceklesen degisimler.
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Sekil 3.37. PKT Hiicre Kiiltiiriindeki Es zamanli RT-PCR sonrasinda gen/genom

bolgeleri i¢in ortalama mRNA kopya sayilari.
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Sekil 3.38. SFT-R Hiicre Hattindaki Es Zamanli RT-PCR sonrasinda gen/genom
bolgeleri i¢in ortalama DNA kopya sayilar
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4. TARTISMA

PPRYV ve Pestivirus ortak enfeksiyonu, ilk defa 2008 yilinda 61ii dogmus iki kuzuda
pek ¢ok doku ve organda hem immunohistokimyasal yontemle hem de RT-PCR ile
gosterilmigtir. Daha Once baska bir virusla ortak enfeksiyonu, dahasi konjenital
bulagmasi tespit edilmemis PPRV ig¢in bu durumun Pestivirusun plasental hiicrelere
verdigi zarardan ve/veya interferon baskilayici mekanizmasindan kaynaklanabilecegi
diistintilmiistir (Kul ve ark., 2008). Ardindan 2012 yilinda koyun ve kegilerde fotal
ve neotal olarak BDV ve PPRYV yine immunohistokimyasal ve RT-PCR yontemiyle
tespit edilmistir (Toplu ve ark., 2012). Iki ¢alismada da, iki virusa spesifik lezyonlar
pek cok doku ve organda gdézlemlenmistir. Konjenital bulasma sonucu olusan ciddi
lezyonlar ve gozlemlenen fotal kayiplar iki virusun es zamanli enfeksiyonunun

Onemini arttirmaktadir.

Sigirlarda BVD virus varliginin Bovine Herpes Virus tip 1’in ¢ogalmasini arttirdigt
yapilan in vivo ¢alismalar da tespit edilmistir (Potgieter ve McCracken 1984). Daha
yakin zamanda yine sigirlarda yapilan bir in vivo ¢alismada da BVD virusun Bovine
Herpes Virus tip 5 ile ortak enfeksiyonlarinda virolojik, patolojik ve klinik bulgularin
siddetini arttirdig1 ortaya konmus, bu durumun Pestiviruslarin konak immun sistemi

tizerindeki baskilayici etkilerinin bir sonucu olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Spilki ve
ark, 2006).

Bu ¢alismada, BVDV ve PPRV ortak enfeksiyonlarinda gergeklesen viruslar arasi ve
hiicresel etkilesimler hakkinda fikir edinilebilmesi amaciyla dort genin ifadesindeki
degisiklikler 96 saat siire ile iki farkli hiicre kiiltiiriinde, tek tek ve birlikte

inokulasyonlar sonunda es zamanli RT- PCR yontemi ile sorgulanmastir.

Sozii gecen hiicre kiiltiirlerinden SFT-R hiicre hattinda daha 6nce BVDV iiretimi i¢in
cesitli ¢alismalar yapilmis, sigir orijinli akciger, tiirbinata ve bobrek hiicreleriyle
kiyaslandiginda koyun orijinli olmasina ragmen SFT-R hiicrelerinin cp suslar i¢in
diger hiicrelere yakin bir duyarlilik gosterdigi, ncp suslara ise ¢ok daha duyarl
oldugu tespit edilmistir (Pollakova ve ark., 2009). Ancak koyun orijinli SFT-R hiicre
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hattinin daha 6nce PPRV d{iretilmesinde kullanildiina dair yayinlanmis bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Morbilliviruslarin kiiltivasyonu, izolasyonu ve hatta PPRV asisi iiretimi i¢in Vero
hiicre hatt1 yaygin olarak tercih edilmektedir. Marmoset kdkenli B- lenfoblastoid
hiicre kiiltliriiniin Vero hiicre hattina gére PPR virus i¢in daha duyarli oldugu tespit

edilmistir (Sreenivasa ve ark., 2006).

Inokulasyonlarin gerceklestirildigi PKT hiicre kiiltiiriinde iki virusun da iiretilmesi ile
ilgili literatiirde her hangi bir bilgi bulunmamaktadir. Gergeklestirilen inokulasyonlar
sonunda iki hiicre kiiltiirinde de hem BVDV hem de PPRYV replikasyonu etkili bir
sekilde gbzlenmis, olusan sitopatolojik etkilerin siddeti, olusum siireleri ve titrasyon
testi sonuglar1 degerlendirildiginde PKT hiicre kiiltiliriiniin iki virusa da daha duyarli

oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.37).

Calismada ifadesi sorgulanan dort gen bolgesi; BVDV-5’UTR, PPRV-N, IFNy ve
OTP-1"dir. Es zamanli PCR, gen ifadelerinin sorgulanmasinda giinlimiizde en uygun
ve hassas yontem olarak goriilmektedir (Larinov ve ark., 2005). Kantitasyon
yontemi mRNA gen ifadesinin tespitinde ¢ok Onemli bir faktordir. Genetik
kantitasyon igin iki yontem bildirilmistir. Bunlar; rdlatif ve mutlak kantitasyondur
(Pfaffl, 2001; Bustin, 2002). Hedef dizin kopya sayisini kesin tespiti igin, bilinen
kopya sayisinda standartlarin dahil edildigi mutlak kantitasyon en uygun yontem
olarak tanimlanmaktadir (Peirson ve ark; 2003). Bu calismada mutlak kantitasyon
standartlar1 hedef RNA dizinlerinin plazmidlere klonlanmasiyla elde edilmis ve seri
sulandirmalart her testte kullanilmistir. Hedef gen ekspresyonunun kantitasyonunda
bir ileri asama verilerin normalizasyonudur (Pfaffl 2001; Bustin 2002). Es zamanl
PCR sirasinda olusabilecek hatalar1 diizeltmek i¢in uygun bir normalizasyon yontemi
tercih edilmelidir (Wong ve Medrano, 2005). In vitro modellerde mRNA diizeyleri
hiicre sayist ile standardize edilebilmektedir. Bir housekeeping gen kullanilarak
yapilan normalizasyon en giivenilir ve kolay tekniktir (Huggett ve ark., 2005).
Housekeeping genler bir tiire ait tiim hiicrelerden ve dokulardan eksprese olan ve
ekspresyon diizeyi degiskenligi biyolojik olaylardan ve deney sartlarindan miimkiin

oldugunca etkilenmeden stabil kalan genlerdir (Thellin ve ark., 1999; Vandesompele
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ve ark., 2002). Bu calismada hem testlerin tamami 24 gozIli hiicre tabletlerinde bir
gen ifadesi icin ticer gdzden olmak {iizere hiicre sayis1 diizeyinde, hatta sitopatolojik
etki dolayisiyla hiicre sayisi1 azalan gozler test disi1 birakilarak, standardize edilmistir.
Ek olarak koyunlarda bir housekeeping gen olan Beta-aktin (B-aktin, ACTB)
genomuna dahil bir dizin ile olusturulan rekombinant plazmid sulandirmalar1 her bir
tekli ve ¢oklu inokulasyon testi sonrast es zamanli PCR’da normalizasyon igin
kullanilmistir. Testlerin tamaminda B-aktin ifadesindeki degisimler istatistiki olarak
onemsiz  (p>0,05) bulunmus ve diger genlerin ifadelerindeki degisimler

degerlendirilmistir.

Sigir tiirbinata ve kuzu testis hiicre kiiltiirli modelleri kullanilarak yapilan bir
calismada, BVDV replikasyonunun enfeksiyonu takiben 4-6 saat i¢inde gerceklestigi
ve titresinin inokulasyon sonrasi 12-24 saat iginde en iist seviyeye ulastigi tespit
edilmistir (Gong ve ark., 1996). Bu c¢alismada kullanilan iki hiicre kiiltiirtinde de 5’
UTR ekspresyonu, enfeksiyonu takip eden 96 saat i¢inde hizla artarken 6zellikle 48-
72. saatler arasinda en iist seviyede gozlenmistir (Sekil 3.15). SFT-R hiicre hattinda
inokulasyonu takiben 72. saat itibariyle mikroskop altinda gézlemlenebilen cpe 96.
saat itibariyle oldukga belirginlesirken, PKT hiicre kiiltliriinde 96. saat itibariyle canli
hiicre sayisinda oldukca ciddi bir diisiis oldugu saptanmustir (Sekil 3.2 ve 3.3).
Gergeklestirilen bir in vivo calismada inokulasyonu takiben 4 saat i¢inde BVD
virusun gebe koyunlarda plazentaya ulastigi tespit edilmistir. Plazentada yer alan ¢ift
cekirdekli trofoblast hiicrelerin ve IFN sisteminin virus bulasmasindaki etkileri
anlagilamamakla beraber; maternal dokulardakine gore fotal dokularda daha fazla
antijene rastlanmasinin fotal dokularin virusla daha hizli enfekte olmasindan,
replikasyona daha duyarli olmasindan veya disi lireme kanalindaki IFN sistemine
daha az duyarli olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmistiir (Swasdipan ve ark.,
2001). Bu ¢aligmayla da koyun timiis hiicrelerine gore trofoblast hiicrelerinin virusla

daha hizli enfekte oldugu diislincesini destekleyen bulgular elde edilmistir.

Testlerde PPRV replikasyonunu takip edebilmek amaciyla segilen N geni, genomda
N-terminusta yer alir, mRNA’s1 en fazla transkribe olan proteindir ve esansiyel N
proteinini kodlar. MeV i¢in N proteininin %100 iiretildigi var sayilirsa, P; %81, M;
%67, F; 49 ve H; %39 olarak kantitiye edilmistir. (Horikami and Moyer 1995).
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PPRYV ig¢in, negatif iplik¢ikli RNA genomda hem mono- hem de polisistronik mRNA
tiretimiyle gelisen dengesiz transkripsiyon sebebiyle genom bdlgelerinin
transkripsiyon etkinligi tahmin edilememistir. Yakin zamanda Vero hiicreleri
kullanilarak gerceklestirilen bir ¢alismada inokulasyon sonrasi 24. saatte N proteini
ekspresyonunda 6nemli bir artis oldugu gosterilmistir (Zhang ve ark., 2013). Bu tez
caligmasinda ise yalmiz PPRV inokulasyonu sonrasi ‘N’ ekspresyon oranlarinin
saatler bazinda seyri her iki hiicre kiiltiirlinde de benzer sekilde gézlenmis, 12.saatte
neredeyse 1/8 oraninda bir diisiis izlenirken, PKT hiicre kiiltiiriinde sonraki saatlerde
kismen artiglar izlense de toplam 96 saatlik inkubasyon sonunda N geni ilgili

ekspresyonda %90 oraninda azalma gozlenmistir (Sekil 3.18).

PKT hiicre kiiltiiriinde ortalama kopya sayisinin mililitrede 7,5 milyona yakinken,
SFT-R hiicre hattinda 1,5 milyon kopyanin altinda kalmasi (Sekil 3.38), PKT hiicre
kiiltiirintin SFT-R hiicre hattina gére PPRV replikasyonu i¢in de daha uygun oldugu
goriisiinii  desteklemektedir. Calismanin  gerceklestigi  siiregte N protein
transkriptlerinde gozlenen genel diisiisiin, N proteini sentezinin replikasyonun
ilerleyen donemlerinde ve o6zellikle L gen iiriinii olan RdRp sentezi tamamlandiktan
sonra meydana gelecek olmasi (Horikami and Moyer 1995) ile iliskili oldugu

diistinilmistiir.

Ortak enfeksiyon mekanizmasinda etkili oldugu 6n goriilen immun sistemin énemli
tiyelerinden interferonlar, hem dogal hem de kazanilmis bagisiklikta rol oynayan,
antiviral etkili sitokinlerdir (Samuel, 2001). Virusla inokulasyon olmaksizin ilk pasaj
aninda PKT hiicre kiiltiiriinde IFNy ile kiyaslandiginda OTP-1 ekspresyonu 3 kat
daha fazladir (Sekil 3.37). Takip eden saatlerde de OTP-1 ekspresyonu hizla
yiikselmekte ve ortalama DNA kopya sayisi degerlendirildiginde aradaki farkin
oldukca arttirdign goriilmektedir. Bu bulgu OTP-1 salgisindan sorumlu trofoblast
hiicreleri (Martal ve ark., 1979) i¢in beklenen bir sonugtur. Yapilan tiim testlerde
diger gen/genom bolgesi ekspresyonlar ile kiyaslandiginda IFNy ekspresyonlarinin
oldukga diisiik olmasi (Sekil 3.37 ve 3.38), testlerin gergeklestirildigi hiicrelerin IFNy
tiretiminde gorev alan temel hiicreler olmamasindan kaynaklaniyor olabilecegini
diistindiirmektedir. IFNy iiretimini temel olarak CD4 T hiicreleri, CD8 sitotoksik

lenfositler, Natural Killer hiicreler, B hiicreleri, NKT hiicreleri ve profesyonel antijen
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sunucu hiicrelerin (monosit/makrofaj, dendritik hiicreler) yaptig1 bilinmektedir

(Schroder ve ark, 2004).

BVDV c¢p biyotiple enfeksiyonun makrofajlarda IFN tip I (a/) sentezini indiikledigi
tespit edilmis ve bu durumun apoptozisle sonuglandigi, cp ve ncp tipler arasindaki
farkin da bu sebeple olustugu Adler ve ark. (1997) tarafindan yapilan ¢alisma ile ileri
stirilmiistiir. Daha sonraki yillarda Schweizer ve Peterhans (2001) tarafindan yapilan
in vitro ¢alismada, bu teoriyi destekler sekilde ncp biyotip BVD virusun dsRNA
indiikte apoptozisi ve interferon {iretimini inhibe ettigi bulunmustur. Ayni yil
yayinlanan bir baska calismada ncp biyotip BVD virusun tip I interferon tiretimini
engelledigi in vivo olarak tespit edilmistir (Charleston ve ark., 2001). Ancak bir yil
sonra gnotobiyotik sigirlarda yiiriitiilen in vivo bir calismada 6nceki sonuglarin
aksine hem tip I hem de tip II interferonlarin indiiklendigi ve ncp BVDV temelli
immunosupresyonun diisik IFN yanittan kaynaklanmadigi oOne siiriilmiistiir
(Charleston ve ark., 2002). Diger taraftan cp BVDV’nin de ncp biyotip gibi
interferon diizenleyici faktor, IRF-3 (Interferon regulatory factor 3) fonksiyonunu
bloke ederek IFNo/f transkripsiyonunu engelledigi de bildirilmistir (Baigent ve ark.,
2002; 2004).

Sitopatojen biyotip i¢in in vitro sartlarda tip I IFN’leri hem indiikledigine hem de
inhibe ettigine dair ¢alisma sonuclar elde edilmistir. Kiiltiire edilmis fibroblast ve
epitelyal hiicrelerde yapilan bazi calismalarda, cp biyotipin IFN o/f’y1 oldukca
yetersiz indiiklemesi iizerine, virusun bazi mutantlari yapilmis ve IFNo/f yanitinin
virusun replikasyonuna degil, NP ekspresyonuna bagl oldugu tespit edilmistir (Gil
ve ark., 2006). Daha sonraki ¢aligmalarda yalmizca NP degil, zarf glikoproteini
E™’in de IFNo/p sentezini inhibe ettigi tespit edilmistir (Magkouras ve ark., 2008;
Matzener ve ark., 2009). Son yillarda yapilan ¢alismalarda ncp BVDV’nin, tip I
interferon salinimini indiikledigi in vivo olarak ve IFN uyaric1 genlerin uyarilmasin
arttirdig1 da microarray yontemiyle gosterilmistir. Persiste enfeksiyonun siirekli bir
dogal immun yanit uyaricist oldugu ve biiyiime geriligi ile immunosupresyonun bu
kronik IFN uyarimimin bir neticesi oldugu fikri 6ne siiriilmiistiir (Smirnova ve ark.,

2008; Shoemaker ve ark., 2009).


http://jvi.asm.org/search?author1=Matthias+Schweizer&sortspec=date&submit=Submit
http://jvi.asm.org/search?author1=Ernst+Peterhans&sortspec=date&submit=Submit
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Sigirlarda gebelikte etkili, yapisi ve gorevleri OTP-1 ile ayni, yine tip 1 interferon
olan BTP-1 ekspresyonu BVDV enfeksiyonu sonrasinda iireme kanali ve baz1 fotal
dokularda tespit edilmis (Swasdipan ve ark., 2001) ancak miktarlarindaki degisim

izerine bir caligma yapilmamustir.

Bu c¢alismada PKT hiicre kiiltiirinde BVDV inokulasyonu sonrasi IFNy
ekspresyonuyla ilgili 72 saat i¢indeki degisim, analizde 6nemsiz goriinse de ortalama
kopya sayilar1 goz Oniine alindiginda kismen diisiis gdzlenmektedir. Ote yandan
OTP-1 ekspresyonunda 0-72.saatler arasi siirekli artis gozlemlense de ortalama
kopya sayisi virus inokule edilmeyen hiicreyle kiyaslandiginda 1/7 oraninda daha
diistiktiir (Sekil 3.37). SFT-R hiicre hattinda da durum farkli degildir. Ortalama
kopya sayilar1 degerlendirildiginde BVDV varliginda IFNy ekspresyonu yartya
kadar, OTP-1 ekspresyonu ise, ciddi bigimde, 1/43’liikk azalma gostermistir (Sekil
3.38).

Interferonlar {izerine olan etki mekanizmalariyla ilgili olarak PPRV ile az sayida
calisma bulunmaktadir. PPRV’nin genellikle MeV’le benzer olarak; C ve V
proteinleri sayesinde IFNo/p inhibisyonuna yol agtig1 tahmin edilmektedir (Palosaari
ve ark., 2003; Ohno ve ark., 2004; Fontana ve ark., 2008; Ramachandran ve ark.,
2008; Caignard ve ark., 2009). Hiicre kiiltiiriinde yapilan bir ¢alismada MeV nin tip [
interferonlar1 inhibe ettigi dogrulanmis ancak virusun IFNy {izerinde bdyle bir etkiye
sahip olmadig1 belirtilmistir (Takeuchi ve ark., 2003). Ote yandan RPV ile yapilan
bir in vitro ¢aligmada virusun hem IFNo/pB hem de IFNy iizerine antagonist etkisi
oldugu bulunmustur (Nanda ve ark., 2006). PPRV ile ilgili ise ilk defa alveolar
makrofajlarda ve sinsityal hiicrelerde IFNy ekspresyonu Atmaca ve Kul (2012)
tarafindan yapilan bir ¢alismayla gosterilmis; IFNy yaninda TNF-a miktarlarinin da
yiiksekligiyle, PPRV patogenezinin MEV’den farkli oldugu diisiincesi ileri
siriilmiistiir. Morbillivirus ailesinden MEV, RPV, CDV ve PPRV V proteinleri
karsilastirildiginda 4 virusun da V proteininin tip I IFN etkisini bloke ettigi, ancak tip
IT TIFN etkisini bloke etmede degiskenlik gosterdikleri belirtilmistir. Aymi ¢alismada
bu viruslar i¢inde IFNa ile indiiklenen STAT]1 fosforilasyonunu bloke etmede RPV
ve PPRV’nin diger iki virusa gore ¢ok daha etkili oldugu, IFNy ile indiiklenen
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STAT1 fosforilasyonu engellemede ise oransal olarak RPV %90, PPRV %55 MeV
%16, ve CDV %11 etkili oldugu belirlenmistir (Chinnakannan ve ark., 2013).

Bu tez calismasinda, PKT hiicre kiiltiirinde PPRV inokulasyonu sonrasi IFNy ve
OTP-1 ekspresyonuyla ilgili 96 saat i¢inde artig goriilse de ortalama kopya sayilar
degerlendirildiginde, IFNy ekspresyonu i¢in neredeyse 1/5 oraninda OTP-1
ekspresyonunda da 1/3’1iik bir diisiis gézlemlenmektedir (Sekil 3.36). SFT-R hiicre
hattinda ise IFNy ekspresyonunda yaklasik 4,5 kat; OTP-1 ekspresyonunda ise
yaklagik 5,5 kat azalma olmustur (Sekil 3.38). PPRV inokulasyonu iki hiicrede de
hem IFNy hem de OTP-1 ekspresyonunda diisiise sebep olmustur. PPRV’nin, PKT
hiicre kiiltlirlinde IFNy {izerindeki disiiriicii etkisi daha fazla iken SFT-R hiicre

hattinda OTP-1 tizerindeki etkisi daha fazla gibi gériinmektedir.

Viruslarin  interferonlar iizerindeki etkileri BVDV ve PPRV arasinda
karsilagtirildiginda, BVD virusun OTP-1 iizerindeki etkisinin PPRV’a gore PKT
hiicre kiiltiiriinde, 2,5 kat daha fazla, SFT-R hiicre hattinda da 8,5 kat fazla oldugu
tespit edilmistir. IFNy i¢in PKT hiicre kiiltiirinde PPRV’nin etkisinin BVDV’nin
neredeyse 4,5 kati, SFT-R hiicre hattinda da 2 kat1 oldugu goriilmiistiir. Bu bilgilere
dayanarak BVD virusun PPR virusa kiyasla OTP-1 iizerindeki etkisinin; PPR virusun

da IFNy tizerindeki etkisinin daha fazla oldugu sdylenebilir (Sekil 3.37 ve 3.38).

Coklu inokulasyonlarda, IFNy ekspresyonu {iizerindeki azaltici etki, SFT-R hiicre
hattinda hi¢bir zaman yalniz PPRV inokulasyonundaki kadar olmamig, PKT hiicre
kiiltiirinde de es zamanli inokulasyon sonrasi yalniz PPRV inokulasyonu
sonrasindaki etkiyle hemen hemen ayni iken, diger tiim ¢oklu inokulasyonlarda yine
diisiik diizeyde kalmistir. BVD virusun da IFNy ekspresyonu iizerinde negatif bir
etkisi olmasmna ragmen iki virus birlikte oldugunda etkinin yalmiz PPRV
inokulasyonlarindaki kadar kuvvetli olmamasi, PPRV’nin IFNy ekspresyonu
tizerindeki etki mekanizmasinin BVDV varliginda farklilastigini diisiindiirmektedir

(Sekil 3.37 ve 3.38).

S6z konusu durum OTP-1 ve BVDV i¢in de gegerlidir. Coklu inokulasyonlarda,
OTP-1 ekspresyonu iizerindeki azaltici etki, iki hiicre kiiltiiriinde de higbir zaman

yalniz BVDV inokulasyonundaki kadar olmamis; PPR virusun da IFNy ekspresyonu
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tizerinde negatif bir etkisi olmasina ragmen iki virus birlikte oldugunda etkinin yalniz
BVDV inokulasyonlarindaki kadar kuvvetli olmamasi (Sekil 3.37 ve 3.38),
BVDV’nin OTP-1 ekspresyonu iizerindeki etki mekanizmasinin iki virusun
etkilesimiyle farklilastigina isaret ediyor olabilecegini diisiindiirmektedir. iki virusun
birlikte enfeksiyonlarinda etkilesimlerinin daha net anlasilabilmesi i¢in daha fazla

hiicresel ve viral parametrenin degerlendirilmesi gerektigi diistiniilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada tilkemiz i¢in 6nemli bir tehdit oldugu diistiniilen PPRV ve Pestivirus
ortak enfeksiyonlarinda rol aldig1 diistiniilen mekanizmalardan olan hiicresel antiviral
bilesenlerden IFN gamma ve tip I interferon sinifina dahil olan, embriyonik
interferon, Ovine Trophoblast Protein-1 (OTP-1) ekspresyonunun sorgulanmasi ve
s0z konusu iki virusun hem SFT-R hiicre hattinda hem de plasental dokuyu temsil
etmesi amaciyla primer koyun trofoblast (PKT) hiicre kiiltiiriinde ayr1 ayr1 ve birlikte
tiretilmeleriyle es zamanli enfeksiyonda viruslarin etkilesimi ile ilgili fikir edinilmesi

amaglanmistir. Bu kapsamda yapilan testlerden elde edilen sonuglara gore;

Testlerde kullanilan iki hiicre kiiltiiriinde de BVDV ve PPRV iiremesi etkili bir
bicimde gergeklestigi, gerek olusan sitopatik etkinin siddeti ve olusum zamani,
gerekse de BVDV- 5’UTR ve PPRV-N ekspresyon oranlari kiyaslandiginda, iki
virusun da replikasyonlar1 i¢in PKT hiicre kiiltliriiniin, SFT-R hiicre hattina gore

daha uygun oldugu tespit edildi.

Iki hiicre kiiltiiriinde de 5> UTR ve N ekspresyonlarindaki degisimlerin benzer seyir
izledigi dolayisiyla her iki hiicrenin virus lremelerine esit oranda hizmet ettigi

belirlendi.

BVD Virusun her iki hiicrede de en yiiksek replikasyon aktivitesini PPRV varliginda

ve inokulasyon sonrasi 6. saatte sergiledigi tespit edildi.
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BVDV inokulasyonunun iki hiicre kiiltiiriinde de hem IFNy hem de OTP-1
ekspresyonunda diislise sebep oldugu ancak bu etkinin OTP-1 iizerinde ¢ok daha

kuvvetli oldugu belirlendi.

PPRV inokulasyonunun iki hiicre kiiltirinde de hem IFNy hem de OTP-1
ekspresyonunda diisiise sebep oldugu, ancak bu etkinin IFNy {izerinde daha kuvvetli

oldugu belirlendi.

Coklu virus inokulasyonlarinda PPRV’nin IFNy iizerindeki, BVDV’nin de OTP-1

tizerindeki baskilayicr etkilerinde azalma oldugu tespit edildi.

PKT hiicre kiiltiiriinde 6nce BVDV, 12 saat sonra PPRV inokulasyonunda diger
coklu inokulasyonlara gore oldukca farkli bir sonug alindi. PPRV-N kopya sayisinin
diger tiim testlere gore en yliksek miktarda, BVDV-5"UTR kopya sayisinin ¢oklu
inokulasyon yapilan diger tiim testlere gore en diisiikk miktarda ve IFNy ve OTP-1
kopya sayilari da diger biitiin testlere gore en yiiksek miktarda tespit edildi.

PKT hiicrelerinde normalde tespit edilemeyen OTP-1 ekspresyonunda BVDV
enfeksiyonu ile birlikte bariz bir olusum ve stabil bir seyir oldugu, IFNy
ekspresyonunun ise PPRV enfeksiyonu varliginda tespit edilebildigi ve énce BVDV
24 saat sonra PPRV inokulasyonu denemesinde en yiiksek seviyeye ulastigi

belirlendi.

Sonug olarak; BVDV enfeksiyonu sonrasinda dogal ve edinilmis bagisik yanitin iki
onemli bileseni olan IFNy ve OTP-1 diizeyinde kritik diisiislerin gergeklestigi ve bu
sliregte meydana gelebilecek olas1t PPRV enfeksiyonu ile IFNy diizeyindeki daha ileri

diistislerin PPRV yoniinden fotal enfeksiyon riskini arttirabilecegi sonucuna varildi.
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Bu bilgilere dayanarak;

S6z konusu iki virusun birlikte iiremesi ve etkilesimi ile ilgili gelecekte yapilacak
olan ¢alismalarda ortak enfeksiyonun gelisim mekanizmasini anlama konusunda
daha aydinlatic1 olmasi amaciyla; ¢oklu inokulasyonlarin yapilacag: saat araliklarinin
fazlalastirilmasi, farkli kokenli hiicre tiplerinin de kullanilmasi ve daha fazla hiicresel
tirtiniin ifadesindeki degisikliklerin sorgulanmasi ayrica in vivo ¢alismalarin da dahil

edilmesi onerilmektedir.
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OZET

Embriyonik interferon (OTP-1) ve interferon Gamma Ekspresyonunun in vitro
Sartlarda PPRYV ve Pestivirus Ortak Enfeksiyonuna Etkisinin Arastirilmasi.

Tirkiye’de son yillarda Onemi artan es zamanli PPRV ve Pestivirus
enfeksiyonlarinda, bazi hiicresel ve enfeksiy6z nitelikli (ruminant Pestivirus)
unsurlarin PPR virusunun plasental bariyeri gegmesindeki olasi rollerini ve viruslarin
interferonlar lizerindeki etki mekanizmalarini in vitro sartlarda sorgulamak amaciyla
koyun primer trofoblast (PKT) ve fotal koyun timiis (SFT-R) hiicrelerinde her iki
virusun ayr1 ayr1 ve birlikte, farkli zaman noktalarinda inokulasyonlar1 sonrasinda
OTP-1 ve IFN-gamma ekspresyonundaki ve viral gen ekspresyonlarindaki
degisiklikler Es Zamanli RT-PCR yontemi ile sorgulandi.

Iki hiicre kiiltiirinde de BVDV ve PPRYV iiremesi etkili bir bigimde gerceklesti, gerek
olusan sitopatik etkinin siddeti ve olusum zamam gerekse de BVDV- 5’UTR ve
PPRV-N ekspresyon oranlar1 kiyaslandiginda, iki virusun da replikasyonlart i¢in
PKT hiicre kiiltliriiniin SFT-R hiicre hattina gore daha uygun oldugu tespit edildi.
Hem BVDV hem de PPRV inokulasyonunun, iki hiicre kiiltiiriinde de, 96 saatlik test
stiresinde hem IFN-gamma hem de OTP-1 ekspresyonunda diisiise sebep oldugu
ancak BVD virusun OTP-1 iizerinde, PPR virusun da IFN-gamma {izerindeki azaltici
etkisinin daha kuvvetli oldugu belirlendi. Coklu virus inokulasyonlarinin viruslarin
etkilerinde degisikliklere sebep oldugu belirlendi.

Es zamanli PPRV ve Pestivirus enfeksiyonlar1 sirasinda viruslar arasindaki
etkilesimin ve viruslarin hiicresel mekanizmalar tizerindeki etkilerinin daha net
anlagilabilmesi i¢in yapilacak in vitro ¢alismalarda farkli kokenli hiicre tiplerinin
dahil edilmesi, inokulasyonlarin yapilacagi saat araliklarimin arttirilmasi ve daha
fazla hiicresel triiniin ifadesindeki degisikliklerin sorgulanmasi 6nerildi.

Anahtar Sozciikler: Embriyonik interferon, Es Zamanli RT-PCR, Interferon
gamma, PPR Virus, Ruminant Pestiviruslari,
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SUMMARY

In vitro Investigation of The Effects of Embryonic Interferon (OTP-1) and
Interferon Gamma Expressions on Concurrent PPRV And Pestivirus Infections.

To investigate the role of some cellular and infectious (ruminant Pestivirus)
components for the occurrence of transplasental PPRV infection and the effects of
BVDV and PPRYV on interferons during the concurrent infections, both viruses were
inoculated separately and together at different time points in primary ovine
trophoblast and sheep fetal thymus (SFT-R) cell cultures, OTP-1, IFNy and viral
gene expression levels quantified by Real Time RT-PCR.

Replication of both BVDV and PPRV were efficient in the cell cultures, when the
severity and the origin time of the cythopathic effects as well as BVDV-5" UTR and
PPRV-N expression levels evaluated, primary ovine trophoblast cell culture was
more permissive than SFT-R. Both viruses caused lower expression levels of OTP-1
and IFN gamma in both of the cell cultures in 96 hours. Moreover, BVDV had a
stronger effect on OTP-1 whereas PPRV on IFN-gamma. Simultaneous inoculations
caused changes on the courses of these effects.

For a better understanding of the interactions of the viruses and the effects of them
on cellular mechanisms during concurrent infections; different cell types, more
cellular components and more time points of inoculations should be included in the
future in vitro studies.

Key Words: Embryonic interferon, Interferon gamma, PPR Virus, Real Time RT-
PCR, Ruminant Pestiviruses
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EK-1 Caligmada kullanilan bazi soliisyonlarin bilesimleri
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PBS-M

Karigim Bilesen gr/lt.

A Karisim NaCl 8.0
KCI 0.2
Na,HPO4-12H,0 2.37
KH2PO4 0.2

B Karisimi Dekstroz 1.0
Fenol Red 0.02

TRIS-ASETIK ASIT-EDTA (TAE 10X)

Bilesen Miktar/It

Tris base 24.2 gr

0,5M EDTA 10 ml

Asetik asit 571 ml

VERSEN-TRIPSIN

Karigim Bilesen gr/lt.

A Karisimi NaCl 8.0
KCI 0.2
Na;HPO4-12H,0 2.37
KH2PO4 0.2

B Karigimi Titriplex I11 1.0

C Karigimi Tripsin 1.25




EK-2. Es Zamanli PCR Islemi Sonuclarinin Istatistiki Analizleri

120

SFT-R Hiicre Hattina Virus Inokulasyonu Olmaksizin Gen Ifadelerinin

Analizleri
1. p-aktin
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
1,00 | 3|3588833,3333 | 3082384,48013 | 1779615,50935 | -4068234,1959 | 11245900,8625| 46500,00 | 5660000,00
2,00 3] 2924000,0000 | 2185083,06478 | 1261558,29565 | -2504047,2445 8352047,2445 | 402000,00 | 4250000,00
3,00 | 3|3807566,6667 | 3256515,43269 | 1880150,06168 | -4282066,1286 | 11897199,4619 | 52700,00 | 5860000,00
4,00 | 3| 3333000,0000 | 2501263,08093 | 1444104,91309 | -2880481,9463 | 9546481,9463 | 449000,00 | 4910000,00
5,00 3] 2553300,0000 | 2177495,04477 | 1257177,35026 | -2855897,5579 7962497,5579 | 39900,00 | 3870000,00
6,00 | 3|3577000,0000 | 2664274,19760 | 1538219,42518 | -3041424,0087 | 10195424,0087 | 501000,00 | 5160000,00
Total | 18 | 3297283,3333 | 2292016,12643 | 540233,38186 | 2157490,5286 | 4437076,1381 [ 39900,00 | 5860000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 3,353E12| 5 6,707E11 | ,094 | ,992
Within Groups 8,595E13 | 12 7,163E12
Total 8,931E13 | 17
2. IFNy
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
1,00 | 3]180000,0000 | 26627,05391 | 15373,13674 113854,7312 246145,2688 | 155000,00 | 208000,00
2,00 | 3|175666,6667 | 72472,98347 | 41842,29652 -4366,2047 355699,5380 | 111000,00 | 254000,00
3,00 | 3|208000,0000| 9643,65076| 5567,76436 184043,8435 231956,1565 | 201000,00 | 219000,00
4,00 | 3|184666,6667 | 30892,28598 | 17835,66963 107925,9741 261407,3593 | 149000,00 | 203000,00
5,00 | 3]258333,3333 | 28290,16319 | 16333,33333 188056,6721 328609,9946 | 227000,00 | 282000,00
6,00 | 3|371333,3333| 90743,22748 | 52390,62681 145914,6599 596752,0068 | 277000,00 | 458000,00
Total | 18 | 229666,6667 | 83451,99395 | 19669,82361 188166,9664 271166,3669 | 111000,00 | 458000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 8,631E10| 5 1,726E10 | 6,455 | ,004
Within Groups 3,209E10 | 12 2,674E9
Total 1,184E11 | 17
3. OTP-1
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound | Minimum Maximum
1,00 | 3| 2214000,0000| 1638794,67902 946158,54908 | -1856991,6640 | 6284991,6640 | 322000,00 | 3190000,00
2,00 3 103200,0000 141953,93619 81957,14327 -249433,1262 455833,1262 | 16000,00 267000,00
3,00 | 3| 5042000,0000| 8450823,80600 | 4879085,39927 |-15951010,1118 | 26035010,1118 | 113000,00 | 14800000,00
4,00 | 3| 6974000,0000 | 11800471,68549 | 6813005,50418 | -22339996,7304 | 36287996,7304 | 146000,00 | 20600000,00
500 ] 3 767000,0000 | 1015981,79118 586577,36063 | -1756838,6819 | 3290838,6819 | 164000,00 | 1940000,00
6,00 | 3|11180333,3333|18809783,42069 | 10859833,52133 | -35545759,0119 | 57906425,6785 | 317000,00 | 32900000,00
Total | 18| 4380088,8889 | 9090301,62063 | 2142604,63966 -140411,7570 | 8900589,5348 | 16000,00 | 32900000,00




ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 2,683E14| 5 5,367E13 | ,567 | ,724
Within Groups 1,136E15 | 12 9,470E13
Total 1,405E15 | 17
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SFT-R Hiicre Hattina BVDV Inokulasyonu Sonrasi Gen Ifadelerinin Analizleri

1. p-aktin
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3|6256666,6667 | 2907444,46780 | 1678613,84614 | -965825,7806 | 13479159,1139 | 3010000,00 | 8620000,00
2,00 315023333,3333 | 285365,26301 | 164755,71142 | 4314446,7219 5732219,9448 | 4730000,00 | 5300000,00
3,00 | 3| 3793333,3333 | 3740432,23884 | 2159539,55998 | -5498415,4494 | 13085082,1161 | 1510000,00 | 8110000,00
4,00 | 3]4070000,0000 | 1480776,82316 | 854926,89746 391546,4509 | 7748453,5491 | 3000000,00 | 5760000,00
5,00 | 3]2803333,3333| 991581,22881 | 572489,68938 340109,0086 | 5266557,6581 | 1700000,00 | 3620000,00
6,00 | 3| 3796666,6667 | 664253,96750 | 383507,20694 | 2146568,3358 | 5446764,9975 | 3180000,00 | 4500000,00
Total | 18 | 4290555,5556 | 2082813,34687 | 490923,81384 | 3254796,8456 | 5326314,2655 | 1510000,00 | 8620000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 2,146E13| 5 4,293E12 | ,985 | ,466
Within Groups 5,229E13| 12 4,357E12
Total 7,375E13 | 17
2. IFNy
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
1,00 | 3]145666,6667 | 44410,95961 | 25640,67948 35343,7271 255989,6062 | 112000,00 | 196000,00
2,00 | 3| 51166,6667 | 6634,25454| 3830,28865 34686,2648 67647,0686 | 43900,00 | 56900,00
3,00 | 3(213333,3333| 55175,47764 | 31855,57687 76269,8486 350396,8181 | 150000,00 | 251000,00
4,00 | 3| 68133,3333| 5604,75988 | 3235,90963 54210,3379 82056,3287 | 62400,00 | 73600,00
5,00 | 3| 63966,6667 | 4178,91533| 2412,69789 53585,6655 74347,6678 | 59400,00 | 67600,00
6,00 | 3|127333,3333| 24006,94344 | 13860,41526 67696,7798 186969,8869 | 112000,00 | 155000,00
Total | 18 | 111600,0000 | 64203,92145 | 15133,00941 79672,1410 143527,8590 | 43900,00 | 251000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 5,870E10| 5 1,174E10 | 12,390 | ,000
Within Groups 1,137E10 | 12 9,476E8
Total 7,008E10 | 17
3. OTP-1
Descriptives
CALCULATED
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound | Minimum | Maximum
1,00 | 3] 142033,3333| 67971,34200 | 39243,27260 -26816,8406 310883,5073 | 73100,00 | 209000,00
2,00 | 3]112600,0000| 45769,85908 | 26425,24046 -1098,6330 226298,6330 | 59800,00 | 141000,00
3,00 | 3| 95966,6667 | 17352,90562 | 10018,70473 52859,6594 139073,6739 | 85600,00 | 116000,00
4,00 | 3(103333,3333| 5033,22296 | 2905,93263 90830,1144 115836,5523 | 98000,00 | 108000,00
5,00 | 3| 91866,6667| 8463,05697 | 4886,14822 70843,2677 112890,0657 | 82400,00 | 98700,00
6,00 | 3| 59033,3333| 14785,24039 | 8536,26252 22304,7601 95761,9066 | 46000,00 | 75100,00
Total | 18 | 100805,5556 | 38914,48350 | 9172,23172 81453,8382 120157,2729 | 46000,00 | 209000,00
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ANOVA
CALCULATED
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 1,108E10| 5 2,216E9 | 1,814 |,185
Within Groups 1,466E10 | 12 1,222E9
Total 2,574E10 | 17
4, 5 UTR
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3 4170,0000 183,30303 105,83005 3714,6500 4625,3500 4010,00 4370,00
2,00 | 3|10256666,6667 | 5513586,24974 | 3183270,50549 | -3439840,8633 | 23953174,1966 | 4370000,00 | 15300000,00
3,00 | 3| 1563666,6667 884307,82725 510555,36211 | -633075,7558 | 3760409,0891 631000,00 | 2390000,00
4,00 | 3| 4803333,3333| 1218209,06799 703333,33333 | 1777134,2467 | 7829532,4199 | 3960000,00 | 6200000,00
500 ] 3 1,4933E8 | 44433470,86750 | 25653676,36638 | 38954472,6874 2,5971E8 1,17E8 2,00E8
6,00 | 3 1,7783E8 | 68103475,19278 | 39319559,73530 | 8654922,3057 3,4701E8 | 99500000,00 2,23E8
Total | 18 | 57299083,8889 | 82732879,85407 | 19500326,79064 | 16156990,6532 | 98441177,1246 4010,00 2,23E8

Results

ANOVA

Sum of Squares | df

Sig.

Total

Between Groups
Within Groups

1,031E17| 5
1,329E16 | 12
1,164E17 | 17

Mean Square F
2,061E16 | 18,613
1,108E15

,000

SFT-R Hiicre Hattina PPRV Inokulasyonu Sonrasi Gen Ifadelerinin Analizleri

1. p-aktin
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean

N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3|2066666,6667 | 220075,74454 | 127060,79035| 1519968,2102 | 2613365,1231 | 1850000,00 | 2290000,00
2,00 | 3| 2836666,6667 | 1143517,96371 | 660210,40417 -3989,4311 | 5677322,7644 | 1830000,00 | 4080000,00
3,00 | 3|5923333,3333 | 3610295,46344 | 2084405,05767 | -3045137,7780 | 14891804,4446 | 1760000,00 | 8190000,00
4,00 | 3]2993333,3333 | 896679,05815| 517697,89560 765859,0696 | 5220807,5970 | 2130000,00 | 3920000,00
5,00 | 3|4953333,3333 | 3219383,99905 | 1858712,21848 | -3044059,8673 | 12950726,5340 | 1270000,00 | 7230000,00
6,00 | 3| 2483333,3333 | 2239962,79731 | 1293243,12400 | -3081042,7244 | 8047709,3910 | 1000000,00 | 5060000,00
Total | 18 | 3542777,7778 | 2381645,02110 | 561359,11493 | 2358413,5723 | 4727141,9832 | 1000000,00 | 8190000,00

ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 3,528E13| 5 7,055E12 | 1,384 | ,297
Within Groups 6,115E13 | 12 5,096E12
Total 9,643E13 | 17




2. IFNy
Descriptives
CALCULATED
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound | Minimum | Maximum
1,00 | 3|45100,0000 | 15282,66992 | 8823,45359 7135,7433 83064,2567 | 28100,00 | 57700,00
2,00 | 3|45266,6667 | 13661,74708 | 7887,61336 11329,0055 79204,3278 | 33200,00 | 60100,00
3,00 | 3|36766,6667 | 16184,66352 | 9344,21984 -3438,2663 76971,5997 | 24100,00 | 55000,00
4,00 | 3|86400,0000 | 44954,75503 | 25954,63992 -25273,8023 198073,8023 | 55700,00 | 138000,00
5,00 | 3|26433,3333| 9952,05171| 5745,81974 1711,0664 51155,6003 | 18500,00 | 37600,00
6,00 | 3|78933,3333| 70219,75031 | 40541,39174 -95502,1965 253368,8632 | 37000,00 | 160000,00
Total | 18 | 53150,0000 | 37655,03247 | 8875,37627 34424,5929 71875,4071 | 18500,00 | 160000,00
ANOVA
CALCULATED
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 8,638E9| 5 1,728E9 | 1,341 | ,312
Within Groups 1,547E10 | 12 1,289E9
Total 2,410E10 | 17
3. OTP-1
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound | Minimum Maximum
1,00 | 3 33000,0000 7357,30929 4247,74450 14723,4305 51276,5695 | 24600,00 38300,00
2,00 | 3| 122133,3333 87440,11284 50483,57269 -95079,9485 339346,6152 | 67800,00 223000,00
3,00 | 3| 4067000,0000 | 6697022,99533 | 3866528,02912 | -12569327,3792 | 20703327,3792 | 175000,00 | 11800000,00
4,00 | 3| 437666,6667 | 495728,08407 | 286208,74278 -793790,1617 | 1669123,4951 | 143000,00 | 1010000,00
5,00 | 3| 237000,0000 8888,19442 5131,60144 214920,5011 259079,4989 | 230000,00 247000,00
6,00 | 3 72400,0000 13743,72584 7934,94381 38258,6923 106541,3077 | 57100,00 83700,00
Total ] 18| 828200,0000 | 2747079,30676 | 647492,80209 -537890,4004 | 2194290,4004 | 24600,00 | 11800000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 3,808E13| 5 7,616E12 | 1,013 | ,452
Within Groups 9,021E13 | 12 7,517E12
Total 1,283E14 | 17
4, N
Descriptives
CALCULATED
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3| 7786666,6667 | 907872,97202 | 524160,70479 | 5531385,1794 | 10041948,1540 | 6840000,00 | 8650000,00
2,00 | 3 28833,3333 12716,26255 7341,73761 -2755,6140 60422,2807 14200,00 37200,00
3,00 | 3 86166,6667 24777,87992 | 14305,51564 24615,0007 147718,3326 62600,00 | 112000,00
4,00 | 3| 110800,0000 48693,73676 | 28113,34203 -10161,9478 231761,9478 81200,00 | 167000,00
500 | 3| 220466,6667 | 108557,14317 | 62675,49583 -49204,2266 490137,5599 96400,00 | 298000,00
6,00 | 3 56966,6667 34076,43369 | 19674,03817 -27683,8874 141617,2207 28200,00 94600,00
Total | 18 | 1381650,0000 | 2964824,31287 | 698815,79222 -92722,4445 2856022,4445 14200,00 | 8650000,00
ANOVA
CALCULATED
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 1,478E14| 5 2,955E13 | 210,993 | ,000
Within Groups 1,681E12 | 12 1,401E11
Total 1,494E14 | 17

123



124

SFT-R Hiicre Hattina Es Zamanh BVDV ve PPRV inokulasyonu Sonrasi Gen
ifadelerinin Analizleri

1. p-aktin
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 3 2219626,6667 | 3810883,25853 | 2200214,47516 | -7247132,1509 | 11686385,4843 280,00 | 6620000,00
2,00 | 3|5356333,3333 | 3958368,39283 | 2285365,05715 | -4476798,8683 | 15189465,5350 | 809000,00 | 8030000,00
3,00 3| 6380000,0000 | 911482,30921 | 526244,55658 | 4115752,4221 8644247,5779 | 5720000,00 | 7420000,00
4,00 3 1733700,0000 | 2889322,61439 | 1668151,18919 | -5443775,2678 8911175,2678 62100,00 | 5070000,00
5,00 | 3| 2368000,0000 | 2378123,63009 | 1373010,31800 | -3539586,5927 | 8275586,5927 4000,00 | 4760000,00
6,00 3| 681053,3333|1151018,70034 | 664540,95648 | -2178235,6271 3540342,2938 160,00 | 2010000,00
Total | 18 | 3123118,8889 | 3137319,99511 | 739473,41443 | 1562966,3597 4683271,4181 160,00 | 8030000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 7,463E13| 5 1,493E13 11,932 | ,162
Within Groups 9,270E13 | 12 7,725E12
Total 1,673E14 | 17
2. IFNy
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
1,00 3 5646,6667 | 3002,93745| 1733,74675 -1813,0435 13106,3768 2240,00 7910,00
2,00 | 3| 25710,0000 | 20696,31127 | 11949,02088 -25702,4873 77122,4873 4630,00 | 46000,00
3,00 | 3| 14010,0000| 4475,07542| 2583,68600 2893,2964 25126,7036 9230,00 | 18100,00
4,00 | 3| 73700,0000| 43370,84274 | 25040,16773 -34039,1460 181439,1460 | 35800,00 | 121000,00
5,00 | 3]111000,0000 | 30199,33774 | 17435,59577 35980,6862 186019,3138 | 83000,00 | 143000,00
6,00 | 3| 139333,3333| 12342,33905| 7125,85278 108673,2634 169993,4032 | 129000,00 | 153000,00
Total | 18| 61566,6667 | 55700,99777 | 13128,85108 33867,2121 89266,1212 2240,00 | 153000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 4,594E10| 5 9,188E9 | 16,201 | ,000
Within Groups 6,805E9 | 12 5,671E8
Total 5,274E10 | 17
3. OTP-1
Descriptives
CALCULATED
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound | Minimum | Maximum
1,00 | 3| 471633,3333| 643215,51857 | 371360,65280 | -1126202,5931 | 2069469,2598 | 32900,00 | 1210000,00
2,00 | 3| 963333,3333|1164424,46442 | 672280,77798 | -1929257,3912 | 3855924,0579 | 169000,00 | 2300000,00
3,00 | 3| 651000,0000 | 426489,15578 | 246233,62890 -408457,7955 | 1710457,7955 | 170000,00 | 983000,00
4,00 311296333,3333 | 1173392,65949 | 677458,56782 | -1618535,6228 | 4211202,2895 | 279000,00 | 2580000,00
5,00 | 3| 1149666,6667 | 654209,70134 | 377708,14718 -475480,3238 | 2774813,6572 | 459000,00 | 1760000,00
6,00 3| 972666,6667 | 324692,67521 | 187461,40343 166085,3475 | 1779247,9859 | 724000,00 | 1340000,00
Total | 18| 917438,8889 | 733271,37031 | 172833,71947 552791,6152 | 1282086,1626 | 32900,00 | 2580000,00




ANOVA
CALCULATED
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 1,417E12| 5 2,834E11 | ,440 1,812
Within Groups 7,724E12 | 12 6,436E11
Total 9,141E12 | 17
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4, S°UTR
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3| 8329333,3333| 6972788,63392 | 4025741,39480 | -8992033,8683 | 25650700,5349 288000,00 | 12700000,00
2,00 | 310925333,3333|10174179,34446 | 5874065,18331 | -14348729,2624 | 36199395,9290 476000,00 | 20800000,00
3,00 | 3 44600000,0000 | 20347235,68449 | 11747481,99970 | -5945335,4937 | 95145335,4937 | 25100000,00 | 65700000,00
4,00 | 3|58566666,6667 | 25155980,07102 | 14523811,86573 | -3924252,1038 1,2106E8 | 30700000,00 | 79600000,00
5,00 | 3]68970000,0000 | 54040768,86944 | 31200452,45398 | -65274711,9206 2,0321E8 | 7110000,00 1,07E8
6,00 | 3 1,1083E8 | 41068032,98593 | 23710639,89951 | 8814683,8456 2,1285E8 | 63500000,00 1,37E8
Total | 18 | 50370777,7778 | 44648013,62363 | 10523637,73326 | 28167842,9527 | 72573712,6029 288000,00 1,37E8
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 2,228E16| 5 4,455E15 | 4,604 | ,014
Within Groups 1,161E16 | 12 9,677E14
Total 3,389E16 | 17
5 N
Descriptives
CALCULATED
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3]29633333,3333 | 3407834,11177 | 1967513,94178| 21167804,1009 | 38098862,5658 | 26100000,00 | 32900000,00
2,00 | 3|21700000,0000| 6643041,47210| 3835361,78215| 5197770,1584 | 38202229,8416 | 14100000,00 | 26400000,00
3,00 | 3|30366666,6667 | 2107921,56717 | 1217009,08424 | 25130299,2083 | 35603034,1251 | 29100000,00 | 32800000,00
4,00 | 3]37333333,3333 | 14407405,50319 | 8318119,44559 | 1543353,9944 | 73123312,6723 | 20800000,00 | 47200000,00
5,00 | 329833333,3333|20460775,48221 | 11813034,23248 | -20994050,6537 | 80660717,3203 | 16600000,00 | 53400000,00
6,00 | 3|54033333,3333|11754715,36590 | 6786588,08075 | 24833001,6020 | 83233665,0647 | 40500000,00 | 61700000,00
Total ] 18 | 33816666,6667 | 14325306,69007 | 3376507,16771 | 26692859,2456 | 40940474,0878 | 14100000,00 | 61700000,00

ANOVA
CALCULATED
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 1,839E15| 5 3,679E14 | 2,677 | ,075
Within Groups 1,649E15 | 12 1,374E14
Total 3,489E15 | 17




SFT-R Hiicre Hattina Once BVDV ve 6 Saat Sonra PPRV Inokulasyonu
Sonrasi Gen Ifadelerinin Analizleri

1. p-aktin
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 313203333,3333 | 2148542,14139 | 1240461,38370 | -2133941,2254 8540607,8920 | 1740000,00 | 5670000,00
2,00 | 3|3223333,3333 | 1616240,49366 | 933136,88409 | -791630,6282 | 7238297,2949 | 1370000,00 | 4340000,00
3,00 31 5730000,0000 | 3817237,22082 | 2203882,93700 | -3752542,9349 | 15212542,9349 | 2450000,00 | 9920000,00
4,00 315703333,3333 | 2150031,00753 | 1241320,98096 362360,2261 | 11044306,4406 | 3560000,00 | 7860000,00
5,00 | 3|4513333,3333 | 1275630,56303 | 736485,64895| 1344491,3455| 7682175,3212 | 3550000,00 | 5960000,00
6,00 3| 5420000,0000 | 3698661,92021 | 2135423,45527 | -3767985,5590 | 14607985,5590 | 1170000,00 | 7910000,00
Total | 18 | 4632222,2222 | 2479337,09251 | 584385,35699 | 3399276,8926 5865167,5519 | 1170000,00 | 9920000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 2,104E13| 5 4,208E12 | ,605 | ,698
Within Groups 8,346E13 | 12 6,955E12
Total 1,045E14 | 17
2. IFNy
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
1,00 3 5810,0000 | 3487,67831| 2013,61201 -2853,8732 14473,8732 1940,00 8710,00
2,00 | 3| 25656,6667 | 20768,54914 | 11990,72744 -25935,2695 77248,6028 4670,00 | 46200,00
3,00 | 3| 13810,0000| 4541,94892| 2622,29543 2527,1734 25092,8266 9130,00 | 18200,00
4,00 | 3| 72700,0000| 41877,08204 | 24177,74459 -31328,4387 176728,4387 | 35400,00 | 118000,00
5,00 | 3]111700,0000 | 32472,60384 | 18748,06657 31033,5802 192366,4198 | 83100,00 | 147000,00
6,00 | 3| 136666,6667 | 13428,82472 | 7753,13557 103307,6168 170025,7166 | 127000,00 | 152000,00
Total | 18| 61057,2222 | 55183,97197 | 13006,98693 33614,8786 88499,5659 1940,00 | 152000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 4,486E10| 5 8,973E9 | 15,593 | ,000
Within Groups 6,905E9 | 12 5,754E8
Total 5,177E10 | 17
3. OTP-1
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3|1047000,0000| 141417,82066 81647,61683 695698,6586 | 1398301,3414 | 957000,00| 1210000,00
2,00 | 3|1200000,0000| 113578,16692 65574,38524 917856,1923 | 1482143,8077 | 1120000,00 | 1330000,00
3,00 3| 4546666,6667 | 5763907,81791 | 3327793,73025 | -9771674,1108 | 18865007,4442 | 1070000,00 | 11200000,00
4,00 | 3| 864666,6667 80835,22335 46670,23796 663860,8399 | 1065472,4934 | 817000,00 958000,00
5,00 | 3|1483333,3333| 180092,56879 | 103976,49307 | 1035958,5916 | 1930708,0751 | 1300000,00| 1660000,00
6,00 | 3|4713333,3333|6310470,13568 | 3643351,63155 | -10962743,5096 | 20389410,1763 | 1050000,00 | 12000000,00
Total | 18 | 2309166,6667 | 3390020,18474 | 799035,42033 623349,2896 | 3994984,0437 | 817000,00 | 12000000,00
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ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 4,913E13| 5 9,827E12 | ,806 | ,567
Within Groups 1,462E14 | 12 1,219E13
Total 1,954E14 | 17
4. S°UTR
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 3| 1537333,3333| 1522294,75902 878897,28890 | -2244256,4859 | 5318923,1526 | 212000,00| 3200000,00
2,00 ] 3 335666,6667 435057,74712 251180,70742 -745076,6898 | 1416410,0231 79900,00 838000,00
3,00 | 3| 7253333,3333| 4482692,64319 | 2588083,80424 | -3882292,5118 | 18388959,1785 | 3460000,00 | 12200000,00
4,00 | 3| 9926333,3333 | 11846451,38146 | 6839551,89403 | -19501883,2938 | 39354549,9604 | 149000,00 | 23100000,00
500 | 3 2,0067E8 | 25890796,30551 | 14948058,21652 1,3635E8 2,6498E8 1,81E8 2,30E8
6,00 | 3 1,3633E8 | 12662279,94215 | 7310570,73315 1,0488E8 1,6779E8 1,22E8 1,46E8
Total | 18 | 59342111,1111 | 82470310,34100 | 19438438,56289 | 18330590,6224 1,0035E8 79900,00 2,30E8
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 1,136E17| 5 2,273E16 | 137,240 | ,000
Within Groups 1,987E15 | 12 1,656E14
Total 1,156E17 | 17
5. N
Descriptives
CALCULATED
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound | Minimum [ Maximum
1,00 | 3]229666,6667 | 40673,49669 | 23482,85427 128628,0997 330705,2337 | 187000,00 | 268000,00
2,00 | 3|561333,3333 | 526362,35934 | 303895,44986 -746223,2536 | 1868889,9202 | 136000,00 | 1150000,00
3,00 | 3|346333,3333| 88556,94966 | 51128,37873 126345,6750 566320,9916 | 256000,00 | 433000,00
4,00 | 3|665000,0000 | 119678,73662 | 69096,55081 367701,5371 962298,4629 | 566000,00 | 798000,00
5,00 | 3|608000,0000 | 661310,81951 | 381807,97966 | -1034787,1459 | 2250787,1459 | 184000,00 | 1370000,00
6,00 | 3]289333,3333| 17616,28035| 10170,76420 245572,0670 333094,5997 | 273000,00 | 308000,00
Total | 18 | 449944,4444 | 341546,04758 | 80503,17544 280097,5908 619791,2981 | 136000,00 | 1370000,00
ANOVA
CALCULATED
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 5,061E11| 5 1,012E11 | ,822 | ,557
Within Groups 1,477E12 | 12 1,231E11
Total 1,983E12 | 17




SFT-R Hiicre Hattina Once BVDV ve 12 Saat Sonra PPRYV Inokulasyonu
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1. p-aktin
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3|3903333,3333 | 3723121,45025 | 2149545,17153 | -5345413,0667 | 13152079,7333 | 1630000,00 | 8200000,00
2,00 | 3|6970000,0000 | 2426252,25399 | 1400797,39196 942855,2776 | 12997144,7224 | 4240000,00 | 8880000,00
3,00 | 3|4376666,6667 | 1108211,77278 | 639826,36533 | 1623716,0093 | 7129617,3240 | 3130000,00 | 5250000,00
4,00 | 3| 4590000,0000 | 2407882,88752 | 1390191,83329 | -1391512,6864 | 10571512,6864 | 2860000,00 | 7340000,00
5,00 | 3|5546666,6667 | 749021,58402 | 432447,81316| 3685993,9029| 7407339,4305 | 5070000,00 | 6410000,00
6,00 | 3|4110000,0000 | 2701906,73414 | 1559946,58028 | -2601908,4119 | 10821908,4119 | 1000000,00 | 5880000,00
Total | 18 | 4916111,1111 | 2292420,09005 | 540328,59700 | 3776117,4200| 6056104,8022 [ 1000000,00 | 8880000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 2,007E13| 5 4,013E12 | ,695 | ,637
Within Groups 6,927E13 | 12 5,773E12
Total 8,934E13 | 17
2. IFNy
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
1,00 | 3 8176,6667 6444,87652 | 3720,95119 -7833,2941 24186,6275 4010,00 | 15600,00
2,00 | 3| 11076,6667 5024,20475 | 2900,72596 -1404,1498 23557,4831 5730,00 | 15700,00
3,00 | 3| 27233,3333| 25268,42562 | 14588,73233 -35536,9157 90003,5823 | 10500,00 | 56300,00
4,00 | 3|168333,3333| 37527,76750 | 21666,66667 75109,1909 261557,4758 | 125000,00 | 190000,00
5,00 | 3|204333,3333 | 14011,89970 | 8089,77407 169525,8449 239140,8218 | 193000,00 | 220000,00
6,00 | 3[233000,0000| 87538,56293 | 50540,41287 15542,1546 450457,8454 | 144000,00 | 319000,00
Total | 18 | 108692,2222 | 103815,21319 | 24469,48041 57066,1313 160318,3132 4010,00 | 319000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1,633E11 5 3,265E10 19,646 ,000
Within Groups 1,995E10 12 1,662E9
Total 1,832E11 17
3. OTP-1
Descriptives
CALCULATED
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3| 1710000,0000 | 603986,75482 | 348711,91548 209613,7249 | 3210386,2751 | 1150000,00 | 2350000,00
2,00 | 3]1306666,6667 | 198578,28011 | 114649,22348 813370,8723 | 1799962,4610 | 1150000,00 | 1530000,00
3,00 | 3(1473333,3333 | 241108,55093 | 139204,08679 874386,4893 | 2072280,1773 | 1220000,00 | 1700000,00
4,00 | 3]1736666,6667 | 590112,98353 | 340701,88989 270744,7501 | 3202588,5833 | 1140000,00 | 2320000,00
5,00 | 3] 1496666,6667 | 162583,31198 | 93867,51894 | 1092787,3301| 1900546,0032 | 1370000,00 | 1680000,00
6,00 | 3|1573333,3333| 28867,51346 | 16666,66667 | 1501622,4545| 1645044,2122 | 1540000,00 | 1590000,00
Total | 18 | 1549444,4444 | 348314,80390 | 82098,58661 | 1376231,5675| 1722657,3214 | 1140000,00 | 2350000,00
ANOVA
CALCULATED
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 3,868E11| 5 7,735E10 | ,554 | ,733
Within Groups 1,676E12 | 12 1,396E11
Total 2,062E12 | 17
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4. S°UTR
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 3| 9060000,0000 | 5999233,28435| 3463658,95165| -5842921,6432 | 23962921,6432| 2180000,00 [ 13200000,00
2,00 | 3(28920000,0000 | 19857925,36999 | 11464978,55791 | -20409821,2887 | 78249821,2887 | 6560000,00 | 44500000,00
3,00 | 340800000,0000 | 26989627,63730 | 15582468,78172 | -26245951,8399 1,0785E8 | 18000000,00 | 70600000,00
4,00 3| 50500000,0000 | 28517538,46320 | 16464608,50835 | -20341492,7427 1,2134E8 | 24500000,00 | 81000000,00
5,00 | 3| 81800000,0000 | 36232168,02787 | 20918651,96422 | -8205694,9765 1,7181E8 | 54900000,00 1,23E8
6,00 | 3 1,8490E8 1,39016E8 | 80261094,76785 -1,6044E8 5,3024E8 | 29700000,00 2,98E8
Total | 18 | 65996666,6667 | 78537486,66570 | 18511463,13289 | 26940893,3804 1,0505E8 | 2180000,00 2,98E8
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 5,964E16| 5 1,193E16 | 3,165 | ,047
Within Groups 4,522E16 | 12 3,768E15
Total 1,049E17 | 17
5 N
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound | Minimum | Maximum
1,00 | 3 494,6667 627,04492 | 362,02455 -1062,9993 2052,3326 40,00 | 1210,00
2,00 ] 3 9,2900 7,07865 4,08686 -8,2943 26,8743 1,37 15,00
3,00] 3 11,9000 3,65923 2,11266 2,8100 20,9900 8,40 15,70
4,00 | 3| 1733,3333 317,85741 | 183,51506 943,7318 2522,9349 | 1370,00 | 1960,00
5,00 | 3|46433,3333 | 15234,60972 | 8795,70602 8588,4648 84278,2019 | 32500,00 | 62700,00
6,00 | 3| 8683,3333| 9801,45057 | 5658,87013 -15664,8197 33031,4863 | 2890,00 | 20000,00
Total | 18| 9560,9761 | 18336,72562 | 4322,00768 442,3370 18679,6152 1,37 | 62700,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 5,059E9| 5 1,012E9 | 18,470 | ,000
Within Groups 6,573E8 | 12 | 54776008,138
Total 5,716E9 | 17
SFT-R Hiicre Hattina Once BVDYV ve 24 Saat Sonra PPRYV Inokulasyonu
Sonrasi Gen Ifadelerinin Analizleri
1. p-aktin
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3|3753333,3333|3846119,25625 | 2220557,98793 | -5800956,5550 | 13307623,2217 | 1230000,00 | 8180000,00
2,00 31 6996666,6667 | 2426630,03635 | 1401015,50471 968583,4809 | 13024749,8524 | 4250000,00 | 8850000,00
3,00 3 4586666,6667 | 855940,02905 | 494177,20618 | 2460393,7615 6712939,5718 | 3630000,00 | 5280000,00
4,00 | 3|4756666,6667 | 2444224,48505 | 1411173,66441 | -1315123,5526 | 10828456,8860 | 2960000,00 | 7540000,00
5,00 3| 5606666,6667 | 782453,40649 | 451749,68487 | 3662944,6519 7550388,6814 | 5140000,00 | 6510000,00
6,00 | 3| 4180000,0000 | 2730000,00000 | 1576166,23489 | -2601695,9531 | 10961695,9531 | 1030000,00 | 5860000,00
Total | 18 | 4980000,0000 | 2317874,27969 | 546328,20704 | 3827348,2382| 6132651,7618 | 1030000,00 | 8850000,00
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ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 2,043E13| 5 4,085E12 | ,691 | ,640
Within Groups 7,091E13 | 12 5,909E12
Total 9,133E13 | 17
2. IFNy
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
100] 3 8093,3333 6252,71408 | 3610,00616 -7439,2695 23625,9362 4110,00 | 15300,00
2,00 | 3| 10986,6667 4835,13530 | 2791,56666 -1024,4753 22997,8086 5760,00 | 15300,00
3,00 | 3| 27433,3333| 25268,42562 | 14588,73233 -35336,9157 90203,5823 | 10700,00 | 56500,00
4,00 | 3(170333,3333| 41932,48542 | 24209,73174 66167,2650 274499,4017 | 122000,00 | 197000,00
5,00 | 3|205333,3333| 15947,83162 | 9207,48488 165716,7234 244949,9433 | 192000,00 | 223000,00
6,00 | 3| 234666,6667 | 85582,31905 | 49410,97494 22068,4005 447264,9329 | 147000,00 | 318000,00
Total | 18 | 109474,4444 | 104571,83145 | 24647,81705 57472,0961 161476,7928 4110,00 | 318000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square Sig.
Between Groups 1,658E11| 5 3,316E10 | 19,824 | ,000
Within Groups 2,008E10 | 12 1,673E9
Total 1,859E11 | 17
3. OTP-1
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3]1713333,3333 | 568711,99507 | 328346,02344 300574,4193 | 3126092,2474 | 1230000,00 | 2340000,00
2,00 | 3| 1323333,3333 | 200333,05602 | 115662,34382 825678,4340 | 1820988,2327 | 1170000,00 | 1550000,00
3,00 | 3| 1483333,3333 | 253245,59884 | 146211,41466 854236,3909 | 2112430,2758 | 1210000,00 | 1710000,00
4,00 | 3]1756666,6667 | 575007,24633 | 331980,58846 328269,4815| 3185063,8518 | 1180000,00 | 2330000,00
5,00 | 3| 1473333,3333 | 192959,40851 | 111405,16645 993995,5898 | 1952671,0769 | 1320000,00 | 1690000,00
6,00 | 3|1566666,6667 | 3214550254  18559,21454 ( 1486812,8116 | 1646520,5218 [ 1530000,00 | 1590000,00
Total | 18 | 1552777,7778 | 341894,47212 | 80585,29990 | 1382757,6567 | 1722797,8988 | 1170000,00 | 2340000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 3,940E11| 5 7,879E10 | ,593 | ,706
Within Groups 1,593E12 | 12 1,328E11
Total 1,987E12 | 17
4. 5°UTR
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3[44333333,3333|28719389,50140 | 16581147,25960 | -27009585,1855 1,1568E8 | 11200000,00 | 62100000,00
2,00 | 3(26583333,333321181143,34339 | 12228938,81105 | -26033543,6240 | 79200210,2906 | 9550000,00 | 50300000,00
3,00 | 3(15863333,3333| 8276233,04006 | 4778285,37355 | -4695969,2727 | 36422635,9394 [ 6590000,00 | 22500000,00
4,00 | 3| 8360000,0000| 6727228,25538 | 3883967,04414 | -8351361,4047 | 25071361,4047 | 3920000,00 | 16100000,00
5,00 | 3| 1257666,6667 593377,05831 342586,40435 -216363,6612 | 2731696,9945 713000,00 | 1890000,00
6,00 | 3 867666,6667 713096,30018 411706,34087 -903762,7447 | 2639096,0781 420000,00 | 1690000,00
Total | 18 | 16210888,8889 | 20340922,21835 | 4794401,34539 | 6095586,2440 | 26326191,5338 420000,00 | 62100000,00
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ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 4,258E15| 5 8,515E14 | 3,681 | ,030
Within Groups 2,776E15 | 12 2,313E14
Total 7,034E15 | 17
5. N
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3|20880000,0000 | 13767977,33874 | 7948945,42272 | -13321551,7217 | 55081551,7217 | 7740000,00 | 35200000,00
2,00 3| 13866666,6667 | 4534681,17218 | 2618099,39545 2601894,1561 | 25131439,1772 | 10100000,00 | 18900000,00
3,00 | 3(19533333,3333| 6151693,53376 | 3551681,91769 | 4251679,4350 | 34814987,2317 | 13300000,00 | 25600000,00
4,00 | 3| 7893333,3333| 2444838,09962 | 1411527,93494 | 1820018,8110 | 13966647,8557 | 5140000,00 | 9810000,00
5,00 | 3(10950000,0000| 6301436,34420 | 3638135,96960 | -4703635,6608 | 26603635,6608 | 6790000,00 | 18200000,00
6,00 | 3 6216,6667 760,02193 438,79887 4328,6675 8104,6658 5340,00 6690,00
Total | 18 | 12188258,3333 | 9360066,85338 | 2206188,91479 | 7533606,5933 | 16842910,0734 5340,00 | 35200000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 9,021E14 | 5 1,804E14 | 3,686 | ,030
Within Groups 5,873E14 | 12 4,894E13
Total 1,489E15 | 17
PKT Hiicre Kiiltiiriine Virus Inokulasyonu Olmaksizin Gen Ifadelerinin
Analizleri
1. p-aktin
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3]1094000,0000| 569023,72534 | 328526,00100 -319533,2950 | 2507533,2950 | 522000,00 | 1660000,00
2,00 | 3|1054333,3333| 745281,37863 | 430288,40457 -797048,2452 | 2905714,9119 | 547000,00 | 1910000,00
3,00 | 3|1981000,0000 | 1523477,27256 | 879580,01342 | -1803527,3458 | 5765527,3458 | 943000,00 [ 3730000,00
4,00 | 3| 1826000,0000 | 1231205,91292 | 710837,06525 | -1232485,0392 | 4884485,0392  608000,00 | 3070000,00
5,00 | 3|6860000,0000 | 7258932,42839 | 4190946,59156 | -11172187,7924 | 24892187,7924 | 1410000,00 | 15100000,00
6,00 | 3|2099333,3333 | 2230352,06488 | 1287694,36505 | -3441168,3415| 7639835,0082 | 679000,00 ( 4670000,00
Total | 18 | 2485777,7778 | 3401066,81456 | 801639,13595 794467,0410 | 4177088,5146 | 522000,00 | 15100000,00

ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 7,188E13| 5 1,438E13 | 1,383,298
Within Groups 1,248E14 | 12 1,040E13
Total 1,966E14 | 17
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2. IFNy
Descriptives
CALCULATED
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
1,00 | 3|117933,3333| 38691,25655 | 22338,40738 21818,9238 214047,7428 | 77800,00 | 155000,00
2,00 | 3|167666,6667 | 20305,99255 | 11723,67026 117223,7848 218109,5485 | 154000,00 | 191000,00
3,00 | 3|194000,0000| 22869,19325 | 13203,53488 137189,7746 250810,2254 | 168000,00 | 211000,00
4,00 | 3|221666,6667 | 44003,78772 | 25405,59868 112355,1981 330978,1352 | 178000,00 | 266000,00
5,00 | 3| 250000,0000| 39837,16857 | 23000,00000 151038,9872 348961,0128 | 227000,00 | 296000,00
6,00 | 3|448000,0000| 81853,52772 | 47258,15626 244664,5650 651335,4350 | 378000,00 | 538000,00
Total | 18 | 233211,1111 | 114359,40193 | 26954,76953 176341,5185 290080,7038 | 77800,00 | 538000,00
ANOVA
CALCULATED
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 1,970E11| 5 3,940E10 | 18,681 | ,000
Within Groups 2,531E10| 12 2,109E9
Total 2,223E11 | 17
3. OTP-1
Descriptives
CALCULATED
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3|3170666,6667 | 2641477,11202 | 1525057,52168 | -3391126,2420 | 9732459,5754 | 422000,00 | 5690000,00
2,00 | 3| 3406833,3333 | 5496689,05645 | 3173514,90639 | -10247699,2416 | 17061365,9082 43500,00 | 9750000,00
3,00 | 3| 4556666,6667 | 1981270,63606 | 1143887,13507 -365082,4376 | 9478415,7709 | 2280000,00 | 5890000,00
4,00 | 3|4886666,6667 | 3159752,09998 | 1824283,72550 | -2962592,6847 | 12735926,0180 | 1250000,00 | 6960000,00
5,00 | 3|5953433,3333 | 5212604,94986 | 3009498,87098 | -6995395,1991 | 18902261,8657 10300,00 | 9750000,00
6,00 | 3| 7116666,6667 | 1868163,09067 | 1078584,46329 | 2475892,2814 | 11757441,0519 | 5540000,00 | 9180000,00
Total | 18 | 4848488,8889 | 3408987,34522 | 803506,02293 | 3153239,3648 | 6543738,4129 10300,00 | 9750000,00
ANOVA
CALCULATED
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 3,404E13| 5 6,807E12 | ,500 | ,771
Within Groups 1,635E14 | 12 1,363E13
Total 1,976E14 | 17

PKT Hiicre Kiiltiiriine BVDV Inokulasyonu Sonrasi Gen ifadelerinin Analizleri

1. p-aktin
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean

N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3]1094000,0000| 569023,72534 | 328526,00100 -319533,2950 | 2507533,2950 | 522000,00 | 1660000,00
2,00 | 3|1054333,3333| 745281,37863 | 430288,40457 -797048,2452 | 2905714,9119| 547000,00 | 1910000,00
3,00 311981000,0000 | 1523477,27256 | 879580,01342 | -1803527,3458 | 5765527,3458 | 943000,00 ( 3730000,00
4,00 | 3|1826000,0000 | 1231205,91292 | 710837,06525 | -1232485,0392 | 4884485,0392 | 608000,00| 3070000,00
5,00 | 3|6860000,0000 | 7258932,42839 | 4190946,59156 | -11172187,7924 | 24892187,7924 | 1410000,00 | 15100000,00
6,00 | 3|2099333,3333 | 2230352,06488 | 1287694,36505 | -3441168,3415 | 7639835,0082| 679000,00| 4670000,00
Total | 18 | 2485777,7778 | 3401066,81456 | 801639,13595 794467,0410 | 4177088,5146 | 522000,00 | 15100000,00
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ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 7,188E13| 5 1,438E13 11,383,298
Within Groups 1,248E14 | 12 1,040E13
Total 1,966E14 | 17
2. IFNy
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
1,00 3| 145666,6667 8621,67810 | 4977,72817 124249,2309 167084,1024 | 138000,00 | 155000,00
2,00 | 3|177666,6667 | 13316,65624 | 7688,37506 144586,2587 210747,0746 | 163000,00 | 189000,00
3,00 | 3|189000,0000 | 14730,91986 | 8504,90055 152406,3664 225593,6336 | 176000,00 | 205000,00
4,00 | 3]190666,6667 | 15044,37880 | 8685,87615 153294,3580 228038,9754 | 181000,00 | 208000,00
5,00 | 3| 177000,0000 | 46184,41296 | 26664,58325 62271,5581 291728,4419 | 138000,00 | 228000,00
Total | 15 | 176000,0000 | 26158,85537 | 6754,18741 161513,7087 190486,2913 | 138000,00 | 228000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 3,924E9 | 4 9,810E8| 1,734 | ,219
Within Groups 5,656E9 | 10 5,656E8
Total 9,580E9 | 14
3. OTP-1
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3| 237733,3333| 311247,43105 | 179698,78810 -535448,1478 | 1010914,8145 49700,00 | 597000,00
2,00 | 3| 410000,0000 54781,38370 | 31628,04663 273915,4989 546084,5011 | 365000,00 | 471000,00
3,00 | 3| 536666,6667 | 566583,91553 | 327117,37615 -870805,8048 | 1944139,1381 | 112000,00 | 1180000,00
4,00 | 3| 1300000,0000 | 1043264,10846 | 602328,81386 | -1291611,7151 | 3891611,7151| 120000,00 | 2100000,00
5,00 | 3|1703333,3333| 166232,76853 | 95974,53366 | 1290388,2441| 2116278,4226 | 1550000,00 | 1880000,00
Total | 15| 837546,6667 | 749452,42188 | 193507,78325 422513,7491 | 1252579,5842 49700,00 | 2100000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 4,790E12 | 4 1,197E12 | 3,895 | ,037
Within Groups 3,074E12 | 10 3,074E11
Total 7,864E12 | 14
4, 5 UTR
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3 ,0000 ,00000 ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00
2,00 | 3| 4010666,6667 | 4081504,78786 | 2356457,88797 | -6128353,2975 | 14149686,6309 502000,00 | 8490000,00
3,00 3 384866,6667 437945,94796 252848,21094 -703051,3784 | 1472784,7117 75600,00 886000,00
4,00 | 3]21223333,3333 | 28386944,76927 | 16389210,20401 | -49293746,6894 | 91740413,3560 | 2650000,00 | 53900000,00
5,00 | 3| 73666666,6667 | 29890522,46672 | 17257301,19238 -585507,4168 1,4792E8 | 39600000,00 | 95500000,00
Total | 15 | 19857106,6667 | 32947987,45945 | 8507133,78143 | 1611119,3799 | 38103093,9534 ,00 | 95500000,00




ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 1,177E16| 4 2,941E15 | 8,570 | ,003
Within Groups 3,432E15 | 10 3,432E14
Total 1,520E16 | 14
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PKT Hiicre Kiiltiiriine PPRV inokulasyonu Sonrasi Gen ifadelerinin Analizleri

1. p-aktin
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3|4771333,3333|6190203,98156 | 3573915,93509 | -10605985,8207 | 20148652,4874 | 754000,00 | 11900000,00
2,00 | 3|6366666,6667 | 4706265,32755 | 2717163,55374 | -5324344,5150 | 18057677,8483 | 1360000,00 | 10700000,00
3,00 | 3|6251333,3333 | 8324120,69430 | 4805933,32362 | -14426928,8005 | 26929595,4672 | 524000,00 | 15800000,00
4,00 | 3|8126000,0000 | 9701953,82384 | 5601425,65186 | -15974989,3715 | 32226989,3715 | 688000,00 | 19100000,00
5,00 | 3|3116666,6667 | 1047489,06120 | 604768,09146 514559,5871 | 5718773,7462 | 2030000,00 | 4120000,00
6,00 | 3|2520333,3333 | 1972427,52296 | 1138781,56134 | -2379448,2601 | 7420114,9268 | 691000,00| 4610000,00
Total | 18 | 5192055,5556 | 5562187,36567 | 1311020,13483 | 2426044,8522 | 7958066,2589 | 524000,00 | 19100000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 6,820E13| 5 1,364E13 | ,358 | ,868
Within Groups 4,577E14 | 12 3,815E13
Total 5,259E14 | 17
2. IFNy
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
1,00 | 3| 49033,3333| 39723,58661 | 22934,42342 -49645,5262 147712,1929 | 23500,00 | 94800,00
2,00 | 3| 42966,6667 | 11895,09703 6867,63747 13417,6076 72515,7258 | 30300,00 | 53900,00
3,00 | 3| 31366,6667 5391,04195 3112,51952 17974,5760 44758,7573 | 26400,00 | 37100,00
4,00 | 3| 50433,3333 3256,27599 1880,01182 42344,2953 58522,3713 | 47300,00 | 53800,00
5,00 | 3| 143066,6667 | 89992,29597 | 51957,07630 -80486,5895 366619,9228 | 71200,00 | 244000,00
6,00 | 3|385666,6667 | 290606,83635 | 167781,93519 | -336240,7348 | 1107574,0681 | 174000,00 | 717000,00
Total | 18 | 117088,8889 | 166768,15851 | 39307,63192 34157,0347 200020,7430 | 23500,00 | 717000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 2,842E11| 5 5,684E10 | 3,616 | ,032
Within Groups 1,886E11 | 12 1,572E10
Total 4,728E11 | 17
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3. OTP-1
Descriptives
CALCULATED
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3]1010333,3333| 61419,32378 | 35460,46312 857759,2749 | 1162907,3918 | 964000,00 | 1080000,00
2,00 3 1370000,0000 | 36055,51275| 20816,65999 | 1280433,1410| 1459566,8590 | 1340000,00 [ 1410000,00
3,00 | 3| 1140000,0000 | 103923,04845 ( 60000,00000 881840,8362 | 1398159,1638 | 1020000,00 | 1200000,00
4,00 | 3|2430000,0000| 95393,92014 | 55075,70547 | 2193028,3655| 2666971,6345 | 2320000,00 | 2490000,00
5,00 31 2023333,3333 | 361708,90690 | 208832,73477 | 1124798,5970| 2921868,0696 | 1790000,00 | 2440000,00
6,00 | 3| 3010000,0000 | 298663,69046 | 172433,56209 | 2268078,2634 | 3751921,7366 | 2790000,00 | 3350000,00
Total | 18 | 1830611,1111 | 764583,63440 | 180214,09089 | 1450392,6148 | 2210829,6074 | 964000,00 | 3350000,00
ANOVA
CALCULATED
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 9,448E12| 5 1,890E12 | 46,275 | ,000
Within Groups 4,900E11 | 12 4,083E10
Total 9,938E12 | 17
4. N
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3|16233333,3333| 723417,81381| 417665,46954 | 14436263,8607 | 18030402,8060 | 15400000,00 | 16700000,00
2,00 | 3| 2400666,6667 | 3005388,71585 | 1735161,98411 | -5065132,7808 | 9866466,1142 432000,00 | 5860000,00
3,00 | 3| 5140066,6667 | 5757889,02406 | 3324318,77800 | -9163322,5981 | 19443455,9314 70200,00 | 11400000,00
4,00 | 3| 5576666,6667 | 1104279,55398 [ 637556,09775| 2833484,1823 | 8319849,1510| 4710000,00| 6820000,00
5,00 | 3| 2237333,3333|2005393,06205 | 1157814,22421 | -2744339,1990 | 7219005,8657 422000,00 | 4390000,00
6,00 | 3| 1069600,0000 | 1327870,12919 | 766646,17654 | -2229012,2642 | 4368212,2642 85800,00 | 2580000,00
Total | 18 | 5442944,4444 | 5765135,83649 | 1358855,54815 | 2576009,8409 | 8309879,0480 70200,00 | 16700000,00
NOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 4,656E14 | 5 9,312E13 | 11,239 | ,000
Within Groups 9,943E13 | 12 8,286E12
Total 5,650E14 | 17
PKT Hiicre Kiiltiiriine Es Zamanhh BVDV ve PPRYV Inokulasyonu Sonrasi Gen
Ifadelerinin Analizleri
1. p-aktin
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 3| 8693333,3333 | 3958993,97996 | 2285726,24005 | -1141352,9129 | 18528019,5795 | 4350000,00 | 12100000,00
2,00 | 3(51543333,3333 | 44374718,40286 | 25619755,61511 - 1,6178E8| 5630000,00 | 94200000,00
58689578,0995
3,00 | 3(41233333,3333|13212620,22966 | 7628309,84630 | 8411365,1498 | 74055301,5169 | 27700000,00 | 54100000,00
4,00 | 3]51933333,3333 | 22989200,36307 | 13272821,01807 | -5175006,2516 1,0904E8 | 25400000,00 | 65900000,00
5,00 | 3| 6743333,3333| 1627154,98135 939438,36650 | 2701256,2813 | 10785410,3854 | 5070000,00 | 8320000,00
Total | 15 | 32029333,3333 | 28682892,22981 | 7405890,92847 | 16145277,0578 | 47913389,6089 | 4350000,00 [ 94200000,00
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ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 6,137E15| 4 1,534E15 | 2,851 | ,082
Within Groups 5,381E15 | 10 5,381E14
Total 1,152E16 | 14
2. IFNy
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3 345000,0000 65825,52696 38004,38571 181480,3261 508519,6739 | 269000,00 384000,00
2,00 | 3 429333,3333 128414,69282 74140,25747 110333,5521 748333,1145 | 323000,00 572000,00
3,00 3 481666,6667 229656,99060 132592,52535 -88832,9245| 1052166,2578 | 312000,00 743000,00
4001 3 450666,6667 359029,71093 207285,90025 -441212,5779 | 1342545,9112 89000,00 807000,00
5,00 | 3| 12190000,0000 | 18196980,51876 | 10506031,60094 | -33013805,5466 | 57393805,5466 | 1430000,00 | 33200000,00
Total | 15| 2779333,3333 | 8429533,09728 | 2176496,08680 | -1888786,4999 | 7447453,1666 89000,00 | 33200000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 3,321E14| 4 8,303E13 | 1,253 | ,350
Within Groups 6,627E14 | 10 6,627E13
Total 9,948E14 | 14
3. OTP-1
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3| 562333,3333| 78748,54496 | 45465,49363 366711,1031 757955,5636 | 511000,00 | 653000,00
2,00 | 3| 950666,6667 | 131393,81010 | 75860,25163 624266,3479 | 1277066,9854 | 829000,00 | 1090000,00
3,00 | 3|1146666,6667 | 81445,27815| 47022,45327 944345,3798 | 1348987,9536 | 1090000,00 | 1240000,00
4,00 | 3]1463333,3333 | 30550,50463 | 17638,34207 | 1387441,6727 | 1539224,9940 | 1430000,00 | 1490000,00
5,00 | 3| 2650000,0000 | 222710,57451 | 128582,01015 | 2096756,2630 | 3203243,7370 | 2450000,00 | 2890000,00
Total | 15 | 1354600,0000 | 743215,58111 | 191897,43788 943020,9298 | 1766179,0702 | 511000,00 | 2890000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 7,572E12| 4 1,893E12 | 117,383 | ,000
Within Groups 1,613E11 | 10 1,613E10
Total 7,733E12 | 14
4. 5°UTR
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3| 8328666,6667 | 6881458,08193 | 3973011,67602 | -8765822,8665 | 25423156,1998 386000,00 | 12500000,00
2,00 | 3(11191333,3333|10663415,27529 | 6156525,67967 | -15298058,6881 | 37680725,3547 474000,00 | 21800000,00
3,00 | 3]44533333,3333 | 19988580,07296 | 11540412,08584 | -5121052,2303 | 94187718,8969 | 25300000,00 | 65200000,00
4,00 | 3|58400000,0000 | 24809070,92174 | 14323523,77501 | -3229148,6702 1,2003E8 | 30900000,00 | 79100000,00
5,00 | 3|68493333,3333|53420184,69954 | 30842158,01644 | -64209762,0475 2,0120E8 | 7180000,00 1,05E8
6,00 | 3 1,1497E8 | 44700149,14218 | 25807643,14006 | 3925340,4617 2,2601E8 | 63900000,00 1,47E8
Total | 18 | 50985555,5556 | 45861384,70271 | 10809632,03930 | 28179225,4884 | 73791885,6227 386000,00 1,47E8
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ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 2,370E16| 5 4,740E15 | 4,718 | ,013
Within Groups 1,206E16 | 12 1,005E15
Total 3,576E16 | 17
5. N
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 3 1,7567E8 | 56083271,42146 | 32379691,85222 | 36348097,1303 3,1499E8 1,27E8 2,37E8
2,00 | 3|32400000,0000 | 9637945,83923 | 5564470,62472| 8458015,2770 | 56341984,7230 | 23600000,00 | 42700000,00
3,00 | 3| 55700000,0000 | 34646211,91415 | 20002999,77503 | -30365961,5852 1,4177E8 | 35100000,00 | 95700000,00
4,00 3| 15566666,6667 | 5345403,00944 | 3086169,86643 2287949,4664 | 28845383,8669 | 11900000,00 | 21700000,00
5,00 | 3|49700000,0000 | 21665410,21998 | 12508530,42261 | -4119862,5680 1,0352E8 | 32400000,00 | 74000000,00
Total | 15 | 65806666,6667 | 64412537,22980 | 16631245,59853 | 30136192,5034 1,0148E8 | 11900000,00 2,37E8
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 4,821E16 | 4 1,205E16 | 12,208 | ,001
Within Groups 9,873E15 | 10 9,873E14
Total 5,809E16 | 14
PKT Hiicre Kiiltiiriine Once BVDV ve 6 Saat Sonra PPRYV Inokulasyonu
Sonrasi Gen Ifadelerinin Analizleri
1. p-aktin
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound | Minimum Maximum
1,00 | 3| 5495666,6667 | 5053697,29340 | 2917753,49275| -7058413,3636 | 18049746,6970 | 887000,00 | 10900000,00
2,00 | 3| 18930666,6667 | 31497521,00298 | 18185102,22988 | -59313513,0835 | 97174846,4168 | 528000,00 | 55300000,00
3,00 | 3| 2492333,3333| 1951647,08217 | 1126783,96825| -2355826,7835| 7340493,4502 | 527000,00 | 4430000,00
4,00 | 3| 1200333,3333 952500,04374 549926,15666 | -1165807,9458 | 3566474,6124 | 633000,00 | 2300000,00
500 ] 3 682000,0000 146256,62378 84441,30111 318678,4053 | 1045321,5947 | 531000,00 823000,00
6,00 | 3| 2520333,3333| 1972427,52296 | 1138781,56134 | -2379448,2601 | 7420114,9268 | 691000,00 | 4610000,00
Total | 18 | 5220222,2222 | 12767461,31915 | 3009319,49244 | -1128886,9216 | 11569331,3660 | 527000,00 | 55300000,00

ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 7,186E14 | 5 1,437E14 | ,840 | ,546
Within Groups 2,053E15| 12 1,710E14
Total 2,771E15| 17
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2. IFNy
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 3 369333,3333 2516,61148 1452,96631 363081,7239 375584,9428 | 367000,00 372000,00
2,00 ] 3 370666,6667 23028,96727 13295,78045 313459,5406 427873,7927 | 347000,00 393000,00
3,00] 3 507333,3333 160481,56696 92654,07588 108675,0208 905991,6459 | 389000,00 690000,00
4,00 3 750666,6667 122484,01256 70716,17762 446399,5120 | 1054933,8214 | 656000,00 889000,00
5,00 | 3| 12250000,0000 | 18318075,77231 | 10575945,97818 | -33254622,8327 | 57754622,8327 | 1430000,00 | 33400000,00
Total | 15| 2849600,0000 | 8463597,04685 | 2185291,36076 | -1837383,8198 | 7536583,8198 | 347000,00 | 33400000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 3,317E14| 4 8,292E13| 1,235 | ,356
Within Groups 6,712E14 | 10 6,712E13
Total 1,003E15 | 14
3. OTP-1
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3| 563666,6667 | 75956,12769 | 43853,29077 374981,1854 752352,1479 | 513000,00 | 651000,00
2,00 | 3| 940333,3333116629,04155 | 67335,80854 650610,7329 | 1230055,9337 | 827000,00 | 1060000,00
3,00 | 3|1156666,6667 | 68068,59286 | 39299,42041 987574,9082 | 1325758,4252 | 1080000,00 | 1210000,00
4,00 | 3| 1440000,0000| 34641,01615| 20000,00000| 1353946,9454| 1526053,0546 | 1400000,00 | 1460000,00
5,00 | 3| 2670000,0000 | 196723,15573 | 113578,16692 | 2181312,5901 | 3158687,4099 | 2490000,00 | 2880000,00
Total | 15 | 1354133,3333 | 748790,82208 | 193336,95892 939466,7976 | 1768799,8691 | 513000,00 | 2880000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square Sig.
Between Groups 7,722E12| 4 1,930E12 | 151,041 | ,000
Within Groups 1,278E11 | 10 1,278E10
Total 7,850E12 | 14
4. S°UTR
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3 617,3333 359,08959 207,32047 -274,6947 1509,3613 376,00 1030,00
2,00 | 3| 261100,0000 | 269988,38864 | 155877,86886 -409588,3380 931788,3380 30300,00 | 558000,00
3,00 | 3(1132233,3333 | 990276,20558 | 571736,23386 | -1327749,1340 | 3592215,8007 96700,00 | 2070000,00
400 | 3 2,7821E8 3,83348E8 2,21326E8 -6,7408E8 1,2305E9 | 2640000,00 7,16E8
500 | 3 7,9900E8 5,13290E8 2,96348E8 -4,7608E8 2,0741E9 2,66E8 1,29E9
Total | 15 2,1572E8 4,02690E8 1,03974E8 | -7280666,0577 4,3872E8 376,00 1,29E9
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 1,449E18| 4 3,623E17 | 4,414 | ,026
Within Groups 8,208E17 | 10 8,208E16
Total 2,270E18 | 14
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5. N
Descriptives
CALCULATED
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 3 1,4233E8 | 32624121,95498 | 18835545,59278 | 61290521,6722 2,2338E8 1,23E8 1,80E8
2,00 | 3| 32400000,0000 | 1473091,98627 850490,05481 | 28740636,6440 | 36059363,3560 | 31100000,00 | 34000000,00
3,00 3| 55633333,3333 | 34839967,47033 | 20114864,59755 | -30913943,7359 1,4218E8 | 33600000,00 | 95800000,00
4,00 3 15100000,0000 | 5377731,86390| 3104834,93925 1740973,4732 | 28459026,5268 | 11700000,00 | 21300000,00
5,00 | 3|49400000,0000 | 25093226,17760 | 14487580,88847 | -12935029,4572 1,1174E8 | 23500000,00 | 73600000,00
Total | 15 | 58973333,3333 | 49947078,65998 | 12896280,25612 | 31313563,1163 | 86633103,5503 | 11700000,00 1,80E8
ANOVA
CALCULATED
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 2,905E16| 4 7,262E15 | 12,355 | ,001
Within Groups 5,878E15 | 10 5,878E14
Total 3,493E16 | 14
PKT Hiicre Kiiltiiriine Once BVDV ve 12 Saat Sonra PPRYV Inokulasyonu
Sonrasi Gen Ifadelerinin Analizleri
1. p-aktin
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3|2580000,0000 | 520480,54719 | 300499,58403 | 1287054,6445| 3872945,3555 |2250000,00 | 3180000,00
2,00 | 3[4163333,3333| 859437,80074 | 496196,64561 | 2028371,4816| 6298295,1850 | 3240000,00 | 4940000,00
3,00 | 3[4610000,0000 | 2071545,31691 | 1196007,24635 | -536003,8433 | 9756003,8433 | 2450000,00 | 6580000,00
4,00 | 3|2993333,3333| 510816,34012 | 294919,95147 | 1724395,1991 | 4262271,4676 | 2420000,00 | 3400000,00
Total | 12 | 3586666,6667 | 1326617,93728 | 382961,61160 | 2743773,8426 | 4429559,4907 | 2250000,00 | 6580000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 8,236E12| 3 2,745E12 | 1,974 | ,196
Within Groups 1,112E13| 8 1,390E12
Total 1,936E13 | 11
2. IFNy
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
1,00 | 3]257500,0000 | 188825,97809 | 109018,72928 | -211569,7331 726569,7331 | 39500,00 | 370000,00
2,00 | 3]202233,3333|230261,29361 | 132941,41985 | -369767,4297 774234,0963 | 35700,00 | 465000,00
3,00 | 3| 189000,0000| 53702,88633| 31005,37588 55594,6348 322405,3652 | 141000,00 | 247000,00
4,00 | 3|544000,0000 | 317472,83348 | 183293,02587 | -244646,2381 | 1332646,2381 | 332000,00 | 909000,00
Total | 12 | 298183,3333 | 240136,72936 | 69321,50267 145607,7347 450758,9320 | 35700,00 | 909000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 2,496E11| 3 8,321E10| 1,730 | ,238
Within Groups 3,847E11| 8 4,809E10
Total 6,343E11 | 11
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3. OTP-1
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 3| 8770000,0000 | 2692006,68647 | 1554230,78509 | 2082684,6699 | 15457315,3301 | 6020000,00 | 11400000,00
2,00 | 3|17466666,6667 152752,52317 88191,71037 | 17087208,3633 | 17846124,9700 | 17300000,00 | 17600000,00
3,00 31 23063333,3333 | 12188274,41984 | 7036903,51725 | -7214018,7942 | 53340685,4608 | 8990000,00 | 30200000,00
4,00 31 29966666,6667 | 5669509,09104 | 3273292,59988 | 15882825,3265 | 44050508,0068 | 25700000,00 | 36400000,00
Total | 12 [ 19816666,6667 | 9996723,40259 | 2885805,47375 | 13465051,6440 | 26168281,6893 | 6020000,00 | 36400000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 7,233E14| 3 2,411E14 | 5,131,029
Within Groups 3,759E14| 8 4,699E13
Total 1,099E15 | 11
4. 5°UTR
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3 631,3333 380,71818 219,80774 -314,4231 1577,0897 387,00 1070,00
2,00 ] 3 18810,0000 14297,38787 8254,60074 -16706,6804 54326,6804 2330,00 27900,00
3,00 | 3| 9927333,3333|10398549,96302 | 6003605,62033 | -15904096,7773 | 35758763,4440 532000,00 | 21100000,00
4,00 | 3|30966666,6667 | 7596271,01500 | 4385709,11535 | 12096483,3696 | 49836849,9637 | 23900000,00 | 39000000,00
Total | 12 | 10228360,3333 | 14297789,83067 | 4127416,40378 | 1143978,0791 | 19312742,5876 387,00 | 39000000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 1,917E15| 3 6,390E14 | 15,413 | ,001
Within Groups 3,317E14| 8 4,146E13
Total 2,249E15 | 11
5. N
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3 2,9200E8 1,04130E8 | 60119325,78908 | 33327418,7829 5,5067E8 1,85E8 3,93E8
2,00 | 3 3,9000E8 2,28237E8 1,31773E8 -1,7697E8 9,5697E8 1,68E8 6,24E8
3,00 ] 3 1,6267E8 | 80785724,81159 | 46641659,96665 | -38016198,9089 3,6335E8 1,05E8 2,55E8
4,00 | 3]34633333,3333 351188,45843 202758,75101 | 33760932,8398 | 35505733,8268 | 34300000,00 | 35000000,00
Total | 12 2,1982E8 1,79423E8 | 51794925,05414 1,0583E8 3,3382E8 | 34300000,00 6,24E8
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 2,152E17| 3 7,173E16 | 4,131 | ,048
Within Groups 1,389E17| 8 1,737E16
Total 3,541E17 | 11
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PKT Hiicre Kiiltiiriine Once BVDV ve 24 Saat Sonra PPRYV Inokulasyonu
Sonrasi Gen Ifadelerinin Analizleri

1. p-aktin
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 3 3243333,3333 85049,00548 | 49103,06621 3032059,8915 | 3454606,7752 | 3180000,00 | 3340000,00
2,00 | 3| 483000,0000 | 199451,74855 | 115153,52072 -12465,6102 978465,6102 | 268000,00 | 662000,00
3,00 3| 1846666,6667 | 1253568,24040 | 723747,96104 | -1267369,4736 | 4960702,8069 | 1030000,00 | 3290000,00
4,00 3| 1773666,6667 | 1727544,59663 | 997398,33790 | -2517792,0145| 6065125,3479 | 551000,00 | 3750000,00
Total | 12 | 1836666,6667 | 1370179,04161 | 395536,61926 966096,4374 | 2707236,8959 | 268000,00 | 3750000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 1,145E13| 3 3,815E12 | 3,315,078
Within Groups 9,206E12| 8 1,151E12
Total 2,065E13 | 11
2. IFNy
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
1,00 | 3| 25240,0000 | 19905,54697  11492,47290 -24208,1199 74688,1199 8620,00 47300,00
2,00 | 3| 71700,0000| 38857,81775| 22434,57154 -24828,1705 168228,1705 | 33300,00 | 111000,00
3,00 | 3|106566,6667 | 76911,39924 | 44404,81706 -84491,8407 297625,1740 | 19700,00 | 166000,00
4,00 | 3|848666,6667 | 239061,35893 | 138022,13993 | 254805,3295 1442528,0038 | 641000,00 | 1110000,00
Total | 12 | 263043,3333 | 370718,06389 | 107017,08699 27500,3130 498586,3537 8620,00 | 1110000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 1,382E12| 3 4,606E11 | 28,357 | ,000
Within Groups 1,299E11| 8 1,624E10
Total 1,512E12 | 11
3. OTP-1
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 3537333,3333 | 3995782,94372 | 2306966,35818 | -6388741,7651 | 13463408,4318 212000,00 | 7970000,00
2,00 5104000,0000 | 4130935,48727 | 2384996,71558 | -5157812,6287 | 15365812,6287 902000,00 | 9160000,00
3,00 9056666,6667 | 5336987,28997 | 3081311,04853 | -4201144,7275 | 22314478,0608 | 4990000,00 | 15100000,00
4,00 15866666,6667 | 2990540,64231 | 1726589,44486 | 8437751,8786 | 23295581,4548 | 13200000,00 | 19100000,00
Total 8391166,6667 | 6127351,58321 | 1768814,04299 | 4498033,2071 | 12284300,1263 212000,00 | 19100000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 2,721E14| 3 9,069E13 | 5,149 | ,028
Within Groups 1,409E14| 8 1,761E13
Total 4,130E14 | 11
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4. S°UTR
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 3| 2750466,6667 | 4667642,46738 | 2694864,63503 | -8844600,0115 | 14345533,3449 15900,00 | 8140000,00
2,00 | 3(11703333,3333|12700300,52138 | 7332521,92481 | -19845962,1424 | 43252628,8091 [ 3180000,00 | 26300000,00
3,00 | 3| 37464666,6667 | 45611793,92803 | 26333981,50257 | -75841310,7305 1,5077E8 394000,00 | 88400000,00
4,00 3| 65366666,6667 | 2793444,70741 | 1612796,05379 | 58427365,3233 | 72305968,0100 | 62900000,00 | 68400000,00
Total | 12 | 29321283,3333 | 32597548,19740 | 9410101,61334 | 8609789,3274 | 50032777,3393 15900,00 | 88400000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 7,146E15| 3 2,382E15 | 4,195 | ,047
Within Groups 4,543E15| 8 5,678E14
Total 1,169E16 | 11
5. N
Descriptives
Results
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
1,00 | 3|1630000,0000| 65574,38524 | 37859,38897 | 1467104,1967 | 1792895,8033 | 1560000,00 | 1690000,00
2,00 | 3|1010000,0000 | 756042,32686 | 436501,24093 | -868113,2558 | 2888113,2558 | 150000,00 | 1570000,00
3,00 | 3|1456666,6667 | 49328,82862 | 28480,01248 | 1334127,0632| 1579206,2701 | 1400000,00 | 1490000,00
4,00 | 3| 1650000,0000| 98488,57802| 56862,40703 | 1405340,8092| 1894659,1908 | 1570000,00 | 1760000,00
Total | 12 | 1436666,6667 | 423413,25898 | 122228,87952 | 1167642,7167 | 1705690,6166 | 150000,00 | 1760000,00
ANOVA
Results
Sum of Squares | df | Mean Square | F | Sig.
Between Groups 7,960E11| 3 2,653E11 | 1,805 | ,224
Within Groups 1,176E12| 8 1,470E11
Total 1,972E12 | 11
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