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v

ONSOZ

Newcastle Hastaligit Virusu (Newcastle Disease Virus, NDV), yogun asilama
programlar1 ile diinyanin bir¢cok yerinde kontrol altina alinmadan 6nce, kanath
sektoriine oldukg¢a biiyiik ekonomik zararlar vermis, halen de zaman zaman ortaya
cikan salginlarla tiim diinya i¢in ciddiyetini koruyan salgin bir hastaliktir.

Hastaligin yiliksek mortalite giiciine sahip olmasi ve hizla yayilmasi hastaligin
teshisinde hizli ve giivenilir yontemleri gerekli kilmaktadir. Reverse Transcriptase -
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ve ardindan yapilan DNA dizin analizi
yontemi gerek hizlilig1 gerekse gilivenilirligi agisindan bugiin diinya’nin ulastig1 son
nokta olmakla birlikte iilkemizde teknik imkansizliklar sebebi ile uzun yillar boyunca
yalniz Newcastle degil bircok hayvan hastalif1 etkeninde uygulanamamastir.

Newecastle gibi iilkeler aras1 yayilim gosterebilen panzootik hastaliklarda, hastalikla
miicadelede uluslar aras1 projelerin yapilmasi gerekmektedir. Bu projelerin
planlanmasinda filogenetik c¢aligmalarla etken alt tipleri arasinda ortaya c¢ikarilan
epidemiyolojik iliskilerin biiylik bir 6nemi bulunmaktadir. Tiirkiye’den izole edilen
Newcastle viruslar1 iizerinde yapilan filogenetik calismalar bodyle bir projede
Tiirkiye’yi temsil edebilecek bir diizeyde degildir.

Bu sebeplerle lilkemizde bulunan bir ¢ok hayvan hastaliginda oldugu gibi, Newcastle
hastalig1 viruslarinin da genetik agidan incelenmesi ve bu konuda kapsamli
aragtirmalarin  yapilmas1  gerekmektedir. Bu ¢aligma, yapilacak kapsaml
arastirmalara basamak teskil edebilecek bir prototip olarak tasarlanmistir.

Calisma boyunca yardimlarini esirgemeyen, degerli hocam Prof. Dr. Nejat
AYDIN’a, A.U Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkam Prof. Dr.
Miijgan IZGUR’e ve A.U Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim’dan Prof. Dr.
Mehmet AKAN’a, c¢alismada kullanilan virus suslarmmin temin edilmesindeki
yardimlar1 sebebi ile Bornova Veteriner Kotrol ve Arastirma Enstitiisii’'nden Dr.
Fethiye COVEN’e, yaptig1 degerli calismalarla projeye 151k tutan ve her asamasinda
yardimin1 esirgemeyen Waybridge Veterinary Laboratories Agency’den, Dr.
Elizabeth ALDOUS, Pirbright Institute of Animal Health’den Dr. Ashly BANYARD
ve Prof. Dr. Tom BARRET’a, calisma boyunca manevi destekleri ile projeyi
bitirmemde biiyiik katkilar1 olan sevgili esim Nafiye BARUT’a ve aileme tesekkiir
ederim.
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1. GIRIS

Newcastle hastaligi (ND), Office International des Epizooties (OIE) tarafindan List-
A hastaliklar arasinda incelenen, bir ¢ok iilkede de hastaliin kontrolii amaciyla
kanuni Onlemlerin alindigt (Commission of the European Communities, 1992),
kanatl sektorii icin ciddi tehlike olusturan viral bir hastaliktir. Hastaligin yiiksek
Olim orant ile seyretmesi ve hizli yayilimi, hastaligin kontroliinde hizli ve giivenilir
teshis yontemlerini gerekli kilmaktadir. Teshis edilen etkenin tiplendirilmesi ve
filogenetik c¢aligmalarla hastalifin orijininin bulunmasi, ikinci Onemli asamay1
olusturmaktadir. Bu amagcla oncelikle monoklonal antikor panelleri kullanilmis,
monoklonal antikorlar (MADb) kullanilarak yapilan ayrimin birbirine yakin antijenik
yapiya sahip ancak genetik olarak birbirinden farkli viruslarin ayriminda yetersiz

kalmasi arastiricilart genetik ¢alismalara yoneltmistir.

Etkenin RT-PCR ile teshisini, restriksiyon enzim analizleri ile tiplendirme
caligmalari, probe hibridizasyon ve son olarak DNA sekans analizi ile filogenetik

siniflandirma izlemistir.

Bu calismada; iilkemizde konvansiyonel calismalarla teshis edilmekle birlikte
genetik diizeyde tiplendirilmesi konusunda yeterli c¢aligma bulunmayan ND
virusunun molekiiler diizeyde tiplendirilmesi ve Tiirkiye’den izole edilen bu suslarin
diinyanin diger bolgelerinden izole edilen suslarla genetik yakinlik agisindan

karsilastirilarak filogenetik siniflandirilmasinin yapilmasi amag¢lanmastir.

1.1. Newcastle Hastalig1 ve Virusu Hakkinda Genel Bilgiler

Newcastle Hastalig1 Virusu (NDV) Okyanusya Ulkeleri harig, tiim diinyada yaygimn
olarak bulunan ve 250’nin iizerinde kus tiirlinde (Alexander, 1997; Aldous ve
Alexander 2001’den), asemptomatikten %100 oliimciil forma kadar degisebilen
siddette, virus susunun affinitesine bagli olarak, sindirim, sinir, ve/veya solunum
sistemi organlarina yerleserek buna bagh klinik bulgularla hastalik tablosu olusturan

bir RNA virusudur.



Organ affinitesi ve olusturdugu hastalik siddetine gore;

* Visserotropic velogenic (sindirim sisteminde hemorojik lezyonlar, yiiksel
virulens),
*  Neurotropic velogenic (solunum ve sinir sistemi bulgularini takiben yiiksek
Oliim orant),
*  Mesogenic (solunum ve sinir sistemi bulgulari, diisiik 61iim orani),
* Lentogenic (solunum sisteminde zay1f veya belirsiz bulgular),
*  Asymptomatic enteric (belirsiz barsak enfeksiyonu),
olmak iizere bes gurup altinda incelenen ND virus suslarinin tiplendirilmesinde,
konvansiyonel yontemlerden; chicken embriyo fibroblast (CEF), hiicre kiiltlirlerinde
yapilan Plak Test, embriyolu tavuk yumurtasinda (ETY) 6lim zamani (Mean death
time, MDT), giinlik civcivlerde beyin i¢i enjeksiyon sonrasi Oliim zamani
(Intracerebral pahtogenicity index, ICPI) ve damar i¢i enjeksiyon sonrasi Olim
zamani (Intravenous pahtogenicity index, IVPI) kullanilmakta, bunun yaninda
monoklonal antikor (MADb) panelleri ve son yillarda gelistirilen molekiiler
analizlerden yararlanilmaktadir (Aldous ve Alexander, 2001; Aydin, 2001; OIE,
2002). Neurotropic velojenik suslarla, visserotropic velojenik suslarin ayriminda

intracloacal inokulasyonlar da kullanilabilmektedir (Seal ve ark., 1995).

Hastaligin seyrettigi forma gore; sindirim sisteminde; yemek borusu, 6n mide ve
barsak mukozasinda hemoroji, iilserasyon ve nekrozlara bagli olarak sari-yesil ishal,
dehidrasyon, zayiflama ve yumurta veriminde hizla diisiis, solunum sisteminde;
tracheal mucozada hemoroji ve konjesyon ile pharynx’te biriken kopiiklii mukus
sebebiyle solunum giicliigli, okstiriik ve tiksirik, sinir sisteminde; beyin zarinda
hemoroji ve non-prulent encephalomyelitis sonucu, kanatlarin ve/veya bacaklarin iki
tarafli paralizi, kanatlarda, boyun ve bacaklarda clonic spasm, tortikollis, ataksi,
dairesel hareketler, bas ve boynun asagi yukari sallanmasi seklinde belirtiler
goriilmektedir. Escherichia coli ve Mycoplasma gallisepticum gibi ikincil etkenlerin
olaya karigmasi bulgularin ciddiyetin arttirmaktadir (OIE, 2002; Kouwenhoven,

1993).

Etkenin yayilmasinda bazi psittacine kuslar, virusu viicutlarinda 1 yil gibi uzun bir
siire tastyarak onemli rol oynamaktadir. Insanlar ve enfekte karkaslar1 agizlarinda

tagtyan kopek ve kediler mekanik vektor olabildikleri gibi asirt dozda virus alan fare



ve rat gibi rodentlerin virusu viicutlarinda c¢ogalttiklar1 da bilinmektedir.

(Kouwenhoven, 1993).

Etkenin teshisinde canli hayvanlardan alinarak gonderilen, tracheal ve cloacal
svab’lar veya digkr 6rnekleri ile 6lii hayvanlardan alinarak olusturulan organ ve digki
havuzlarindan hazirlanarak, 9-11 giinliik embriyolu tavuk yumurtalariin allantoik
bosluguna ekilen inokulumlardan yararlanilmaktadir. Inokulasyonu takiben alman
allantoik sivilar hemagliitinasyon (HA) yonilinden incelenmekte, pozitiflik
durumunda, NDV spesifik antiserumlarin yardimi ile yapilan Hemaglutinasyon
inhibisyon (HI) testi ile etken identifiye edilebilmektedir. Serolojik amagl teshis
caligmalarinda, Hemaglutinasyon inhibisyon ve ELISA testleri kullanilmaktadir

(Seal ve ark., 1995, Aydin, 2002).

Ayiric1 teshiste; tavuk kolerasi, avian influenza, laryngotracheitis, tavuk c¢icegi,
psittacosis (Chlamydiosis), Mycoplasmosis, infectious bronchhitis ve Pacheco’s
parrot disease ile bakim-besleme hatalar1 da dikkat edilmesi gereken hastaliklar

arasindadir (OIE, 2004).

Hastaligin tedavisi yoktur. Korunmada attenue canli asilardan ve subunit DNA
asilarindan yararlanilabilmekte, genel hijyen tedbirleri tavsiye edilmektedir (Aydin,

2002; OIE, 2002)

1.1.1. Newcastle Virusunun Nomenclature' deki Yeri

Newcastle Hastaligi Virus'u, Newcastle Disease Virus (NDV), ilk yapilan
siniflandirmada, Mononegavirales takimi, Paramyxoviridae ailesi, Paramyxovirinae

alt ailesi i¢inde yeralan Paramyxovirus cinsi i¢inde incelenmistir (Alexander, 1993).

Daha sonra Rubulavirus cinsi i¢inde incelenen virus (Regenmortel ve ark., 2000),
son yapilan siiflandirmada Avulavirus cinsi i¢ine dahil edilmistir (Lamb ve ark.,
2000; Mayo, 2002). Sekil 1.1’de ND virusunun daha 6énce dahil edildigi Rubulavirus

cinsi icinde bulunan diger tiirler goriilmektedir.
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Sekil 1.1. Rubulavirus cinsi icinde bulunan diger tiirler (Rose ve Whitt, 2001);

MuV: Mumps virus (kabakulak virusu), SVS5: Simian parainfluenza virus 5, SV4: Simian
parainfluenza virus 4, PIV4A/B: Human parainfluenza virus, hPIV2: Human parainfluenza virus 2.
Paramyxovirus'lar bu adi, hemaglutinasyon ve néraminidaz aktiviteleri sebebiyle,

Yunanca '"para"(cevresinde) ve "myxo"(mukus) sozciiklerinin birlesmesiyle

almislardir.

Paramyxovirinae alt ailesi icinde Paramyxovirus ve Morbilli virus olmak iizere iki
cins yer alir. Paramyxovirus cinsinin tip spesifik iiyesi Newcastle hastalig1 etkeni;
Avian Paramyxovirus type-1 (PMV-1)’dir. Diger Avian Paramyxovirus tiirleri Tablo

1.1' de verilmistir (Alexander, 1993).

Tablo 1.1. Paramyxovirus cinsi icinde bulunan diger tiirler (Alexander, 1993)

Avian Paramyxovirus 2 (Yucaipa) PMV-2
Avian Paramyxovirus 3 PMV-3
Avian Paramyxovirus 4 PMV-4
Avian Paramyxovirus 5 (Kunitachi) PMV-5
Avian Paramyxovirus 6 PMV-6
Avian Paramyxovirus 7 PMV-7
Avian Paramyxovirus 8 PMV-8
Avian Paramyxovirus 9 PMV-9

1926' da Doyle tarafindan Newcastle Virusunun ilk izolasyonunu takiben, 1978
yilina kadar izole edilen ve serolojik olarak farkli oldugu tespit edilen 9 Avian
Paramyxovirus serotipi, 1979' da Tumavo ve arkadaslarimin teklifi ile

nomenculature'e Tablo 1.2°de belirtilen kriterler baz alinarak, Tablo-1.3’de



belirtildigi sekilde, PMV-I 'den PMV-9' a kadar adlandirilarak girmistir (Alexander,
1993). Bu grup i¢inde yalniz PMV-1 degil PMV-2 ve PMV-3 de kanatli patojenleri
bakimindan énem arz etmektedir (Alexander, 1990).

Tablo 1.2. Newcastle viruslarinin isimlendirme Kriterleri (Alexander, 1993)
1- Serotip

2- Virusun izole edildigi tiir veya kus tiirii
3- izolasyonun cografi alani- iilke veya eyalet
4- Referans isim veya numara

5- Izolasyon yili

Tablo 1.3. Avian Paramyxovirus’lardan prototip olarak kabul edilen izolatlar (Alexander, 1993)

PMV-1 Newcastle Disease Virus

PMV-2 Chicken/ California/ Yucaipa/ 56
PMV-3 Turkey/ Wisconsin/ 68

PMV-4 Duck/ Hong Kong/ D3/ 75
PMV-5 Budgerigar/ Japan/ Kunitachi/ 75
PMV-6 Duck/ Hong Kong/ 199/ 77
PMV-7 Dove/ Tennessee/ 4/ 75

PMV-8 Goose/ Delaware/1053/ 76
PMV-9 Domestic duck/ New York/ 22/ 78

1.1.2. Molekiiler Yapisi

Newcastle virusu; zarfli bir virustur. Zarf {izerinde iki tip ¢ikinti (spike)
bulunmaktadir. Bunlardan glikolize protein (glycosylated protein) yapisinda olan,
hemaglutinasyon ve ndraminidaz aktivitelerinden sorumlu olup, HN glycoproteini

olarak adlandirilir (Nagai ve ark.1976b).

HN proteini; hiicre ylizeyinde bulunan ve siyalik asit iceren glikoprotein veya
gangliositlere baglanarak virusun hiicreye baglanmasinda ilk basamagi olusturur. Bu
aktivite virusun eritrositleri agliitine etme Ozelliginin de kaynagidir. Etkenin

eritrositleri agliitine etme 6zelligi, virusun teshisi amaci ile kullanilir.

HN proteini bunun yaninda néraminidaz aktivitesine sahiptir. Infeksiyonun ilerleyen
donemlerinde virus iizerinde ve hiicre ylizeyinde bulunan sialik asit kalintilarinin

enzimatik olarak kesilmesi olan bu islem, hiicreden salman virus partikiillerinin



kendi kendilerine birleserek toplanmalarini 6nledigi gibi, ayni partikiiliin baska bir
hiicreye yeniden baglanmasimni da engeller. Siyalik asit kalintilarin hiicre
ylizeyinden giderilmesinin virus partikiillerinin hiicreden ayrilmasini kolaylastirdig:
da diigiiniilmektedir. HN proteininin bu iki fonksiyonu pH ve iyon konsantrasyonu
ile yakindan iliskilidir ve ekstraseliiller ortamin pH ve iyon konsantrasyonuna
uyumludur. Bu durumun bu proteinlerin ekstraseliiler ortamda goérev yapmasindan
kaynaklandigr disiintilmektedir. Noraminidaz aktivitesi diisik pH ve iyon

konsantrasyonunda optimal olarak gerceklesmektedir (Chanock ve ark., 2001).

HN proteini hemen tiim rubulaviruslarda fiizyonda da gorev almaktadir. Proteinin
flizyon esnasindaki gorevinin, flizyon proteinin baglanmasi ic¢in hiicre-virus
arasindaki mesafe veya pozisyonu ayarlamak oldugu diisiiniilmekte, ancak kesin

olarak bilinmemektedir (Mirza ve ark., 1994).

HN proteini, amino ucuna yakin, yaklasik 25 aminoasitlik hidrofobik bir parca

yardimu ile hiicre mebranina saplanir (Collins ve ark., 1991; Mottet ve ark., 1986).

HN proteinine ait yapi, kapsamli olarak Rubula virus cinsi iginde bulunan Sendai
virusu i¢in incelenmis ve proteinin; stoplazmik kuyruk, membrani gegen ¢apa, tripsin
aktivasyonuna (cleavage) duyarli sap ve kiiresel bir bastan olustugu gorilmiistiir.
Kiiresel bas kismi1 proteinin hiicre disinda kalan en biiyiik pargasidir, biitiin biyolojik
aktiviteleri iistlenir ve en onemli antijenik determinantlari tasir. Elektron mikroskop
altinda Sendai virusuna ait bas kisminin kutu seklinde oldugu goriilmiistiir

(Thompson ve ark., 1988).

HN proteini NDV suslar1 arasinda % 22 oraninda korunmus amino asit dizini igerir.

Korunmus kismin biiylik cogunlugu kiiresel bas kisminda yer alir (Colman ve ark.,

1993).

Membran iizerinde bulunan glikoprotein yapisindaki diger ¢ikinti, spike, Fiizyon (F)
proteini olarak adlandirilir. F proteini virusa ait zarf yapisinin hiicre zarina

baglanmasin1 ve virusun hiicreye penetre olmasini saglayan, proteindir (Nagai ve

ark., 1976b).

Enfeksiyonun ilerleyen zamanlarinda hiicre yiizeyinde akiimiile olarak sergilenen F

proteini, hiicreler arasinda syncytium formasyonu olusturarak hastalik etkeninin bir



hiicreden digerine lokal olarak yayilimini saglar. SV5 virusuna ait F proteini,
rekombinant bir vektor tarafindan sergilendiginde yalniz bagina syncytium olusturma
ozelligine sahipken (Curt ve ark., 1992), paramyxovirus cinsi i¢indeki diger tiirlerde
belirsiz olan syncytium yapist ancak HN proteininin de hiicre yiizeyin de

sergilenmesi ile belirgin hale gecer (Anne ve ark., 1994).

Paramyxoviruslarin bir ¢ogu siyalik asit reseptorlerine baglanarak hiicre i¢ine penetre
olur. Yalniz sendai virusu baglanmak icin hepatosit-spesifik asialoglycoprotein

reseptorlerini de bir ara yol olarak kullanabilir (Bitzer ve ark., 1997).

F proteini; paramyxovirus cinsleri arasinda degisik diizeyde korunmus bdlgelere
sahiptir, daha dnce Newcastle virusunun da dahil edildigi Rubulavirus grubu ic¢inde

bu oran % 25- % 51 arasinda degisir (Morrison, 1988; Chambers ve ark., 1992).

F proteini tipik tip-1 glycoprotein’dir. N-ucu yaklasik 18 amino asit uzunlugunda
hidrofobik bir sinyal peptidi icerir. Bu kisim sentez sirasinda sert endoplazmik
retikulum membraninin ge¢ilmesine aracilik eder ve sinyal peptidaz enzimi
tarafindan kesilir. Carboxy ucuna yakin olarak bulunan ikinci hidrofobik bdlge ise,
proteinin demir atma (anchor) seklinde membrana saplanmasini saglar. Carboxy ucu
23 amino asitten olusur ve F proteinin sitoplazma igindeki kuyrugunu olusturur

(Chanock ve ark., 2001).

F proteini virion morfogenezisi sirasinda yalniz basina M proteini ve niikleokapsit

arasindaki bagi kurmak i¢in yeterli gériinmektedir (Stricker ve Roux , 1991).

Tipik bir membran proteini olarak F proteini de inaktif prekursor, Fy, seklinde sert
endoplazmik retikulumda sentezlenir ki burada glikolizasyon, sinyal peptidin
kesilmesi, disiilfit baglarinin sekillenmesi, katlanma, yeniden diizenlenme gibi takip
eden modifikasyonlar da gergeklesmektedir. Bu asamadan sonra viriona ait tek bir
cikinti, spike, olarak sentezlenen oligomer, exocytic yol yardimi ile membrana taginir

(Morrison ve ark., 1985; Sechoy ve ark., 1987).

Fo, konake1 hiicreye ait tripsin benzeri endoproteazlar yardimi ile birbirlerine halen
disiilfit baglar1 ile bagh olan F1 ve F2 altiinitelerine kesilerek fiizyojenik forma

dondstiirtilir. F proteininin F1 ve F2 alt initelerine bdliinmesi virus susunun



infektivitesi i¢in sarttir, doku tropizmi ve patogenez ilizerinde de onemli rol oynar

(Chanock ve ark., 2001).

Kesilme, molekiiliin yapisinda degisimlere sebep olur ve bu degisim, monoklonal
antikorlarla etkilesim ve deterjan baglama Ozelliklerine tesir eder (Hsu ve ark.,

1981).

Kesim sonucu olusan F1 amino ucu, flizyon peptidi olarak adlandirilan integral bir
hidrofobik bolge olup, paramyxo viruslar i¢inde en yiiksek diizeyde korunmus
pargadir. Proteinin hidrofobik yapida ve alfa helikal sekilde olusu, kesim islemi ile
amino ucunun ag¢iga c¢ikmasi ve hidrofobikligin artmasi, F1 proteinine ait amino
ucunu taklit eden sentetik peptitlerin fliizyonu bloke etmesi ve parga spesifik
mutasyonlarin alfa helikal yapiyr arttirict tesirlerinin proteinin fiizyon kabiliyetini
arttirmasi olarak 6zetlenen dort sebep, F1 proteinin fiizyon islemi sirasinda membran
penetrasyonunda direkt olarak gorev yaptiginin en énemli delilleri sayilmistir (Hsu

ve ark., 1981; Ogasawara ve ark., 1992).

Karbonhidratsiz protein olan Matrix proteini (M); niikleokapsit ile hiicre zari
arasinda baglant1 kurarak virusun hiicre disina salinmasinda rol oynar. Oyle ki; hiicre
icinde sentezlenen matrix proteini yalniz basina heniiz genetik materyal icermeyen
bos virionlarin hiicre disina salinimini saglayabilir (Nagai ve ark.1976a; Coronel ve

ark. 1999).

Niikleokapsit proteini (NP); ancak P proteini ile c¢oziinebilir bir kompleks
olusturdugunda niikleokapsiti olusturabilir. Tek basina boyle bir 6zelligi yoktur
(Buchholz ve ark., 1993). Molekiiliin % 75’ini olusturan N ucu (N-terminal), cinse
ait tiirler arasinda oldukca korunmus bir parca olup P proteini ile olusturulan
komplekste gorev yapar. % 25°lik parcay: olusturan, degisken yapiya sahip C ucu
(C-terminal), kompleks olusumu i¢in gerekli olmamasina karsin, kalip (template)

gorevi goriir (Buchholz ve ark., 1994).

Phosphoprotein (P); transcriptase/replicase’in integral parcasini olusturmakla

birlikte gorevi tamami ile anlagilamamistir (Bowman ve ark., 1999).



Large protein (L); virusa ait en biiyilk polimeraz alt iinitesini olusturur. Cok
fonksiyonlu bir protein olup, metilasyon, RNA sentezi, kaplama (capping) islevleri

i¢in katalizor gorevi goriir (Chanock ve ark., 2001).

Infeksiyon sonrasinda alman bir serumda virusa ait tiim proteinlere karsi olusmus
antikorlar bulunmasina karsin, bunlardan yalmiz F ve HN proteinlerine karsi
olusanlar noétralizan aktiviteye sahiptirler ve plak formasyon, hemadsorbsiyon ve
cyto pathic effect gibi viruslarin hiicre kiiltiirlerinde olusturduklart etkiyi bloklama

prensibine dayali testler ile titreleri 6lgtilebilir (Chanock ve ark., 2001).

HN ve/veya F proteinlerine kars1 olusan antikorlar koruyucudur (Alexander, 1993).

1.1.3. Fiizyon, F, Geni ve Patojenitedeki Onemi

Newcastle virusu, negatif sarmalli, tek iplik¢ikli, 15 kb uzunlugunda RNA' ya
sahiptir. Molekiiler yapiy1 olusturan 6 protein, genetik materyalde 3'-NP-P-M-F-HN-
L-5' seklinde dizilmistir (Bu ve ark., 2005).

1 LK 15186
5 I 5
MF FF L
Legend:

— COS == - gene

Sekil 1.2. Newcastle virusuna ait genomu olusturan proteinlere ait sema (Bu ve ark., 2005)

Newecastle virusuna ait F geni ve bu genin kodladig1 F proteini virusun patojenitesini
belirlemede biiylik rol oynamaktadir. F proteinine ait cleavage site bolgesinde
bulunan 117. amino asitin Fenilalanin veya Leusin olusuna gore virusun patojen-

velojenik veya apatojen-lentojenik oldugu belirlenmektedir.

Tablo 1.4 'de yliksek virulensli ve diigiik virulensli virus suslarinda 111-119. amino
asitler arasinda kalan bolgede "fenilalanin" ve "leusin" farkliligi goriilmektedir.
Yiiksek virulens'li suslar "fenilalanin" igerirken diisiik virulens'li olanlar ayni

bolgede "leusin" icermektedir.
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Bu durum Office International des Epizooties (OIE) tarafindan agik bir teshis kriteri
olarak kabul edilmis olup OIE’de gegen ifade oldugu gibi asagiya alinmustir.

“F genine ait 111-119. amino asitler arasinda kalan bolgede 113. aminoasitin
arginine (R) olmasi, 115 ve 116. aminoasit pozisyonlarinda iki adet temel
aminoasitin bulunmasi ve 117. amino asitin fenilalanin (F) olmasi durumunda etken

patojen-velojenik olarak degerlendirilir (OIE, 2002)”.

Tablo 1.4. F genine ait cleavage site bolgesinin amino asit dizini (Aldous ve Alexander, 2001)

Virus Susu  Virulensi Cleavage Site Amino Asit Referans
Dizini
(111-119)

Herts 33 Yiiksek -G-R-R-Q-R-R*F-I-G- Toyoda ve ark. (1993)
Essex 70 Yiiksek -G-R-R-Q-K-R*F-V-G- Collins ve ark. (1989)
135/93 Yiiksek -V-R-R-K-K-R*F-I-G- Oberdorfer ve Werner (1998)
617/83 Yiiksek -G-G-R-Q-K-R*F-I-G- Collins ve ark. (1994)
34/90 Yiiksek -G-K-R-Q-K-R*F-V-G- Collins ve ark. (1993)
Beaudette C Yiiksek -G-R-R-Q-K-R*F-I-G- Collins ve ark. (1993)
La Sota Diisiik -G-G-R-Q-G-R*L-I-G- Collins ve ark. (1993)
D 26 Diistik -G-G-K-Q-G-R*L-I-G- Toyoda ve ark. (1989)
MC 110 Diisiik -G-E-R-Q-E-R*L-I-G- Collins ve ark. (1993)
154/98 Diisiik -G-R-R-Q-G-R*L-I-G- Alexander (2001)

Yukarida anlatilan sebeplerle F proteinine ait cleavage site bdlgesinin amino asit
dizinin tayini uzun yillar bir ¢ok arastiricinin amaci olmustur. Bu amagla, bu
calismada oldugu gibi niikleotid sekans yontemini kullanan arastiricilar bulundugu
gibi, F proteinine ait F1 ve F2 alt yapilarinin, C ve N terminuslarini sentetik olarak
sentezleyip bunlara karsi iretilen monoklonal antikorlar yardimi ile patojenite

tizerinde calisan arastiricilar da bulunmaktadir (Scanlon ve ark., 1999).

Virulent suslarda bulunan F proteini, konak¢inin bir¢ok doku hiicresinde bulunan
proteazlarla F1 ve F2 alt yapilarina boliinlirken, non-virulent olanlar yalniz typsin-
benzeri enzimlere sahip hiicrelerde bdliinebilir ki bu durum virulent suslarin
konak¢imin i¢inde hizla yayilmasini agiklamaktadir. Sekans c¢aligmalari sonucu bu
bolgenin amino asit dizininin tespiti, proteazlarla yapilan bu ayrimin bélgenin amino
asit dizinindeki farkliliktan kaynaklandigini agikca ortaya koymustur (Glickman ve
ark., 1988; Toyoda ve ark., 1987: Kant ve ark., 1997°den).

F proteini kesim bdlgesinde (cleavage site) bulunan baglarin kesilerek proteinin F1

ve F2 olarak iki pargaya ayrilmasinin virusun patojenitesinde oynadigr énemli rol,
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Nagai ve Klenk’in 1977°de yapmis oldugu bir deneyle ortaya konmustur. Adi gegen
iki bilim adami1 ayrilmamis (uncleavaged) F proteinine (F,) sahip NDV virionlarini
tripsin ile muamele ederek infeksiydz olmayan bu partikiilleri, infeksiydz duruma

gecirmiglerdir (Millar ve ark., 1988).

Ulster gibi virulensi ¢ok diisiik olan suslarda HN proteini de F proteini gibi, aktive
olmak icin glikopeptid yapisinin proteolitik olarak ayrilmasina ihtiya¢ duyar (Garten
ve ark., 1980: Millar ve ark., 1988’den). Yiiksek virulentli suslarda ise bdyle bir
ayrima ihtiyac yoktur (Millar ve ark., 1988).

F proteinine ait cleavage site bolgesini igine alan yaklagik 400 bp’lik bir bolgenin baz
dizini filogenetik agidan yapilan calismalarda da biiylik 6nem arz etmektedir. Bu
bolge kullanilarak yapilan filogenetik siniflandirmalarin dogrulugu Aldous ve ark.
(2003) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile ortaya konmustur. Bu calismada diinya
tizerinde degisik kita ve iilkelerden izole edilerek daha dnce MADb panelleri yardimi
ile siniflandirilan 338 NDV susu, F genine ait 375 bp uzunlukta bir par¢anin baz
dizinine gore filogenetik olarak incelenmis ve her iki siniflandirma arasinda kesin bir
uyum oldugu gortilmistiir. Sekil 1.3’de Aldous tarafindan ¢izilen genetik agac¢ ve
yapilan genetik guruplandirma goriilmektedir. Seklin sag tarafinda bulunan siitun
daha dnce MADb panelleri yardimi ile olusturulan ve romen rakamlari ile adlandirilan
8 gurubu gostermektedir. Aldous tarafindan temelini daha 6nce MAb panelleri ile
yapilan siiflandirmanin olusturdugu bu genetik gruplandirma, bu ¢alismada yapilan
filogenetik incelemelerin de temelini olusturmaktadir. Bu ¢alismada DNA dizini
belirlenen 14 NDV susu, Aldous tarafindan Sekil 1.3’de siiflandirilmasi yapilmig
olan 328 NDV susu ile karsilastirilmis ve Tiirkiye’den izole edilen bu suslarin hangi
genetik guruba dahil edildigi tespit edilmistir. Aldous’un ¢alismasinda inceledigi 328
NDV susuna ait kapsamli bilgi Tablo 1.5 ve Tablo 1.6’da verilmistir. Aldous
calismada kullandig1 virus suslarin1 adlandirirken kapsamli bilgileri i¢inde toplayan
kisa bir etiket sistemi kullanmistir. Buna gore birinci harf, virusun ait oldugu MAb
grubunu, iki ve ii¢lincii harfler, iilkeyi, dort ve besinci harfler, izolasyon konakgisini,
daha sonra gelen iki sayi, izolasyon yilin1 ve sonda bulunan ii¢ haneli rakam da
virusun ¢alisma i¢indeki sirasini gostermektedir. Tablo 1.6°’da verilen NDV suslari
Aldous tarafindan Diinya Gen Bankasindan edinilerek ¢aligmaya dahil edilmis olup

Aldous tarafindan etiketlenmemistir.
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Sekil 1.3. Aldous tarafindan 2003 yilinda yapilan filogenetik guruplandirma: Sagda bulunan
siitun, romen rakamlari ile isimlendirilen MAb gruplarini géstermektedir.
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Tablo 1.5. Aldous’n 2003 yilinda yaptigi calismada DNA dizinini belirleyerek genetik agac

cizimi icin kullandig1 174 NDV susuna ait bilgiler

Etiket

DPLBR96001
EZMCK95002
EZA*/98003
EES*/94004
EZAOS95005

ECHBR99006

EBROS98007
EZMCK95008
BDEDK95009
EPLBD96010
EUKCK98011
ECHBR97012
EDEPA94013
FITCK94014

FITSP94015

ENLCK96016
EITBR95017
EDECA94018
DCADK99020
DINDK94021

GNZDK98025

/AUCK98026
/AUCK98027
/AUCK98028
GDEDK83030
GMYDK97031
GIEDK95032

2NOCK93033

BAEOS98034

BSACK89036
BBECK97037
JAEFA96038

BBGPI195039

1NIPHO7041

DINCK96042
1IRP096043

1ZA0S95044
JPTCK94045
ASEPA90046

1CZCK96048

Referens No

AV 1185/96 G91

AV 72/95 (B/K)

AV 1141/98 10603
AV 435/94 (98)

AV 1433/95 D1702-95

AV 1030/99 T-1350

AV 322/98 40/97

AV 72/95 B-T-(K) AC
AV 205/95 17094
1185/96 E91

AV 1105/98 PC 11098
AV 717/97 H948/97
AV 205/95 190/94
AV 204/94 T77

AV 225/94 NRV
184/2/INT

AV 333/96 H404

AV 1257/95 124/95
AV 205/95 191/94
AV 365/99 990403
AV 374/94 622

AV 963/98
ndv/Ordek/NZ5/97
AV 1236/98 1238
AV 1236/98 1249
AV 1236/98 1154
AV 72/83 1128/6/85
AV 892/97 F104597
AV 1104/94 34/95
AV 328/94 93/08/856
AV 1009/98 169.1668-
98

AV 595/89 V61
AV 911/97 97-115 VB

AV 1196/96 18

AV 1269/98 Novo
Selo/95

AV 1220/97 VF-97-
4291 Trac

AV 198/96 67

AV 86/96 FB-2

AV 990/99 95-1145
AV 549/94 2127/94
AV 1111/92 X 988

AV 677/96 4202/96

Ulke

Polonya
Zambiya
Glney Afrika
ispanya
Gliney Afrika
isvigre
Brezilya
Zambiya
Almanya
Polonya
ingiltere
isvicre
Almanya
italya

italya

Hollanda
italya
Almanya
Kanada
Hindistan

Yeni Zelenda

Avusturalya
Avusturalya
Avusturalya
Almanya
Malezya
irlanda
Norveg
Birlesik Arap
Emirlikleri
Suudi
Arabistan
Belcika
Birlesik Arap
Emirlikleri
Bulgaristan
Kuzey
Irlanda
Hindistan
iran

Gliney Afrika
Portekiz
isvicre

Cek

Cumbhuriyeti

Konakgli

Evcil tavuk
Evcil tavuk

Deve kusu
Evcil
tavuk(lthal)
Deve kusu
Evcil tavuk
Ordek
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Papagan
Evcil tavuk
Serge
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Kanarya

Ordek
Ordek

Ordek

Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil Ordek
Ordek

Ordek

Evcil tavuk

Deve kusu

Evcil tavuk
Evcil tavuk

Sahin
Guvercin
Silin

Evcil tavuk
Evcil tavuk
Deve kusu
Evcil tavuk
Papagan

Evcil tavuk

mAb
grubu
D-benzeri
E
E
E
E-benzeri

E/B1

E/LS
E
B
E
E/B1
E/B1
E/B1
F

F

E/LS
E/B1

E/B1
D-benzeri
D

G-benzeri

G-benzeri
G-benzeri
G-benzeri
G
G-benzeri
G

Cc2

B

B
B

J-benzeri
B

C1

D

C

C1
J-benzeri
A

C1

Genetik
Grup

2

NN DNDNDNDDN D NDNDNDNDDNDNDNDDNDNDNDDND N DNMNNDDNDDN
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G L U G G U

4c
4c
4a

4d

5b

5b
5b
5b
5b
5b

5¢c

13

Erisim
No’su
AY 175693
AY 175708
AY 175661
AY 175701
AY 135740

AY 175697

AY 175695
AY 175709
AY 175671
AY 175706
AY175707
AY 175696
AY 175700
AY 175714

AY 175716

AY 175705
AY 175703
AY 175699
AY 175686
AY 175691

AY 175726

AY 175658
AY 175659
AY 175660
AY 175718
AY175719
AY 175722
AY 175645

AY 175666

AY 175680
AY 135741
AY 175738

AY 135742

AY 175634

AY 175690
AY 175627
AY 175640
AY 175740
AY 175650

AY 135743



Tablo 1.5. Devam

Etiket
ACAPC90050
ACAGL90051
ACACO90052
ACACO90053
BUSTY92054
AUSCO097055

ATZCK95056
ATZCK95057

GATZDK95058

11TTY94060
-SGCK99061
-SGCK99062
PDEPI99063
PUKP199064
PUKPI199065
1NICK97068
1NICK97069
BMYBU87078
BITPI187079

ATZDK95080

2NOBD94081

JPTCK96082
HDKCK97083

BAECK92084

BAEPE92085

BUSC092086
DINQU*/087

BAECK95088

GIEPH99089
HTWDK95090
PZAP199091

/DEF095092

GTZCK95094

/CAC092095
1NIPHO7097
1USC092098

JAESAQ0099

/AU*/90100

Referens No

AV 1111/92 1478/90
AV 1606/91 1462/90
AV 1606/91 1463/90
AV 1111/92 1479/90
AV 1138/92 43084

AV 922/97 922

AV 1300/95 MG-10-04-
c

AV 1300/95 MG-10-05-
c

AV 1300/95 TB/02/13-
G

AV 675/94 242VV

AV 890/99 F108

AV 890/99 F21

AV 819/99 1383

AV 921/99 via-win

AV 814/99

AV 283/97 VF97-708A
AV 283/97 VF97-728
AV 1094/90 144

AV 1226/89 190/87

AV 1300/95 TB-02-24-
D

AV 1305/94 94-08-
04429

AV 1375/96 4355/96
AV 1501/97 97-77893

AV 1573/92 628/92

AV 1573/92 804/90

AV 1138/92 40140
AV 33/99 Q1A

AV 51/96 40-1084-95

AV 740/99 39/99
AV 80/97 D-8-13
AV 888/99 MZ-5-99

AV 395/96 143/95

AV 1300/95 MG-04-
08C

AV 1507/92 2330
AV 1220/97 4246
AV 210/93 51234-1

AV 1573/92 120/90

AV 1817/90 8509-20-
1215

Ulke

Kanada
Kanada
Kanada
Kanada
USA
USA

Tanzanya
Tanzanya

Tanzanya

italya
Singapur
Singapur
Almanya
ingiltere
ingiltere
Kuzey irlanda
Kuzey irlanda
Malezya
italya

Tanzanya

Norveg

Portekiz
Danimarka
Birlesik Arap
Emirlikleri
Birlesik Arap
Emirlikleri
USA
Hindistan
Birlesik Arap
Emirlikleri
irlanda
Tayvan
Guney Afrika

Almanya

Tanzanya

Kanada
Kuzey irlanda
USA

Birlesik Arap
Emirlikleri

Avusturalya

Konakgi

Pelikan
Marti
Karabatak
Karabatak
Hindi
Karabatak

Evcil tavuk
Evcil tavuk

Ordek
Hindi

Evcil tavuk
Evcil tavuk
Glvercin
Guvercin
Guvercin
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Budgerigar
Glvercin

Ordek

Evcil tavuk

Evcil tavuk
Evcil tavuk

Evcil tavuk

Gogmen
Sahin
Karabatak
Bildircin

Evcil tavuk

Silin
Ordek
Guvercin
Sis
tavugu

Evcil tavuk

Karabatak
Sulin
Karabatak

Saker

mAb
grubu
A

® » » > O>>>

s 9Q

C2

T

(o8]

TIG W Ow w

C1
C1

Genetik
Grup
3c
3c
3c
3c
3c
3c

3c
3c

4a

3d
3a
3a
4b
4b
4b
5b
5b
5b
3c

3c

1

5b
2

4c

4c

3c
2

4c

1
2
1

5a

3c

3c
5b
3c

4a

1

14

Erigim
No’su
AY 175631
AY 175628
AY 175629
AY 175630
AY 175639
AY 175780

AY 175653
AY 175654

AY 175655

AY 135744
AY 175775
AY 135745
AY 175754
AY 175770
AY 175779
AY 175633
AY 135746
AY 175677
AY 135747

AY 175656

AY 175644

AY 175741
AY 175731

AY 175662

AY 175667

AY 175637
AY 175692

AY 175663

AY 175723
AY 175735
AY 175774

AY 175687

AY 175728

AY 175681
AY 175635
AY 175638

AY 135748

AY 175657



Tablo 1.5. Devam

Etiket

1AEO0S99101

PDEPI94102
PDKPI195103
JPTBR95104

LSECE95106

PTRPI95107
EZWO0S95108

BAEPI99109

ECHBR99110
-/TRCK95111

GNZDK76112
GNZCK95113

BAECK95114

GIDCK943115
-UKPI189116
EFRPI99117
FMYCK83119
GNP*/95120

BSACK95121

-DEF096123
PUKPI189124
PUKPI184125
PUKPI90126
-UKDK99127
PUKP199128
-ITP199129
PUKPI199130
PUKPI199131
DINCK94135
DINCK94136
FITBR94137
FITPH94138
NCHCK94139
BCACO75140
1ZA0S99141

BAEFA99142

NESCK94143
BPEBR95144

2UKPH88145

-PTTY91146
NDECKO94147

LIETY96148

Referens No

AV 1017/99 246

AV 205/95 300/94
AV 654/95 81731
AV 851/95 3159/95

AV 450/95

AV 927/95 coven 7
AV 862/95 5249

AV 1017/99 237

AV 1030/99 T1350
AV 927/95 coven 2
AV 1031/99 131/76
AV 1031/99 8043/95
AV 51/96 4611-59-2-
95

AV 732/94 TCS 1022
AV 1528/88

AV 1058/99 99143
AV 1094/90 442

AV 400/95

AV 412/95 D

AV 395/96 142/95
AV 1528/89

AV 2145/84

AV 2162/90

AV 813/99

AV 814/99

AV 941/99 3430
AV 960/99

AV 992/99 vla-win
AV 374/94 302

AV 374/94 306

AV 340/94 NRV 213
AV 567/94 19/94
AV 295/94 9231
AV 387/93 75-457
AV 990/99 96-0842

AV 1017/99 241

AV 435/94 103

AV 120/95 spleen
AV 1491/88 2-9-88
NDV

AV 929/92 852691
AV 1041/94 R1-93

AV 506/96 VF-96-
2065/2

Ulke
Birlesik Arap
Emirlikleri
Almanya
Danimarka
Portekiz
isvigre
Tarkiye
Zimbabve
Birlesik Arap
Emirlikleri
isvigre
Tarkiye
Yeni Zelanda
Yeni Zelanda
Birlesik Arap
Emirlikleri
Endonezya
ingiltere
Fransa
Malezya
Nepal

Suudi
Arabistan

Almanya
ingiltere
ingiltere
ingiltere
ingiltere
ingiltere
italya
ingiltere
ingiltere
Hindistan
Hindistan
italya
italya
isvicre
Kanada
Glney Afrika
Birlesik Arap
Emirlikleri
ispanya
Peru
ingiltere

Portekiz
Almanya

irlanda

Konakgi

Deve kusu

Glvercin
Guvercin
Evcil tavuk
Kontrol
Yumurta
Glvercin

Deve kusu
Guvercin

Evcil tavuk
Evcil tavuk
Ordek

Evcil tavuk

Evcil tavuk

Evcil tavuk
Glvercin
Guvercin
Evcil tavuk

Evcil tavuk

Evcil tavuk
Guvercin
Glvercin
Guvercin
Ordek
Glvercin
Guvercin
Glvercin
Guvercin
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Silin

Evcil tavuk
Karabatak
Deve kusu

Sahin
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Suldn
Hindi
Evcil tavuk

Hindi

mAb
grubu

C1

@ T OGO '*'rmM W MUV r « T T

MMOUOUTOU: T UTOUT: W @TmM:

O P
_\mm

og)

z
T m

Q
N

NE

Genetik
Grup

5d

4b
4b
5b

1

4a
2

4c

2
4b
1
1

4c

2
4b
2
2
2

4c

5a
4b
4b
4b
1
4b
1
4b
4b
2
2
2
2
5a
3c
5b

4c

ba
4c

1

5b
ba

1

15

Erisim
No’su
AY 175632

AY 135749
AY 175755
AY 175739

AY 175742

AY 175763
AY 175710

AY 175668

AY 175698
AY 175776
AY 175727
AY 175725

AY 175664

AY 175721
AY 175778
AY 175702
AY 175717
AY 175724

AY 175694

AY 175748
AY 175768
AY 175766
AY 175769
AY 175777
AY 175771
AY 175737
AY 175772
AY 175773
AY 175688
AY 175689
AY 175713
AY 175715
AY 175746
AY 175670
AY 175641

AY 175665

AY 175749
AY 175679

AY 175646

AY 175761
AY 175747

AY 135750



Tablo 1.5. Devam

Etiket

FBG*/93149
-PTCK93150
LUKDU90152
FESCK86153

LUSLO83156

HDEDK87157
NBECK92158
ABRCK83160
2ESCK88161

AALCK90163
ADEHU87164
BHKPI189165

BINLA40166

-HU*/84167
BBGCK68168
BINCK94170
ABRCK77171
BHKPI189172
APECK92173
AESCK90174
BMYCK82175
BSDCK72176

PITTD0O0177

1ITCK00179
EITCK00182

1SACKO00184

-/IECK90187
HFRDK77188

HDEDK89189
HDKOS97190
HIECK87191

HDKCK97192
HTWDK95193
HNZDK98194

GET*/99197

PSAPI98201

PDECT95204

PAEPI96210

PDEPI94216
PIEPI00242

Referens No

AV 804/93 stremzi
AV 546/93 113/93
PD 42/90

AV 784/86

AV 1297/83

AV 72/93 252

AV 381/92 92/81
AV 1769/90 5050
PD 351/88 2195
AV 247/91 berati
AV 1270/86 bettina
AV 889/89 A30981

Mukteswar

AV 1052/84

AV 1881/91 haskovo
AV 374/94 796

AV 1769/90 3107
AV 889/90 A28759
AV 1474/92 2

AV 2398/90 rota 1/90
AV 1094/90 138

AV 2203/91 19

AV 434/00 2736

AV 434/00 3013
AV 98/00 800

AV 237/00 M

AV 2086/90 PV 34/90
MC110

AV 72/93 384/4/89
AV 1501/97 97-77893

AV 2038/87 ESPEY

AV 518/98 97-77893
POOL 2
AV 80/97 D-8-13

AV 963/98
ndv/Ordek/NZ/1/97
Panvac (2/P2 UQ vet
path Aus)

AV 316/98 ARABIA 8
AV 901/95 93-549

AV 1381/96 UEA-85

AV 205/95 R4-94
AV 623/00-0.9701

Ulke

Bulgaristan
Portekiz
ingiltere
ispanya

USA

Almanya
Belgika
Brezilya
ispanya
Cezayir
Almanya
Hong Kong

Hindistan

Macaristan
Bulgaristan
Hindistan
Brezilya
Hong Kong
Peru
ispanya
Malezya
Sudan

italya

italya
italya
Suudi
Arabistan
irlanda
Fransa

Almanya

Danimarka
Kuzey
Irlanda

Danimarka
Tayvan

Yeni Zelenda

Etiyopya
Suudi
Arabistan
Almanya

Birlesik Arap
Emirlikleri
Almanya

irlanda

Konakgi

Evcil tavuk
Ordek
Evcil tavuk
Gerdanli
dalgig
Ordek
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
insan
Glvercin

Laboratuvar
derivasyonu

Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Guvercin
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Kaplumbag
a kumrusu
Evcil tavuk
Evcil tavuk

Evcil tavuk

Evcil tavuk
ShelOrdek

§entine|
Ordek
Deve kusu

Evcil tavuk

Evcil tavuk
Ordek
Ordek

Glvercin

Cockatoo
(papagan)
Glvercin
Glvercin
Glvercin

mAb
grubu
F

Z
mII_‘I'II_

Q
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Genetik
Grup
5b
2
1
2

1

1
5a
3c

1
3c
3c
3b

3a

3c
3b
5b
3c
4d
5b
5b
5b
3b

4b

4b
4b

4b

4b
4b

16

Erigim
No’su
AY 175711
AY 175762
AY 175743
AY 175712

AY175744

AY 175729
AY 135751
AY 175649
AY 175642
AY 175647
AY 175651
AY 175672

AY 175676

AY 175674
AY 175669
AY 175675
AY 175648
AY 175673
AY 135752
AY 175652
AY 175678
AY 135753

AY 175759

AY 175683
AY 175704

AY 135754

AY 135757
AY 135758

AY 175730
AY 175733
AY 135759

AY 175732
AY 175736
AY 175734

AY 175720
AY 175760
AY 175752

AY 175751

AY 175753
AY 175756



Tablo 1.5. Devam

Etiket

-NOCKO00245
DZA0S94265
2FRDK76266

ACAGL90270

CIDCK96271
1Q-HO99272

LUSLO97273

PUKPI183279
PUKPI188284
PITPH95294
PUKPI183299
PIEP196302
-CNOS*/303

-CNBR*/304

Referens No

AV 620/00 nor

AV 992/94 0915/94
MB20*/STOCK

AV 1606/91
N903455V1462/90
AV 732/94 W3

AV 1124/99 HB2489
AV 1297/F3 Gerdanli
dalgig HA

AV 884/83 */ jenks
AV 1745/88 vla-win
AV 3/96 364-95

AV 913/83 vla-car
AV 710/96 PV48/96
AV 1060/00-8

AV 1060/00-16

Ulke

Norveg
Glney Afrika
Fransa

Kanada

Endonezya
Pakistan

USA

ingiltere
ingiltere
italya
ingiltere
irlanda
Cin

Cin

Konakgi

Evcil tavuk
Deve kusu
Ordek

Marti

Evcil tavuk
Houbara
Gerdanli
dalgic
Glvercin
Giuvercin
Silin
Glvercin
Glvercin
Deve kusu
Evcil tavuk

mAb
grubu

Genetik
Grup
1

2
1

3c

5a
5b

1

4b
4b
4b
4b
4b
5d
5d

17

Erigim
No’su
AY 175750
AY 135755
AY 175643

AY 135756

AY 175682
AY 175636

AY 175745

AY 175764
AY 175767
AY 175758
AY 175765
AY 175757
AY 175685
AY 175684
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Tablo 1.6. Aldous’in 2003 yilinda yaptig1 calismada Diinya Gen Bankasi’ndan saglayarak
genetik agac cizimi icin kullandig1 164 NDV susuna ait bilgiler
MAb Genetik

Etiket Konakgi Yil Ulke Erigim no
grubu Grup
99-MB*-13 - - - - 2 AF277323
99-MB-16 - - - - 2 AF349433
99 MB 45-47 - - - - 3c AF263615
A 24-96 Evcil tavuk 1996  Avusturya Vi 4d AF001133
AE2321-96 Keklik 1996  Ciriesik Arap Vilb 50 AF109884
Emirlikleri
AF*-2240 Evcil tavuk - Malezya VI 3d AF048763
AG-68 Evcil tavuk 1968  Irak W 4a AF001108
ASTR-74 Evcil tavuk 1974  Rusya Via 4a Y19012
Avusturalya-32  Evcil tavuk 1932  Avusturalya 1 3a M21881
B1-47 Evcil tavuk 1947 USA Il 2 M24695
B 14-93 Evcil tavuk 1993  Belgika VI 5a AF001121
B 18-94 Evcil tavuk 1994  Belgika VI 5a AF001122
B 19-95 Evcil tavuk 1995  Belgika VIl 5a AF001123
B 9-93 Evcil tavuk 1993  Belgika VI 5a AF001120
Beaudette-45 Evcil tavuk 1945 USA Il 2 M24697
BG 30-95 - 1995  Bulgaristan Vilb 5b AF136781
BG 31-96 Evcil tavuk 1996  Bulgaristan Vilb 5b AF136782
BJ-3-97 - - - - 4d AF400616
CA 1085-71 Evcil tavuk 1971 USA \Y 3c AF001106
CH 1-95 Evcil tavuk 1995 isvigre - 4d AF001132
CH 2000 - - - - 5d AF358788
CH 62-96 Evcil tavuk 1996 isvigre Vllc 5¢c AF109880
CH 98-1 - - - - 4b AF358785
CH 98-3 - - - - 5d AF364835
CH 99 - - - - 5d AF358787
CH A7-97 - - - - 5c AY028995
CN DB3 Evcil tavuk - - 1 3a AF079322
CN DB5 - - - - 2 AF079323
CZ3898-96  Evcil tavuk 1996 Zo€ Vile 5c  AF109883
umhuriyeti

D 16-93 Sdlun 1993  Almanya VI 5a AF001113
D 19-94 Evcil tavuk 1994  Almanya Vil 5a AF001114
D 23-95 Evcil tavuk 1995  Almanya Vil 5a AF001115
D 24-95 Evcil tavuk 1995  Almanya Vi 5a AF001116
D 26-76 Ordek 1976  Japonya | 1 M24692
D 82-94 Evcil tavuk 1994  Almanya Vi 5a AF001117
D 83-95 Evcil tavuk 1995  Almanya Vi 5a AF001118
D 85-96 Evcil tavuk 1996  Almanya Vi 5a AF001119
DE 143-95 Evcil tavuk 1995  Almanya Vlla 5a AF109881
DK 1-95 Evcil tavuk 1995  Danimarka W 4d AF001129
DK 6-95 Deve kusu 1995  Danimarka VI 4d AF001130
DK 76720-95 Evcil tavuk 1995  Danimarka 4d AF109878
E 1-93 Evcil tavuk 1993 Ispanya VI 5a AF001126
F-48-E9 Evcil tavuk - - 1 3a AF163440
FI1001-96 (C':E‘;%‘;ﬁ”ger;k g) 199 Filandya ] 5b  AF091623
Field Salun Sdlun 1962  Ingiltere - 3a 212109
GB 1168-84 Guvercin 1984  Ingiltere Vib 4b AF109885

GS 2-98 Evcil tavuk - Bati Cin - 5d AF378249



Tablo 1.6. Devam
Etiket

GX 1-97
GX 2-98
GX 3-98
H 10-72
H 310-82
Herts-33
HLJ 4-95
HUB 1-91
HUN 1-95
1 121-92
| 123-92
israil-70
IT 1-2000
IT 110-73
IT 112-84
IT 113-85
IT 126-87
IT 127-87
IT 129-88
IT 147-94
IT 148-94
IT 3-66
IT 47/74
IT 48/68
IT 50/73
IT 51b/72
IT 52/69
IT 5/68

IT 63/73
IT 64/77
IT 66/76
IT 7/60

IT 81/71
IT 85/81
JL 1/97
JL 2/97
KUWAIT/68
La Sota/46
Labnan/
Miyadera/51
MZ 13/94
MZ 35/95
MZ 44/95
MZ 46/95
MZ 48/95
MZ 50/95
NL 1/93
NL 2/93

Konakgi

Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk

Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Pili¢

Pilig

Hindi

Pilig
Bildircin
Pilic

Pili¢

Hindi

Pili¢
Bildircin
Suldn
Bildircin
Hindi

Hindi
Bildircin
Bildircin
Hindi
Silin
Bildircin
Keklik
Evcil tavuk
Evcil tavuk

Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk

Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk

Yil

1972
1982
1933

1992
1992
1970
2000
1973
1984
1985
1987
1987
1988
1994
1994
1966
1974
1968
1973
1972
1969
1968
1973
1977
1976
1960
1971
1981

1968
1946
1970
1951
1994
1995
1995
1995
1995
1995
1993
1993

Ulke

Bati Cin
Bati Cin
Bati Cin
Macaristan
Macaristan
ingiltere

italya

italya

israil
italya-Padova
italya-Verona
italya-Bergamo
italya-Bergamo
italya-Verona
italya-Padova
italya-Treviso
italya-Roma
italya-Palermo
italya-Pavia
italya-Forli
Italya-Forli
italya-Forli
italya-Forli
italya-Forli
Italya-Pavia
Italya-Forli
italya-Forli
italya-Forli
Italya-Perugia
Italya-Forli
italya-Forli

Kuveyt
USA
Libnan
Japonya
Mozambik
Mozambik
Mozambik
Mozambik
Mozambik
Mozambik
Hollanda
Hollanda

MAb

grubu

\Y

Vilb
Vilb
Vilb
Vilb
Vilb
Vilb
Vil
Vil

Genetik
Grup

5d
5d
5d
3c
4d
3b
4d
5¢c
4d
5a
5a
4a
5b
3c
5b
5b
3b
3c
3c
3d
4c
3b
3c
3b
3c
3c
3b
3b
3c
3c
3b
3b
3b
3b
2
4d
4a
2
4a
3a
5b
5b
5b
5b
5b
5b
5a
5a

Erigim no

AF378254
AF378255
AF378256
AF001107
AF001112
M24702

AF378259
AF378257
AF378258
AF001127
AF001128
AF001111
AF293350
AF297970
AF218127
AF218128
AF218129
AF218130
AF218131
AF218132
AF221840
AF218133
AF218134
AF297969
AF218135
AF218136
AF218137
AF297967
AF218138
AF218139
AF297968
AF218140
AF218141
AF218142
AF400614
AF400615
AF001109
M24696

AF001110
M24701

AF136775
AF136776
AF136777
AF136778
AF136779
AF136780
AF001124
AF001125
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Tablo 1.6. Devam
Etiket

NY 70181/70
POK/70
QGB445/97

QGB506/97
QH 1/79
QH-2/84
QH-4/85

QSsD 1/97
QueenslandV4/

RI 1/88

RI 3/88

S 1/95

SA 34b/89
SDBZ/S98
SEA102/95
SG-4H/65
SHD 1/99
SHX 2/99
SHX 3/99
SHX 6/99
SHX-7/99
SIMF/64

SK Recombinant
Texas/48 (GB)
TEXAS
Tayvan/95
TR 2/96

TR 7/97

TR 8/97

TW 154/99
TW 154b/99
TW 156/99
TW 156a/99
TW 157/99
TW 159/99
TW 165/99
TW 174/99
TW 1/95
TW 1/98
TW 2000
TW 2/95
TW 2/98
TW 3/95
TW 4/95
TW 4/98
TW 69

TW 7/95
TW 9/95

Konakegi

Papagan
Tavuk
ispinoz
Parakeet
(Monk
papagani)
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk

Evcil tavuk
Cockatoo

(papagan)
Evcil tavuk
Evcil tavuk

Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk-
Evcil tavuk
Evcil tavuk-
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk

Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk

Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk

Evcil tavuk

Yil

1970
1970
1997

Ulke

USA
Rusya
Q-GB

Q-GB

Bati Cin
Bati Cin
Bati Cin

Avusturalya

Endonezya
Endonezya
isvigre
Suudi Arabistan
isvigre
Singapur
Bati Cin
Bati Cin
Bati Cin
Bati Cin
Rusya

USA

USA

Tayvan
Tarkiye
Tarkiye
Tarkiye
Tayvan
Tayvan
Tayvan
Tayvan
Tayvan
Tayvan
Tayvan
Tayvan
Tayvan
Tayvan

Tayvan
Tayvan
Tayvan
Tayvan
Tayvan
Tayvan
Tayvan
Tayvan

MAb
grubu

\Y
v

Vi
Vi
Vi
Vi

Genetik
Grup

3c
3b
5e

4c
3d
3d
3d
3a
1

5b
5a
4d
4c
2
4d
3d
5d
5d
5¢c
5d
5d
3a
3a
2
3b
5e
5b
5b
5b
4d
5d
5d
5d
5d
5¢c
5d
5d
5e
5d
5d
5e
5d
3a
5e
5d
3a
5c
5¢c

Erigim no

AF001105
Y19014
AF109886

AF109887
AF378250
AF378251
AF378252
AF401999
M24693

AF001134
AF001135
AF001131
AF083962
AF397009
AF109879
AF136786
AF378260
AF378245
AF378246
AF378247
AF378248
Y19017
E01438

M24698

M33855

u62620

AF136783
AF136784
AF136785
AF234030
AF326521
AF234031
AF326522
AF234032
AF234034
AF326523
AF326524
AF083960
AF083963
AF358786
AF083972
AF083973
AF083970
AF083969
AF083964
AF083959
AF083968
AF083968
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Tablo 1.6. Devam

Etiket

TW C/84
TW P/84
TW P/94
TW P/96
Ulster/67
Ulster Mutant
Warwick/66
XJ 2/97

ZA 10/74
ZA 16/90
ZA 17/90
ZA 18/90
ZA 20/93
ZA 25/93
ZA 26/93
ZA 33/94
ZA 34/94
ZA 35/95
ZA 360/95
ZA 5/68
ZAc 1868/95

Konakgli

Evcil tavuk
Evcil tavuk
Guvercin

Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk
Evcil tavuk

Evcil tavuk
Deve kusu
Evcil tavuk
Deve kusu

Yil

1984
1984
1994
1996
1967

1966

1974
1990
1990
1990
1993
1993
1993
1994
1994
1995
1995
1968
1995

Ulke

Tayvan
Tayvan
Tayvan
Tayvan
Kuzey irlanda
ingiltere

Bati Cin
Glney Afrika
Glney Afrika
Glney Afrika
Glney Afrika
Glney Afrika
Guney Afrika
Glney Afrika
Glney Afrika
Glney Afrika
Glney Afrika
Glney Afrika
Glney Afrika
Glney Afrika

MAb
grubu

Vllc
VI
Vlila
Vllc
|
Vie
Vlila

VI
VI
VI
Vilb
Vilb
Vilb
Vilb
VI
Vilb
Vilb
VI

Genetik
Grup

5¢c
5c
5e
5c
1
1
4a
5d
3d
3d
3d
3d
5b
5b
5b
5b
3d
5b
5b
3d
5b

Erigim no

AF083965
AF083967
AF083961
AF083971
M24694

212110

u52457

AF378253
AF136763
AF136764
AF136765
AF136766
AF136767
AF136768
AF136769
AF136772
AF136773
AF136774
AF109876
AF136762
AF109882

21



22

1.2. Newcastle Disease Virusu (NDV) Uzerinde Yapilan Molekiiler Cahsmalarin

Kisa Tarihcesi

Newcastle disease virus iizerinde yapilan genetik calismalar; 1991 yilinda Jestin ve
Jestin tarafindan Newcastle Virusu’na ait spesifik bir gen bdlgesinin evrensel
primerler kullanilarak PCR ile amplifikasyonu ile baglamis, bunu Kant ve ark. (1997)
tarafindan patotip spesifik primerler yardimi ile etkenin tiplendirilmesi takip etmis ve
PCR caligmalar1 Nested hale getirilerek spesifitesi arttirllmistir (Jestin ve ark., 1994;
Kant ve ark., 1997; Kou ve ark., 1999; Kho ve ark., 2000).

PCR ile etkenin teshisinin ardindan Restriksiyon Enzim Analizleri yardimi ile
etkenin alt tiplerinin ayrimi gerceklestirilmistir (Pordany ve ark., 1996; Wehmann ve

ark.., 1997; Kou ve ark., 1999; Nanthakumar ve ark., 2000).

Probe Hibridizasyon c¢aligmalar1 ile molekiiler ¢aligmalarin duyarlilig1 ve 6zgiinligi
arttirllmistir (Black ve ark., 1992; Black ve King, 1993; Radhavan ve ark., 1998;
Oberdorfer ve Wemer, 1998),

Cleavage site lizerinde yapilan DNA dizin analizi ¢aligmalar1 ve buna bagh
epidemiyolojik c¢alismalar yardimi ile molekiiler teshis c¢alismalarinda en ileri
noktaya varilmistir (Toyoda ve ark., 1989; Collins ve ark., 1993, 1994; Stauber ve
ark., 1995; Seal ve ark., 1995, 1998; Marin ve ark., 1996; Heckert ve ark.,, 1996;
King ve Seal, 1997: Aldous, 2001°den).

1.3. Bu Cahsmada Kullanmilan Teknikler Uzerine Genel Bakis

1.3.1. Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Cetus Corporation adli bir sirkette calisan Kerry Mullis ve bir grup bilim adami
tarafindan 1984 yilinda gelistirilen PCR teknigi, enzimatik reaksiyonlara bagli bir
DNA c¢ogaltim (amplification) yontemidir. Metod kisaca herhangi bir canliya ait bir
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DNA molekiiliiniin belli bir bolgesinde bulunan baz dizinine spesifik oligoniikloetid
primerler tarafindan belirlenen/sinirlandirilan bir DNA pargasinin polimeraz enzimi
esliginde, “DNA sarmalinin ayrilmasi (denatiirasyon), primerlerin baglanmasi
(primer annealing) ve yeni olusan iplik¢igin uzamasi (extention)” asamalarinin
tekrar1 ile gogaltilmasidir (Sekil 1.4). Bu yontemle teorik olarak yalniz bir DNA

molekiiliinden milyarlarca kopya iiretilebilir (Mounir, 1993).

Bununla birlikte pratikte PCR isleminin basar1 ile uygulanabilmesi i¢in bir ¢ok

zaman invivo veya invitro bir sistemde 6n ¢ogaltma gerekmektedir.

PCR islemi yalmiz DNA {izerinde uygulanabilmektedir, bu sebeple RNA iceren
viruslara ait genetik materyalin PCR ile tespiti istendiginde oOncelikle RNA’nin
DNA’ya ¢evrilmesi gerekmekte, bu amagla RNA, PCR asamasindan 6nce Revers
transcriptase enzimi yardimi ile, tamamlayict DNA’ya (cDNA) cevrilerek bilinen
PCR prosediiriine bundan sonra devam edilmekte ve modifiye edilen bu PCR teknigi
Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction, RT-PCR, olarak

adlandirilmaktadir (Mounir, 1993).

1.3.1.1. PCR Tekniginin Temelleri

PCR teknigi; temel olarak yiiksek 1s1 yardimi ile DNA iplik¢iklerinin birbirinden
ayrilmasi (denaturation), uygun sicaklik ve pH kosullarinin saglanmasi ile belli bir
DNA dizinine, ~20 bp uzunlugunda primerlerin baglanmasi (annealing) ve ortamda
bulunan polimeraz enzimi ve bazlarin yardimi ile uzama (extention) olmak tizere {i¢
basamaktan olugmakta ve bu li¢ asamanin 25-30 tekrari ile bir tek DNA pargasindan
teorik olarak 68 milyar kopya elde edilebilmektedir (Sekil 1.4 ve 1.5).

1984 yilinda ilk kez ortaya cikisindan giliniimiize kadar, gerek PCR c¢alismalarini
daha hizli, pratik ve giivenilir hale getirmek, gerekse ¢alismalar sirasinda karsilasilan
problemleri ortadan kaldirmak i¢in modifiye edilerek ortaya ¢ikarilan bircok PCR
teknigi bulunmaktadir.



PCR : Polymerase Chain Reaction

{1, Basamak: Denaturation

BOLOTEOGD

e

1 dakika 94 °C

45 saniye 54 °C

2. Basamak: Annealing

forward ve rewers primearler

2 dakika 72 °C

3. Basamak: Extention

sadece dNTF' ler

Sekil 1.4. PCR Asamalar1 (Vierstraete, 2004)

24

4. dingi
= Cogaltimak istenen parga
_<3 déngil
— 2. dingi
1. déngd  emmeeeeeeeeen W= 35 .ddngi
tamplate DA — —
36
4 kopya 2 kapya 16 kopya 32 kopya 2 =168 milyarkopya
2 3
Z 2 2 &

Sekil 1.5. PCR dongiileri sonucu teorik olarak olusan kopya sayis1 (Vierstraete, 2004)
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1.3.1.2. Giiniimiize Kadar Gelistirilen PCR Tekniklerinden Ornekler

Multiplex PCR: Ayni test tiipii icine birden fazla primer konulmasi suretiyle bir
defada birden fazla DNA parcasinin sentezletilmesi olarak tanimlanan multiplex
PCR, basta gen haritalarinin ¢ikartilmasi olmak iizere rutin teshis ¢alismalarinda
kullanilarak c¢aligmalar i¢in harcanan efor ve zamani 6nemli Ol¢lide azaltmaktadir.
Calisma; gen haritalarinin ¢ikartilmasi isleminde oldugu gibi tek bir DNA’ya ait
birden fazla parganin sentezlenmesi seklinde olabilecegi gibi, ayn1 materyal i¢inde
bulunan farkli etkenlere ait DNA pargalarinin sentezlenmesi seklinde de

olabilmektedir (Elnifro ve ark., 2000).

Ayni test tiipli icinde 30 adet primerin basari ile kullanilabilecegi Tettelin ve ark.
(1999) tarafindan yapilan bir gen haritast ¢ikarma calismasi ile gosterilmistir.
Bununla birlikte ¢alisma esnasinda primer dimerlerinin olugmasinin engellenmesine

dikkat ¢ekilmis ve primerlerin dikkatli se¢ilmesi geregi vurgulanmistir.

Hot-start PCR: PCR c¢alismalarinda non-spesifik baglanmalar sebebi ile istenmeyen
bantlarin olusumu ¢okg¢a goriilen ve sonuglarin degerlendirilmesini zorlastiran bir
durumdur. Bunun engellenmesi igin gelistirilen hot-start PCR’da; reaksiyonun
baslamasi i¢in gereken reagent’lardan bazilar1 reaksiyon tiipiiniin yiiksek sicakliklara
¢ikartilmasindan sonra eklenmekte, boylelikle polimeraz enziminin test baglamadan
once calismaya baslamasi engellenerek istenmeyen kisa bantlar da giderilmektedir.
Ancak bu islem manuel olarak yapildiginda ek bir ¢alisma getirmekte ve kros
kontaminasyon riskini de arttirmaktadir. Bu negatiflikleri ortadan kaldirmak ig¢in

gelistirilen yontemler asagida belirtilmistir.

- Reaksiyonda kullanilan reagent’larin, bal mumu gibi oda sicakliginda erimeyen
materyaller kullanilarak iiretilen boncuklarin i¢ine hapsedilmesi ile, reaksiyonun
yalniz belli bir sicakliga erisildiginde baglatilmasi, boylelikle oda sicakliginda
olusan non-spesifik bantlar engellenmesi,

- DNA polimeraz antikorlarin kullanima,

- Kimyasal olarak modifiye edilmis AmpliTaq Gold DNA polimeraz (PE

biosystems) kullanima,


http://www.pcrlinks.com/variants/hotstart.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/multipex.htm
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- DNA polimerazi geriye doniisli sekilde engelleyen oligoniikleotid’lerin
kullanima,

- Sicaga dayaniksiz (thermolabile) DNA helicase’larin kullanima,

- 5’ucunda florasan etiket, 3’ucunda quencher chromophore yapi1 bulunan sag
tokas1 benzeri oligoniikleotid yapilarinin kullanimi ile PCR iiriinlerinin gerg¢ek

zamanl tespiti (Kaboev ve ark., 2000; Kaijalainen ve ark., 1993).

PCR-RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), her tiire ve her
bireye ait DNA’nin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile farkli bdolgelerden
kesilmesi prensibine dayali bir testtir. Yontemin uygulanmasi i¢in fazla miktarda
DNAya ihtiya¢ duyuldugundan RFLP 6ncesi PCR’a ihtiya¢ duyulmaktadir. PCR ile
cogaltilarak, restriksiyon enzimleri (EcoRl1, Hindlll, Mval, Hinfl, Haelll, Alul, Rsal)
ile kesilen DNA parcalari, agarose gel de kosturularak goriintiilenmektedir. RFLP,
gida amaci ile tiikketilen etlerin safligi ve hangi tiire ait olusunun tespitinden,
filogenetik calismalarda tiir i¢i bireylerin yakinliginin incelenmesine kadar genis bir

kullanim alan1 bulmugstur (Dybus ve ark. 2005; Wang ve ark., 2004).

Real-Time PCR: Higuchi ve arkadaglar1 tarafindan 1992 yilinda gelistirilen real-
time PCR (Higuchi ve ark., 1992, 1993), termal cycler cihazindan elde edilen
bilgilerin bilgisayara aktarilmasi ile PCR iirlinlerinin gercek zamanli tespitini
saglayarak teshis calismalarina hiz kazandirmis, kullandigi sistem sayesinde

sonuglarin giivenligini ve tekrarlanabilirligini arttirmistir (Mackay ve ark., 2002).

Bir florasan boya olan ethidium bromide (EtBr)’in niikleik asitlere baglandiginda
florasan parlamasmin arttigi 1966’dan beri bilinmektedir ve bunun yardimu ile jel
elektroforez’de toplanarak bant olugturan DNA parcaciklari ultraviyole (UV) altinda
goriintiilenmekte ve fotograflart cekilmektedir. Ancak PCR iiriinlerinin florasan
problar yardimi ile ger¢cek zamanli goriintiilenmesi 1990°larda baglamistir (Mark ve

Joyce, 2005).

Testte; florasan isaretli ve isaretsiz olmak {lizere iki adet primer kulanilmakta,
isaretsiz primer, istenen DNA pargasinin ucuna, isaretli olansa ortasina
baglanmaktadir. Uca baglanan isaretsiz primerden baslayan polimerizasyon islemi

esnasinda ortaya baglanan florasan isaretli primer (quencher) ayrilarak ortama


http://www.pcrlinks.com/variants/real-time_pcr.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/pcr_rflp.htm
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atilmakta ve florasan parlama vermektedir (Sekil 1.6). Olusan PCR f{iriinii sayisi
arttikca, ayrilarak ortama atilan florasan isaretli primer sayis1 da artmakta ve bu
artisin floarasan parlamaya duyarli bir video kamera ile tespit edilerek bilgisayara
parabol seklinde bir egri olarak yansitilmasi ile sonuglar goriintiilenmektedir

(Valasek ve Repa, 2005; Lee ve ark., 1993).

Dye Quencher

PCR primer ‘ \T[ I I l I " X

DNA template

l <, Quencher
--,o'yt\\\ L /X

T €

Sekil 1.6. Real-time PCR’da florasan problarin islevi (Lee ve ark., 1993)

Nested PCR: PCR isleminin spesifitesini arttirmak amaci ile daha énce PCR islemi
yapilarak c¢ogaltilan DNA pargalarina ait daha kisa bir bdlgenin iki yeni primer
kullanilarak tekrar ¢ogaltilmasidir. ilk PCR isleminde kullanilan primerlerden biri
ikinci PCR’da da kullanilirsa, bu durumda islem, hemi-nested PCR olarak

adlandirilmaktadir.

TAIL-PCR: Tail PCR, adin1 testte kullanilan primelerin, hedef DNA’ya baglanan
parca yaninda, baglanmayan yaklasik 20 bp wuzunlugunda bir kuyruk-dizin
icermesinden almaktadir. (Chaves ve ark., 1994). Kuyruk-dizin daha sonra
komplementer dizine sahip problarla birlestirilerek PCR iirlinlerinin bir yiizey
tizerinde sabitlenmesi veya isaretli problarin 6zelligine bagli olarak olusan {iirlinlerin

renkli olarak gorlintiilenmesi saglanabilmektedir.

AFLP: Amplified fragment-length polymorphism (AFLP) ve/veya florasan
versiyonu olan (fAFLP), PCR tabanli bir parmak izi, fingerprinting, teknolojisidir.
Her bireye ait DNA’nin EcoR 1 and Mse 1 enzimleri tarafindan farkli bolgelerden
kesilmesi ve kesilen parcalarin PCR ile ¢ogaltilarak goriintiilenmesi prensibine dayali
bir test olan AFLP, bireyler arasindaki genetik farkliliklarin testi i¢in kullanilabilecek
diisiik maliyetli ve kolay bir teknik olup babalik testinden, filogenetik caligmalara
kadar bir¢ok alanda kullanim alani bulmustur (Mueller ve ark., 1999; Berres, 2002).


http://www.pcrlinks.com/variants/aflp.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/aflp.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/tail-pcr.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/nested_pcr.htm
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Asymmetric PCR: Bu yontemde; kullanilan primerlerden birinin konsantrasyonu
digerine gore daha az hazirlanarak normal PCR’dan farkli olarak ¢ift iplik¢ik yerine
tek iplik¢ikli DNA iretilmektedir. Bu durum o6zellikle sekans caligsmalari 6ncesi
yapilan PCR’da ve DNA hibridizasyonu i¢in kullanilacak problarin hazirlanmasinda
yararlt olmaktadir (Kinjo, 1998).

Long-PCR: Gen haritas1 olusturmak i¢in yapilan caligmalar esnasinda defalarca
PCR yapilmas: gerekmektedir. Long PCR; PCR iiriiniinii uzatip, yapilan test sayim
azaltarak gereksiz bir is ylikiinden kurtulmak ve calismayi basit ve hizli hale
getirmek amaciyla gelistirilmistir. Bu amagla PCR karisiminda modifikasyonlar
yapilmis olup, PCR karisimina; gliserol ve dimethyl sulfoxide eklenmis, pH’s1
arttirllmis, primelerin baglanmasi i¢in gereken sicaklik, polimeraz ve tuz miktarlari
diistiriilmiis, 3' ucundan 5' ucuna ekzoniikleaz olarak goérev yapan 1siya dayanikli

ikincil bir DNA polimeraz eklenmistir (Cheng ve ark., 1994).

Colony PCR: Bakteri ve maya kolonilerinin identifikasyonunda kullanilmak {izere

modifiye edilmis bir PCR tiiriidiir (Amberg, 2001).

Touchdown PCR: PCR calismalarinda goriilen 6nemli sorunlardan biri de
istenmeyen kisa bantlarin olusumudur. Primerlerin kendine 6zgii DNA dizini diginda
baska bir DNA parcasina baglanmasindan kaynaklanan bu durum, kimi zaman
olusan kisa iirlinlerin, istenilen uzun iirlinleri baskilayacak kadar fazla olusumuna
sebep vererek PCR {iriiniiniin istenilen kalitede olmasini engellemektedir. Primerlerin
yanlis baglanarak kisa bantlara sebep olmasi probleminin ¢6zliimiinde, PCR
karisimina konulan Mg miktarinin ayarlanmasi ve primerlerin baglanma sicakliginin
arttirilmasi gibi yontemlerle basari elde edilmis olmakla birlikte bu yontemler zaman
almaktadir. Alternatif bir ¢oziim olarak gelistirilen touchdown PCR’da primerlerin
baglandig1 annealing asamasi ic¢in kullanilan sicaklik, her saniye kademeli olarak
disiiriilmekte boylelikle, dongiiler sonucunda dogru baglanma ile elde edilen
Uiriinlerin, yanlis baglanma ile elde edilen orneklere baskin sayida olugmasi

saglanmaktadir (Doni ve ark., 1991).

PCR-ELISA: Test; digoxigenin igaretli problarla hibridize edilen PCR firiinlerinin,

biotin isaretli oligoniikleotid primerler yardimi ile strepteavidin kapli ELISA


http://www.pcrlinks.com/variants/pcr_elisa.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/touchdown.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/colony_pcr.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/long_pcr.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/asymmetric_pcr.htm
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plate’ine sabitlenmesi, daha sonra plate ilave edilen, peroxidase isaretli anti-
digoxigenin antikor-konjugat’in digoxigenin isaretli probalara baglanmasi ve olusan
kompleksin, plate’e ilave edilen 2,29-azino-di-(3-ethylbenzthiazolinsulfonate)
yardimi ile goriiniir hale getirilerek ELISA reader’da okunmasi prensibine
dayanmaktadir (Ferlicot ve ark., 1999). Her iki testin 0zglinlik ve duyarliligin
birlestiren PCR-ELISA tekniginin %100 06zgiinlik ve %100 duyarlilik ile
calisabildigi gdzlemlenmistir (Jones ve ark., 1998).

In situ PCR: Kullandig1 sistem sebebiyle histopatolojide genis bir kullanim alani
bulan in situ PCR’da; bilinen PCR’dan farkli olarak, genetik materyalin hiicre disina
cikartilmasi, ekstraksiyon, yapilmamakta, bunun yerine PCR bilesenlerinin hiicre
icine sokulmasi1 ve test prosediiriiniin hiicre i¢inde tamamlanmasi saglanmaktadir. In
situ PCR, mikroskop lam1 benzeri cam slaytlar tizerine fikze edilmis doku ve hiicre
preparatlari lizerinde uygulanmaktadir (Retzel ve ark., 1994). Calismada organlardan
saglanan doku oOrneklerinden faydalanildigi gibi (Stamps ve ark., 2003) bakteri
kiltiirleri de (Hoshino ve ark., 2001; Tani ve ark., 1998) kullanilabilmektedir.

Termal cyclign islemi slaytlar icin 6zel olarak imal edilmis termal cyclerlarda
gergceklesmekte ve amplifikasyonlar sonucu olusan PCR iiriinii, digoxigenin igaretli
problarla hibridize edilerek, alkaline phosphatase isaretli anti-digoxigenin antikor-
konjugat yardimi ile goriiniir hale getirilmektedir (Hoshino ve ark., 2001; Tani ve
ark., 1998). Uriinlerin goriiniir hale getirilmesinde altin isaretli antikorlar da basari
ile kullanilabilmekte (Stamps ve ark., 2003), PCR firiinleri; florasan izotiyosiyonat
isaretli problarla yapilan in situ hibridizasyon sonucu florasan mikroskoplar yardimi

ile de goriintiilenebilmektedir (Moreno ve ark., 2003).

Bunun yaninda; differential display-PCR (DD-PCR), inverse PCR, alu-PCR, RACE,
RAPD, single strand conformation polymorphism (PCR-SSCP), quantitative
comperative-PCR (QC-PCR), Rep-PCR, vectorette PCR ve degenerate PCR gibi
PCR tiirleri de bulunmaktadir.

1.3.2. DNA Dizin Analizi

Sekans terimi biyokimya ve genetik’de, dallanmamis biopolimer yapisinda bir

molekiiliin ilkel (primary) yapisinin atomik seviyede belirlenmesi olarak


http://www.pcrlinks.com/variants/degenerate_pcr.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/rep_pcr.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/qc_pcr.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/rapd.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/race_pcr.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/alu_pcr.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/dd_pcr.htm
http://www.pcrlinks.com/variants/insitu_pcr.htm
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tanimlanmaktadir. Genetikte kullanimi ise bir DNA parcasinin niikleotit dizinin

tespiti seklindedir.

Gilinlimiizde DNA dizin analizi (sekans) islemi bir ¢ok laboratuvarda, 1977 yilinda
Frederic Sanger tarafindan gelistirilen, zincir durdurma (chain termination)
yonteminden koken alan ve otomatik sekans cihazlari yardimiyla gergeklestirilen
“dye termination sequencing” ile yapilmaktadir. Maxam ve Gilbert (1977)
tarafindan gelistirilen Maxam-Gilbert chemical sequencing yoOntemi, teknik
zorluklar1 ve fazla miktarda kimyasali gerektirmesi sebebiyle terk edilmistir

(Anonim, 2005b).

1.3.2.1. Sanger Zincir Durdurma DNA Dizin Analizi (Chain Termination

Sequencing)

Sanger tarafindan ilk kez 1977 yilinda bakteriofaj phi-X174’e ait bir DNA dizininin

' s = tespitiyle ortaya konulan ve Sanger’e 1980 yilinda Nobel 6diilii

kazandiran bu yoOntemde; dizini belirlenmek istenen DNA
orneginden 4 tip hazirlanmakta, tiiplerin her birine
polimerizasyon  islemini  durdurma  ozelligine  sahip
dideoxynucleotide (ddNTP)’lerden yalniz bir tanesi (ddATP /
ddTTP / ddCTP / ddGTP) ve radyoaktif isaretli primer ilave
edilmekte, boylelikle PCR sonucunda olusmasi beklenen
birbirine esit DNA segmentleri yerine ddNTP’ler sebebiyle
durdurulan farkli uzunluklarda radyoaktif isaretli segmentler

yontemi ile dizini belirlenen bir

DNA parcasina ait X-ray film
(Anonim, 2005a).

edilen PCR iiriinleri, agar jelde birbirine paralel
olarak kosturulmakta, birbirinden farkli
uzunluklarda olan DNA iplik¢ikleri ayristirilarak uzundan kisaya dogru siralanmakta
ve X-ray filimleri yardimi ile goriintiilenerek degerlendirilmektedir (Anonim,

2005a).

Glinlimiizde Sanger tarafindan gelistirilen zincir durdurmaya dayali sekans analizi

islemi modifiye edilerek radyoaktif isaretleme yerine florasan isaretli di-
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dioksiniikleotid’ler kullanilmakta ve bu islem “dye terminator sequencing” olarak

adlandirilmaktadir.

Bunun yaninda;

« Hibridizasyon yolu ile sekans,
« Pyrosequencing,

« Nanopore sequencing,

gibi gelismekte olan sekans yontemleri de bulunmaktadir (Anonim, 2005b).
1.3.2.2. Dye Terminator Sequencing

Pratik ve giivenilir olmasi sebebiyle giiniimiizde olduk¢a genis bir kullanim alani
bulan dye terminator sequencing yontemi, otomatik sekans cihazlar1 yardimi ile

gergeklestirilmektedir. Yonteminin temel olarak iki basamagi bulunmaktadir.

1- Sekans PCR ile florasan isaretli, birbirinden farkli uzunlukta baz dizinlerinin

sentezlenmesi,

2- Sentezlenen dizinlerin elektroforez ile birbirinden ayristirilarak bir CCD

kamera ile tespit edilmesi,

Sekans isleminin gerceklestirilebilmesi i¢in fazla miktarda kalip-DNA (template-
DNA) ’ya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sebeple sekans PCR islemi O6ncesinde yapilan
PCR yardimi ile sekansi istenen DNA pargasi ¢ogaltilmakta ve daha sonra sekans

PCR islemine gecilmektedir (Vierstraete, 2004).
1.3.2.2.1 Sekans PCR

Sekans PCR isleminin ii¢ temel asamas1 bulunmaktadir.

1- 94 °C’de ayrilma (denaturation): Bu asamada ¢ift sarmalli DNA ayrilmakta ve

tiim enzimatik reaksiyonlar durmaktadir.

2- 50°C’de baglanma (annealing): Sekans isleminde PCR’dan farkli olarak yalniz
bir primer kullanildigindan yalniz bir DNA ipligi sentezlenmektedir. Sekans
karisimi i¢inde bulunan primerler brown hareketi ile karisim icinde dolasirken

DNA iplikgikleri ile arasinda iyonik baglar olugsmakta, primer dizininin kendisine


http://en.wikipedia.org/wiki/Nanopore_sequencing
http://en.wikipedia.org/wiki/Pyrosequencing
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uygun DNA pargasi ile kars1 karsiya gelmesi durumunda bu baglar daha uzun
Omiirlii sekillenmekte, bu durumda polimeraz enzimi primerin sonuna
baglanmakta ve tamamlayict (complementer) DNA’y1 sentezlemektedir. Yeni
DNA iplik¢iginde birka¢ bazin insasi ile primer ve DNA iplik¢igi arasinda

olusan bag giiclenmekte ve kolayca kirilmayacak bir hal almaktadir.

Sekans PCR

. _¢¢.: {Ib (L

| | | | | | |HJUMWLL 1 dakika 94 *C

1. Basamak: Denaturation

3M 5 4 LI s 15 saniye 50 °C
| q.l ¥

2. Basamak: Annealing

ek primer

L L IR T AT |

l\ 5o o] B 4 dakika 60°C

. . . :

- | b ,|\ R - T | __-_ T T :|i :. : 3. Basamak: Extention

| || | [ dMTP ve ddNTP karigimi

Sekil 1.8. Dye Terminator Sequencing (Vierstraete, 2004)

3- 60 °C’de uzama (extention): Polimeraz enzimi esliginde ortamda bulunan

bazlarin complementer DNA iplik¢iklerine eklenerek iplik¢igin uzamasi 72
°C’de en 1iyi sekilde gerceklesmektedir. Bununla birlikte, PCR’da 72°C olarak

uygulanan bu asama, sekans islemi sirasinda, karistmda bulunan modifiye
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molekiiller olan florasan isaretli ddNTP’lerin daha iyi baglanmasi i¢in 60 °C’ye

distirtilmustiir (Sekil 1.8).

Uzama asamasinda polimeraz enziminin insa yapisina dNTP yerine ddNTP gelmesi

durumunda polimerizasyon islemi durmakta ve iplik sentezi o noktadan ileriye

¥ Thymine gidememektedir. Bu durum ddNTP’nin
P=-P =P =C 0
'|: / \\ | dNTP’den farkli olarak, 3. karbon atomuna
¥ 1C
bagh olarak \ 4+ - / hidroksil (OH) yerine hidrojen (H)
(dTTP) EI _EI icermesinden ve bu sebeple kendisinden
OH H sonra bagka bir bazin DNA ipligine
5 I eklenmesine miisaade etmemesinden
Lo B & R
/ SN kaynaklanmaktadir (Sekil 1.9).
C4 _—
umeuxythymidine\\ a _ Sekans islemi sonucunda var olan PCR
triphosphate C —C riinlerind d6ni
(ddTTP) | l riinlerinden dongli sayisinin  ¢arpimi
—H H

kadar birbirinden farkli uzunluklara sahip

Sekil 1.9. Dideoxynucleotide (ddNTP) yapisina  H)NA iplikgikleri olusmaktadir.
bir ornek; dioksitimidin (ddTTP) (Kimball,
2003)

Sekil 1.10’da 13 adet baza sahip bir
DNA molekiiliinden sekans PCR islemi ile teorik olarak 1 bazdan 13 baza kadar 13
farkli uzunlukta olusan DNA iplikleri goriilmektedir (Vierstraete, 2004).

1.3.2.2.2. Sentezlenen Dizinlerin Elektroforez ile Birbirinden Ayristirilarak Bir

CCD Kamera ile Tespit Edilmesi

Sekans PCR sonucu elde edilen farkli uzunluklardaki DNA fragmentleri daha sonra
otomatik sekans cihazi yardimi ile elektroforez islemine tabi tutularak
ayrigtirllmaktadir. Bu islem sirasinda kisa olan fragmentler jel ortaminda daha hizli
ilerleyerek once gelmekte boylelikle kisadan uzuna dogru bir siralama

olusturulmaktadir (Sekil 1.11).



sekans iztenen tek iplikcikli DRA dizini
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Sekil 1.10. Sekans islemi sirasinda olusan farkl uzunluklardaki DNA iplikleri (Kimball, 2003)
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Sekil 1.11. Sekans cihazi tarafindan gerceklestirilen elektroforez isleminin sematik gosterimi
(Vierstraete, 1999)

Florasan isaretli DNA fragmentleri, otomatik sekans cihazi i¢inde gergeklestirilen
elektroforez islemi sirasinda negatifden pozitife dogru hareket ederken detektor
bolgeye geldiklerinde, cihaz iginde bulunan bir lazer kaynagindan yayilan lazerin
lensler yardimu ile fragmentlere bagli florasan isaretli ddNTP’lere yonlendirilmesi ile
florasan 1s1ma olusmakta, olusan 1s1ma, yine lensler yardima ile, olusan renge duyarh
CCD kameraya aktarilarak dedektor bolgeden gecen florasan isaretli ddNTP’nin
hangi baz oldugu tespit edilmektedir (Sekil 1.12).

Y

e - --""cc.qkam!ra
" Spektrograf

oo

Yansitma b Spelirograf CCD kamera baylinca gegan rankder ayinr
SR \ -4
Lens
/1(_‘__ _--""'-;-, Lensler yayilan 1511 toplar spekirograf (zerine odaklar
P
A
* Lazer A
Fid
1 /
(e 4 - Lazer, lorosan etiketli dye'lan uyararak florasan
\\I- - = =

e T y '-‘“Ef_...--"" parlamaya sebap olur
Il

Jal

Sekil 1.12. Otomatik sekans cihaz1 cahisma semasi (Vierstraete, 2004)
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Sekans caligsmalarinda elde edilen sonuglarin daha giivenli olmasi i¢in ayn1t DNA
parcasina ait ileri (forward) ve geri (Revers) yonli iki primer kullanilarak DNA
dizini 5’ ucundan 3’ ucuna ve 3’ ucundan 5’ ucuna dogru iki kez sentezlenmekte
daha sonra elde edilen sonuglar cakistirilmakta (align) ve karsilastirilmakta

boylelikle kesin sonucun eldesine ¢alisilmaktadir (Vierstraete, 2004).

1.3.3. Sekans sonug¢larininin ¢akistirilmasi (align) ve mutasyonlarin tespiti

Farkli bireylerin aym1 gen bolgesine sahip iki veya daha fazla DNA pargasi
karsilagtirmak istendiginde bu pargalarin baz dizinlerinin st iiste getirilmesi
gerekmektedir ki bu islem ¢akistirma (align) olarak adlandirilir.

DNA dizinleri cakistirildiginda eklenme (insertion), silinme (deletion) ve mutasyon

gibi degisimler izlenebilmekedir (Sekil 1.13).

Ortak ata Aym soydan gelen bireyler Cakigtinimg dizinler
{Common ancestor) (descendanis) {aligned sequences)
. it A J— | T ceehA—»TARACGGCTTTACCG
sl cicioy COLA ———"_ e TR Ll el U
—* ) TACGGCTGTACGE —— = TA-CGGCTGTACHLG

bireydeki eklenme ‘J
(inserfion in descendant)
bireydeki mutasyon
{mufation in descendant)
bireydeki silinme
{deletion in descendant)

Sekil 1.13. Ayn1 soydan gelen bireyler arasinda gozlenebilecek genetik degisimler (Vierstraete,
2004)

DNA dizinlerinin ¢akistirilmasinda farkli yontemler kullanilabilmektedir.

Omnek olarak TCAGACGATTG ve TCGGAGCTG dizinlerinin cakistirilacag

diisiiniiliirse asagidaki segenekler kullanilabilecektir.

1. Hatah karsilastirmalarin en aza indirilmesi :

TCAG-ACG-ATTG
T O O I 0 hatal1 karsilastirma 7 dogru karsilagtirma 6 bosluk
TC-GGA-GC-T-G

2. Bosluk sayisinin diisiiriilmesi:

TCAGACGATTG
[ 1] 5 hatali karsilagtirma 4 dogru karsilagtirma 2 bosluk
TCGGAGCTG--
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3. Hatah karsilastirma ve bosluk sayisinin diisiiriilmesi:

TCAG-ACGATTG
T T O 2 Hatali karsilastirma 6 dogru karsilagtirma 4 bosluk
TC-GGA-GCTG—-

Bununla birlikte bu segeneklerden hangisinin en etkili oldugunun algoritmik olarak
arastirilmasi sonucunda bireyler arasi uzakligin en diisiik ve sonuglarin en giivenilir

oldugu yontem 3 no’lu yontem olarak tespit edilmistir.

Bireyler aras1 uzakligin algoritmik olarak hesaplanmasinda asagidaki formiilden

yararlanilmistir (Vierstraete, 2004).

D=y + X (Wz)

D = Uzaklik

y : Hatali karsilastirma sayisi

w : k dizininin igerdigi bosluk sayisi i¢in hata pay1 ¢arpani,
z : k dizininin i¢erdigi bosluk sayis1

Buna gore;

l.yontem: D=0+ {(2x6)+ (6x0)} =12

2.yontem: D=5+ {2x0)+(6x 1)} =11

3.yontem: D=2+ {(2x4)+ (6 x 0)} = 10 puan almistir.

Gliniimiizde ¢akigtirma iglemi; bu iglem i¢in 6zel olarak yazilan programlar yardimi

ile gerceklestirilmektedir.

1.3.4. Filogenetik Analiz

Filogenetik; canlilara ait genetik materyali inceleyerek, ortak bir atadan gelen
bireyler arasindaki akrabalik uzakligini tespit ederek biyolojinin bir¢ok alanina
hizmet vermektedir. Patojen etkenlerin bulagsma ve yayilma orjinlerinin tespiti ile de
epidemiyolojide kullanim alan1 bulmustur.

Filogenetik, epidemiyolojik caligmalarda basar1 ile kullanilmakla birlikte tim diinya
tarafindan kabul goéren evrensel bir filogeni yonteminin bulunmayisi, filogenetik
caligmalarda kullanilan programlarin birbirine yakin karakterdeki bireylerin ayrimi

konusunda farkli sonuglar verebilmesi, ayn1 canliya ait bir gen lizerinde yapilan
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filogenetik ¢alismalarin farkli bir gen {izerinde ayni sonuglar1 vermemesi gibi heniiz
kesin ¢oziimleri bulunamamis problemleri bulunmaktadir.
Filogenetik ¢alismalar, ¢izilme yontemine gére dendogram veya cladogram olarak

adlandirilan soy agaclar1 yardimi ile gergeklestirilmektedir.

Tablo 1.7. Filogenetik ¢calismalarda kullanilan baslhica terimler (Vierstraete, 2004)

Iki veya daha fazla bireyin ortak atasini temsil

Ayrim noktast (node) : eden taksonomik bir birimi temsil etmektedir.

Sinif i¢indeki bireyler arasi iligkiyi temsil

Dal (branch) : etmektedir.

Dal uzunlugu (branch length) :  Dal i¢cindeki farklilik oranini gosterir.
Kok (root) : Sinif igcindeki bireylerin ortak atasidir.
Mesafe olcegi (distance scale) :  DNA dizinleri arasindaki farkliligin 6lgegidir.

Filogenetik agaclarin ¢iziminde kullanilan baglica terimler Tablo 1.7°de verilmis ve

Sekil 1.14°de sematik olarak gosterilmistir.

MESAFE OLCEG
I—I - (DISTAMCE SCALE)
.1 | AA | Tir A ve Tor B arasindaki
Tir A mesafe= AA+BB

DAL UZUNLUGU
(BRAMCH LENGTH)

— Tlr B
- /
E]E

TorC

AYRIM MOKTAS
(NODE)

Tor D

— TlrF
\ e

(ROOT)
Sekil 1.14. Filogenetik terimler (Vierstraete, 2004)
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Filogenetik ¢alismalarda kullanilan agaglar; 6l¢ekli veya 6l¢eksiz, kokli veya koksliz

sekillerde c¢izilebilmektedir (Sekil 1.15).

Olgeksiz agaglarda, dal uzunluklar1 bireyler arasi farkliliklara gore degismemekte,
tiir i¢i ayrim noktalar1 (node) zaman skalasi1 {izerinde gosterilerek tiir i¢i bireylerin
evrimsel gelisimlerinin zamana bagli degisimi tanimlanmaya c¢alisilmaktadir. Bu
durum epidemiyolojide, giincel bir salgindan izole edilen bir mikroorganizmanin
evrimsel olarak atasinin bulunmasi yolu ile daha o6nceki yillarda ortaya ¢ikan

salginlardan hangisi ile iliskili oldugunun anlasilmasinda fayda saglamaktadir.

Olgekli agacglarda dal uzunluklari bireyler arasi farklihkla orantili olarak
degisebilmekte tiirler aras1 mesafe, tiirli gosteren dallarin uzunluklar1 toplami ile

bulunmaktadir (Sekil 1.14).

Koklii agaclarda incelenmesi istenen bireyler arasinda tiim bireylerin atasi oldugu
bilinen bir ortak ata kok olarak kullanilmakta ve bireylerin bu atadan nekadar

farklilasarak gelistigi tespit edilmektedir.

Koksiiz agaglarda tiir i¢indeki bireylerin evrimsel gelisimi incelenmemekte yalniz

bireyler aras1 farkliliklarin tespiti amaglanmaktadir.

Filogenetik agaclarin ¢iziminde temel olarak fenetik (phenetic) metod ve kladistik

(cladistic) metod olmak tizere iki yontem kullanilmaktadir.

1- Fenetik (phenetic) metod: DNA dizinleri arasindaki benzerligi tespit ederek
bireyler arasindaki uzaklig1 bulmay1 amaglayan bir yontemdir. Distance yonteminden
koken alir. Distance yontemi; dizinler arasindaki bireysel farkliliklarin tamamini tek
bir sayiya doniistirmektedir. Bu yontem ile cizilen agaglar dendogram veya
fenogram admi almakta ve bireyler arasindaki evrimsel iliski hakkinda bilgi
icermemektedir. DNA dizinleri arasindaki tiim farkliliklarin toplanmasi ile uzaklik
iskeletleri (distance matrix) hesaplanir ve birbirlerine engok benzeyen dizinler iligkili
kabul edilir. Bu yontemde;

e Tiim baz degisimleri esit olarak puanlanir.
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* Eklenme ve silinmelere yer degistirmelerden daha fazla puan verilir. Bir nokta
tizerindeki eklenme ve silinmeler farkli noktalarda birbirinden bagimsiz
olusanlardan daha az puan alir.

* Bireyler aras1 uzakligin tespitinde kullanilan uzaklik iskeletleri (distance matrix)
simiflandirma algoritmasi (clustering algorithms) ile hesaplanir. Béylelikle DNA
dizinleri yakindan uzaga dogru siralanir.

Distance matrix yontemi temel olarak iki sekilde uygulanmaktadir.

1- Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages (UPGMA)

2- Neighbor Joining: Tir igindeki evrim oranini tahmin ederek UPGMA ydnteminde

karsilasilabilecek hatalarin diizeltilmesi amaciyla gelistirilmistir (Vierstraete, 2004).

2- Kladistik (cladistic) metot: Genetik materyalde olusan farklilagsmalarin evrimsel
yolla hesaplanmasi yolu ile genetik aga¢ ¢izimi yapilan bu yontemde, cizilen agaclar
cladogram adin1 almaktadir. Baglica parsimony veya likelihood yontemlerini
kullanmaktadir.

Parsimony yonteminde agaclarin ¢iziminde, ¢akisma (aling) pozisyonlar1 evrimsel
veri olarak kullanilir. Puanlama sonucunda evrimsel degisim miktar1 en diisiik
hesaplanan birey ortak ataya en yakin kabul edilir. Distance matrix yontemine gore
daha fazla zaman alic1 bir yontemdir.

Maximum likelihood parsimony’den farkli olarak yalniz en diisiik evrimsel farklilig
incelemez, aga¢ ¢iziminde kapsamli bir evrim modeli kullanir. Hesaplanmasi uzun

stirmekle birlikte en muhtemel ve en giivenilir sonuglar hesaplanmamaktadir.

DNA dizinlerinde elde edilen sonuglarin evrimsel incelenmesinde teorik olarak bazi
problemler mevcuttur. Genetik materyaldeki transition, transversion, inversion gibi

bazi degisimlerin tespit edilmesi miimkiin degildir.

+ Transition: Geri doniisiimlii bir mutasyon ile 6nce A’dan G’ye veya C’den T’ye

donen bir baz yeniden G’den A’ya veya T’den C’ye donebilir.
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Clgeksiz Agaclar
Tir A ——— TirA
Tir B L TurB
Kk Tir C ———————— TirC
= Kidk — -
Tar O '————————— Tir D
Tiir E TirE
L1 1 | l | 1 I A L |
Zaman Zaman
Olcekli Agaclar
— TirA
— TurB
Tarc Tar C
Tiir D
HiEE Tir E
L |
bir birim
Kiik
[
bir birim
Kéksiiz Olcekli Agaclar Kiksiz Olceksiz Agaclar
TarC Tiir A
Tir A
Tur B
Tur B Tar C
Tiir D
Tur E

bir birim

TirE

Sekil 1.15. Farkl filogenetik agaclardan érnekler (Vierstraete, 2004)
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« Transversion: Geri doniigiimlii bir mutasyon ile dnce G’den C’ye ; veya T’den

A’ya donen bir baz yeniden C’den G’ye veya A’dan T’ye donebilir.

« Inversion: Cift sarmalli DNA segmentinin 180 °C ddonerek complementeri olan

segmente baglanabilir (Sekil 1.16).

7=

ARGGTTTGECTA AAGGCAAACCTA
.II|EI.IIJI.I—FEI!IIEI!IIEI
TTCUAAACGGAT TTCCGTTTOGGAT

W

Sekil 1.16. Inversion (Vierstraete, 2004)

Ortak bir atadan gelen bireylerde olusabilecek; tekli , coklu, paralel , geri doniistimlii,
rastlantisal ve ayni noktada bulusan yer degistirme gibi maximum likelihood
tekniginin temelini olusturan farklilasmalar Sekil 1.17°de verilmistir (Vierstraete,

2004).
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Sekil 1.17. Ortak atadan gelen iki bireye ait niikleotit dizinlerinde goriilebilecek farkhlasmalar
(Vierstraete, 2004)
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

Virus Suslari: Calismada kullanilan virus suslari; Etlik Merkez Veteriner Kontrol
ve Arastirma Enstitiisii, Manisa Tavuk¢uluk Arastirma Enstitiisi ve Konya
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiileri’nden, allantoik siv1 i¢inde, toplam 14
adet olmak iizere temin edildi. Orneklere ait bilgi Tablo 2.1°de verildi.
Calismanin baslangicinda g¢alisma sirasinda ¢ikabilecek salginlardan edinilen
orneklerden ve deneysel SPF civciv inokulasyonlarindan edinilecek marazi
maddelerden herhangi bir 6n ¢ogaltma olmaksizin direkt virus ekstraksiyonunu
takiben PCR ve DNA dizin analizi yapilmasi planlandi, ancak ¢alisma boyunca
¢ikan salginlardan hastalikli materyal eldesinin miimkiin olmayis1 ve deneysel
inokulasyonlarin ~ yapilmasi1  planlanan Manisa Tavuk¢uluk  Arastirma
Enstitlisti’niin kapatilmasi sebebiyle calismanin “marazi maddeden direkt etken

identifikasyonu” amaci gerceklestirilemedi.

Tablo 2.1. Bu cahismada DNA dizinleri belirlenen virus suslari

Ornek Etiketi  Izole Edildigi 1 Enstitii
Ankara-1
Ankara-2
Ankara-M Ankara Etlik Merkez Vet.
Ank C Kont. ve Arst.
nikara- Enstitiisii
Corum Corum
Bolu Bolu
[zmir [zmir
Bursa-28
Bursa )
Bursa-34 Manisa Tavuk¢uluk
Manisa-4 Arastirma Enstitiisii
Manisa-5 Manisa
Manisa-6
Konya-1 Konya Vet. Kont. ve
Konya-2 Konya Arst. Enstitiisii

Haemaglutinasyon ve ETY ekim materyalleri: Haemaglutinasyon i¢in gereken
%1°lik eritrosit soliisyonu, FTS ve U tabanli plate’ler Etlik Merkez Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisi, EMVKAE, Tavukculuk Arastirma
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Laboratuari’ndan, virusun ¢ogaltilmasinda kullanilan embriyolu tavuk

yumurtalar1 (ETY) Tavukguluk Arastirma Enstitiisii’'nden saglandi.

Ekstraksiyon ve piirifikasyon kitleri: Ekstraksiyon amaci ile Trizol (GibcoBRL)
kullanildi, saflastirmada DyeEx 2.0 spin kit (Qiagen) sekans piirifikasyon ve
Qiaquick (Qiagen) jel piirifikasyon kitlerinden faydalanildi.

PCR ekipmanlari: PCR islemi EMVKA Enstitiisii Viroloji Laboratuari’nda
bulunan Px2 (Termo Hybaid) termal cycler cihazi yardimi ile gergeklestirildi.

PCR kimyasallari: Ticari olarak saglandi; Revers transcriptase (Fermentas),
RNA’se inhibitorii (ApplyChem), 5 x RT buffer (Fermentas), TAq DNA
polimerase (Fermentas), 10 x PCR buffer (Fermentas), MgCl, (Fermentas),
DNA’se ve RNA’se free su (Fermentas), DNA ladder (Fermentas), dNTPs

(Fermentas), Loading buffer (Invitrogen).

PCR iiriinlerinin  goriintiilenmesi igin kullanilan ekipmanlar: Bu amagla
kullanilan, UV transulliminator (Ultra-violet Products/UVP), poloroid fotograf
makinesi (GelCam-Polaroid) ve/veya jel dokiimantasyon cihazi (Pharmacia
Biotech Image Master-VDS + Fujifilm Termal Imagine System FTI-500)
EMVKA Enstitiisii Kuduz Teshis Laboratuari’ndan saglandi.

Primerler: Calismada Tablo 2.2°de baz dizini ve kaynagi verilen primerler
kullanildi. Primer dizaynlar1 Aldous ve ark. (2003) gore diizenlendi ve ticari

olarak sentezlettirildi.
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Tablo 2.2. Calismada kullanilan primerler ve primeri ilk kez kullanan arastiricilar

Dizini bulan

Primer Primer Dizini
arastiricy/lar

PCR forward primer (MSF1) 5°-GACCGCTGACCACGAGGTTA  (Aldous ve ark., 2003)

Sekans forward primer = (#7) 5’-TTAGAAAAAACACGGGTAGAA (Collins ve ark., 1996)

Sekans ve PCR (#2) 5-AGTCGGAGGATGTTGGCAGC (Collins ve ark., 1993)
reverse primer

Sekans ekipman ve kimyasallari: Sekans islemi, EMVKA Enstitiisii Viroloji
Laboratuvarinda bulunan Perkin Elmer Applied Biosystems ABI 310 genetik
analiz cihazinda gergeklestirildi. Bu amagla “BigDye (Perkin Elmer) kullanima

hazir sekans kiti ve POP-6 (Perkin Elmer) polimer’den faydalanildi.

DNA baz dizini karsilastirma, genetik agag c¢izimi ve protein yapisindaki
degisikliklerin tayini igin kullanilan programlar: Bu amagla kullanilan; BioEdit
7.0.4.1 (Hall, 1999), MEGA3 (Tamura ve Kumar, 2002), Treeview 1.6.6
(Roderic, 2001), Clustal X (Thompson ve ark., 1997), Cn3D 4.1 (NCBI, 2002),
Phylip 3.6 (Felsenstein, 2004), Neighbor TreeMaker (Las Alamos National

Laboratory, 2004) adl1 programlar internet aracilig ile iicretsiz olarak saglandi.

2.2. Yontem

Cesitli enstitiilerden edinilen virus 6rnekleri, virus titresinin arttirilmasi amaci ile

O-

11 glinliik embriyolu tavuk yumurtalarimin (ETY) allantoik bosluguna ekildi ve

yumurta Oliimleri hergiin kaydedilerek 5 giin sonra tiim infekte allantoik sivilar

toplandi. Allantoik sivilardaki virus varligi haemaglutinasyon, HA, testi ile

arastirildi, pozitif olan 6rnekler ayrilarak HA degerleri kaydedildi (Tablo 2.3), daha

sonra bu Orneklere sirasiyla Tablo 2.4’de bildirilen yontemler uygulanarak, tim

orneklerin DNA dizinleri tespit edildi. HA testi OIE Manuel 2004’de bildirildigi

sekilde yapildi.



Tablo 2.3. Calismada DNA dizini tespit edilen érneklere ait HA degerleri

NDYV Susu HA
1. Bursa-28 1/64
2. Bursa-34 1/64
3. Ankara-1 1/64
4. Konya-1 1/16
5. Konya-2 1/128
6. Ankara-M 1/128
7. Ankara-C 1/8
8. Corum 1/64
9. Bolu 1/128
10. Ankara-2 1/256
11. [zmir 1/32
12. Manisa-4 1/1024
13. Manisa-5 1/256
14.  Manisa-6 1/256

Tablo 2.4. Calisma boyunca takip edilen basamaklar
1.Ekstraksiyon

2.Revers Transkripsiyon (RT)

3.Polymerase Chain Reaction (PCR)
4.Elektroforez ve PCR iirlinlerinin goriintiilenmesi
5.PCR firiinlerinin saflagtirilmasi

6.Sekans PCR

7.Sekans PCR f{iriinlerinin saflastirilmasi

8.Sekans

9.Sonuglarin degerlendirilmesi

10.Sonuglarin Diinya’nin ¢esitli bolgelerinden izole edilen diger virus suslarina ait
sonugclarla karsilastirilmasi ve genetik agaclarin ¢izilmesi

11.Genetik yapida tespit edilen baz diizeyindeki mutasyonlarin virusun antijenik
yapisinda olusturabilecegi farkliliklarin {i¢ boyutlu goriintiilenmesi
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2.2.1. Allantoik Sivilardan Virus’a Ait RNA’nmin Ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonunda tryzol kullanildi. Ekstraksiyon iglemi iireticinin (GibcoBRL)
bildirdigi ve asagida kisaca 6zetlendigi sekilde yapildi.

e 200 pl allantoik sivi 1ml Trizole ilave edildi.

* Vortexlendi ve oda sicakhiginda S dk birakildi.

e 200 pl chloroform eklendi ve 15 saniye boyunca vortexlendi.

e Oda sicakhiginda 2-3 dk beklenildi.

* 13000-14000 rpm’de 15 dk 4 °C’de santrifuje edildi.

e Buesnada 1.5 mI’lik eppendorf tiiplerine 1ul glikojen konuldu.

e Santrifuj sonrasi tiipiin Ustiinde olusan 500 pl lik seffaf faz alinarak daha once
glikojen konularak hazirlanan tiiplere aktarildi.

e Uzerine 500 pl isopropanol eklendi, kisaca karistirildi ve oda sicakhginda 10
dk birakildi.

* 13000-14000 rpm’de 10 dk 4 °C’de santrifuje edildi.

e  Siipernatant aspire edildi.

e 1ml %70’lik etanol pelete ilave edildi.

* 13000-14000 rpm’de 5-7 dk 4 °C’de santrifuje edildi.

e Siipernatant aspire edildi, 5 dk oda sicakhginda kurumasi i¢in birakildi.

e 20-25 pl RNA inhibitérii icermeyen (RNAse free) su ilave edilerek pelet
¢Ozdiriildii ve kisaca karistirildi. Uzun siireli saklama amaci ile -70 °C, kisa

stireli saklama amaci ile -20 °C’ye kaldirildu.
2.2.2. Revers Transcription (RT)

Aldous (2003)’1n bildirdigi ve asagida kisaca agiklandigi sekilde yapildi (yontem
modifiye edilerek kullanilan RNA ve primer miktarlari iki katina ¢ikartildi).

2.2.2.1. Testte Kullanilacak Karisimlarin Hazirlanmasi

Iki adet karisim hazirlandi. Tablo 2.5°de bildirilen miktarlar 6rnek basina verilmistir.
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Tablo 2.5. RT- PCR karisimlari

Karisim 1:
Reagent Miktar Toplam
dH,O . 3.0 ul 5.0 pl
PCR forward primer (MF1) 2.0ul

Karisim 2:
Reagent Miktar  Toplam
5 x RT buffer 4.0ul
dH,O 4.0ul
40mM dNTP’s 1.0pl 10 pl
MMLV-RT 0.5ul
RNAsin (RNAse inhibitorii) 0.5ul

2.2.2.2. ilk Asama; RNA’ya Ait Sekunder Yapilarin Cozdiiriilmesi

*Her bir 6rnek tilipliniin iizerine 6rnek no, tarih, kullanilan primer yazildi. Ya da
kisaca her bir tiip lizerine numara yazilarak ilgili numara hakkindaki detaylar tablo
haline getirildi.

*Daha once ekstrakte edilen RNA’lardan 5.0 pl ilgili tiipe kondu.

* Tiim tiiplere 5.0 pl karisim 1°den ilave edildi ve kisaca karigtirildi.

* Tiipler 95 °C’de 2 dk bekletildi.

*Bitiminde buzda sogutuldu.

2.2.2.3. ikinci Asama; RNA’dan ¢cDNA Olusturulmasi

*10 pl karisim 2 den ilave edildi ve 37 °C’de 1 saat bekletildi.

*Cikartilan 6rnekler buza kondu veya kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

2.2.3. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Aldous (2003)’1n bildirdigi ve asagida kisaca agiklandig: sekilde yapildi (yontem
modifiye edilerek kullanilan cDNA miktari iki katina ¢ikartild1).

2.2.3.1. PCR Karisiminin Hazirlanmasi

RT islemi sonucu elde edilen her 10 pl cDNA 6rneginin iizerine Tablo 2.6’ da igerigi
belirtilen PCR karigimi ilave edildi. Ornekler termal cycler cihazina yerlestirilerek

Tablo 2.7°de 6zellikleri bildirilen program uygulandi.
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Tablo 2.6. PCR Karisimi

Reagent Miktar Toplam
10 x PCR Buffer Sul
MgCl,25mM 3ul

Forward primer 10 pmol 1 pl

Revers primer10 pmol 1 ul 40 pl
dNTPs 40mM 1 ul

Taq DNA polymerase 1.25 U 1,25 pl

DNAse free su 27,75 ul

Tablo 2.7. Termal Cycler’in Programlanmasi (Termo Hybaid)

95 °C 1dk

Step 1 94 °C 1dk

Step 2 50°C 1dk

Step 3 72 °C 3 dk

Step 1 72 °C 10 dk
Hold 4°C

2.2.4. PCR Uriinlerinin Jelde Kosturularak Goriiniir Hale Getirilmesi

2.2.4.1. Jelin Hazirlanmasi

* 10 x Tris-borate-EDTA buffer (TBE) asagida tarif edildigi sekilde hazirlandi.

e 109 gr Tris base, 55 gr borik asit ve 9.3 gr EDTA genis bir container’da
karistirild1. Uzerine 1 It distile su ilave edildi ve pH’nin 8.3 oldugu kontrol edildi.
Gerektiginde bu soliisyon 10 kat1 sulandirilarak 1 x TBE seklinde kullanildi.

e 1 gr diisiik sicaklikta eriyebilen agar (low melt temperature agar ; LMA) veya
0.75 gram normal agar tartilarak 250 ml’lik balon joje’ye aktarildi.

»  Uzerine 50 ml (kiiciik elektroforez tanki kullaniliyorsa) 1 x TBE ilave edildi.

* Mikrodalga firin 540 w - 35 sn’ye ayarlandi.

* Balon joje, agz1 pamukla kapatilip kisaca karistirildiktan sonra mikrodalga firina
yerlestirildi ve firin ¢alistirildi. Her 10 sn’de bir agarin durumu kontrol edildi,

boylelikle kaynayarak tasmasi nlendi.
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Agarin tamamen homojenize olarak eridigi anlasildiginda beaker firindan
cikartildi, biraz sogumasi beklendikten sonra 1 pl ethidium bromide eklendi,
kisaca dairesel olarak calkalandi ve daha 6nce kenarlar1 kapatilarak hazirlanan
elektroforez tankina dokiildii.

Tarak tankin iizerine tabanla arasinda birka¢ milimetre kalacak sekilde
yerlestirildi.

Yaklasik 10 dk agarin katilagsmasi beklendi ve tarak ¢ikartildi.

Elektroforez tanki yerine yerlestirildi, jelin {izeri kapanincaya kadar 1 x TBE ile

dolduruldu (Anonim, 2003).

2.2.4.2. Orneklerin Jel’e yiiklenmesi

Kiigitik disli tarak igin;

5 veya 10ul marker (DNA ladder) birinci géze konuldu.

Her 6rnek icin 2 pl loading buffer bir parafilm iizerine konuldu.

10 pl ornek almarak 2 pl loading buffer ile karistirilip jelin tarak tarafindan
acilan gozlerine sira ile ytiklendi.

Tiim 6rnekler jele yliklendikten sonra kapak kapatildi.

Biiyiik tarak i¢in miktarlar 2 ile ¢arpildi (Anonim, 2003).

2.2.4.3. Elektroforez islemi ve Sonuclarin Gériintiilenmesi

Elektroforez giic kaynagi, 100 volt, 85 dk’ya programlandi, Siire bitiminde jel

tanktan ¢ikartildi1 ve UV transulliminator yardimu ile goriintiilenen bantlarin poloroid

fotograf makinesi veya jel dokiimantasyon cihazi yardimi ile fotograflar1 gekildi

(Anonim, 2003).

2.2.5. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Ureticinin (Qiagen) bildirdigi ve asagida kisaca 6zetlendigi sekilde yapildi.

Istenen bant olabildigince yakindan ve baska bir bant karismadan kesildi ve 1,5
ml ependorf tiipe kondu.

300ul QC buffer kesilen jel iizerine ilave edildi. Jel parcasi biiyiikse bu miktar
biraz daha arttirildi.
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e ~56°C’de ~5 dk jel eriyinceye kadar beklendi.

e Jel eriyince 100ul isopropanol ilave edildi ve karistirildi.

e Karisim spin kolonuna kondu ve 1 dk 13000 Rpm’de santrifiije edildi, siiziinti
atildu.

e 500ul QC buffer ilave edildi ve tekrar 1 dk 13000 Rpm’de santrifiije edildi ve
stiziintii atild1.

e 750ul PE buffer ilave edildi ve tekrar 1 dk 13000 Rpm’de santrifiije edildi
sliziintii atild1.

e 1dk 13000 Rpm’de bos olarak santrifiije edildi.

e Spin kolonu, kapagi kesilen 1,5 ml’lik bir ependorf tlipe yerlestirildi, {izerine
25ul EB (elution buffer) veya dH,O eklenerek 1-5 dk bekletildi ve 14000
Rpm’de 1 dk santrifiije edildi.

e Siizilintii, istenen biiyiikliikte bir ependorfa aktarilarak etiketlendi.

¢ Kullanilincaya kadar -20 °C’de donduruldu veya buzda bekletildi.

2.2.6. Sekans PCR

Ureticinin bildirdigi (Perkin Elmer Applied Biosystems/ ABI-310) ve asagida kisaca
ozetlendigi sekilde yapildi.

2.2.6.1. Sekans PCR karisiminin hazirlanmasi

Tablo 2.8. Sekans PCR Karisimi

Tam Hacim Yarim Hacim
Terminator ready reaction mix 8 ul 4 ul
PCR iiriinii ~5 ul (30-90 ng) ~3pul
Primer 3.2 pmol 1.6 pmol
DNAse free su Y ul Y ul
Toplam 20 pl 10 pl

Y miktarlar1 toplam hacim, tam hacimde 20 pl, yarim hacimde 10 pl olacak sekilde
belirlendi. Her 6rnekten tam hacimde 5 pl, yarim hacimde 3 pl ¢alisildi, saflagtirilmis
PCR firiinlerinden elde edilen bantlarin beklenenden ince olmasi durumunda bu

miktar 1-2 pl arttirildi.



52

2.2.6.2. Sekans PCR Thermalcycler Programi

Sekans karisimi ilave edilerek hazirlanan Ornekler termal cycler’a yerlestirilerek

Tablo 2.9°da ayrintilar1 verilen program calistirild.

Tablo 2.9. Sekans PCR thermalcycler programi

Step 1 96 °C 10 sn

Stage 1 Step 2 50 °C 5 sn x 25 cycle
Step 3 60 °C 4 dk
Hold Temperature 4 °C

2.2.7. Sekans PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Ureticinin bildirdigi (Qiagen) ve asagida kisaca 6zetlendigi sekilde yapild.

Hafifce galkalanarak spin kolonu i¢indeki s1vi resiispanse edildi.

Spin kolonun altindaki kulak¢ik ¢evrilerek kopartildi.

Kolon 2 ml lik kalint1 tiipiine (kitin i¢inden ¢ikmaktadir) aktarildi.

2800 rpm’de 3 dk santrifiije edildi.

Spin kolonu dikkatlice temiz bir tiipe aktarildi. Uzerine yavasca “sekans PCR”
sonrasi tirtin (10-20 pl) ilave edildi.

2800 rpm’de 3 dk santrifiije edildi.

Siizinti sekans isleminde kullanilmak {izere buz iizerine alindi ya da

bekletilecekse -20 °C’ye kaldirildi.

2.2.8. Sekans Islemi

Ureticinin (Perkin Elmer Applied Biosystems/ ABI-310) bildirdigi sekilde

gerceklestirildi.
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2.2.9. Sekans Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Ornekler Bioedit programi yardimi ile fiizyon proteinine ait baslangig kodonundan
baslamak ve 400 bazlik esit uzunluga sahip olmak {izere birbirleri ve iilkemiz disinda
izole edilen viruslarla Clustal W metodu ile cakistirildi (align). Fasta formatinda
kaydedilen 6rnekler daha sonra neighbor tree maker program ile acilarak neighbor

joining yontemi ile genetik agaglar cizildi.

Neighbor tree maker programi yardimi ile ¢izilen genetik agaglarin daha net
goriintiilenmesi i¢in programdan elde edilen veriler daha sonra Treeview programi
yardimi Newhampshaire (Newick) formatina cevrildi vee MEGA-3 program ile

goriintiilendi.

2.2.10. Sonuclarin Ulkemiz Disinda izole Edilen Diger Viruslarla Taksonomik

Olarak Karsilastirilmasi

Filogenetik ¢alismalarda Aldous’in (2003) yaptig1 genetik siniflandirma baz alindi ve
ornekler bu smiflandirmaya gore gruplandirildi. Bunun yaninda Ornekler kendi
aralarinda ve komsu iilkelerden izole edilen NDV suslarna ait DNA dizinleri ile

karsilastirilarak, muhtemel bulagma kaynaklar1 hakkinda bilgi edinilmesi amaglandi.

2.2.11. Genetik Yapida Tespit Edilen Aminoasit Diizeyindeki Mutasyonlarin

Fiizyon Proteinine Ait U¢ Boyutlu Yapidaki Konumlarinin Gériintiillenmesi

Orneklere ait protein yapilarinda bulunan farkliliklar ve bu farkliliklara sebep olan

aminoasit yapilary, Cn3D 4.1 programi yardimi ile 3 boyutlu olarak goriintiilendi.
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3. BULGULAR

3.1. RT-PCR Sonuclar

Yapilan RT-PCR sonucunda isimleri, izolasyon illeri ve edinildigi enstitiiler, Tablo
2.1’de belirtilen 14 adet Newcastle virusu susuna ve kullanilan primerlere spesifik,
beklenen 700 bp’lik PCR iirtinleri elde edildi. Elde edilen PCR firiinleri ethidium
bromide’le boyali agarose jelde kosturularak, UV transulliminatér yardimi ile

goriintiilendi ve jel dokiimantasyon cihazi yardimi ile fotograflar ¢ekildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. RT-PCR sonuclar:  Ust sira soldan saga sirastyla; DNA Size Marker, Bursa 28, Bursa 34,
Ankara-1, Konya-1, Konya-2, Ankara-M, Ankara-C, Corum, Bolu, [zmir-1, Ankara-2, DNA Size Marker.
Alt sira soldan saga siraryla; DNA Size Marker Manisa-4, Manisa-5, Manisa-6.

Elde edilen sonuglarda istenmeyen bantlar da bulundugundan, PCR {irlinleri Qiagen
Jel Pirifikasyon Kiti yardimi ile saflastirllmak {tizere genis banthi taraklar
kullanilarak, ethidium bromide boyali agarose jelde 40-50 ul miktarlarda tekrar
kosturuldu (Sekil 3.2).
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800 bp 700 bp

700 bp
800 bp

Sekil 3.2. Jelden saflastirma oncesi 6rneklerden bazilari: Ust Sira; DNA size marker, Ankara-M,
Ankara-C, Ankara-1, Manisa-4. Altsira; DNA size marker, Bursa 28, Ankara-2, Konya-1, Konya-2.

Piirifikasyon sonrasi zayif bant veren 6rnekler RT asamasindan itibaren kullanilan
RNA ve cDNA miktarlari iki katina ¢ikartilarak tekrar islendi ve zayif {iriin veren

ornekler calismadan ¢ikarildi. Sekil 3.3°de piirifikasyon sonrasi zayif iiriin vererek
calismadan ¢ikarilan Manisa-1 ve Manisa-2 etiketli iki 6rnek goriilmektedir.

800 bp 700 bp

Sekil 3.3. Jel piirifikasyon sonrasi iiriinlerlerden bazilari: Soldan saga sirastyla;DNA size marker,
Ankara-M, Ankara-C, Ankara-2, [zmir, Manisa-1, Manisa-2, Manisa-4.

3.2. Sekans Analizi Sonuclar:

Piirifiye edilen {irlinler ABI 310 sekans cihazi yardimi ile sekans islemine tabi

tutuldu ve Sekil 3.4’de 6rnegi verilen kromatogramlar elde edildi.

20 30 40 50 60 70 80 90
AMAT CA TCCTTTCAAGAAGTAAGTT GCATCCCT GAGACTGCGACCCACCCACTTTCCT GAATCACC GCAACACT
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Elde edilen kromotogramlar yardimi ile tim suslarin F genine ait birinci bazdan
baslamak iizere 400 bp’lik bir segmentin baz dizini tespit edildi. Diinya Gen
Bankasi’na Tablo 3.1°de belirtilen isim ve erisim no’lart ile 2006 yil1 nisan ayinda
yaymlanmak lizere Tiirkiye adina girisleri yapilan 6rneklere ait baz dizinleri Sekil
3.5°de bildirildi. Orneklerden; Bursa 28 ve Bursa 34’ iin, Manisa 5 ve Manisa 6’nin,

Bolu ve Ankara 2’nin, kendi aralarinda ayni baz dizinine sahip oldugu goriildii.

Tablo 3.1. Calismada DNA dizini belirlenen NDV suslarinin Gen Bankasi erisim numaralar:

Ornek Etiketi Gen Bank Etiketi Erisim No’su

Bursa-28 B-28 DQ296068
Bursa-34 B-28* DQ296068
Ankara-1 A-1 DQ296066
Konya-1 K-1 DQ296070
Konya-2 K-2 DQ296069
Ankara-M A-M DQ289793
Ankara-C A-C DQ289794
Corum C-1 DQ289795
Bolu B-1 DQ296067
Ankara-2 B-1* DQ296067
[zmir I-1 DQ289796
Manisa-4 M-4 DQ289797
Manisa-5 M-5 DQ289798
Manisa-6 M-5* DQ289798

* Ayni baz dizinine sahip 6rnekler i¢in tek bir erisim numarasi alindi.

Newecastle virus suslari arasinda patojen - apatojen (velojenik - lentojenik) ayrimini
yapmay1 saglayan F genine ait “cleavage site” adi verilen bolge, 111-119. amino
asitler, tespit edildi ve ¢alisilan 14 adet 6rnegin, Manisa’dan izole edilen 3 adedi

hari¢ tamaminin velojenik oldugu goriildii (Tablo 3.2).
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Tabloe 3.2. Tiirkiye’den izole edilen viruslara ait F geni - cleavage site bolgesi amino asit dizinleri

Velojenik

Lentojenik

NDV—-Bursa-28
NDV-Bursa-34
NDV-Konya-2
NDV-Ankara-1
NDV-Konvyva-1
NDV-Ankara-M
NDV-Ankara-C
NDV-Corum
NDV-Bolu
NDV-Ankara-2
NDV-Izmir
NDV—-Manisa-4
NDV-Manisa-5
NDV-Manisa—-6

adece velojenik suslarda

S
ﬁulunan fenilalanin (F)

RRKKRF'I

1
i

Sadece lentojenik
suslarda bulunan leusin

L)

Incelenen 14 NDV susuna ait DNA dizinlerinde eklenme (insertion) veya silinme

(deletion) tespit edilmedi. Farkliliklarin baz diizeyinde degisimler (mutasyon) oldugu

ve bu degisimlerin bazilarmin aminoasit diizeyinde farklilasmaya sebep oldugu

goriildil.



NDV-Bur=sa-28
HDV-Bursa-34
NDV-Eonya-2
NDV-Ankara-1
HDV-Fonya-1
NDV-Ankara-M
NDV-Ankara-C
NDV-Corum
HDV-Bolu
NDV-Ankara-2
NDV-Izmir
NDV-Mani=sa-4
NDV-Mani=a-5
NDV-Mani=za-6
HOV-Bursa-28
NDV-Bursa-34
WDV-Eonya-2
NDV-Ankara-1
HDOV-Konya-1
HOV-Ankara-M
NDV-Ankara-C
HDV-Corum
HDV-Eolu
NODV-Ankara-2
HDV-Izmir
NDV-Mani=za-4
NDV-Manisa-5
HDV-Manisa-6
NDV-Bursa-238
NDV-Bursa-34
NDV-KEonvya-2
NDV-Ankara-1
HDV-Konya-1
HDV-Ankara-M
HDV-Ankara-C
HDV-Corum
HDV-EBolu
HDV-Ankara-2
HDV-Izmir
HDV-Manisa-4
HDV-Manisa-5
NHDV-Mani=a-6

10

20 30

40 50

&80 70

80 30 100

110
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Sekil 3.5. Bu calismada belirlenen 400 bp uzunlugunda 14 adet DNA dizini
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3.3. Filogenetik Analiz Sonuglari

Elde edilen baz dizinleri kendi aralarinda, komsu iilkelerden izole edilen 6rneklerle
ve diinyanin gesitli bolgelerinden izole edilen NDV suslar ile genetik yakinlik
acisindan neighbor joining yontemi kullanilarak ¢izilen dendogramlar yardimi ile

karsilastirildi.

Orneklerin kendi aralarinda yapilan karsilastirilmalarda, yakm illerden veya aym
ilden izole edilen viruslarin birbirleri ile benzer genetik yapiya sahip olduklar
goriildi. (Cizelge 3.1 ve 3.2).

Cizelge 3.1. Tiirkiye’den izole edilen NDV suslarimin birbirlerine yakinh@m gosteren
dendogram- Koksiiz-Radial

¢
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Cizelge 3.2. Tiirkiye’den izole edilen NDV suslarimin birbirlerine yakinhgimi gosteren
dendogram- Koksiiz-Rectangular

NDV-Bursa-28
NDV-Bursa-34

NDV-Ankara-1
NDV-Konya-1
NDV-Izmir
NDV-Manisa-4
L\ NDV-Manisa-5
NDV-Manisa-6
NDV-Konya-2

—— NDV-Corum
— NDV-Ankara-M
NDV-Bolu

NDV-Ankara-2

L— NDV-Ankara-C

A
0.02

Komsu iilkelere (iran, Irak, Israil, Bulgaristan, Rusya) ve Tiirkiye’den izole edilerek
daha 6nce DNA dizinleri belirlenen ii¢c NDV susuna ait DNA dizinleri, ile bu
calismada DNA dizinleri belirlenen Tirkiye’ye ait NDV suslarinin karsilastirilmasi
sonucu, Konya’ dan izole edilen bir &rnegin, Israil’den izole edilen bir &rnekle
genetik bakimdan yakin oldugu goriildii (Cizelge 3.3). Bununla birlikte Yunanistan
ve Suriye gibi sinir komgularimiza ait veri bulunamamasi sonuglarin yorumlanmasini

gliglestirdi.

Tiirkiye’den 1996 ve 1997 yillarinda izole edilerek, DNA dizinleri Herczeg ve ark.
(1999) tarafindan belirlenen iic NDV susu (TR-2/96, TR-7/97, TR-8/97) bu
calismada Ankara ve cevresinden izole edilen suslarla filogenetik bakimdan yakin

bulundu (Cizelge 3.3). Ayni sonuglar daha sonra ¢izilen kapsamli dendogramlarda da

dogruland1 (Cizelge 3.4 ve 3.6)



Cizelge 3.3. Tiirkiye ve komsularindan izole edilen NDV suslarina ait cDNA dizin sonuclarinin
genetik karsilastirilmasi

‘NDV-Burza-34'
‘NDV-Bursa-2&

"NDV-Konya-2"

Iran
‘NDW-Manisa-§'
‘NDV-Maniza-5

‘NDV-Maniza-4'

S

‘Rusya-SAHIBS
‘Ruzya-BOREZ

Rusya
‘BulgaristanBG-13/6%"
‘BulgaristanBG-18/73"
‘BulgaristanBG-24/75"
"BulgariztanBG-110/68"
‘BulgaristanBG-30/77"
‘BulgaristanBG-25/78"
‘BulgaristanBG-43/80°
‘BulgaristanBG-S0/E0°
"BulgaristanBG-27/80"
‘BulgarizstanBG-100/82"
‘BulgaristanBG-104/88
‘BulgaristanBG-102/88"
‘BulgaristanBG-B8/7 Y
"BulgaristanBG-17/74"
"BulgaristanBG-268/79"
‘BulgaristanBG-55/75"
‘BulgaristanBG-3/68"
‘BulgaristanBG-1570"
‘BulgaristanBG-1/59"
"BulgaristanBG-85/89"
‘BulgariztanBG-44/82"
‘BulgaristanBG-11/6%
‘Rusya-SIMFE4
‘BulgaristanBG-8277"
‘BulgaristanBG-5/8T
‘Rusya-T53
‘Ruzya-GROZN/ET
‘BulgaristanBG-50/81"
‘Rusya-POKTD
‘BulgaristanBG-14/70°
"BulgaristanBG-20/75"
"BulgaristanBG-18/74"
‘Ruzya-GANMS1

‘Rusya-H



Cizelge 3.3. Devam

"Rusya-3/91"

lerail-r
"BulgariztanBG-29/86"
Irag AGES
"‘Rusya-RIAZFSE
"Rusya-LIPST"
"BulgaristanBG-19/74"
"BulgaristanBG-47/7Y
"BulgaristanBG-105/92"
"BulgaristanBG-485855
‘Rusya-ASTRITS
"BulgaristanBG-99/82°
"BulgaristanBG-T2/74"
Irak

Irani K13

"NDW/-lzmir*

“lzrail-PILPI0 381
zrail-PILSW01 382
‘BulgaristanBG-109/24"
IranhiK14

TR-2/86"

TR-7/87

TR-8/87

"MDV-Ankara-2°
"NDV-Bolu
"MDV-Corum'
"MDV-Ankara-h"

"MDV-Ankara-C'

‘Rusya-VOLSE
‘BulgaristanBG-31/98"
‘Iran-KNDN35
“Iran-KNDV40"
‘Iran-GHTT

Iranii K12

IranKrd75
Iran-KH2/78"
ranMK1375
“Iran-KNDv45
IranhR43

Irani K7

IranKazra&?
‘Iran-ES1/99"
“Iran-KNIN30"
"BulgaristanBG-30/95"

‘Iran-KND/20"



Bu calismada izole edilen suglarin, Diinya Gen Bankasi’nda bulunup, c¢aligmada
dizinleri belirlenen suslara, genetik yakinligi bulunan suslarla karsilastirilmasi ile
cizilen bir genetik agacta Konya’dan izole edilen bir susun, Konya-2, Cin’den izole
edilen bir gurup susla genetik yakinligi tespit edildi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Diinya Gen Bankasi’nda kayith olup Tiirkiye’ye yakin genetik yapiya sahip olan
viruslara ait DNA dizin analizi sonuc¢larinin genetik karsilastirilmasi

"Zambiya-ZA704/UP/98' |

"Zambiya-ZASA9/UP/99 —
Zamblya-ZASTAIUPI98 -

Bu sonucun dogrulanmasi amaci ile Gen Bankasiin taranmasi sonucu elde edilen,
ilgili susa en yakin 50 NDV susunu kapsayan bir bagka genetik agac yardima ile ilgili
susun Cin ve Giiney Kore agirlikli bir grup i¢inde yer aldig1 ve Cin’den izole edilen
bir susla ayni kokten gelmekle birlikte, Suudi Arabistan ve Birlesik Arap
Emirliklerinden izole edilen iki NDV susu ile genetik yakmligmin bulundugu

goriildii (Cizelge 3.5).



Cizelge 3.5. Gen Bankasi’nda kayith olup, Konya’dan izole edilen 2 nolu NDV susuna yakin genetik yapiya sahip viruslara ait DNA dizin analizi
sonuclariin genetik karsilastirilmasi

S in-Da1144751 __

MEY -Honya-2

§ B Eirlesik.8 E-AV175632.1
B Syudisrab -85 135754 1 _

B Farnbiyva-AF532739.1

G Kore-AYE30423.1 _

G Kore-AYE30436.1 _

G Kore-AY6E30423.1 _

G Kore-AYE30427 .1 _

G Kore-AY 6304231 _

G Hore-AY630429.1 _

G Kore-A%630430.1 _

G Kore-A%630431 1 _

G Hore-AY530424 .1 _
G Hore-AYE30426.1 _
G Kore-AYE30432.1 _
G Kore-AYE45304.1

B ore-AYE3I0434.1 _
WG Wore-AYE30435.1
Cin-A%390302.1
Cin-&%337 464 .1

Cin-A%390310.1 _
B Cin-AF 456436 .1
+ § B Cin-Di2080015 1
Cin-&YE35586.1

B Cin-DE227248.1 _

,—. Cin-A%E30438.1_
] B Cin-DQ227251 1 _

B Cin_ 41 756541 ]_
B Cin AF3TE247.1_
Cin-AF431744 3

Cin-AF 4364351
§ B Cin-De21 77141 _
B Cin-4F322052.1

Cin-&%390304.1___

Cin-DE217698.1 _
Cin-DE21 76921 _
Cin-Da217699.1 _

I Cin-D@217713.1 _
Cin-DR217747.1_
I Cin-Da2 770351 _
Cin-Dea21 77261 _
Cin-Da135285.1 _
Cin-Da 98281 .1 _
Cin-Da 982721 _

Cin-DR217705.1_
Cin-DR21FEE2.1_

Cin-DE 932861 _
Cin-DE952768.1 _
Cin-DE195254 1 _
Cin-D1953295.1 _



Boliim 1.1.3°de ayrintili bilgi verildigi tizere, Aldous’in (2003) tiim diinya ¢apinda
NDV suslarinin epidemiyolojik iliskisini filogenetik yardimi ile arastirdigi molekiiler
calismasinda kullandig1 328 NDV virusuna ait 375 bp’lik cDNA dizinleri, Diinya
Gen Bankasi’ndan temin edilerek bu calismada DNA dizini tespit edilen 14 NDV
susu, bu suslara dahil edildi ve toplam 342 NDV susunu kapsayan yeni bir genetik
agac cizildi (Sekil 3.6 ve Cizelge 3.6). Cizilen genetik agac¢ yardimi ile bu ¢alismada
DNA dizinleri belirlenen 14 adet NDV susunun ait oldugu genetik gruplar tespit
edildi (Tablo 3.4).

Her iki ¢aligma arasinda, 4 adedi ayni1 ana grup i¢inde olmak iizere toplam 6 adet
farklilik bulundu. Buna bagli olarak iki c¢alisma arasinda % 98,24 oraninda
korelasyon bulundugu goriildii (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Aldous tarafindan yapilan gruplandirma ve bu c¢alisjmada elde edilen sonuclar
arasinda farkh gruplara dahil edilen 6rnekler

Ornek etiketi Aldous (2003) Bu calisma Yorum
BAEPE92085 4c 4a Sinir bolgede
AF001112-H-310 4d 3c Farkli gruplarda
2ESCK88161 1 2 Farkl1 gruplarda
Y19017-SIMF 3a 3b -
E01438 3a 3b -
AF001134-RI-1/88 5b Sa Sinir bolgede

Cizelge 3.6’da kapsamli olarak goriintiilenen dendogram, Sekil 3.6’da minyatiir

olarak sunuldu.

Cizelge 3.6’da; bu calismada DNA dizinleri belirlen NDV suglar1 daire i¢ine alinarak
belirtildi ve Aldous’un yaptig1 ¢alismada belirledigi gruplar ¢izelgenin sag tarafinda
mavi harf ve sayilarla ifade edilerek Orneklerin hangi gruba dahil olduklar

goriintiilendi.

Cizelge 3.6’da goriintiilenen dendogramin ¢iziminde kullanilan 328 NDV susuna ait

kapsamli bilgi Tablo 1.5 ve 1.6’da verildi.
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Sekil 3.6. Bu cahsmada DNA dizini belirlenen suslarin ait oldugu genetik grubu belirlemek iizere
cizilen genetik agac: Soldaki sayilar Aldous tarafindan belirlenen genetik smirlandirma guruplarini,
sagdakiler ise daha 6nce MAD panelleri ile belirlenen gruplart gostermektedir.
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Cizelge 3.6. Bu caliymada DNA dizini belirlenen 14 NDV susunun diinyanin ¢esitli iilkelerinden
izole edilen, 6 farkh genetik guruba mensup, 328 NDV susu ile karsilastirilmasi

™~

-

Ll

A T ]

AN

‘NDV-Bursg-34, —

NDW-Bursa-28

WDV -Ankara-1"
FTRPIZ5107
NDW19012-ASTR'
'&F001110-Lebanon-70-'
'BF001111-lsraghk70-"
BAEPES2085

'ABF001 108-Irag-AGE8-
'BFO01 108-KuwalT-258-
JAESASONGS
JAEFASE033
GTZDKSS505E —
BF3TE255-HL)-4'
BHKPIBS172
'BF400615-NDW-JL-2'
'AF400618-NDV-BJ-3'
BF001132-CH-1
BF001133-A-24
BBGPIGS03S
BF001131-5-1"
"BF109878-DK-TET20"
"B F001130-DK-E"
"BF001128-DK-1
"&F109870-SE-A-102"
"BF378258-HuN-1"

AFZIA030-TW

"MOV-Konya-1°
PIEFID0242
PLKPIZS0E4
PLIKPISS120
PUKPISS131
POEPIFS053

PUKPIZ5055

PUKPIZS125 —

4d

4



Cizelge 3.6. Devam
POECTOS2(4 , F—

| — "NDV-lzmir'

L "“TRCKS5111"
— PITOOTT

L POEPI4218
— PSAPEE2M

L PAEPISS2110

‘AF358785-Ch

PDEPI4102

L PUKPIZ2125

POKPIZS103

"AF109885-GB-1188"

PITPHI5284

-UKPIZS116°

PUKPIZS124

PIEPISG302

= PUKPIZ325%

PUKPIZ2279
PUKPIZ0125
[ PUKPIBE2E4
—'AFZ21g40- -
'AF103887-0-GE-508"
{ BBECKST037
—— BAEHOS5114
BAECKS5083
B { BAECKS2034

—— DSACKSS121

— "AF083862-5A340°

L BSACKE3035
— BPEBRG5144
L BAEPIFS105

— BAEOSSE034

| BAEFAD9147



Cizelge 3.6. Devam

=1

AF04ETE3-

AF 1357863640
AF138782-ZA-5
AFZ18132-M-147
"1 MTY 94060
AF3T8252-0H-4
AF3TE250-0H-1
AF3TE251-0H-2
AF136783-ZA-10°
AF138TTI-ZA-34
'AF138786-ZA-18
AF136784-2A-18"

AR EETEE—EA—L
"AF0011 12—H-£ H

BCACOTS140
'AF263615-
AUSCOSTO5S
ACAGLINIE
ACACOS0052
ACACOS0053
ACAGLI0ET]
ACAPCS0050
"1USCO82088
BUSCOS2085
-CACOS2085
BUSTY82054
GTZCKE5094
ATZOKSS030

ATZCKO5057

ATZCKES05E g

3d

iz
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Cizelge 3.6. Devam

ELA-B800T

AALCKO(1G3 —
AFZ18138-T-57
"BF001105-NY-T0181"
"AF001106-CA-1085"
ADEHUET154
"AF001107-H-10
“HUPIZ4167"
"AFZ18134-T-47
BITRIETOTS
"AF213130-T-64'
‘BF218130-T-127
BFZ18131-T-125
‘AF297970-T-110°
"AF218136-T-518"
ABRCKS3160
ABRCKTTIT
]
2ESCK33161" —
MZ4556-
EBROSI800T
EPLBOSS010
BOEDKSS00
DPLBRI5001
ECHERS2005
ECHERIS110
EES--54004
EZMCKIS002
EZMCKIS008
FESCKB5153
HTWDIK95030
EZA0S35005
‘AF397003-505Z-588-
'AF079323-DB5-

NOW-Maniza-4
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Cizelge 3.6. Devam

- FITBRS4137

eFrPieat117 W
'AF400614-NDV-JL-1"
EZWOS85108
ECHBRS7T012
EDECAD4018
EDERAZ4013
EMBRIS017T
EMCK00182
ENLCKS6016
EUKCKS8011
FITCKS4014
FITPHG4138
FITSPO4015
HOKCKIT083
AF2TT323°
NOV-Maniza-&
‘WOV-Maniza-5'

DINCKG4136
_PTCKS3150"
FMYCKS3118
'GNP_85120°
DINQU—0ET
GIDCKS2115
DZAOS84265
'M24558"
DINDK24021
DINCKS4135

AF348433

ocaoksso20
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Cizelge 3.6. Devam

gNzokszoz SN
_AL—S0100
'M24693°
GNZDKTE112
GNZCKI5113
‘GET—99187"
_AUCKSS02T
_ALCKS2028
_AUCKSB028"
LTPI99129"
Z12110
M24694-"
PZAPIGH0S1
GIEDKI5032
GIEPHI9088
_UKDKS8127
_NOPI00245'
HDEDKET157
LETYS5148
LSECESS108
GMYDKST031
2FROKTE265"
LUKDKS30152
GDEDKS3030
ZUKPHB8145

ZNOCKE3033

— LUSLO83273

L ZNOB094081°

L LUSLOE3 EE-
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Cizelge 3.6. Devam

o= LT

=il

z12109
AF079322-DB3-
AF163440-
‘AF401999-Qingdac’
M24701-
BINLA40168
_5GCKI9062
_5GCKI90E1"
AF083970-TW
AF083959-TW
I
¥19014-POK M—_-
V19017-SIMF
BSDCKT2176
BHKPIEY16S
BBGCKES168
E01428
AF297968-T-65"
M33855
AF218140-T-T
AF297969-T-45
AF218137-T-52
AF218128-T-126
AF297967-T-5°
AF218141-T-81"
AF218142-T- i
JECKSO1ET |
HDKCK97192
HDKOSS7150
HNZDK33194
HDEDK23188
HFRDKT7188
HIECKET191
HTWDK95193

3a

3b

o
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Cizelge 3.6. Devam

AF378255-GX T
“AF378253-X-%
"NV -Konya-2'
1SACKD0184"
1AEOSSS101"
'AF354835-Ch’
‘AF358783-Ch’
'AF358787-Ch’
'‘AF37824T-ShX-6
CNBR—304'
AF37824B-ShX.T"

— AFIT8248-G5-2

L "AF3T3245-5hx-Z

— 'AF373260-3hD0-1

L -CHO53-303

— AF3TE254-GX-1

L AF3T8255-GK-2
AFI835873-TW
"AF 3587 8E-TW
AFI83963-TW"
AFI26521-TW
AFZ34032-TW
AF1E35964-TVW
AFZ34031-TW

— "AF326523-TVW

‘BF326522-TV
{ aFazeszaTw il

—— "AF109880-CH-52

AF3T8257-HuB-1"
{ AF3T8245-Shx-3
AFZ34034-TV
"AFIE35968-TW
AFQE3ET1-TW
AFIE3565-TW

BFIB306T-TV

5d
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Cizelge 3.6. Devam

3

"AF109863-CZ-3858 o

"1 CZCKES048
'AFIJI3113~1—F‘.I--
AF001135-RESY
CIDCKSG271
AF001122-8-18
MBECKS1158
AF001125-NL-2
AFI0128-12F
AFI011ET-121
AF001114-0-15
AF001121-B-14
MCHHES4135%
AF001 116-0-24°
AF001115-0-2F
AR 117-0-82
AF00 118-0-83
AF001128-E-17
MESCKSB2143
'AF0011158-0-85
AFI0123-B-19
-DEFOS5052
‘AF109881-DE-143
-DECKS623
AF001120-8-5
AF001 124-HL-1°
AF001113-0-18

NDECKS4147 [

"AF109886-0-GB-445

‘Us2820-
"AF083860-TVV
AFNE3965-TW
AF0838T2-TVW

Ft i on ey B y p—

APECKS2173

BMYBUBTOTE

=]

La

S5e

5h
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Cizelge 3.6. Devam

BIYCKEZ17s

BINCKS4170
AF2E12T-T-112
AFZ13128-T-12

ASEPASOO48

AF105882-ZA-C1868

WOV -Corum’
"AF138783-TR-8
AF138724-TR-T
AF138783-TR-2'
‘WOV-Ankara-2'
"NOW-Bolu”
‘MOV-Ankara-M’
‘HOV-Ankara-C’
“IRPOS504Y
DINCKS5042
AF0%1623-
AF138782-BG-31"
'AF136781-BG-30
AFZE3350-M-1°
“MMCKOM 7Y
“NICKST068

" NICKST08Y

" MIPHSTOST

“INIPHET 041

AF1098584-AE-232

"10-HOS5E7E

— JPTCKS8082
L— JPTBR85104

— JFTCK34045

FBG—-593145

5h
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Cizelge 3.6. Devam

‘AF136T6T-ZAZ0 |
AF138T7T5-MZ-13
AF136776-MZ-35"
AF1357B0-MZ-50
AF138778-MZ-45"
AF136TTT-MZ-44'
AF136779-MZ-48
1ZA0S99141"
AF1367T68-ZA25
AF136772-Z4.33
_PTTY51146"
AESCKI0174
1ZAD5S85044°
AF135760-7A26"
AF136T74-Z4-35'

AF108876-Z4-g80

b
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Tablo 3.4. Bu calismada DNA dizinleri belirlenen 6rneklerin ait olduklar filogenetik gruplar,
MAD gruplari ve ézellikleri

10.

11.

12.

13.

14.

NDYV susu

Bursa 28
Bursa 34

Ankara-1

Konya -1

[zmir-1

Ankara-M

Ankara-C

Corum

Bolu

Ankara-2

Konya -2

Manisa-4

Manisa-5

Manisa-6

Genetik
gruplandirma

4a

4b

5b

5d

MADb

gruplandirmasi

VlIa-Vie

VIb

VIIb

VIId

II

Aldous’in (2003) grup
hakkindaki yorumu

Orta dogu kokenli atalart igermektedir.
Bununla birlikte, 1995 yilinda
Tiirkiye’de bir giivercinden izole edilen
bir 6rnegi bulundurmaktadir.

Grubun tiim iiyeleri, Tiirkiye’de bir
tavuktan izole edilen, atipik MAb
baglama 6zelligine sahip bir 6rnek harig
“P” MADb grubu i¢indedir. Panzootik
giivercin salginlarindan izole edilen
orneklerden olusan grup, 1996 6ncesi
Ingiltere, 1998 6ncesi Avrupa ve 1995
sonras1 Avrupa olmak iizere {i¢ temel
gruptan olugsmaktadir.

Grup;

1- 1990’larin ortalarinda Avrupa’dan
izole edilen 6rnekler

2-1990’larin ortalarinda Giiney Afrika
ve Mozambikten izole edilenler

3- 1993-98 arasinda Portekiz ve
Bulgaristan’dan izole edilen kiigiik bir
grup

4- Asya, Amerika ve Avrupa’dan
ornekleri kapsayan genis yayilimli bir
grup,

olmak iizere 4 alt grup seklinde
incenebilmektedir.

(Bu ¢aligmada 5b grubunda oldugu
tespit edilen 6rnekler bu alt gruplardan
birincisine dahil edildi)

Asya’dan izole edilen 6rnekleri
icermektedir. Grubun sahip oldugu iki
alt gruptan, birincisi Tayvan izolatlarini
igermekte ikincisine ait izolatlar
hakkinda ayrintili bilgi
bulunmamaktadir.

Texas GB/48 gibi virulent suslardan,
B1/47 ve La Sota gibi avirulent suslara
kadar genis bir yelpazeyi igermektedir.
Grubun genis bir cografi alana yayilmis
olusu bu gruba iiye olan, La Sota/47
gibi avirulent, Komarov ve Roakin gibi
mezojenik ag1 suslarinin tiim diinyada
yaygin olarak kullanilmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
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Caligmada tespit edilen DNA dizinlerinin daha dnce Chen ve ark. (2001) tarafindan
hazirlanan F proteinine ait crystalografik yapi (Sekil 3.7) iizerinde konumlandirilarak
incelenmesi ile Orneklere ait aminoasit dizinlerinin F proteinini {izerinde hangi
noktalarda farkliliga sebep oldugu goriintiilendi. Bu amagla Cn3D 4.1 programi
kullanildi.

Sekil 3.7. Newcastle virusu F protenine ait crystallographic yap1 (Chen ve ark., 2001)

Calisma sonucunda Sekil 3.9 ve 3.10’da goriilen sonuglar elde edildi. Kirmiz1 renkli
bolgeler korunmus bolgeleri, mavi ile gosterilen bolgeler; velojenik suslarin kendi
aralarinda bulunan, sar1 ile gosterilen bolgeler; velojenik ve lentojenik suslar arasinda
bulunan degisken bolgeleri gostermektedir. Her bir mavi veya sar1 bolge bir
aminoasite karsilik gelmektedir.

Tespit edilen bu degisimlerin kaynagini teskil eden amino asit farkliliklar1 Sekil
3.11°de gosterilmistir.

Chen ve ark. tarafindan hazirlanan protein yapisinda bulunmamasi sebebiyle

calismada belirlenen 130 amino asitlik dizinin, 57 adedi goriintiillenmemistir.



80

Sekil 3.8. Calismada belirlenen DNA dizininin F proteini icindeki yeri: Kirmiz ile belirtildi.

Sekil 3.9. Calisma boyunca DNA dizinleri Sekil 3.10. Calisma boyunca DNA dizinleri
belirlenen velojenik ve lentojenik NDV belirlenen velojenik NDV suslar1 arasindaki
suslar1 arasindaki farkhihklar farkhiliklar



NDV-Bursa-28 DGEPLAAAGIVVIGDEAVNI
NDV-Bursa-34 DGEPLAAAGIVVIGDEAVNI
NDV-Eomya-2 DGREPLAAAGIVVIGDEAVNV
NDV-Ankara-! DGEPLAAAGIVVTIGDEAVNI
MNDV-Eomya-i DGEPLAAAGIVVTIGDEAINI
NDV-Ankara-M DGEPLAAAGIVVTIGDEAVNI
NDV-Ankara-C DGEPLAAAGIVVTIGDEAVNI
NDV-Corum DGRPLAAAGIVVIGDEAVNI
NDV-Bolu DGRPLAAAGIVVIGDEAVNI
NDVdnkara-? DGEPLAAAGIVVTGDEAVNI
NDV-Izmir DGRPLAAAGIVVIGDEAINI
NDV-Manisa4 DGEPLAAAGIVVTGDEAVNI
MNDV-Manisa-3 DGEPLAAAGIVVTGDEAVNI
NDV-Manisa-6 DGEPLAAAGIVVTGDEAVNI

YTSSQTGSI
YTSSQTGSI
YTSSQTGSI
YTSSQTGSI
YTSSQTGSI
YTSSQTGSI
YTSSQTGSI
YE88QTGSI
YTESSQTGSI
YTESSQTIGSI
YTESSQTIGSI
YTESSQTIGSI
YTESSQTGSI

YT

TSSQTGSI

IVELLPNMPEDEEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSIEKIQGS
IVELLPNMPEDEEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSIEKIQGS
ITKLLPNMPEDEEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSIEKIQGS
IVELLPNMPEDEEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSIERIQGS
IVELLPNMPEDEKEEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSIERIQGS
IVELLPNMPEDEKEEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSIRERIQGS
IVELLPNMPEDEEECAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSIERIQGS
IVELLPNMPEDKEEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSIERIQGS
IVELLPNMPEDEKEEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSIERERIQGS
IVELLPNMPEDEEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSIERIQGS
IVELLPNMPEDEEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSIERIQGS
IVELLPNLPEDEKEEACAKAPLDAYNRTLTTLLTPLGDSIEERIQES
IVELLPNLPEDKEEACAKAPLDAYNRTLTTLLTPLGDSIERIQES
IVELLPNLPEDKEEACAKAPLDAYNRTLTTLLTPLGDSIERIQES

Sekil 3.11. Calisma sonucu niikleotid dizini tespit edilerek CD3d 4.1 program yardimu ile goriintiilenen 6rneklere ait F proteini amino asit dizini:
Korunmus bolgeler kirmizi, velojenik suslar arasinda farkliliklar gésteren bolgeler mavi harflerle gosterildi. Velojenik-lentojenik suslar arasinda farklilik
gosteren bolgeler sari siitunlarla ifade edildi.

NDW—-Bursa-==8
NDWV-Bursa-34
NDWV-Konyva-=2
NDW-Ankara-1
NDWV-Konva-1
NDW-aAnkara—M
NDWV-Ankara-C
NDYW—Corum
NDW-Bolu
NDWV-Ankara-2
NDv-Izmir
NDV-Manisa—4
NDWv-Mani=a->5
NDv-Mani=sa—6

DERPLAALCGTVWT GDEAVHNIYT SO TEEITVRELLPNMEPEDEEACARKAPLEAYNETLTTLLT PLEDETRET QOGS

Sekil 3.1. Calisma sonucu niikleotid dizini tespit edilen 6rneklere ait F proteini amino asit dizini farklhihklar: (BioEdit)
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4. TARTISMA

Calisma sonucunda; Herczeg ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir calisma ile DNA
dizinleri tespit edilen, Tiirkiye’ ye ait NDV suslarindan TR-2/96, TR-7/97 ve TR-
8/97° nin, bu calisgmada Ankara ve g¢evresinden izole edilen suslara yakin genetik
yapiya sahip oldugu goriildii. Bu durumun ayni yillarda Tiirkiye’ de goriilen salginlar
esnasinda dolasan benzer genetik yapida virus suslarinin  tespitinden
kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Bununla birlikte c¢alisma boyunca degisik
enstitiilerden temin edilen virus suslarina ait izolasyon yili kaydi bulunmadigindan

kesin bir kaniya varilamada.

Kronolojik  ve  cografi iliskilerin = Newcastle etkenlerinin  filogenetik
siniflandirmasinda 6nemli rol oynadig: diislincesi genel bir kan1 olmakla birlikte, bir
cok filogentik ¢aligmada tespit edildigi gibi (Aldous ve ark., 2003; Herczeg ve ark.,
1999, Herczeg ve ark., 2001) bu calismada da Newcastle hastalik etkenlerinin
filogenetik iliskilendirilmelerinde cografi yakinliktan baska faktorlerin de rol
oynadig1 goriildii. Tiirkiye’den izole edilen suslarin Ingiltere ve Cin gibi uzak
tilkelerden izole edilen suglarla yakinliginin tespit edilmesi hastaligin yayilmasinda
uluslar arasi kanatli ve kanath iriinleri ile kafes kuslari ve gilivercin ticaretinin

onemli yer tuttugu fikrini (Aldous ve ark., 2003) destekler mahiyette bulundu.

Calismada identifiye edilen lentojenik suslarin, Mast ve ark. (2004) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada, tespit edilen La Sota alt tipi F genine ait bir DNA dizini ile
amino asit dizini yoniinden karsilastirilmasi sonucu, suslarin amino asit dizini
yoniinden tamamen ayni oldugu ancak baz diizeyinde farkliliklarin bulundugu
goriildii. Bu suglarin ayn1 zamanda La sota ile ayni filogenetik grup, 2, i¢inde yakin
olarak bulunmasi sebebi ile bu suslarin La sota kokenli as1 suslari olabilecegi

kanisina varildi.

Aldous ve ark. ile bu c¢alismada elde edilen bulgular arasinda ortaya konulan
%1.76’lik fark, her iki ¢alismada da ayn1 yontem kullanilmasina karsin, filogenetik

agac c¢iziminde farkli programlarin kullanilmast ile iliskilendirildi.



83

Tiirkiye ve komsularina ait NDV suslarindan olusan bir dendogramda Konya’dan
izole edilen 1 no’lu sus, Israil’den izole edilen PILPI01381 ve PILSW01382 nolu
suslarla yakin iligkili bulunurken (Cizelge 3.3) aymi susun diinya c¢apinda yapilan
karsilastirmalarinda Irlanda ve Ingiltere’den izole edilen bir grup susla yakinligi
tespit edildi (Cizelge 3.6). Bu durum zaman skalast bakimindan incelenirse
Ingiltere’den 1999, Irlanda’dan 2000 ve Israil’den 2001 yilinda izole edilen suslar
gbz Oniine alindiginda bu virusun 1999 yilinda Ingiltere’de giivercinlerde ¢ikan bir
salgindan Irlanda’ya ve Israil’e bulastigi yorumu yapilabilecektir. Tiirkiye’den izole

edilen susun izolasyon yil1 bilinmediginden Tiirkiye bu yoruma dahil edilmemistir.

Ancak aym susun gen bankasinda yapilan Kkarsilastirmalarinda Ingiltere ve
Irlanda’dan izole edilen suslarin bu susa yakinlig1 izlenirken (veri gdsterilmedi) Israil
suslarina yakinlik gézlenmedi. Bu veriler 15181nda cografi yakinlik baz alinarak kisitlt
sayida virus susu ile ¢izilen genetik agaclarda gdzlemlenen benzerliklerin hatali veya
eksik sonuglar verebilecegi bu sebeple virus suslarinin orjinlerinin tespitinde

kapsamli arastirmalarin yapilmasi gerektigi kanisina varildi.

Kwon ve ark. (2003) tarafindan Kore’ de ve Ke ve ark. (2001) tarafindan Tayvan’da
yapilan iki molekiiler epidemiyolojik c¢alismada; sekans dizini bu caligmada
belirlenmeyen ancak inceleme amacli olarak bu ¢alismaya dahil edilen iki Tirkiye
izolati, TR-7/97, TR-8/97, Bulgaristan’dan izole edilen 31/96 referens no’lu susla
benzer genetik yapiya sahip bulunmustur. Bu ¢alismada da Bulgaristandan izole
edilen 31/96 nolu susun, Ankara ve ¢evresinden izole edilen bir grup sus ile yakin

genetik yapiya sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.3, 3.4 ve 3.6).

Oncel ve ark. (1997) tarafindan, Marmara Bolgesi’nden izole edilen bir grup NDV
susu lizerinde MAb panelleri yardimi ile yapilan bir karakterizasyon caligmasinda
orneklerin Portekiz’den izole edilen NDV suslari ile benzer oldugu bildirilmistir. Bu
calismada DNA dizinleri belirlenerek 5b grubu altinda incelen orneklerin
Portekiz’den izole edilen bir grup NDV susu ile aym grup iginde oldugu
goriilmektedir. Ancak Ankara ve cevresinden izole edilen bu ornekler, Aldous ve
ark.’in (2003) 5b grubu iginde yaptigr alt smiflandirmada “1990 ortalarinda
Avrupa’dan izole edilen 6rnekler” grubuna girmekte ve “Portekiz ve Bulgaristan’dan

izole edilen kiigiik bir grup” olarak adlandirilan sinifin disinda kalmaktadir. Bu
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suslarmn talya, Kuzey Irlanda ve Bulgaristan gibi Avrupa iilkelerine yakinhiginin
Portekiz’e olan yakinliktan daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu durum, MADb
panelleri ile yapilan siniflandirmanin yakin genetik yapiya sahip bireylerin ayriminda
yetersiz kaldig1 savini destekler mahiyette bulunmustur. Bununla birlikte test edilen

suslarin farkli olmasi sebebiyle kesin bir kaniya varilamamaistir.

Wehmann ve ark. (2003) tarafindan yapilan molekiiler epidemiyolojik bir ¢alismada;
1979-2002 yillar1 arasinda Bosna-Hersek, Sirbistan, Yugoslavya ve Slovenya’dan
izole edilen 68 NDV susunun tamaminin V nolu genetik gruba ait alt gruplara dahil
oldugu gortlmistiir. Tiirkiye’den izole edilen 14 NDV susu {iizerinde yapilan bu
calismada izolatlarin VIa-Vle, VIb, VIIb, VIId ve II no’lu genetik gruplara dahil
olusu ve bu gruplarin, uzak dogudan, orta dogu ve Avrupa’ya kadar genis bir
yelpazeyi icermesi, bilimsel agidan Tiirkiye’nin antijenik varyasyon yoniinden
zenginligini gostermekte ve bu viruslarin ilgili kaynaklardan degisik yollarla

Tirkiye’ye girebilecegini de ortaya koymaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calisma sonucunda, DNA dizinleri belirlenen NDV suslar1 iizerinde yapilan
filogenetik caligsmalarda iilkemizden izole edilen viruslarin Tablo 3.4.’de bildirilen
genenetik gruplara iiye olduklari tespit edildi. Etkenlerin farkl kitalardan izole edilen
virus suslar1 ile genetik yakinliginin tespiti, uluslar aras1 kanatli ve {riinleri ticareti
ile iliskilendirildi.

Cn3D programi yardimi ile elde edilen goriintiilerde farkliliklarin proteine ait
sekonder yapilarda oldugu dikkat ¢ekici bulundu (veri gosterilmedi). Ayn1 program
yardimi ile proteine ait ikincil yapilarin yaninda, hidrophobicity ve sicaklik gibi
degerler de goriintiilenebilmektedir. Calismada tespit edilen F proteinine ait amino
asit dizini, protein i¢inde kisa bir zincir olmas1 sebebiyle virus suslar1 arasinda tespit
edilen amino asit farkliliklarinin hidrophobicity ve sicaklik ile iligkileri
incelenemedi. Farkli NDV suslarina ait F proteini amino asit dizinlerinin tamaminin
tespit edilmesi ve var olan farklilagmalarin hidrophobicity, sicaklik ve ii¢ boyutlu
konum yoniinden incelenmesi yeni bilimsel verilerin eldesi acgisindan yararh

olabilecektir.

Filogenetik aga¢ ciziminde yaygin olarak kullanilmakta olan Phylip programi
giivenilir olmakla birlikte kullaniminin zor olmasi sebebi ile, DNA dizinlerinin
karsilastirilmas1 ve filogenetik agaclarin c¢iziminde, temelde Phylip programini
kullanan ancak kolay bir arayiiz ile kullaniciya hizli ve giivenilir sonuglar verebilen
neighbor treemaker ve bioedit gibi programlarin kullanilmasinin yararl olabilecegi

diistiniilmektedir.

Bu ¢alisma ve diger filogenetik ¢alismalar sonucu uzak iilkeler arasinda tespit edilen
filogenetik iligkiler, iilkeler arasi kanatli ve iriinlerinin ithalat ve ihracatinda
yapilacak laboratuvar kontrollerinin O6nemini vurgular mahiyette bulunmustur.
Calismada kendisine yakinlik tespit edilen Cin orjinli suslarin kaz izolatlar1 olusu,
hastalik etkenini viicutlarinda barindirmakla birlikte klinik belirti géstermeyen su

kuslarimin gerek gocleri gerekse ithalat ve ihracatlar1 esnasinda Newcastle
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hastaligininin bulagsmasinda diger kuglara nazaran daha 6nemli olduklarini ve bunlar

tizerinde yapilacak kontrollerin 6nemini vurgulamaktadir.
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OZET

Kanath Hayvanlarda Newcastle Hastalig1 Viruslarinin Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ile Teshisi ve Molekiiler
Karakterizasyonu: Bu calismada; sahadan izole edilerek embriyolu tavuk
yumurtalarinda tretilen ve konvansiyonel yontemlerle teshis edilmis ancak
tiplendirilmemis olan Newcastle diesease virus (NDV) suslarinin RT-PCR ile teshisi
ve genetik yapilarimin DNA Sequencing yardimi tespit edilmesi boylelikle bu
suslarin patojen-velojenik ya da apatojen-lentojenik olup olmadiginin anlasilmasi,
Diinya Gen Bankasi’na Tiirkiye’de bulunan suslarin genetik yapis1 hakkinda yeni
verilerin eklenmesi, bunun yaninda elde edilen sonuglarin diinyanin cesitli
bolgelerinden daha once izole edilerek DNA dizinleri tespit edilen diger NDV

viruslar ile karsilastirilarak olas1 bulasma kaynaklarinin tespit edilmesi amaglandi.

Calismada; daha once Tiirkiye’den izole edilen 14 adet NDV susuna ait 400 bp’lik
DNA dizinleri tespit edildi, farkli illerden elde edilen bu suslardan 11 adedinin
velojenik, 3 adedinin lentojenik oldugu gériildii. Ilgili dizinlerin Aldous ve ark.
(2003) tarafindan “NDV viruslarininin molekiiler karakterizasyonu” {izerinde yapilan
diinya ¢apindaki bir aragtirmada kullanilan NDV viruslari ile karsilastirilmasi sonucu
Tirkiye’den izole edilen bu suslarin Aldous’un yaptigi genetik gruplandirmada; 4a
(VIa-Vle), 4b (VIb), 5b (VIIb), 5d (VIId) ve 2 (II) gruplarina dahil edildigi tespit
edildi.

Genetik yapida olusan mutasyonlarin  aminoasit diizeyinde sebep oldugu
farklilasmalar ve bunlarin flizyon proteininin {i¢ boyutlu yapis1 lizerindeki yerleri Cn

3D 4.1 Programi yardimi ile goriintiilendi.

Anahtar kelimeler: Newcastle Hastalig1 Virusu, NDV, RT-PCR, DNA dizin analizi,

filogenetik, molekiiler ¢alisma.
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SUMMARY

Diagnosis of Newcastle Disease Viruses Using Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) and Molecular Characterisation: In this
study; differential diagnose of the Newcastle disease virus (NDV) patotypes using
RT-PCR and partial Fusion (F) gene cDNA sequences of the isolated field viruses
were aimed in order to add new information about Turkey's NDV types' genotypic

structures into the World Gene Bank.

Moreover, revealing of the possible original source of the virus via comparative
phylogenetic analysis between Turkey's NDV strains and NDV isolates from other

countries was another purpose of this study.

At the end of the study; 400 bp long, 14 partial cDNAs were recovered and found out
that 11 of them were pathogen/velogenic and 3 of them were non-
pathogen/lentogenic. Comparing the obtained partial cDNAs with the NDV strains,
used in the study of Aldous et al. (2003) which is about “Worldwide molecular
epidemiological analysis of variant ND viruses” it is revealed that Turkey’s NDV

strains are in the group 4a (VIa-VlIe), 4b (VIb), 5b (VIIb), 5d (VIId) and 2 (II).

Using an artificial crystallographic protein structure program, Cn3D 4.1, mutations in

the virus's fusion (F) protein is displayed in 3 dimensional structure.

Key words: Newcastle Disease Virus, NDV, RT- PCR, nucleotide sequence analyze,
DNA sequencing, phylogenetic, molecular study.
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