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ONSOZ

Kiiciikken gelecegim ile ilgili en c¢ok hayal ettigim seylerden biri kasif
olmakti. Egzotik ormanlarda farkli diinyalar1 kesfetmek isterdim. Bu sebepten dolay1
biyolog oldum ve yaptigim arastrmalar ile diinyaya katki sunmak istiyorum.
Hayalimdeki egzotik yerlerden birisi de benim igin Tiirkiye oldu. Buraya
geldigimden bu yana sadece bilimsel anlamda degil, kiiltiirel anlamda da ¢ok sey
kesfettim. Tiirkiye, beni harika yemekleri ve dogal giizellikleriyle ¢ok etkiledi ve
hatta yeni bir dil ve kiiltiir kazanmama da sebep oldu. Ailemin bana olan giiveni ve
hayatla ilgili 6gretileri sayesinde benim i¢in biiyiik olan bu yolculuga hi¢ korkmadan
bagladim. Onlardan uzak olmak hi¢ de kolay degildi. Uzak olunca, ister istemez
burda kendi ortamimm1 bulmaya calistim. Uyesi oldugum Ankara Cok Sesli Korosu,
bunun yanisira Ankara’daki minik Macar arkadas grubum benim i¢in ¢ok dnemliydi.
Calisma ortammm da hayatimdaki diger &nemli noktalardan birisiydi. Ozellikle
danisman hocam Aykut Ozkul, benim i¢in viroloji, arastirma ve is ortamu ile ilgili en
onemli yol gdsteren kisi oldu. Bana olan giliveni ¢aligmalarim i¢in gili¢ verdi.
Lisansiistii kariyerimi tamamlayabilmem i¢in bana burs veren Yurtdis1 Tirkler ve
Akraba Topluluklar Bagkanligina da tesekkiirlerimi sunuyorum. Bu siiregte hayatima
anlam katan ¢ok insan oldu. Ozellikle aileme, calisma arkadaslarima, Aykut Hocaya
ve egitimimi aldigim Viroloji Anabilim Dalinin degerli 6gretim iiyeleri, 6gretim
gorevlilerine ve son olarak hayatima sevgi katan hayat arkadasima cok tesekkiir

ediyorum.
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1. GIRIS

Kirmm-Kongo Kanamali Ates Virusu (KKKAYV), kene kaynakli viral bir
hastaliga neden olup dogu ve giiney Avrupa, Asya, Orta Dogu ve Afrika gibi birgcok
endemik bélgede dagilim gdstermektedir (Spengler ve ark., 2015). Letalite oran1 % 3-
%80 arasinda degisken olmasma ragmen, hastalikla miicadele edebilecek lisansli bir
asis1 yoktur. Ayrica, yiiksek seviyeli tecrit laboratuvarlarinin gerekliligi nedeniyle
virus davranist ve replikasyon ozelliklerinin incelenmesi de zordur. Virusun yeni
bolgelerde ortaya cikma riski yiliksektir ve Diinya capmda en Onemli saglik
risklerinden biri haline gelmistir (Elliott, 2014; Zivcec ve ark., 2015). KKKAV
enfeksiyonu sirasinda insan, siir veya diger hayvan hiicrelerindeki konakg1 yanitlari
hakkinda bilinenler yok denecek kadar azdir. KKKAV enfeksiyonun patogenezi
insan ve diger memeli konakgilar arasinda biiylik lglide degisir. Sigir gibi bir¢ok
hayvan tiiriinlin KKKAV’un dogal rezervuari olduklar1 gosterilmesine ragmen
insanlar dogal rezervuar olmayip son konaklardir (Cobo, 2016; Haddock ve ark.,
2018; Spengler ve ark., 2016). insan, sigir veya diger hayvan hiicrelerinin KKKAV
enfeksiyonuna nasil tepki verdigi ve ¢ogalma modellerinin hastalik sonucu ile nasil
iliskili oldugu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Immiin sistemi baskilanmus,
yenidogan veya insanlastirilmis fareler ve sinomolgus makaklar1 disinda, yabani ve
evcil hayvanlar genellikle kisa bir viremi donemi sonrasinda asemptomatiktirler
(Bente ve ark., 2010; Bereczky ve ark., 2010; Haddock ve ark., 2018; Spengler ve
ark., 2017). Buna karsin, insan KKKAYV enfeksiyonlar1 baslangigta ates, istah kaybi
ve ishal gibi spesifik olmayan semptomlara neden olur ve daha sonra petesiyal
kanamalar, miyalji, trombositopeni, kanama ve sonunda 6liime kadar giden siddetli
semptomlara yol agabilir (Bente ve ark., 2010; Dowall ve ark., 2017; Garrison ve
ark., 2019; Lindquist ve ark., 2018). Bu farkliliklar1 sorgulamak i¢cin ¢aligmada,
devamli ve primer insan ve sigir hiicre hatlarinda in vitro KKKAV replikasyonun
sitopatik etkileri, viral yiikii, sitotoksisiteleri, replikasyon verimi ve farkli olarak
eksprese edilen microRNA’larm (miRNA'larin) karsilastrmali degerlendirmeleri

yapildi. Segtigimiz hayvan hiicre modelinin kéken aldigi tiir olan-, sigirlarm-,



KKKAV'un zoonotik dongiisiinde olduk¢ca 6nemli bir rolii vardir (Spengler ve
Estrada-Pefia, 2018). Ilk olarak, sigirlarin dahil oldugu tarimsal uygulamalar, insan
kene temasmi kolaylastirmaktadir. Ikincisi, kesimhaneler, enfekte hayvanlarm
viremik kaniyla insanlara dogrudan temas etmesi icin firsat saglamaktadir. Ayrica,
hayvan kurban etmeyi iceren dini uygulamalarin da endemik bdlgelerde insanlarm
hastaligina maruz kalma risklerine katkida bulunabilecegi ileri siirilmiistiir (Ozan ve
Ozkul, 2020). Secilen organ modeli bobregin, insanlardaki KKKAV enfeksiyonu
sirasinda hastaliktan {ist diizeyde etkilenerek hastalarda akut bobrek yetmezligine yol
actig1 kanitlarla gosterilmistir (Ardalan ve ark., 2006; Deveci ve ark., 2013). Ayrica,
bobrek yetmezliginin insanlardaki KKKAV enfeksiyonlarinda mortalite oranlarini
yiikseltmeye neden oldugu da bildirilmektedir (Khazaei ve ark., 2018). Uygun
hayvan modellerinin kullanimmdaki eksiklik ve/veya zorluklar, in vitro hiicre
hatlarin1 virus replikasyon siireclerini karakterize etmek i¢in daha ulasilabilir bir
model haline getirmektedir. Insan ve primat kaynakli bobrek ve bobrekiistii bezi
hiicre hatlari, 6rnegin insan bobrek iistii bezi / korteks hiicre hatti (SW-13), insan
embriyo bobrek hiicre hattt (HEK-293), Afrika yesil maymun bdbrek hiicre hatti
(Vero E6) ve Rhesus makak bobrek hiicre hatti (LLC- MK2) in vitro KKKAV
deneyleri i¢in siklikla kullanilmaktadir (Bakonyi ve ark., 2005; Bartolini ve ark.,
2019; Bertolotti-Ciarlet ve ark., 2005; Burt ve ark., 1997). Primer sigir hiicresindeki

virus duyarlig1 bu ¢aligmada ilk defa incelenmistir.

1.1. Kirnm-Kongo Kanamal Ates Virusu

1.1.1. Tarihge ve Cografi Yayilim

KKKAYV ilk olarak 1944'te eski Sovyetler Birligi'nin Kirim bdlgesinde ve
1956'da Belgika Kongo'sunda (su anki Kongo Demokratik Cumhuriyeti) tanimlandi
(Spengler ve ark., 2019). Bu raporlar, s6z konusu hastaliklarin ayn1 virustan
kaynaklandigmi ortaya koymus ve virusa su anki ismi verilmistir. 2000 yilndan bu
yana Tiirkiye, Iran, Hindistan, Yunanistan, Giircistan Cumhuriyeti ve bazi Balkan

tilkelerinde hastalik artarak bugilinkii prevalans degerleri ve cografi kapsam



alanlarina ulasmistir (Bente ve ark., 2013). Son zamanlarda Macaristan, Portekiz,
Ispanya, Hirvatistan ve Italya'dan da serolojik veriler bildirilmistir (Mancuso ve ark.,
2019) (Sekil 1.1). KKKA'in yayiliminin nedenleri arasida tarimsal faaliyetlerdeki
degisiklikler, habitat parcalanmasi, enfekte hayvanlarin ve kenelerin hareketliligi gibi
antropojenik faktorler ve iklim degisikligi yer alir (Sorvillo ve ark., 2020). KKKA,
koruyucu ila¢ bulunmayan ve halk saghigi icin acil durum olusturma potansiyeli
yiiksek olan Diinya Saglk Orgiitii (DSO) Mavi listesinde yer almis bir hastaliktir.
Her yil tahmini 10.000-15.000 insanda KKKAV enfeksiyonu meydana gelmekte,
ancak bunlarn ¢ogu subklinik seyrederek tanisi konulamamaktadir (Hawman ve

Feldmann, 2018).

Tiirkiye’de KKKA virusu ilk olarak 2002°de izole edilmistir. 2008-2009’da
goriilen yliksek vaka sayis1 (yillik ~1300) (T.C Saglik Bakanligi), 2010 yilindan bu
yana azalma egilimi gOstermektedir. Hastalik Oncelikle kene 1siriklar1 veya
hayvancilik ile iligkilidir. Tiirkiye’de, kirsal alanlar KKKA enfeksiyon i¢in dnemli
rol oynamaktadir. Bu bolgelerde hem vahsi hem evcil hayvanlar insan enfeksiyonlari
icin kene rezervuari olarak gorev yapmakta ve bu hayvanlar gecgici bir viremi
gelistirerek viral enfeksiyonun devamhiligini saglamaktadir (Spengler ve ark., 2019).
Bazi dini uygulamalar (6rnegin kurban bayrami) enfeksiyon yayilmasinda rol

oynayabilmektedir.

* | TC sAGUK BAKANUGH
L/ Mok Sogiogs Gamel Midiriisgs

Kinm Kongo Kanamali Atesi Insidans Haritas:
(Torkiye, 2017)

Sekil 1.1. 2019’ da KKKA'nin diinya cografi dagilim: (European Food Safety, 2019) ve KKKA virusun
Tiirkiye’de 2017 yihindaki insidans haritast (T.C. Saghk Bakanligi, 2017).



1.1.2. Siniflandirma ve Filogenetik

En biiylik RNA virus takim1 olan Bunyavirales takimm hayvanlari, bécekleri
ve bitkileri enfekte eden 530°dan fazla tiyesi vardir. KKKAV Bunyavirales
takimmda, Nairoviridae ailesinde Orthonairovirus cinsi i¢inde Kirmm-Kongo
Kanamal Ates orthonairovirus olarak yer almaktadir (IcTtv

https://talk.ictvonline.org/taxonomy/). Nairoviridae ailesi Bunyavirales takimmmn

diger iiyelerinden farkli olarak daha biiylik L segmentine sahip olan ve kenelerle
nakledilen insan ve hayvan patojenlerini icermektedir. Yedi serogruba ayrilan bu
ailede KKKAV ve Hazara virus (HAZV) KKKA serogrubunu olusturmaktadir.
KKKA virusu negatif iplikcikli ic RNA genom segmentin (kiiciik [S], orta [M] ve
biiyik [L]) sahip olup, yiiksek genetik cesitlilik sergiler. Yapilan filogenetik
degerlendirmeler, niikleotid seviyesinde en fazla korunan S segmentinin dizilerinin 6
soyda (genotip) dagildigmi gostermistir (Ramirez de Arellano ve ark., 2017). Her
genetik soy Afrika, Orta Dogu, Asya ve Avrupa'daki Hyalomma spp. kenelerinin
dagilim gosterdigi bolgelerle iliskilendirilmistir. Genotip I, II ve III Afrika'da,
genotip IV Asya'da; genotip V ve VI Avrupa'da tanimlanmistir. Viruslarin cografi
bolgeler arasinda yayilimi s6z konusudur; gé¢ eden kuslar, diizenlenmemis yaban
hayati ticareti, hayvan ithalat ve ihracati ve kiiresel insan hareketleri, virusu veya
KKKAYV ile enfekte olmus keneleri dagitabilmektedir (Ramirez de Arellano ve ark.,
2017). Her genomik segmentin kdkeni yaklasik 1.000-5.000 yil oncesine kadar
izlenmis ve kokenin Afrika'ya kadar uzandigi gosterilmistir. Virus ilk olarak Orta
Cag doneminde Giiney ve Orta Asya'da tanimlanmis ve daha sonra Cin, Hindistan ve
Rusya'ya yayilmistir. Zaman i¢inde Asya'dan Afrika'ya genomik segmentlerin ters
transferleri de gozlenmistir. Avrupa’ya ait olan KKKAYV genotip V, Avrupa'ya 280-
400 y1l 6nce Giliney Rusya'daki Astrahan bolgesinden ulagsmis ve daha sonra tekrar
Rusya'ya, Tiirkiye ve Balkanlara yayilmistir (Lukashev ve ark., 2016). S ve L
genomik segmentlerinde sadece birka¢ rekombinasyon olay1 gozlenirken, segment
reassortmenti ¢cok daha yaygmn tespit edilmistir (Anagnostou ve Papa, 2009). M
segmenti, olduk¢a degisken, miisin benzeri bir bolge ve korunmus bir bolgeden
olusur. Filogenetik aga¢ topolojileri olduk¢a benzer oldugundan, KKKA viral

suslarmm S ve L segmentlerinin birlikte evrime ugradigi One stiriilmiistiir


https://talk.ictvonline.org/taxonomy/

(Anagnostou ve Papa, 2009). KKKAV’un genis cografi dagilimi ile iligkili olarak,
farkli izolatlar arasinda 6nemli genetik ¢esitliligin var oldugu; amino asit diizeyinde
yapilan degerlendirmelerde, izolatlar arasinda niikleoprotein ve L proteininde %5 ve
glikoprotein prekursorunda ise %?25'e kadar farkliliklarm varligir bildirilmistir

(Hawman ve Feldmann, 2018).

1.1.3. Zoonotik Siklus

KKKAV'un ana vektorli ve rezervuari, esas olarak Hyalomma cinsinin sert
govdeli keneleridir. Ancak Rhipicephalus ve Dermacentor tiirleri gibi diger kene
tiirlerinin vektor olabilecegine dair smirli kanitlar da bulunmaktadir (Gargili ve ark.,
2017). Eriskin olmayan Hyalommalar bazi kiigiik omurgalilarda toplanirken, erigkin
keneler biiyiik toynaklilar1 istila etmektedir (Spengler ve Estrada-Pefia, 2018). Terk
edilmis tarmm alanlari, kemirgenler, kuslar, yabani domuzlar ve yabani toynakli
hayvanlar i¢in barmak 6zelligi saglarken, bu yap1 Hyalomma tiirlerinin bu alanlarda
artmasma, dolayistyyla KKKAV prevalansmm yiikselmesine neden olmaktadir
(Spengler ve Estrada-Pefia, 2018). Daha fazla kene enfekte olduk¢a, virusun
rezervuarlara, degisik gelisme donemlerindeki kenelere ve insanlara bulasma
olasilig1 da artar. Olgunlasmamis Hyalomma keneleri, bu konakgilarda viremi gegici
olsa bile, lizerinde yogun bir sekilde toplanarak KKKAYV iletiminde dnemli gorev
iistlenirler. Insan disindaki omurgali konakgilarda klinik hastalik gelismediginden,
virusun dogadaki varligi biiylik dlciide belirtisiz olarak seyreder (Spengler ve ark.,
2016). Keneler, KKKAYV icin hem vektor hem de rezervuarlardir; omurgalilar, virusu
yeni nesil kenelere aktaran bir koprii gorevi goriir. Enfekte omurgalilar kisa bir
viremi gelistirir ve virus, viremik konakgilarla beslenen kenelere veya ayni konak
izerinde beslenen enfekte ve enfeke olmayan kenelere bulasir (Spengler ve Estrada-
Pefia, 2018) (Sekil 1.2). insanlara zoonotik yayilma potansiyeli, virusun genis cografi
yayilimi ve dogadaki siirekli dolasimi nedeniyle yiiksektir. Son senelerde Tek Saglik
kavrami, insan, hayvan ve ¢evre sagligmmin birbiriyle baglantili oldugunu kabul eden

onemli bir konseptmistir. Bu baglamda insan saglhigini daha genis bir sekilde ele



almaya, degisiklik yapmaya ve disiplinler aras1 bir sekilde miidahale etmeye ¢alisan
bir hastalik 6nleme yaklagsimi farkindaligi olusmustur (Sorvillo ve ark., 2020).
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Sekil 1.2. Kinnm-Kongo kanamali ates virusu bulagma yollar1 ve Tek Saghgin ii¢ alam i¢indeki ilgili miidahale
onlemleri (Sorvillo ve ark., 2020).

1.1.4. Asillama

DSO, Salgmlar1 Onlemek i¢in Arastirma ve Gelistirme Plan1 ¢ahsma grubu,
KKKA i¢in bir taslak yol haritas1 analizi olusturarak, bir insan asisi i¢cin hem
kiyaslamalar hem de uygulama hedefleri koyan bir zaman cizelgesi 6nermistir. S6z
konusu planlama ile 2019 yilma kadar segilen as1 adaylarmm 2023 yilina kadar
klinik giivenlik ve erken immiinojenite deneme testlerinin tamamlanmas1 yoniinde
arastirma gruplar1 tesvik edilmistir (Sorvillo ve ark., 2020). Bugiine kadar farkl
antijenik varyasyonlara (sus ve/veya gen kombinasyonlar1) sahip birka¢ KKKAV as1
adaymin gelistirildigi bildirilmistir (Aligholipour ve ark., 2019a; Aligholipour ve
ark., 2019b; Aligholipour ve ark., 2019c; Tipih ve Burt, 2020). As1 degerlendirmesi,
cesitli adjuvanlar, asilama yollar1 ve prime/boosts stratejilerini igeren farkli dozlama

semalar1 kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Hayvan modellerinde, asilamanin humoral



bagisiklik olusturdugu ve platforma ve asilama yaklagimina bagl olarak %100'e
kadar koruyucu etkinlik olusturabildigi gosterilmistir (Aligholipour ve ark., 2019b).
KKKAYV agilar1 icin en etkili antijen bilesenleri ve korumayla ilgili bagmntilar heniiz
net degildir. Deneysel asilarda kullanildiginda, niikleoprotein, daha cok T hiicresi
bazli bir yanit iretirken, glikoprotein Onciiliinlin tamami veya bir kismmin
immunojen olarak kullanildig1 platformlarda gilici immiinoglobulin yanitlari
olusturabilmistir (Dowall ve ark., 2017; Garrison ve ark., 2019). Glikoprotein
Onciisiiniin  yapisal olmayan elemanlarma spesifik serolojik yanitlarla birlikte
degerlendirildiginde, hem niikleoproteinlere hem de glikoproteinlere kars1 giiclii T-
hiicre yanit1i dogrudan deneysel asilarm klinik deneylerde ilerlemek i¢in ideal
adaylar oldugunu gostermektedir (Sorvillo ve ark., 2020). Yaban hayat1 agilamasi ile
bu ortamlardaki enfeksiyon ¢ikislarmin kontrol edilmesi de Onemli bir strateji

olabilir.

1.1.5. KKKAV’un Virionu, Genomu ve Molekiiler Biyolojisi

Elektronmikroskopi ¢aligmalarinda, KKKAV yiizeyinde kiigik (<10 nm)
basak benzeri c¢ikmtilar ile ~ 90-100 nm c¢apinda kiiresel parcaciklar olarak
tanimlanmaktadir (Sekil 1.3) (Bente ve ark., 2013). KKKAV virionu, niikleoprotein
(NP) ve RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp; L proteini) ile paketlenmis ii¢
segmentli, negatif iplikcikli, tek zincirli bir viral RNA (VRNA) genomu icerir (Jeeva
ve ark., 2017). Viral RNA (VRNA), NP ve RdRp birlikte, olgun glikoproteinler Gn
ve Gc ile kaplanmig hiicresel membrandan tiiretilmis bir zarfin igindeki genomik
riboniikleoprotein komplekslerini (RNP) olusturur. KKKAYV, hiicrelere klatrin
bagiml bir sekilde girer (Simon ve ark., 2009). Hiicre zar1 ile fiizyondan sonra, viral
genomik segmentlerden L proteini tarafindan kep aswrma yoluyla konakg¢1 hiicre
RNA’sindan 5’cap bolgesini alarak (capping) viral mRNA’lar iiretilir (Simon ve ark.,
2009). Viral mRNA'lar sitoplazmik ribozomlar tarafindan NP ve L proteinlerine
cevrilirken, glikoprotein Onciisii endoplazmik retikulum (ER) ile iligkili ribozomlar
tarafindan ¢evrilmis gibi gériinmektedir (Zivcec ve ark., 2016). Yeni sentezlenen NP

ve L proteininin bir kismi, bir RNP igeren antigenomik RNA kopyasi olusturarak



genomik RNA'y1 ¢ogaltmak i¢in kullanilir. Glikoprotein Onciisii ise Gn ve Gc'yi
olusturmak iizere ER ve Golgi'de isleme ve olgunlasmaya tabi tutulur. Olgunlasan
glikoproteinlerin ve genomik RNP'lerin birikmesi iizerine, Golgi'de yeni KKKAV
virionlar1 sekillenir ve ardindan Golgi’den koken alan vezikiiller icinde plazma

membranina gocerek hiicre disina salinmaktadir (Zivcec ve ark., 2016).
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Sekil 1.3. KKKA virionu ve replikasyonunun sematik gosterimi (Zivcec ve ark., 2016).

. | Glycoprotein precursor (GPC)

1.1.5.1. Hiicreye Giris

KKKAV'un hiicre yilizeyine ilk baglanmasma Gn ve/veya Gc glikoproteinleri
aracilik eder. Gec'nin hiicresel reseptorlere baglanmadan sorumlu oldugu (Zivcec ve
ark., 2016) ve hemen sonrasinda ise fiizyona aracilik ettigi diistiniilmektedir. Ayrica
bazi hiicrelerin yiizeyinde tanimlanan niikleolin benzeri yap1 KKKAV giris faktori
olarak tanimlanmistir (Xiao ve ark., 2011). KKKAV’nin hiicreye giris mekanizmasi,
klatrin aracili bir endositoz olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1.3). Girisi ayn1 zamanda

kolesterol ve diisiik pH'ya da baghdir (Simon ve ark., 2009). Endositozu takiben



KKKAV partikiilleri, Rab5S'e bagli bir islemi takiben erken endozomlara ve daha

sonra multivezikiiler govdelere tagmmaktadir (Stimon ve ark., 2009).

1.1.5.2. Transkripsiyon ve Genom Replikasyonu

Hiicreye girisi takiben, genomik RNP'ler sitozole salmir ve kapsiillenmis
VvRNA, viral mRNA'y1 sentezlemek i¢in L proteini i¢in bir sablon goérevi gorir.
Genomik RNP'lerin replikasyonu, bashksiz, negatif iplik¢ikli VRNA ve pozitif
iplik¢ikli tamamlayict RNA'nin replikasyonunu ve kapsiillenmesini gerektiren bir
stirectir (Bergeron ve ark., 2010). Komplementer RNA ve VRNA'min kapsiillenmis
formlar1 sirasiyla antigenomik ve genomik RNP'ler olarak tanimlanwr (Sekil 1.4).
KKKAV bir negatif iplik¢ikli RNA virusu oldugundan, genomik RNP'ler, cap
takilmis mRNA'y1 sentezlemek ve antigenomik RNP'ler iiretmek i¢in sablon olarak
kullanilir. Genomik RNP'lerin replikasyonu sirasinda, bir tamamlayict RNA, L
proteini tarafindan sentezlenir ve NP alt birimleri, antigenomik RNP'leri elde etmek
icin uzayan seritlere eklenir ve karsiliginda antigenomik RNP'lerin tamamlayici
RNA's1, genomik RNP'leri elde etmek i¢in bir sablon olarak kullanilir (Zivcec ve
ark., 2016).

1.1.5.3. Glikoproteinin Olgunlagmasi, Viral Birlesme ve Cikis

RNP replikasyonundan sonra viral protein islemesi ve olgunlagsmasi
gerceklesir. Glikoprotein prekiirsor (GPC) olgunlasmasi yapisal glikoproteinleri (Gn
ve Gc); salgilanan yapisal olmayan proteinleri (GP160, GP85 ve GP38) ve yapisal
olmayan M proteini (YOM) verir (Sanchez ve ark., 2002). Komple glikoprotein
setini elde etmek i¢in, GPC, yogun bir sekilde glikozile edilir ve ardindan serin
proteaz ailesi olan proprotein konvertaz dahil olmak {izere konakg¢i proteazlar
tarafindan kesim islemine tabi tutulur (Sanchez ve ark., 2006). GPC, sentezini
sekretorik yola yonlendiren bir N-terminal sinyal peptidi icerir (Sanchez ve ark.,
2002). GPC tamamen cevrilmeden Once, Gn glikoprotein Onciisiine (PreGn), Gc
glikoprotein onciisiine (PreGe) ve YOM'e boliiniir. ER'deki olgunlagsmayi, PreGn ve



PreGc'nin Golgi kompleksine taginmasi izler, burada PreGn miisin benzeri alan ¢ok
sayida O-baglantili glikan alir (Sanchez ve ark., 2006). Diger bunyaviruslar gibi,
KKKAV RNP'leri de biiyiik olasilikla sitoplazmada bulunur ve NP Golgi
kompleksine yakin periniikleer bodlgede lokalizedir (Andersson ve ark., 2004).
Montaj1 takiben, KKKAYV partikiilleri ekzositozla salinir. Hiicreden ¢ikis polarize
epitel hiicrelerinde bazolateral membrandan meydana gelir (Connolly-Andersen ve

ark., 2007).

1.1.5.4. Viral Proteinlerin Fonksiyonu

S Segment: NP ve NSS

Niikleoprotein (NP) 'nin birincil islevi, RNP'leri olusturmak icin vVRNA ve
tamamlayict RNA (cRNA)'y1 paketlemektedir (Sekil 1.4). KKKAV ile enfekte
hiicrelerde, NP, aktin filamanma bagli bir sekilde periniikleer bolgede lokalize olur
(Connolly-Andersen ve ark., 2007). NP’nin viral tomurcuklanmada olas1 bir rolii
aldig1 diistintilmektedir. NP'nin kiiresel bir bag bolgesi ve esnek bir kol bolgesi olmak
tizere iki ana domaini vardir. NP, viral aracili bagisikliktan kagmaya da katkida
bulunmaktadir. Memelilerdeki antiviral yanit agilikli  olarak KKKAV
replikasyonunu inhibe eden interferon (IFN) ile uyarilan antiviral MxA proteini
tizerinden NP'yi hedef almaktadir (Andersson ve ark., 2004). Ayrica, NP oldukca
immiinojeniktir ve memelilerde hem B hem de T hiicrelerinin ana hedefidir (Burt ve

ark., 1993).
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Sekil 1.4. Ug KKKAV genom segmentinin protein iiriinlerinin islenmesi (Bente ve ark., 2013).

M Segment: Glikoproteinler

Genel olarak, KKKAV glikoproteinlerinin girig, virion olusumu ve
bagisikliktan kagmada rol oynadigi goriilmektedir. Gn'nin sitoplazmik kuyrugu,
RNA'y1 in vitro olarak baglayan bir ¢inko parmak (Zinc finger) alan1 igerir, bu da
Gn'nin RNA ile etkilesime girebilecegini ve matriks protein benzeri islevler
gerceklestirebilecegini diislindiiriir (Estrada ve De Guzman, 2011). PreGn ve PreGce
normalde Golgi kompleksinde lokalize olur, bu da bu proteinlerin dogru islenmesinin
enfeksiyoz KKKAYV partikiillerinin tiretimini diizenledigini gosterir (Sanchez ve ark.,

2002).

L Segment: Ovarian Tumor Proteaz, Niikleaz, ve RdARp

Nairoviruslar, Bunyaviridae ailesinin diger iiyelerine (~ 2500 amino asit)
kiyasla ¢cok daha biiylik bir L proteinine (~ 4000 amino asit) sahiptir. Bu bulgu, 1-
609 amino asitlerinin, yumurtalik timérii (OTU) sistein proteaz gibi klasik olmayan
L fonksiyonu olan alanlar i¢erebilecegini gostermektedir (Honig ve ark., 2004). OTU
alan1 ve RdRp korunmus motifler arasinda yer alan diziler, potansiyel bir 16sin
fermuarmi1 ve NP'yi L proteininin N-terminal bolgesini baglamak i¢in 6nemli olan bir

C2H, ¢inko parmak motifi icerir (Honig ve ark., 2004). Viral genomun mRNA
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transkripsiyonu ve replikasyonunda yer alan L protein bdlgeleri, endoniikleaz alan1
ile baslar ve ¢esitli korunmus RdRp motiflerini icerir (Honig ve ark., 2004). KKKAV
VRNA'nin 5’ terminali, daha yaygin trifosfat grubunu (5’ -pppRNA) kullanan diger
bircok RNA virusunun aksine, monofosforile edilmistir (Habjan ve ark., 2008).
KKKAYV genom 51 terminalinin bir monofosfat grubuna (51 -p) islenmesi, tercihli
olarak 51 -pppRNA tarafindan aktive edilen retinoik asitle indiiklenebilir gen I'in
(RIG-I) aktivasyonunu korelterek dogustan gelen bagisiklik tepkisinden kaginmak
icin olas1 bir stratejidir (Habjan ve ark., 2008).

1.1.6. Insan ve Rezervuar Konake¢ilarinda KKKAV’un Patogenezi ve

Immiinolojisi

1.1.6.1. insanlarda KKKA Patogenezi

Kisa bir inkiibasyon siiresinin ardindan (genellikle <7 giin), KKKAV
enfeksiyonu baslangigta yiiksek ates, yorgunluk ve miyalji gibi spesifik olmayan
semptomlara neden olur ve buna sik sik kusma ve ishal eslik eder. Siddetli
hastaliginin ilerlemesi, trombositopeni, dolasimdaki yiiksek karaciger enzimleri ve
hemorajiler (petesi, ekimoz ve epistaksis ile diseti, gastrointestinal ve serebral
kanamalar) ile karakterizedir (Zivcec ve ark., 2016). lyilesme dénemi, hastaligin
baslangicindan ortalama olarak 15-20 giin sonra baslar ve halsizlik, letarji, sac¢ kaybi,
bas donmesi, degisken nabiz, isitme kaybi1 ve amnezi ile karakterizedir. Tiim bu
semptomlar geri doniistimliidiir ancak bir yildan uzun siire devam edebilir (Akinci ve
ark., 2013). KKKAV'un siddeti, artan viral yiik ve dokularda yayilim, diisiik antikor
titreleri, trombositopeninin seviyesi, artmig pihtilagma siiresi, kanama, yiiksek
proinflamatuar sitokin seviyeleri (6rn., Tiimdr nekroz faktorii o (TNF-a), interlokin 6
(IL-6)) ve yiikselmis aspartat aminotransferaz ve alanin aminotransferaz ile
iliskilidir. Oliimciil sonug tipik olarak yaygm intravaskiiler koagiilopati, sok ve/veya
coklu organ yetmezliginin sonunda olusur. Hastaligm seyri swrasinda, KKKAV
viicuda genis bir sekilde dagilir ve 6liimciil insan vakalarinda dalak, akciger, kalp ve

bagirsak dokularinda tespit edilir. Enfeksiyonun ana hiicresel hedefleri, mononiikleer
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fagositler, endotelyal hiicreler ve hepatositlerdir. Monosit tiirevli makrofajlarin,
endotel hiicrelerinin ve dendritik hiicrelerin enfeksiyonu in vitro olarak

dogrulanmistir (Zivcec ve ark., 2016).

Virus ve konakg1 hiicreler arasindaki etkilesim, biiytik olasilikla KKKAV'un
patogenezinden sorumludur. En ¢ok katkida bulunanlar, endotel hiicreleri (EH'leri)
ve bagisiklik hiicreleridir (Sekil 1.5) (Akinci ve ark., 2013). Virusa kars1 ilk engel
epiteldir ve virus kene 1sirmasi yoluyla viicuda girer. Viral baglanma proteinleri,
hiicrenin bazolateral membraninda lokalizedir. EH'lerde viral giris ve yayilim biiyiik
olasilikla bazolateral boliimde gergeklesir. Bazolateral membrandan kan dolasimina
viral salmim, sistemik yayilmaya neden olur (Connolly-Andersen ve ark., 2011).
Virusun dokuda yerlesik makrofajlarda  ve dendritik hiicrelerde (DH)
amplifikasyonu, virusun lokal lenf diigiimlerine, dalaga ve son olarak da konagin
sistemik dolagimina gecisini kolaylastirabilir (Akinci ve ark., 2013). Virusun
baslangicta kan, karaciger ve dalakta kopyalandigi ve daha sonra sistemik olarak
akciger, bobrek ve beyne yayildigi gosterilmistir (Bente ve ark., 2010). Beynin
katilim1 enfeksiyonun sonraki asamasindadir (Spengler ve ark., 2017). KKKA'nm
kanama ve artmig vaskiiler gegirgenlik ve EH'lerde viral antijenlerin varlig1 gibi
temel klinik ozellikleri, endotelyumun KKKA'nin ana hedefi oldugunu
gostermektedir (Connolly-Andersen ve ark., 2011). KKKA hastaligimm gelisiminde
oncelikle proinflamatuar sitokinler olan interlokin IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a
katkida bulunur (Ergoniil ve ark., 2017). Birka¢ ¢alismada, bu proinflamatuar
sitokinlerin yiiksek serum seviyeleri, KKKA hastalarinda hastalik siddetini gésteren
prognostik faktorler olarak gosterilmistir (Bente ve ark., 2010; Saksida ve ark.,
2010). Ciddi vakalarda, sitokinlerin asir1 salimmasi (sitokin firtinasi), endotel
iizerinde toksik etkilere yol acarak wvaskiiller gec¢irgenligin artmasma,
vazodilatasyona, ¢oklu organ yetmezligine ve soka neden olur (Akinci ve ark.,

2013).

Sitopatik etkilerin (CPE), KKKAV’un patojenitesinin in vitro bir belirteci
olabilecegi gosterilmistir (Lindquist ve ark., 2018). Bu sebeple, 1967'deki virusun

yeni dogan farelerde intraserebral inokulasyonuyla pasajlandigi ilk ¢alismalardan bu
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yana, KKKAV'un kiiltivasyonu amaciyla in vitro hiicre hatlarmm kullanimi ilerlemis
ve tercith edilmistir (Bente ve ark., 2013). Virusun CPE'si, 3 giinden baslayan,
belirgin hiicre olimii ve ayrilmaya sebep olurken, bazi caligmalarda higbir
sitopatojenite gostermedigi belirtilmistir (Lindquist ve ark., 2018; Mourya ve ark.,
2012; Paragas ve ark., 2004; Rodrigues ve ark., 2012). Insan adrenal bezi / korteks
(SW-13), insan embriyo bobregi (HEK-293), Afrika yesil maymun bobregi (Vero
E6) ve Rhesus makak bobrek hiicre hatlar1 (LLC- MK?2) gibi insan ve primatlardan
kaynaklanan bobrek ve bdobrek iistii bezi hiicre hatlar1 siklikla in vitro KKKAV
deneylerinde kullanilmaktadir (Bartolini ve ark., 2019; Bertolotti-Ciarlet ve ark.,
2005; Burt ve ark., 1997).
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hypotension, multiple organ failure and shock

Viral yiik, laktat dehidrojenaz, siki baglantilar (tight junctios — TJ), kadherin
ve apoptoz, KKKAV patogenezinde dnemli rol oynamaktadir. Yiiksek viral yiik ile
KKKA enfeksiyonunun siddeti arasmda pozitif bir korelasyon oldugu gosterilmistir
(Cevik ve ark., 2008; Duh ve ark., 2007; Saksida ve ark., 2010). Oliimlii hastalarn
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~1 x 10° RNA kopya / mL viral yiikii oldugu gosterilmistir (Cevik ve ark., 2008).
Oliimciil olgularda viral titreler zamanla artarken, hayatta kalan hastalarda azalma
gozlenmistir (Saksida ve ark., 2010). Birka¢ calisma, oksidatif stresin katki
saglayabilecegi laktat dehidrojenazin (LDH) artan seviyesinden bahsetmektedir
(Elevli ve ark., 2010; Tezer ve ark., 2010). Sik1 baglantilar (TJ), epitel hiicrelerinin
plazma zarmmi1 yer yer ayirarak hiicresel gecirgenligi ayarlamaktadir. Baglanti
komplekslerinin bozulmasi artan gecirgenlige ve sizintilara sebep olur. TJ proteinleri
ile viral proteinlerin etkilesiminin KKKA'de tespit edilen artmis vaskiiler
gecirgenligin sebebi olabilecegi bldirilmistir (Connolly-Andersenve ark., 2007).
Vaskiiler endotelyal kadherin (VE-kadherin), hiicresel yapisan (adherens)
baglantilarinin 6nemli bir bilesenidir. VE-kadherin lokalizasyonunu analiz eden bir
calismada, KKKAV ile enfekte olmus hiicrelerin bazilar1 arasmda VE-kaderin
yogunlugu veya dagiliminda degisiklikler gézlenmistir (Connolly-Andersen ve ark.,
2011).

Apoptozis, programlanmig hiicre Olimiidiir ve bagisiklik sisteminin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Apoptotik hiicre Oliimiiniin modiilasyonu,
bazi viral hastaliklarin patogenezinde 6nemlidir. Virus aracili apoptozun bir sonucu
olarak, virus dogal bagisiklik tepkisinden kagarak c¢ogalabilir veya virus
replikasyonunu azaltmak i¢in konakg1 tarafindan apoptotik modiilasyonlar yapilabilir
(Engin ve ark., 2019). Viral enfeksiyon sirasinda apoptozun baskilanmasi veya
indiiksiyonu, viral latentlik veya sacilmanin siirdiiriilmesi i¢in ¢ok Onemlidir
(Barnwal ve ark., 2016). Baz1 viral proteinler, mitokondriyal membran potansiyelini
dogrudan veya dolayl olarak degistirerek hiicre 6liimiinii diizenlemektedir (Irusta ve
ark., 2003). Mitokondriyal membran potansiyelinin kaybi, mitokondrinin zarlar-aras1
boslugunda bulunan proteinlerin salinmasina neden olur. Proteaz kaspazlari da
apoptozda 6nemli rol oynamaktadir. Bunlarin aktivasyonu, apoptozun uygulayicilari
olarak gorev alan kaspaz-3 ve -7'nin aktivasyonu ile sonuglanan katabolik reaksiyona
yol agmaktadir (Barnwal ve ark., 2016). Son zamanlarda, KKKAV'un kaspaz-3'e
bagli apoptozu indiikledigi ve hepatosit hiicrelerinde apoptozun hem i¢ hem de dis
yollarin1 diizenledigi bildirilmistir (Barnwal ve ark., 2016; Engin ve ark., 2019;
Karlberg ve ark., 2011, 2015). Apoptotik sinyal yollarinm, KKKAV replikasyon
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dongiisii sirasinda erken donemlerde bastirildigi, ancak enfeksiyon sonrasi geg
donemde apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Karlberg ve ark., 2011). KKKAV
niikleoproteininin mitokondriyal gecirgenligi bastirma islevine sahip oldugu
gosterilmistir. Bu durum, KKKAYV replikasyonunun erken donemlerinde indiiklenen
kaspaz aktivasyonunun geciktirilmesine veya bastirilmasina neden olmaktadir.
Sonugta meydana gelen bu degisiklik, virusun enfeksiyon olusturmasma katki saglar.
Enfeksiyondan sonraki ge¢ evrelerde, KKKAV'un biiyiik olasilikla proinflamatuar
faktorlerin indiiksiyonu yoluyla apoptozu indiikledigini ve bunun da ekstrinsik
apoptotik yolu aktive ettigi degerlendirilmektedir (Barnwal ve ark., 2016; Karlberg
ve ark., 2015). Boylece KKKAV ile indiiklenen CPE’nin, apoptozun bir sonucu
olabilecegi diisiinmektedir (Rodrigues ve ark., 2012).

1.1.6.2. insanlarda KKKA immiinolojisi

KKKAV'un vahsi tip farelerde olmasa da, tip I interferon sistemi baskilanmis
farelerde ciddi veya 6liimciil hastalia neden olma yetenegi, omurgali konakgilarda
dogustan gelen bagisiklik yanitlarinin virusun patogenezini smirlamada 6énemli bir
rol oynadigin1 gostermektedir (Bente ve ark., 2010; Zivcec ve ark., 2013). In vitro
calismalarda, RIG-I KKKAV 'un dogal bir bagisiklik sensorii oldugu kanitlanmistir
(Habjan ve ark., 2008). Toll benzeri reseptorlerdeki (TLR'ler) polimorfizmler ile
hastahi@in siddeti arasinda bir korelasyon oldugu bildirilmistir. Bu da TLR'lerin
KKKAV'un kontrolinde ©nemli bir bagisiklik algilama yolu olabilecegini
gostermektedir (Engin ve ark., 2010). Niikleer faktor-kappa B'deki polimorfizmlerin
de KKKA riskinde artis ile iligkili oldugu bildirilmistir (Arslan ve Engin, 2012).
Ayrica, KKKAV'un L segmenti, dogustan gelen bagisiklik sinyal yolaklarmda yer
alan proteinlerin deubikitinasyonu yoluyla bastirdigi gosterilen bir OTU alanini
kodlamaktadir (Hawman ve Feldmann, 2018). Insanlardaki patogenezinde KKKAV'a
kars1 adaptif immiin yanitlarin rolii daha az bilinmektedir. Diisiik ya da hi¢ olmayan
anti-KKKAV antikor yanitlarmm siddetli hastalik ve oliim ile iliskili oldugu
bulunmustur (Saksida ve ark., 2010; Shepherd ve ark., 1989). Bununla birlikte,
antikor yanitlarmm KKKAV enfeksiyonunun kontroliine katkida bulunup
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bulunmadigi tam olarak bilinmemektedir. Enfeksiyonu gecirenlerde bile noétralize
edici antikor diizeyleri tipik olarak diisiiktiir (Akinci ve ark., 2013). Ornegin, bir
cynomolgus makak modelinde KKKAYV enfeksiyonu sonrasinda ne antikor titresi ne
de antikorlarin nétralize edici aktivitesi tespit edilebilmistir (Haddock ve ark., 2018).
As1 calismalari, KKKAV’a karst koruma i¢in hem hiicresel hem de hiimoral yanit
gerektigini  gostermistir (Dowall ve ark., 2016). T hiicrelerinin KKKAV
enfeksiyonunun kontrol edilmesindeki rolii net degildir. Periferik kanda dolasan
CD3" ve CD8" T hiicrelerinin seviyelerinin 6liimciil seyir ile pozitif korelasyonlu
oldugu ve enfeksiyondan sonra hayatta kalanlarin virusa kars1 uzun émiirlii CD8* T
hiicresi yanitlarma sahip olduklar1 gosterilmistir (Hawman ve Feldmann, 2018).
Ayrica, insan lokosit antijen allellerinin, KKKAV’a karst hem koruma hem

duyarlhlikla iliskili oldugu bulunmustur.

Dogustan gelen bagisiklik tepkisi, viruslara kargi savunmanin ilk admudir.
Caligmalar, KKKAV'un dogustan gelen bagisiklik sistemini bozabilecegini ve
virusun temizlenmesi i¢cin kritik olan adaptif immiin yanitt geciktirebilecegini
gostermektedir (Bente ve ark., 2010; Saksida ve ark., 2010; Weber ve Mirazimi,
2008). Virus, kontrolsiiz viral replikasyona ve virusun viicuda sistemik yayilmasma
yol acan bagisiklik tepkisini bloke eden birgok farkli yola sahiptir. Makrofajlar ve
dendritik hiicreler, KKKA enfeksiyonunun ¢ok erken asamalarinda onemli roller
tistlenirler (Peyrefitte ve ark., 2010). Proinflamatuar sitokinleri ve kemokinleri
salgilayarak adaptif bagisiklik sisteminin baslatilmasinda ve kontroliinde etkili bir
role sahiptirler (Connolly-Andersen ve ark., 2009; Peyrefitte ve ark., 2010). In vitro
ve in vivo ¢aligmalarda, bu hiicre tiplerinin kismen olgunlastii gosterilmistir ve bu,
naif T hiicrelerinin hazirlanmasi i¢in 6nemli bir protein olan major doku-uyumluluk
kompleksi II'nin (MHC II) yukar1 regiilasyonunun (up-regiisayon) engellemesine yol
acmistir (Bente ve ark., 2010; Peyrefitte ve ark., 2010). KKKAYV, IFN'a duyarh
viruslardan biridir (Andersson ve ark., 2008; Bereczky ve ark., 2010; Weber ve
Mirazimi, 2008). Bununla birlikte, enfekte olmus hiicrelerde IFN {iretimini geciktirir
ve bu molekiillerin antiviral etkisini 6nler. Bu konuda yapilan bir ¢alisma, IFN'larmn
KKKA enfeksiyonunda viral replikasyonu kontrol etmede yetersiz oldugunu
gostermistir (Andersson ve ark., 2008). Diger taraftan interferon kaynakli MxA
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proteinlerinin  KKKAV niikleokapsid proteini ile etkilesime girerek virus
replikasyonunun inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir (Andersson ve ark.,
2008; Weber ve Mirazimi, 2008). Bununla birlikte, MxA proteininin, KKKA ile
enfekte bireylerde hastaligin ilerlemesini 6nlemek amaciyla indiiklenmesinin ¢ok gec
donemlerde meydana geldigi, dolayisiyla yetersiz kaldigi bildirilmistir (Andersson
ve ark., 2008). KKKAV’un, interferon diizenleyici faktor-3 (IRF-3) 'iin aktivasyon
yoluna miidahale ederek IFN yanitinda gecikmeye neden oldugu da ileri siiriilmistiir
(Andersson ve ark., 2008). Genel olarak, KKKAYV ile enfekte olmus hiicreler
tarafindan IFN indiiksiyonu zayiftir ve insanlarda nispeten gectir. Bununla birlikte,
etkili IFN yanit1 olan hayvanlarda, KKKA enfeksiyonu zayiflamakta ve hastalik
olusmamaktadir (Bente ve ark., 2010).

1.1.6.3. Hayvanlarda enfeksiyonun patogenezi

Yapilan serolojik calismalar sonunda, KKKAV'un hem vahsi hem de evcil
omurgali hayvanlar1 etkin bir sekilde enfekte edebilecegi ortaya konulmasina
ragmen, insanlardakine benzer bir klinik hastalik tablosu bildirilmemektedir
(Spengler ve ark., 2016). Omurgali konak¢ilarda dogustan gelen immiin yanit
bilesenlerinin virusun patogenezini sinirlamada 6nemli rol oynadig: diistiniilmektedir
(Bereczky ve ark., 2010; Zivcec ve ark., 2013). KKKAYV ile enfekte olan yabani ve
evcil hayvanlar hastalik belirtileri gostermediginden, virusa maruz kalan tiirleri
belirlemek i¢in temel bilgi kaynagi serolojik aragtirmalar olmustur. Bununla birlikte,
omurgalilardan toplanan serumlar iizerinde yapilan testler, enfeksiyonun 6zellikleri
ve kinetigi hakkinda yeterli veri saglamamaktadir (Hawman ve Feldmann, 2018). Bu
nedenle, ¢esitli vahsi ve evcil hayvanlarda, enfeksiyona duyarlihi, viremi siiresini,
antikor tepkisini, klinik hastaligm yoklugunu veya varligini degerlendirmek icin
deneysel enfeksiyon calismalar1 yapilmistir (Spengler ve ark., 2016). Genel olarak,
virus kiiciik memelilerde 2-15 giin replike olmakta ve kisa bir viremi donemi
olusturduktan sonra anti-KKKAV antikorlar1 gelismektedir. Bu nedenle, kiiciik
memelilerin uzun vadeli virus rezervuar olarak diisliniilmesi olas1 goriilmemektedir.

Bununla birlikte, so6z konusu hayvanlar virusun ekolojisinde ©Onemli bir rol
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oynamakta ve bu hayvanlarin sayilarindaki artiglar KKKA hastalik salginlar1 ile
iliskilendirilmektedir (Spengler ve ark., 2016). KKKAV ekolojisinde rol oynayan
kiiciik memelilere yabani tavsan (Lepus europaeus), ¢ali tavsani (Lepus saxatilis),
Cape tarla sincaplar1 (Xerus inauris), kirpi (Hemiechinus auritus), beyaz kuyruklu
sicanlar (Mystromys albicaudatus), kirmizi dag siganlar1 (Aethomys chryveldatus),
gerbiller (Gerbilliscus leucogaster) ve dort seritli ¢im fareleri (Rhabdomys pumilio)
(Spengler ve ark., 2016) 6rnek olarak verilmektedir. Biiylik evcil hayvanlarm yiiksek
kene yiikiinii destekledigi ve keneleri c¢iftcilere yaklastirdigir bilinmektedir. Aymi
zamanda, kesim sirasinda hayvanlarin iizerinde tutunmus olan keneler enfekte kan
yoluyla veya ezilmesiyle insanlar1t KKKAV'a dogrudan maruz birakabilmektedir
(Leblebicioglu ve ark., 2015). Seroepidemiyolojik arastwrmalar, ¢esitli evcil tiirlerin
KKKAV'a maruz kaldigin1 gostermistir. Kiiciik memelilere benzer sekilde, ¢iftlik
hayvanlar1 da enfeksiyonundan yaklasik 1 hafta sonra klinik belirti olmadan, gecici
bir viremi ve anti-KKKAV antikorlar1 olusumuyla enfeksiyon siirecini
tamamlamaktadirlar (Spengler ve ark., 2016). Ayrica, koyunlarda anti-KKKAV
antikorlarmin kolostral transferi de gosterilmistir. Sigirlarda, ¢esitli caligmalara gore
hayvanlar genellikle klinik bulgu gostermezken (Shepherd ve ark., 1991), yapilan bir
calismada halsizlik ve istah azalmasi ile karakterize hafif bir hastalik gelistirdigi
bildirilmistir (Causey ve ark., 1970). Hayvanlarda meydana gelen enfeksiyonlardan
sonra genel olarak 2-7 giin arasinda siiren bir viremi gozlenmekte ve anti-KKKAV
antikorlart 13-17. giinlerde arasinda tespit edilebilir diizeye erigmektedir (Spengler

ve ark., 2016).

1.2. MikroRNA (miRNA)

1993 yilinda, Caenorhabditis elegansta bulunan lin-14 messenger RNA
(mRNA) ailesinin 3'-cevrilmeyen bolgesine (UTR) tamamlayic1 (complementary)
olan kiigiik bir RNA kesfedildi (Lee ve ark., 1993). MiRNA'lar, protein sentezini
baskilamak veya eksprese edilmis transkriptlerin bozumasini hizlandirmak i¢in hedef
mRNA'larm 3'UTR'sine baglanan, herhangi bir bilgi kodlamayan, 19-24 nt
uzunlugunda ve mRNA transkriptlerinin %60’m1 etkileyen bir RNA smifidir
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(Nguyen ve ark., 2018). Birden fazla miRNA, baglanma bdlgelerindeki {ist iiste
gelme ihtimalinden dolay1 ayni proteini hedefleyebilmektedir. Bu tiir miRNA 'lar
cogunlukla ayn1 miRNA ailesine aittir ve siklikla spesifik hiicresel sinyal yollarinmn
diizenlenmesi amaciyla bir araya gelirler (Swaminathan ve ark., 2013). Kesiflerinden
bu yana miRNA caligmalari, biyolojik bilimlerdeki bir¢ok alanda devrim yaratmaistir.
Ornegin, miRNA'lar {izerine yapilan ¢alismalar bize in vitro ve in vivo sistemleri
manipiile etmek i¢cin degerli molekiiler araglar saglamistir; miRNA'lar, cesitli
hastaliklar i¢cin giivenilir biyolojik belirtecler olarak ortaya c¢ikmaktadir ve son
zamanlarda miRNA inhibitorlerinin  gelistirilmesi veya miRNA'larm asir1
ekspresyonu, bulasict hastaliklar1 ve kanseri tedavi etmek i¢in yeni bir ila¢ smifinin
yolunu  acmistr  (Swaminathan ve  ark., 2013).  MikroRNA’larm,
mikroorganizmalarin  konak transkriptomunu ve proteomunu ¢esitli yollarla
degistirdigi bilinmektedir. Ornegin, herpesviruslar ve Hepatit C virusu tarafindan
uyarilan miRNA’lar, konak¢inm bagisiklik sistemini baskilayarak bu viruslar i¢in bir
kac1s mekanizmasi olarak etki etmelerini ve bu miRNA’larin tedavi hedefleri olarak
secilmelerini saglamistir (Janssen ve ark., 2013). MiRNA'nm yukar1 yonlii gen
regiilasyonu ¢ogunlukla immiin yanit1 zayiflatacak organizasyonlara neden olsa da,
bunun bir patojen kacis mekanizmasi olarak m1 yoksa immiinopatolojiden kagmmak
icin konak¢i tarafinda bir hayatta kalma mekanizmast olarak anlasilip

anlasilmayacagi heniiz agik degildir (Lewandowska-Sabat ve ark., 2018).

1.2.1. MikroRNA’larin biyogenezisi

MikroRNA'lar memeli genomundan ya bagmmsiz olarak ya da protein
kodlayan genlerin intronlarma 6zgii bircok bdlgesi icinde kodlanirlar (Swaminathan
ve ark., 2013). Tipik bir miRNA biyogenezi, ¢ekirdekte spesifik bir transkripsiyon
faktoriiniin baglanmasiyla baslar ve bu ilk siire¢, protein kodlayan bir konakg1
mRNA transkripsiyonuna ¢ok benzer. RNA polimeraz II'nin (veya nadiren RNA
polimeraz III) aracilig1 ile, uzun sap-halka benzeri yapilar iceren birincil miRNA
transkriptleri (pri-miRNA'lar) iretilir (Sekil 1.6) (Lee ve ark., 2004). Bundan sonra

5'-cap yap1 olusturup intronlant ¢ikarilir ve normal konak mRNA transkriptlerine
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benzer bir 3"-poli A kuyrugu eklenir (Chen ve Rajewsky, 2007). Yaklasik 1-2 Kb
uzunlugunda olan pri-miRNA transkriptlerinin niikleer islenmesi, Drosha ad1 verilen
RNase III niikleaz siiper ailesinin bir iiyesinden ve DGCR8 (DiGeorge sendromu
kritik bolge 8) ad1 verilen c¢ift sarmallt RNA-baglayict proteinden olusan bir protein
mikroislemci kompleksi tarafindan gerceklestirilir (Swaminathan ve ark., 2013).
Drosha/DGCRS aracili kesim islemi, bir diniikleotid 3p-UTR ¢ikintisna sahip
miRNA transkriptlerine neden olur ve bu bolinmiis {iriin, 6ncii miRNA (pre-
miRNA) olarak adlandirithir. Bu 3p-UTR diniikleotid ¢ikintisi, niikleer eksport
proteini olan exportin-5 i¢in bir tanima sekansi olarak hizmet eder. Exportin-5,
cekirdekteki pre-miRNA'ya baglanir ve pre-miRNA'y1 sitoplazmaya aktarir
(Leisegang ve ark., 2012). Sitoplazmaya ge¢ildikten sonra, Dicer adi verilen bagka
bir RNase III proteininden ve ¢ok alanli bir insan TAR elementi baglayic1 proteinden
olusan bir kompleks, miRNA'y1 ve onun ters tamamlayicisin1 (miRNA*) iceren bir
20-25 baz ciftli dupleksi olusturmak i¢in pre-miRNA'lara etki eder (Koscianska ve
ark., 2011). Diger taraftan fonksiyonel diizenleyici RNA'lar1 {iretebilen kanonik
olmayan miRNA biyogenez yollarmmn varlhigi da bildirilmistir. Ornegin, "mirtronlar"
Drosha ve DGCRS yerine spliceozomla kesilen miRNA'lardir (Swaminathan ve ark.,
2013). Kanonik olarak miRNA'lar, tohum dizisi olarak adlandirilan miRNA 5’
ucunun 2-7 niikleotitleri ile baz eslesmesi yoluyla mRNA'larin 3’ c¢evrilmemis
bolgesini (UTR) veya kodlama sekansini hedefler. MiRNA baglanma aktivitesinin
yaklagik %601 kanonik degildir ve miRNA dizilerinin tohumun disinda yer alan
ve/veya uyusmazliklar dahil olmak tizere tohum benzeri motifleri icerir (Bruscella ve

ark., 2017).
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Sekil 1.6. MiRNA’larin biogenezisi (Nguyen ve ark., 2018).

MiRNA aracili translasyon inhibisyonun veya mRNA bozulmasmm g¢esitli
yollar1 vardir. MiRISC, elF4E cap tanima ve 40S kiigiik ribozomal alt birim alimina
miidahale ederek veya 60S alt biriminin birlesmesini antagonize ederek ve 80S
ribozomal kompleks olusumunu Onleyerek translasyonun baslamasmi inhibe eder
(Sekil 1.7a) (Fabian ve Sonenberg, 2012). MiRISC, ribozom uzamasimni inhibe ederek
de translasyonu inhibe edebilir. mRNA bozulmas: ise, deadenilasyon yolu ile
gerceklestirilir (Sekil 1.7a). MIRISC, poli(A) kuyrugunun deadenilasyonunu
kolaylagtirmak i¢gin CCR4 — NOT ve PAN2 — PAN3 deadenilaz kompleksleri ile
etkilesime girer. Deadenilasyonun ardindan, 5-terminal basligi (m7G) DCP— DCP2
kompleksinin kapaklarmm agilmasiyla ¢ikarilr ve mRNA bozunmasi bir
ekzoniikleaz tarafindan gerceklestirilir (Fabian ve Sonenberg, 2012). MiRNA'lar,
hedef mRNA'lar1 susturan miRISC'in niikleik asit ¢ekirdegi olarak gorev goriirler. Bu
nedenle miRNA dizisi, belirli bir transkriptom i¢inde hangi mRNA'larla potansiyel
olarak etkilesime girecegini belirlerken, hedef mRNA'larm susturulmasini
miRISC'nin protein bilesenleri yiiriitiir. Memeli miRISC'nin temel bilesenleri, dort
Argonaute proteininden (AGO1-4) ve Argonat'a bagli GW182'den olusur. 'Susturma
alan1' olarak adlandirilan GW182 C-terminal bolgesi giigli etkilidir (Sekil 1.7b)

(Fabian ve Sonenberg, 2012). Ek bir C-terminal alfa sarmalmin varlig1 nedeniyle
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RNA'y1 baglamamasi beklenen bir RNA tanima motifini ¢evreleyen orta ve C-

terminal alt alanlarina boliinmiistiir (Sekil 1.7b) (Fabian ve Sonenberg, 2012).

a
miRNA-mediated 40S —— Post-initiation a
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m’G
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miRNA-mediated
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Sekil 1.7. MiRISC aracili gen susturma. (a) miRNA aracil translasyonel baskilama ve mRNA bozunmasinin
sematik gosterimi. (b) miRISC bilesenleri Argonaute ve GW182'nin yapisal organizasyonu (Fabian ve
Sonenberg, 2012).

AGO proteinleri ile dogrudan etkilesime ek olarak, GW182 proteinleri, cok
sayida susturma efektorlerini baglayan molekiiler platformu olarak da hizmet eder.
Poli-A baglayici proteine (PABP) baglanmasi, PABP-eIF4G birlesmesine ve mRNA
dongiisellestirmesine miidahale ederek mRNA cevirisini inhibe eder. Ek olarak,
GWI182-PABP etkilesimi miRNA aracili deadenilasyonu arttirabilir (Fabian ve
Sonenberg, 2012). Ozetle, ¢esitli calismalardan elde edilen veriler, miRNA'larin iki
asamali bir bastirma modu yoluyla hareket edebildigini, ilk Once translasyonu
deadenilasyondan bagmmsiz bir sekilde engelledigini ve ardindan hedeflenen
mRNA'larin deadenilasyonuna, kapaklarinin kesilmesine ve istikrarsizligma neden

olabilecegini gdstermektedir.
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1.2.2. Sigirlarda miRNA yapisi1

Sigir dokularinda miRNA varh@mni gosteren 1ilk calisma 2007°de
gerceklestirilmistir (Gu ve ark., 2007). 2019°daki bir arastirmaya gore toplam 2300
gercek insan olgun miRNA'sin1 tahmin edilir ve bunlardan 1115'1 o anda miRBase
V22'de aciklanirken (Alles ve ark,, 2019), sigwr (Bos Taurus) genomunda ise 30
kromozom {iizerinde kodlanmis 793’ten fazla olgun miRNA bildirilmistir (Lawless
ve ark,, 2014). Bununla birlikte, farkli sigir dokularindaki miRNA ekspresyon
profillerine iliskin bilgiler hala smirlidir. insanlarda bagisiklik ile ilgili en yaygmn
calisilan miRNA’larin sigirlarda da evrimsel ve islevsel korunma altinda olduklar1
gdsterilmistir. Ornegin, insan hsa-miR-155 sigir bta-miR-155 ile miikkemmel bir
homoloji sergilemektedir (Ceppi ve ark., 2009). Bu miRNA insanlarda anti-
inflamatuar yolunu hedefleyerek gorev yapmaktadir. Tirler arasimnda miRNA’lar
genellikle benzerlik gostermelerine ragmen, farkli fonksiyonel sonuglart olabilen
onemli farkliliklar1 da tagtyabilirler. Ustelik miRNA'lar tipik olarak dokuya &zgiidiir
ve tiirler arasinda yiiksek oranda korunurken, hedefleri her zaman korunmaz. Bu
nedenle tiire 6zgii haritalama miRNA diizenlemesini anlamak i¢cin dnemlidir (Scheel
ve ark., 2017). Sigir genomunda da tiir-spesifik birgok miRNA ailesi bulunmaktadir.
Ornegin, Bta-miR-2284 ve bta-miR-2285 aileleri, sigir genomu i¢inde 100'den fazla
olgun miRNA’yi kodlamasina karsin ne insanda ne farede buna homolog miRNA ’lar
bildirilmemistir (Lawless ve ark., 2014). Sigirlardaki viral enfeksiyonlarin miRNA
ile iligkili baglantilar1 hakkinda bilinenler olduk¢a smirhidir. Viral enfeksiyonlarda
bagisiklik ile ilgili dokularda sigir miRNA ekspresyonu hakkinda da yeterli bilgi
bulunmamaktadir (Coutinho ve ark., 2007). Ornegin, Madin-Darby sigir bdbrek
(MDBK) hiicreleri, sigir viral diyare virusu (BVDV) ile enfekte edildikten sonra,
bta-miR-29b’nin 6nemli Olclide artan ifadesi bildirilmistir. Bta-miR-29b'nin asir1
ekspresyonu, BVDV enfeksiyonu ile iligkili otofajinin zayiflamasina ve otofajiyle
iligkili iki anahtar proteinin (ATG14 ve ATG9A) ifadesinde azalmalara neden
olmustur (Fu ve ark., 2015). Baska bir miRNA, bta-miR-375, sigir kiimiiliis
hiicrelerinin proliferasyon yetenegini zayiflatip, apoptoz oranmi arttirmistir (Li ve
ark., 2018). Kanonik miR-17 ve let-7 baglanma bélgeleri BVDV genomunun 3
'UTR'sinde gosterilmistir (Bernier ve Sagan, 2018). Enfekte olmamis kontrollerle

24



kargilastirilan sap virusu (FMDYV) ile akut enfekte sigirlardan toplanan kan
serumlarmda 7 sigir miRNA'smimn (bta-miR-17-5p, bta-miR-146a, bta-miR-144, bta-
miR-34a, bta-miR-369-3p, bta-miR-497 ve bta- miR-22-5p) artan oranda ifade
edildigi gosterilmistir (Stenfeldt ve ark., 2017).

1.2.3. miRNA dayal antiviraller

RNA interferans (RNA1) aracili gen manipiilasyonu, viral enfeksiyonlar dahil
olmak iizere bir¢ok hastalik i¢in terapotik bir strateji olarak kullanilmaktadir (Angaji
ve ark., 2010; Aparicio ve ark., 2010). Bir miRNA’nin, ayni1 veya farkli hiicresel
yollara veya islemlere katilabilen ¢ok sayida hedef proteini modiile edebilmesi
nedeniyle miRNA'lar1 manipiile etmek, gen terapisi i¢in uygun bir stratejidir. En cok
bilinen miRNA’ya dayah antivirallar: 3-kolesterol-konjuge olan, miRNA
fonksiyonunu inhibe eden 2-- O-metil-modifiye antisens oligoniikleotid olan
‘Antagomir’; miRNA fonksiyonunu inhibe eden kimyasal olarak modifiye edilmis,
tek sarmall1 antisens oligoniikleotidler olan ‘antimiR’; ‘miRNA mimikler’, endojen
miRNA'nin islevini taklit eden kiigiik, kimyasal olarak degistirilmis ¢ift sarmalli
RNA'lar olarak verilebilir (Bruscella ve ark., 2017). MiRNA degistirme tedavisi ad1
verilen yontemle, hastalikli dokuya sentetik bir miRNA eklenerek kayip veya azalan
sekilde regiile edilmis bir miRNA'nmn islevinin geri getirilmesi suretiyle terapotik
yaklasim sergilenebilmektedir. Farkli bir yaklasimda ise virus replikasyonunu
spesifik hiicre tipleriyle smirlamak ve/veya virus tropizmini modiile etmek icin
miRNA hedef bolgeleri viral genomlara klonlanabilmekte veya konakg¢i hiicre
islevlerini degistirebilmek icin viruslara spesifik miRNA'lar diizenlenebilmektedir
(Swaminathan ve ark., 2013). Antiviral terapi alanindaki son gelismelerde, viral
yasam dongiisiinii bloke etmek i¢in bir viral bileseni spesifik olarak inhibe etmek ve
boylece viral iiretimi durdurmak hedeflenmektedir. Boyle bir yaklagim Hepatitis C
virusunda (HCV) uygulanmistir. MiR-122 (miravirsen) spesifik bir HCV inhibitorii
olarak insanlarda klinik denemelere alinmistir (Janssen ve ark., 2013). Yakin tarihli
bir ¢caligmada, miR-122'yi antagonize eden ve hepatosit hedefli N-asetilgalaktozamin

ile konjuge bir oligoniikleotid olan RG-101"in tek bir uygulamadan sonra hastalarda
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HCV replikasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (van der Ree ve ark., 2017).
MiRNA’ya dayal tedavilerin uygulanmasinda bazi sorunlar da vardir. Bunlarm
basinda enfekte bolgelere toksik olmadan ve yeterli miktarda verilmeleri
gelmektedir. Dahasi, konak¢r miRNA'larm uzun vadeli baskilanmasi / asir1
ekspresyonu ile iliskili yan etkiler, bu tiir stratejilerin klinik kullanimmni

smirlayabilmektedir (Bruscella ve ark., 2017).

1.2.4. MiRNA’lar ve Viruslarin Etkilesimi

MikroRNA'larm, hiicresel antiviral yanitlar da dahil olmak iizere viruslarin
replikasyonunda ve yayilmasinda ve/veya diizenleyici yollarla viral enfeksiyonlarin
desteklenmesinde rol oynadigi gosterilmistir. Viral genomlar tarafindan kodlanan
miRNA'larm konake¢1 hiicrelerde eksprese edilebildigi ve yasam dongiisiine ve
enfeksiyonun hiicresel sonuclarma katilabilecegi de gosterilmistir (Swaminathan ve
ark., 2013). RNA viruslarmm, verimli replikasyon igin spesifik miRNA'larin
ekspresyonunu diizenleyebilmesi 6nemli bir stratejidir. Konakgiya ait miRNA'lar,
antiviral yanitlar1 indiikleyerek, hiicresel tropizmi modiile ederek veya viral yasam
dongiilerinin ¢esitli asamalarinda kolaylastirict bir rol oynayarak viral enfeksiyonlari
etkilerler. Bununla birlikte, hiicresel miRNA'lar birden fazla islemi kontrol
ettiginden, virusar tarafindan ele gecirilmeleri ¢esitli hiicresel mRNA'larin
azalmasia yol acarak anormal konakg1 protein sentezine neden olurlar (Li ve ark.,

2014).

Viral enfeksiyonlar, antiviral yanita dahil olan konak miRNA'larmmn
transkripsiyonunu indiikleyebilir. Ornegin, patojen tanima reseptorlerinin (PRR'ler)
virusa bagimh aktivasyonu, dogustan gelen bagisikligir gelistirebilen miRNA'larin
ekspresyonunu indiikleyebilir. Vesikiiler stomatit virusu (VSV) enfeksiyonu
sirasinda miR-155 ve miR-223 ekspresyonu, makrofajlarda RIG-I/Jun N-terminal
kinase (JNK) / aktif B hiicrelerinin niikleer faktor kappa-hafif zincir-giiclendiricisi
(NF-KB)'ye bagh bir yol indiiklenir (Bruscella ve ark., 2017). Yakin zamanda
yapilan bir ¢alismada, KKKA virus miR-3940-5p indiiklenip T-hiicre aktivitesi
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artirarak sitokin reseptdrii IL- 2RG'yi hedefleyen oOnemli bir diizenleyici
mekanizmada dahil olmaktadir. Ayni ¢alismada Hepatosit biiylime faktorii ile
diizenlenen tirozin kinaz substratmi (HRS), Niikleer Faktor Inhibitérii Kappa-B
Kinaz Alt Birimi Epsilon'u (IKB kinaz) ve Temd9'u hedefleyen miR-296 da artis
oldugu gosterilmistir (Arslan ve ark., 2019a). Bagka bir ¢alismada ise KKKAYV ile
enfekte olan bireylerde, immiin hiicre aktivasyonu, hiicresel adhezyon ve sinyal
transdiiksiyon fonksiyonlar ile iligkili hsa-miR-144, hsa-miR-451, hsa-miR-486-5p,
hsa-miR-608, hsa-miR-363, hsa-miR-31, hsa-miR-32, hsa-miR-575, hsa-miR-632 ve
hsa-miR-541'nin yukar1 regiilasyonu gosterilmistir (Demir ve ark., 2017). Viral
enfeksiyonlar, antiviral yanita dahil olan konak miRNA'larinm olgunlasmasini da
engelleyebilir. Ornegin, RNA susturmanmn viral baskilayicilar1 olarak adlandirilan
spesifik viriilans faktorlerine sahip viruslar kiiciik RNA isleme, stabilite ve AGO
aracili aktiviteleri dahil olmak {izere konak susturma mekanizmasinin g¢esitli
bilesenlerini hedefleyebilirler (Bruscella ve ark., 2017). Bat1 Nil virusu (WNV), Sar1
humma virusu ve Dang virusu (DENV) dahil olmak iizere, flaviviruslar, dsRNA
baglayic1 proteini olan Dicer ve AGO2'nin ayrilmasini indiikleyen kodlayici olmayan
subgenomik flavivirus RNA'nin birikimi yoluyla miRNA isleme mekanizmasina
miidahale eder (Sekil 1.8) (Bruscella ve ark., 2017). Kesin mekanizma bilinmemekte
birlikte, KKKAV bircok konak¢t miRNA'y1 da azalan yonde regiile etmektedir.
Ornegin, miR-144-3p, inflamatuar yanitm en 6nemli yollarmdan biri olan Toll
benzeri reseptdr yolunda ve miR-148a, IxB-B, niikleer faktor-xB, interlokin 6 ve
Tiimor nekroz faktorii a ifadesinde dnemli bir rol oynar. Bu iki miRNA’nin KKKAV
enfeksiyonun swrasinda asagi dogru regiile oldugu gosterilmistir (Arslan ve ark.,
2019b). Dahasi, hsa-miR-146a'nin IL-8 ve IRAKI1 gibi enflamatuar faktorlerin
ekspresyonunu diizenledigi tahmin edilmektedir; bu miRNA'nmn bir KKKAV ile
ilgili calismada gozlenen asagi regiilasyonu, bu enflamatuar faktorlerin tiretimini
arttirma egilimindedir (Demir ve ark., 2017). Ek olarak, antiinflamatuar bir unsur
olarak islev goren hsa-miR-493'iin azalmis seviyeleri, KKKA'da gozlenen
inflamasyona ve endotelyal hastaha yol acan sitokin profili ile

iliskilendirilebilmektedir (Demir ve ark., 2017).
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Sekil 1.8. Viruslar konak¢t miRNA biyogenezine miidahale ederler (Bruscella ve ark., 2017).

Konak miRNA'lar bazi viral RNA’larm {iretimini kontrol edebilmektedir.
Konak¢r miRNA'larin viral yasam dongiisiinii desteklemek veya inhibe etmek igin
viral RNA'lar1 dogrudan hedefledigi bildirilmistir. Ornegin, DENV-2 ile enfekte
insan EAhy926 hiicrelerinde miR-223, mikrotiibiil destabilize edici protein stathmin
1'1 asag1 regiile eder, boylece viral replikasyonu inhibe eder (Wu ve ark., 2014).

1.2.5. Hedef Gen Tahmini

MiRNA hedeflerini belirlemek i¢in, varsayilan miRNA-mRNA dupleksin
sekans tamamlayiciligina ve/veya yapisal stabilitesine dayanan bircok yontem
bulunmaktadir. Bu yoOntemler, potansiyel hedef genlerin bir listesini
olusturabilmesine ragmen, sonuglar yiiksek oranda yanls pozitif ve yanlis negatifler
icerebilmektedir (Rajewsky, 2006). Dahasi, farkli yontemler kullanilarak tahmin
edilen sonuglar genellikle tutarsizdir (Rajewsky, 2006). Bunun en 6nemli nedeni,
miRNA baglanma alanlarmn kii¢iik olmas1 ve bu nedenle istatistiksel olarak anlamli
tahminleri desteklememesidir. Dolayisiyla da algoritmalardaki kiiclik farklar
sonuclarda biliylik bir sapmaya yol acabilmektedir (Rajewsky, 2006). Ayrica,
biyoenformatik tahminler statiktir ve belirli bir miRNA'nin tahmin edilen hedefleri
bazi durumlarda hi¢ ifade edilmeyebilir. Kullanilan tiim yontemlerin genel prensibi;

eger bir gen bir miRNA tarafindan diizenleniyorsa, genin ekspresyon seviyeleri ile
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miRNA arasinda bir korelasyon olmasi gerektigidir (Le ve ark., 2015). Modeli
olustururken her yontemin genellikle veriler lizerinde bir ¢esit varsaymmi vardir. Bu
varsaymmlar bazi veri kiimeleri icin uygun olsada digerlerinde gecerli olmayabilir.
Ormnegin, korelasyona dayali yontemler, degiskenler arasmda dogrusal iliskiler
oldugunu varsayar. Ancak gercekte, bircok iliski dogrusal degildir ve hatta dogrusal
iligkiler kullanilarak tahmin edilemez. Bu nedenle, temel iligkiler dogrusal
olmadigmda bu yontemler iyi performans gostermeyebilir (Le ve ark., 2015). Birden
fazla program tarafindan tahmin edilen bir hedefin, diger hedeflere gére dogru olma
olasiliginin daha yiiksek oldugu sonucuna varilabilir (Witkos ve ark., 2011). MiRNA
hedef genlerini tanimlayan hesaplama algoritmalar1 gelistirmek icin, deneysel
kanitlar da 6nemlidir. Ornegin, miRNA'lar ve hedefleri arasindaki baz eslesmesi
miRNA'nin 5' ucunda kararli baglanma gibi 6zellikler agisindan analiz edilebilir ve
kontrol edilebilir. Hedef gen tahmini swrasinda miRNA-mRNA duplekslerinin
termodinamik analizi, dupleks olusumunun serbest enerjisinin hesaplanmasi ve
baglanmanm termodinamiginin degerlendirilmesi sorgulanmaktadir (Watanabe ve
ark., 2007). Tiirler aras1 dizi karsilastirmasi ile hedef dizinin ilgili tiirler arasinda
evrimsel olarak korunup korunmadigini da degerlendirilmektedir. Son olarak,
miRNA i¢in hedef alan sayis1 sayilir (Sekil 1.9) (Watanabe ve ark., 2007). Hedef gen

bolgesi tahmini i¢in kullanilan baslica dort algoritma vardir:
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Sekil 1.9. MiRNA hedeflerinin se¢im adimlari (Watanabe ve ark., 2007).

1.2.5.1. TargetScan (Hedef Tarama)

TargetScan, hem sigir hem de insan hedef tahmini yapabilen bir online
algoritmadir. Hedef arama, 6-nt uzunlugunda miRNA tohum bdlgesini tamamlayan
bolgelerde gerceklesir (Witkos ve ark., 2011). Tohum bdlgesi ile esleme tiirii, tohum
bolgesi disindaki eslestirmeler, hedef bolgenin 30 nt yukar1 ve asagi AU igerigi ve
hedef genin UTR'sinin en yakin ucuna olan mesafesi gibi ¢esitli parametreler sonug
skoruna etki etmektedir (Grimson ve ark., 2007). MiRNA baglanma bdolgelerindeki
ortolog 3'UTR'ler arasmda tohum bdlgelerinin korunmasi da sonu¢ skorunu énemli

derecede degistirebilmektedir (Witkos ve ark., 2011).
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1.2.5.2. DIANA-microT

Bu algoritma, 3’UTR boyunca 38 nt uzunlukta bir cerceveyi taramaktadir.
Uyumsuzluklara izin veren potansiyel miRNA baglanmasinmm minimum enerjisi
Olciilmekte ve 3’UTR bolgesine baglanan %100 tamamlayict dizinin enerjisi ile
karsilastirilmaktadir (Witkos ve ark., 2011). MiRNA'nin 5° bolgesinde 7, 8 veya 9 nt
uzunlugunda tamamlayicilik gerektirir. Puanlama i¢in korunmus hizalama kullanir,
ancak korunmamis bdlgeleri de dikkate alir. Ayrica kullanicilara, eslestirme ve

koruma profiline bagli olarak her bir sonug i¢in bir yiizde olasilik verir (Witkos ve

ark., 2011).

1.2.5.3. MirTarget miRDB

MirTarget, her aday hedef bolge i¢in bir olasilik puani olusturur. Bu puan,
tahmin sonuglarmin istatistiksel giivenilirligini yansitir. MirTarget, tek bir tahmin
modelinde birden ¢ok miRNA tohum bdlgelerin analizini ve tohum baglama
alanlarmin tiirler arasi1 korumasmin degerlendirmesini yapar. MiRDB'nin giincel
versiyonunda 3,5 milyon gen hedefinin, bes tiirde 7000 miRNA tarafindan
diizenlendigi gosterilmistir (Chen ve Wang, 2019).

1.2.5.4. miRanda

MiRanda algoritmasi, miRNA'larm tamamlayiciligmin 3'UTR bdolgeleri ile
karsilastirilmasma dayanir. Dubleks yapmin baglanma enerjisi, tiim hedef bdlgenin
evrimsel korunmasi ve 3’UTR icindeki pozisyonu hesaplanir ve baz giftleri ve
bosluk cezalar1 i¢in agirlikli eslesme ve uyumsuzluk puanlarmin toplami olan nihai
bir sonucu hesaba katar. 3'UTR i¢inde ¢oklu baglanma sitelerine sahip miRNA'lar
yliksek puan alirlar (Witkos ve ark., 2011).
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1.2.6. Gen Ontolojisi ve Pathway Analizi

Cesitli model organizmalardan tiim genom dizilerinin mevcudiyeti ve artan
deneysel veriler biyolojik arastirmalarda bir sistematik yaklagima ihtiya¢ duymustur.
Boyle bir yaklasim, tek tek genlerin Otesine gegmemize ve karmasik bir biyolojik
sistemde birden ¢ok proteinin birlikte nasil ¢alistigmi, bir hiicre i¢inde nasil iletisim
kurduklarm1 incelememizi saglamaktadir. Biyolojik yol aglarmni incelemek icin
hesaplama araglarmmm ve algoritmalarin gelistirilmesi, arastirma verilerinin analiz
edilmesine yardimci olmada biiyiik ilerleme gostermistir (Consortium, 2006). Bir
ontoloji, her biri dort ana unsurla tanimlanan devamliliklardan (varliklar veya var
olan seyler) ve olaylardan (olaylar, siirecler veya faaliyetler) olusur: bireyler, siniflar,
nitelikler ve iligkiler olarak smiflandirilir (Consortium, 2006). Gen Ontoloji (GO)
biyolojik bilginin resmi bir temsili olarak tasarlanmis ilk ontoloji olarak kabul edilir
(Ashbumer ve ark., 2000). Molekiiler islev, biyolojik siire¢ ve hiicresel bilesen
olarak ii¢ bilgi alanindan olusur. Gegtigimiz on yil i¢inde, 240'tan fazla yolak

veritaban1 gelistirilmistir (http://www.pathguide.org/). Yolak verileri genellikle {i¢

ana smifi icerir. Birinci sinif, yolaklarda yer alan molekiilleri igerir. Ikinci sinif, bu
molekiillerin dahil oldugu kimyasal reaksiyonlar1 igerir. Uciincii sinif, reaksiyonlarmn
yerini tanimlar. Bir yol ontolojisi yalnizca bu ii¢ veri smifin1 temsil etmemeli, ayn1
zamanda bunlar arasindaki karmasik iligkileri de gdstermelidir. Yol veri tabanlarmin
karsilastirilmas: (Cizelge 1.1.), BioCyc ve Kyoto Genler ve Genom Ansiklopedisi
(KEGG) veri tabaninin metabolik yollara daha ¢ok odaklandigini gdsterirken,
Hiyerarsiler yolak veri tabani ile tiimlestirme A§ Nesneleri (INOH) ve Sinyal Iletimi
Bilgi Ortam1 yalnizca sinyal yollarma odaklanir (Mi ve Thomas, 2009).
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Cizelge 1.1. Yolak veri tabanlarinin karsilastirilmast (Mi ve Thomas, 2009).

BioCarta BioCyc Ingenuity | INOH KEGG PANTHER PID Reactome STKE
Pathway Type MS M MS S M MS MS MS S
Data Type Relational Reaction Relational | Relational and Reaction Relational Reaction Reaction Reaction Relational
Standard Format Bio PAX Bio PAX. SBML NA SBML Bio PAX SBML Bio PAX BIOPAX SBML | BioPAX
link to protein sequences | Yes Yes Yes Yes [ Yes | Yes Yes Yes No
Link to evolution | Ne No No No [ No Yes No No No
Information
Literature Evidence NA Link to reaction Link to sequence and reaction NA | Linkto sequence and Link to reaction Link to reaction

reaction

Community Curation tools | No Yes No No | No Yes No No No
Analysis tools No 1 Yes Neo [ No | Yes No No No
7-\\miabilhr: F;ee ;: a? VriFree?tc Acaden‘u; i }ee;o use FTee to aﬁ users 1 ?re; teia'_liusers 1 }ree to all users }xee to :i }ree to all users Fﬁe to ;demxc

users users users users
kefennces NA Karp et al., 2005 NA Fukuda et al. 2004; Kushidaetal. | Kanehisaetal [ Mi et al.. 2007 NA Joshi-Tope et al Gough 2002
Abbreviations
M: metabolic pathway
S: signaling pathway

1.2.6.1. PANTHER

Evrimsel Iliskiler Uzerinden Protein Analizi (PANTHER), protein dizisi
evrimini spesifik protein fonksiyonlarmin ve biyolojik rollerin evrimiyle
iligkilendirmek i¢in iicretsiz olarak elde edilebilen kapsaml bir yazilim sistemidir
(Mi ve ark., 2007). Sistemin 0zii, bilisimsel algoritmalar tarafindan olusturulan ve
ontoloji terimlerini iligkilendirmek icin filogenetik olarak tanimlanmis protein
aileleri ve alt ailelerinden olusan genis bir koleksiyondur. PANTHER Pathway,
PANTHER icindeki modiillerden biridir (Mi ve ark,, 2007). PANTHER Pathway
ontolojisi, yollari, bilesenlerini ve aralarindaki iliskileri tanimlamak i¢in kontrolli
kelime dagarcigr kullanir. PANTHER Pathway ontolojisinin dort anahtar smifi
vardir. Pathway smifi, her yolun kavrammi ve kapsami temsil eden bir olaydir.
Genellikle metabolik yollarda c¢ok iyi tanimlanir. Molekiil smifi, bir yolda ayni
mekanik rolii oynayan belirli bir molekiil smifin1 temsil eden bir devamliliktir. Bes
molekiil alt smifi vardir: proteinler, genler/DNA, RNA, basit molekiiller (kiigiik
organik, inorganik veya sentetik molekiil) ve iyonlar. Reaksiyon smifi, c¢esitli
molekiil smiflar1 arasindaki biyokimyasal iligkileri temsil eden bir durumdur. Tipik
ornekler arasnda gegis, tasima, kompleks olusumu/ayrisma, kataliz, modiilasyon,

uyarmm transkripsiyonel aktivasyonu/inhibisyonu ve benzeri yer alir. Hiicre tipi veya
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hiicre alt1 bolme smnifi, reaksiyonun meydana geldigi yeri / yerleri temsil eden bir

devamliliktir (M1 ve Thomas, 2009).

1.2.6.2. Reactome

Reactome, bir 'reaksiyonu’, biyolojik bir molekiilin durumunu degistiren
biyolojideki herhangi bir olay olarak tanimlar. Bir katalizorii igeren baglanma,
aktivasyon, translokasyon, bozunma ve klasik biyokimyasal olaylarin tiimi
reaksiyonlardir. Reactome igerigi siklikla diger kaynaklara capraz referans verir;
NCBI, Ensembl, UniProt, KEGG (Gene ve Compound), ChEBI, PubMed ve GO.
Yollar, SBGN benzeri bir formati izleyen basit diyagramlarla temsil edilir. Her sonug
icin gosterilen olasilig1 hesaplamak i¢in bir binom testi kullanilir ve p degerleri,
sunulan tanimlayici listesinin her yola gore degerlendirilmesinden dogan ¢oklu test

(Benjamini-Hochberg prosediirii) icin diizeltilir (Fabregat ve ark., 2016).

1.3. insan ve Rezervuar Hayvanlarin Zoonotik Viriislere Kars1 Biyolojik

Tepkilerinin Karsilastirilmasi

Zoonotik virus ile ilgili insan ve rezervuar konak¢inin immiinolojik siiregleri
arasindaki farkliliklar hakkinda ¢ok az bilgi vardir ve bu konu c¢aligmalarda nadiren
sorgulanmaktadir (Cizelge 1.2.) (Mandl ve ark., 2015). Rezervuarlarin hastalik
stiregleri, enfeksiyonla iligkili patolojinin smirlandirilmas: ile organizmadan
virusunun temizlenmesi arasindaki dengenin ve bulagma olasiliginin belirlenmesinde
nihai olarak kritiktir. Tiirler aras1 bulasma zamanmda, viruslar yeni, dogal olmayan
konakgilarda ciddi veya 6liimciil hastaliga neden olabilirken, ayni viruslar genellikle
rezervuar konakc¢ilarinda sadece hafif enfeksiyonlara neden olurlar. Zoonotik
viruslarin, dogal rezervuar popiilasyonlarmda patoloji belirtisi olmaksizin belli
siireler boyunca kalabildikleri gosterilmistir (Luis ve ark., 2013). Yeni zoonotik
viruslarla enfekte insanlarda ortaya ¢ikan hastalik tablolarinmn altinda yatan patojenik

mekanizmalarla ilgili yeterince bilgiye sahip degiliz. Enfeksiyon sonuglari, yalnizca
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hafif semptomlar1 (6rn. Simian foamy virusu) degil, KKKAYV gibi siddetli hastalik
tablolarina da neden olabilmektedir. Hemorajik atese neden olan yeni ortaya ¢ikan
viruslar, konak¢i yanitinin diizensizligine, enflamatuar sistemin indiiksiyonuna,
konak dokulardaki dogrudan viral hasara ve adaptif bagisikligin engellemesine neden
olmaktadirlar (Geisbert ve Jahrling, 2004). Koruyucu ve patojenik immiin yanitlar
arasindaki denge kritiktir (Rouse ve Sehrawat, 2010). Bu dengede, kalip tanima
reseptorleri ile viral iirlinlerin varligmi tespit eden ve bdylece konak cevabmi
baslatan dogustan gelen bagisiklik efektorleri onemli rol oynamaktadir (Iwasaki,
2012). Oncelikle bagisiklik aktivasyonuna yanit olarak iiretilen spesifik sitokinler,
kemokinler ve lipidler onemlidir. Insanlarda hastaliga neden olan bircok virus,
rezervuar konake¢isinda ciddi klinik veya davranigsal enfeksiyon belirtileri

gostermedigine dair birgok hipotez vardir (Mandl ve ark., 2015). Bunlar:

1. Virus sadece dogal olmayan konakta sitopatiktir. 2. Viral tropizm, dogal ve
dogal olmayan konakgilar arasinda farklilik gosterir. 3. Viral genom veya viral gen
tiriinleri ile konake¢1 direng mekanizmalar1 arasindaki etkilesimdeki farkliliklar, dogal
ve dogal olmayan konakgilar arasindaki enfeksiyon sonucunu degistirir. 4. Virus,
rezervuar konakciya insanlara sunulmayan bir fayda saglar. 5. Virus ve
mikrobiyomun diger elementleri arasindaki etkilesimler zoonotik konakg¢1 i¢indeki
enfeksiyonun patogenezini insanlara uygulanmayacak sekilde degistirir. 6. Rezervuar
konake1 tepkileri viral replikasyonu daha etkili bir sekilde kontrol eder. 7. Viral
enfeksiyon, viral yiikler yiiksek oldugunda bile rezervuar konakgilar tarafindan daha

iyi tolere edilir.
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Cizelge 1.2. Rezervuarda ve insanda ortaya ¢ikan zoonotik viruslarin 6zellikleri (Mandl ve ark., 2015).

Virus? (Family) Genome Pathogenesis in Humans Natural Host ~ Features of Infection and Immune Response in Natural
Host
Virus Innate Response Ab/B T Treg
Replication Cell Cell
Bas-Congo (Rhabdoviridae) —ssRNA  acute hemorrhagic fever ? ? ? ? 2 ?
MERS Coronavirus +ssRNA  acute pneumonia, renal failure bats, camels ? ? ? ? ?
(Coronaviridae)
Chikungunya (Togaviridae) +ssRNA  high fever, skin rash, arthralgia African ? ? ? 2 ?
primates
Crimean-Congo hemorrhagic —ssRNA  hemorrhagic fever hares, large ? ? + ? ?
fever (Bunyvaviridae) herbivores?
Ebola (Filoviridae) —ssRNA  hemorrhagic fever fruit bats ? ? + ? ?
Hanta (Bunyvaviridae) —ssRNA  hemorrhagic fever with renal syndrome, rodents, P anti-inflammatory + ® +
cardiopulmonary syndrome shrews, and
bats
Hendra and Nipah —ssRNA  severe acute encephalitis, respiratory disease,  fruit bats ? ? +TP ? ?
(Paramyxoviridae) systemic vasculitis
Hepatitis E (Hepeviridae) +ssRNA  hepatitis pigs ? ? ? ? ?
HIV (Retroviridae) —sRNA AIDS African P (high) diminished chronic How = +
primates type IIFN titres)

Rezervuar konakgilarda zoonotik viruslarin dogustan gelen bagisiklik

tanimasmin arastirilmasi, patojene 6zgli hastalik toleransmim nasil elde edildigine

dair 6nemli bilgiler saglayacaktir. Rezervuar konakgilarda, dogustan gelen bagisiklik

tanimada, dogustan gelen sinyal yollarinda, adaptif bagisiklik sistemiyle iletisimi

veya B ve T hiicrelerinin iiretimi ve farklilasmasindaki spesifik degisiklikler,

barmdirdiklart viruslara karst olugsan hastalik toleransinda anahtar rol oynayabilir

(Mandl ve ark., 2015). Hangi reseptdrlerin, modiile edici faktorlerin rol oynadigini

anlamak, bunlar1 insanlarda enfeksiyon sonucunu degistirmek i¢in hedeflememize

izin verecektir. Ornegin, patojenik KKKAV veya ebolavirus enfeksiyonu sirasinda

spesifik miRNA yolaklarinin bloke edilmesi, insanlarda doku hasarmi azaltabilecek

bir yaklagim olabilecektir.

1.3.1. Hiicreden Hiicreye Temas Yoluyla Virus Yayihm

Zarfl viruslar hiicresiz s1vi ortamda veya hiicreden hiicreye temas yoluyla

olmak iizere iki farkli yoldan yayilabilir (Mothes ve ark., 2010; Zhong ve ark., 2013).

Hiicresiz yayilma, ¢ok sayida viral partikiilin salinmasmi ve diflizyon ile uzak

alanlara ulasmasin1 gerektirir. Herhangi bir virus hiicresiz bir ortamda verimli bir
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sekilde yayilabilir eger: 1) viral gen ekspresyonu yeterince yiiksekse 2) viral
birlesme ve c¢ikis i¢in gerekli hiicresel faktorler yeterli seviyelerde ise 3) viruslar
hiicre dis1 bosluga verimli bir sekilde salinwrsa 4) hiicre dis1 ortamda viruslar
yeterince stabil ise ve 5) viruslar hedef hiicrelere verimli bir sekilde baglanip
girebiliyorsa (Zhong ve ark., 2013). Bu kriterler ger¢eklesmezse, hiicresiz yayilma
meydana gelemez. Hiicreden hiicreye temasmn aktarim hizi daha yiiksektir, ¢iinkii
serbest birakma, iletim ve girisin ¢cogaltma dongiisii daha hizli bir sekilde ilerleyebilir
(Lopez-Montero ve Risco, 2011). Hiicreden hiicreye temasin bir bagka avantaji,
hiicre dis1 bosluktaki sinirli maruz kalma ve notralize edici antikorlarla etkilesimi
onleyerek bagisiklik sisteminden kagistir. Viruslar, norolojik veya immiinolojik
sinapslar gibi mevcut hiicre-hiicre etkilesimlerini kullanabilirler. Alternatif olarak,
genellikle uzun siireli temas olusturmayan hiicreler arasnda kasithi olarak hiicre-
hiicre temas1 kurabilirler (Sekil 1.10). Yapisma (adezyon) genellikle, enfekte
olmamis komsu hedef hiicreler iizerindeki reseptorleri baglayan viral adezyon
molekiillerinin ekspresyonu ile elde edilir (Zhong ve ark., 2013). Yapigsma olusumu,
enfekte hiicrelerin viral birlesmeyi polarize etmeye ve/veya hiicre-hiicre temas
bolgelerine viral salma yetenegine neden olur. Hiicre-hiicre yapigsmasi, hiicresel
polaritenin kurulmasma yol agar, bu da mikrotiibiil diizenleme merkezinin yeniden
konumlandirilmasma ve vezikiil trafiginin yeniden yonlendirilmesine yol acar.

Viruslar, hedef hiicreye filopodia yoluyla da girebilirler (Chang ve ark., 2016).

Surface Retention Surface
and Cell-Cell Adhesion Movement

Polarization

Sekil 1.10. Viruslarin hiicre-hiicre temasiyla yayilmanm yontemleri. (a) Norotropik viruslar, bir nérondan digerine
yaytlmak i¢in néronlarda ¢ift yonlii mikrotiibiilleri kullanamaktadir. (b) Viruslar ayrica tipik olarak T lenfositleri
gibi uzun siireli temaslara girmeyen hiicreler arasinda uzun émiirlii hiicre-hiicre temasim tesvik edebilir (Zhong
ve ark., 2013).
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Zoonotik viruslarin insanda ve rezervuar konakgiya/vektore yayilma yolu,
immiinolojik gegmislerine bagh olarak farklilik gdsterebilir. Ornegin, Bunyamwera
virusu, vektorii olan sivrisinek hiicrelerinde enfeksiyonun erken asamasmnda uzun
projeksiyonlar gelistirir ve hiicre organellerinin ve viral proteinlerin tespit edildigi
yeni hiicreler arasi baglantilar olusturur (Lépez-Montero ve Risco, 2011).
Niikleokapsid ve RNA polimeraz viral proteinleri biiyiik sitoplazmik kiimeler
halinde geldikten sonra bulasic1 virionlarin salinimmda 6nemli bir diisiis olur. Bu
birlesme mekanizmasi, insan enfeksiyonlarma kiyasla daha az sitotoksik ve daha az
tiretken bir enfeksiyonla sonuglanir (Lopez-Montero ve Risco, 2011). DENV2
hiicreden hiicreye aktarmmi, sadece kendi vektdriinde, C6/36 sivrisinek hiicrelerinde
progeni virionlarinin yayimasi i¢in alternatif bir yol olarak gosterilmistir (Cheng ve
ark., 2020). Virionlar digindaki viral bilesenler, proteinler ve genomik materyal de
dahil olmak iizere, hiicreden hiicreye gecis yoluyla enfekte olmus hiicrelerden
enfekte olmamis hiicrelere aktarilabilir (Cheng ve ark., 2020). Bu siire¢, hedeflenen
her hiicre i¢in, enfekte komsu hiicrelerden yararlit RNA'lar almak i¢in esit bir firsat
saglar. Virusun, RNA'smm hiicreden hiicreye aktarimi smasinda progeni
popiilasyonlarinda saglam genomu koruyarak, evrim sirasinda viral adaptasyonu
hizlandwrabilir (Cheng ve ark., 2020). Arboviruslar s6z konusu oldugunda, insan
hiicrelerinin 6liimiine ve bocek/rezervuar hiicrelerinde kaliciliga ve hayatta kalmaya
yol acan etkilesimlerin belirlenmesi, yalnizca arbovirus sitopatojenisitesinin
temellerini anlamak i¢in degil, ayn1 zamanda hiicre hasarina miidahale etmenin yeni

yollarm1 belirlemek i¢in de son derece 6nemlidir.

1.3.2. Kombinasyonel Cesitlilikteki Farkhhklar

Viruslar, rezervuar konakg¢ida genetik ve biyokimyasal olarak ya kalici
enfeksiyona sebep olur ya da ¢ogalip popiilasyonda 6nemli bir hastaliga neden
olmadan yayilacak sekilde adapte edilmislerdir. Patojenik viruslarin insanlara veya
diger rezervuar olmayan tiirlere yayilmasi meydana geldiginde, yeni konak hiicreler
icin biyokimyasal olarak optimize olmadiklarmdan dolay1 hastaliga, 6liime veya

immiin temizlige neden olmaktadirlar (Schountz ve ark., 2017). Yeni ortamdaki
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optimizasyonun Onemli bir yolu, germ hattt (germline) immonuglobulinlerdir.
Memelilerin germ hattt immiinoglobulin lokuslari, tandem degisken (V), c¢esitlilik
(D) ve birlestirme (J) gen segmentlerini igerip kemik iliginde B hiicresi gelisimi
sirasmda immiinoglobulin agir zincir lokusunda VDJ, hafif zincir lokusunda ise VJ
yeniden diizenlemeleri olusturmaktadir (Schountz ve ark., 2017). Segment sayisi
tiirlere gore degisir ve tiim segmentler islevsel degildir (Cizelge 1.3). Ornegin,
insanlar 87 immiinoglobulin agir zincir V segmentine sahiptir, ancak bunlarm
yaklagik 40" islevseldir. V (D) J rekombinasyonu, insanlarda tipik olarak, IgM agir
zincirine sahip 2 milyon benzersiz immiinoglobulin spesifikligine sahip olan B
hiicresi immiinoglobulin repertuvarmi olusturur (Jackson ve ark., 2013).
Kombinasyonel cesitlilik olarak adlandirilan bu durum, bagisiklik tepkisinin bir
antijen uyarimindan dnce ve ondan bagimsiz olarak gergeklesmesidir. Insandan farkli
olarak, sigirlar, birka¢ V hafif bolgesine ve dolayisiyla az germ hatti kombinasyon
cesitliligine sahip olmaktadir (Cizelge 1.3), ancak bunlarin antikorlari, somatik
hipermutasyon yoluyla iiretilen 6nemli ¢esitlilik ile uzun CDR H3 bdlgeleri icerir
(Stanfield ve ark., 2018). Yetmis amino aside ulasabilen, ultra uzun CDR H3'lere
sahip antikorlari, yapisal olarak ¢ikinti yapan bir B-serit "sap1 (stalk)" ve distlfuir
baglh "topuz (knob)" olusturur. Bu uzun CDR H3'ler, ineklerin viral antijenlerle
bagisik hale getirildiginde giiclii bir bagisiklik tepkisi olusturmasina izin verir
(Stanfield ve ark., 2018). Sonug olarak, tiirler arasindaki bu farkliliklar viral

enfeksiyonun sonucunu 6nemli derecede etkileyebilir.

Cizelge 1.3. Memelilerin immiinoglobulin gen segmentleri (Schountz ve ark., 2017).

Species VH(F) Dg Jg Vi® ¥ GP Vi® I G kil
Little brown bat =250 (5) ? 13 ? 2 2 2(?) ? ? 2:2
Human 87(7) 30 9 70(7) 7 7 66(7) 5 1 60:40
Mouse >100(14) 11 4 3(3) 4 4 140(9) 4 1 955
Rabbit >100(1) 11 6 2(?) 2 2 =362 8 2% 955
Horse >10(2) >7 >5 25(3) 4 4 =20 (?) 5 595
Cattle >15(2) 3 5 83(8) >2 4 2(2) 2 1 595
Swine >20(1) 2% 1° 22(>2) >4 4 1460(5) 5 1 50:50

ANumber of families (F) of variable region genes.
5 R - o 7

A UpLi . /g e P moiif i nammais.
°J3—C; duplicons are the common motif in most mammals.
“Ratio of expressed light chain in aduits expressed as percent.
‘Rabbits have a duplicate of th tire ka, locus.
ARabbits have a duplicate of the entire kappa locus
®Functional Dgy and Jg; genes.

?, number is unknown.
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1.3.3. Sitopatogenez

Konak¢r rezervuarlarmda ve insanlarda KKKAV’un patogenezisi biiylik
farklihk gosterir (Spengler ve ark., 2016). Insanda virus replikasyonu, normal
konakg1 hiicre fonksiyonuna zararli veya patolojik yollarla miidahale eder. Genel
olarak, ortaya cikan arboviruslar insanlarda hiicre yuvarlaklasmasi, hiicre lizizi,
sinsitya olusturmak i¢cin hiicre flizyonu veya hiicre seklinde daha ince degisiklikler
icerebilen morfolojik degisikliklere neden olurlar. Ancak rezervuarlarda tanimlanan
bu morfolojik degisikliklere neden olmazlar (Lyles, 2000). Bu tiir morfolojik
degisiklikler genellikle sitopatik etki (CPE) olarak adlandirilir. Hiicresel diizeydeki
"sitopatogenez" terimi, CPE'den daha genis anlammdadir ve mikroskobik diizeyde
goriilebilen degisikliklere ek olarak viral patogeneze katkida bulunan diger hiicresel
degisiklikleri de igerir. RNA virus enfeksiyonu sirasinda, substratlarma yapisan
hiicreler, hiicre yuvarlaklasmasina yol agan belirgin morfolojik degisikliklere sik sik
ugrar. Viral gen iiriinlerinin, hiicre yuvarlaklasmasini indiiklemek i¢in konak¢1 hiicre
iskeleti bilesenlerini dogrudan etkileyip etkilemedigi veya alternatif olarak, hiicre
yuvarlaklagsmasmm konakg¢r hiicrelerde apoptoz indiiksiyonundan kaynaklanip
kaynaklanmadig1 6nemli sorulardir. Apoptoz gegiren yapisik hiicrelerdeki en erken
morfolojik degisikliklerden biri hiicre yuvarlaklagsmasidir. Bu nedenle, normalde
CPE olarak tanimlanacak olan hiicre yuvarlaklasmasi, birgok durumda apoptozun
indiiksiyonunu yansitr ve bu Oncelikle dogal rezervuar olmayan hiicrelerde

gerceklesmektedir (Lyles, 2000).

1.3.4. Transkripsiyon Faktorleri

Zoonotik hayvan viruslari, insan hiicrelerinde kendini kopyalamak icin
ylizlerce konakg1 proteini ile (6rnegin transkripsiyon faktorleri) basarili bir sekilde
etkilesime girmeli ve/veya onlar1 kullanmalidir. Bu insan faktorleri, proteinin insan
ve hayvan versiyonu arasindaki sekans farkliliklar nedeniyle bir hayvan virusu
tarafindan kullanilmazsa, viral replikasyon engellenebilir. Muhtemelen bu, hayvan

viruslarina karsi bagisikligin, insan viruslarmna karsi bagisikliktan farkli olmasinmn
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temel yoludur (Warren ve Sawyer, 2019). Transkripsiyon faktorleri, virus
enfeksiyonundan sonra insan hiicrelerinde en farkli ifade edilen genlerden birisidir
(Holzer ve ark., 2016). Enfeksiyona bir yanit olarak, konakgilar belirli hiicresel
yollar1 agir1 veya yetersiz ifade ederek ve belirli antiviral 6nlemler uygulayarak telafi
eder. Bu degisiklikler, enfekte organizmalar tarafindan sergilenen semptomlarm
tipini, giiciinii ve enfeksiyonun viriilansini1 belirler. Transkripsiyonel degisikliklerine
bakarak, yeni konake1 hiicrelerin enfeksiyon sirasinda transkriptomlarmm 6nemli bir
yeniden programlanmasmdan gectigi dogrulanmis ve bunun muhtemelen konakg1
savunmalarinin destegi i¢cin gerekli oldugu gosterilmistir (Carrera ve Elena, 2012).
RIG-I, melanom farklilagsmasiyla iligkili gen 5 (MDA-5) ve TLR'ler gibi patojen
tanima reseptorleri (PRR) araciligryla virusun taninmasi, transkripsiyon faktorlerinin
niikleusa aktivasyonunu ve translokasyonunu indiikler (Jiang ve ark., 2013).
Alfa/beta interferon gibi cesitli sitokinlerin transkripsiyonunu indiiklemek i¢in is
birligi yapan aktivator protein-1 (AP-1), IRF-3 ve NF-xf8 dahil, bulasic1 patojenlerin
temizlenmesine yol agar (Jiang, Yu ve Kapczynski, 2013). Ornegin, konakgi
transkripsiyonel aktivator asidik niikleer fosfoprotein 32 aile iiyesi A (ANP32A),
influenza virusu replikasyonu icin gerekli olan anahtar bir kofaktordiir. Avian
influenza viruslari, kus virusu polimeraz kompleksini ANP32A'nin insan versiyonu
ile uyumlu hale getirmek icin PB2 polimeraz alt birim proteinlerinde bir mutasyona

ihtiya¢ duyar (Long ve ark., 2016).

1.4. Amacg

Kirim-Kongo Kanamali Ates virusunun patogenezi, insan ve diger memeli
konakgilarda biiyiik farklilik gosterir. Vahsi ve evcil hayvanlar kisa bir viremi
donemi diginda klinik belirti géstermezken, klinik enfekte insanlar ates, istahsizlik ve
diyare gibi spesifik olmayan semptomlari, ya da petesi, miyalji, trombositopeni,
kanama ve 0liim ile sonuglanan spesifik klinik belirtileri gosterirler. Sigirlar Kirmm-
Kongo Kanamali Ates virusunun dogal rezervuarlaridir. Bu hayvanlar keneleri
insana yakin mesafede tutmasi ve kesim sirasida viremik kanla direk temas yoluyla

virusun zoonotik yonlerinde ©nemli bir rol oynarlar. insan ve sigir ya da diger
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hayvan hiicrelerinin KKKA virusuna nasil tepki gosterdigi ve klinik siire¢lerinin
neden bu kadar farkli oldugu hakkinda dogrulanmis bilgilere ihtiyag vardir. KKKA
virus enfeksiyonunun incelenmesi i¢in uygun in vivo model olmadigindan, in vitro
calismalar siklikla kullanilmaktadir. Bu c¢alismada, insan ve sigir orijinali hiicre
kiiltiirlerinin KKKA'a kars1 duyarhligmi, farkli glinlerdeki ve pasajlardaki viral yiikii
ve virusun hiicre sitotoksisite diizenleri ve apoptosisi arasindaki farkliliklarin tespit
edilmesi amaglanmistir. Bu amaca yonelik olarak enfekte primer hiicrelerdeki
mikroRNA yolaklartyla ilgili anahtar olabilecek protein ekspresyonlarinm tespit
edilmesine yonelik olarak deneysel planlama yapilmistir. Farkli olarak ifade edilen
miRNA'larm  Ongériilen hedeflerinin  gen ontoloji ve pathway analizi

gerceklestirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Etik Aciklama

Hiicre kiiltiirii sistemlerindeki bulasic1 virus manipiilasyonu dahil tiim in vitro
biyolojik deneyler Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Ana Bilim

Dalr’nin Biyogiivenlik Seviye 3 iizeri (BSL3+) laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

2.2. Hiicreler ve Kiiltiir Kosullar:

Bu ¢alismada kullanilan ii¢ insan hiicre kiiltiirii, insan adrenal bezi / korteks
Scott ve White No. 13 (SW-13), insan embriyonik bobrek (HEK-293) ve insan
primer mesangial hiicresi (HMC) icermektedir. Arastirma kapsaminda kullanilan
sigir hiicreleri ise Madin-Darby Sigir Bobrek (MDBK), sigir embriyonik bdbrek
(BEK) ve primer sigir bobrek korteks hiicresi (PSH) idi. Primer sigir bobrek hiicre
hattin1 hazirlamak i¢in 5 aylik bir boga bobregi, yerel bir 6zel mezbahada (Cubuk
Girigsim Entegre Et ve Gida Endiistrisi, Ankara, Tiirkiye) kesildikten hemen sonra
viicuttan aseptik olarak ¢ikarildi ve laboratuvara sogutulmus kosullar altinda transfer
edildi. Kapsiil ve medulla kortikal dokudan ayrildi ve ornekler pargalanip kiiciik
bilesenler haline kesildi. Daha sonra, doku ornekleri ti¢ kez 1x fosfat tamponlu tuzlu
su (PBS; Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak yikandi
ve 45 dakika siireyle 37 © C'de papain enzim ¢ozeltisi (1 mg L-sistein, 1 mg BSA, 25
mg Glikoz, 5 mL 1x PBS i¢inde 0,5 mg papain ve 10 ug DNAz I) icinde hafifce
karistirilarak inkiibe edildi. 300X g'de 10 dakika siireyle santrifiijlendikten sonra,
hiicresel kalint1 kiiltiir ortaminda yeniden siispanse edildi ve hiicreler kollajen kaph
T25 siselerinde Kkiiltiirlendi. Birincil sigir hiicreleri KKKA virusu ile enfekte
edilmeden 6nce 3 kez pasajlandi. MDBK, BEK ve HEK-293 hiicreler Ana Bilim
Dali hiicre kiiltiir koleksiyonundan elde edildi. SW-13 hiicre hatt1 Macaristan’m
Ulusal Halk Sagligi ve Tibbi Memurlar Servis Enstitiisiinden Dr. Bernadett Pélyi ve

HMC hiicresi ise Hacettepe Universitesin’den Prof. Seza Ozen’den saglandi. Sigir
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hiicre hatlar1 ve HMC, Eagle’m Minimum Essential Medium'da (EMEM; Sigma, St.
Louis, MO, ABD) kiiltiirlendi. HEK-293 ve SW-13 hiicreleri sirasiyla Minimum
Essential Medium alfa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) ve
Leibovitz'in L-15 ortaminda (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD)
tutuldu. Tiim vasatlara %10 fetal sigir serumu (FBS; Biological Industries, Kibbutz
Beit-Haemek, Israil), 2 mM L-glutamin (Biological Industries, Kibbutz Beit-
Haemek, Israil), 100 U penisilin ve 0,1 mg/mL streptomisin (Thermo Fisher
Scientific) ilave edildi. Tiim hiicreler, EZ-PCR Mycoplasma Test Kiti (Biological
Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israil) ile mycoplasma kontaminasyonu agisindan
test edildi ve haftada iki kez 1:2 ila 1:4 oraninda alt kiiltiirleri yapildi. Hiicre
hatlarinda var olan mycoplasma kontaminasyonlart BIOMYC-1 ve BIOMYC-2 ticari
isimli antibiyotik soliisyonlar1 (Biological Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israil)

ile iireticinin talimatlar1 dogrultusunda kullanilarak giderildi.

2.3. Arastirmada Kullanilan Virus

Caligmada farkli insan ve sigir bobrek hiicre hatlarinda viral yiik ve
replikasyon kaliplarini arastirmak i¢cin daha once Ana bilim dalimizda izole edilen
lokal KKKAV Ank-2 izolati (GenBank Erisim numarasi: MK309333) kullanild1.
Virus, SW-13 hiicrelerinde ¢ogaltild1 ve iki tur virus pasajlanmasindan sonra virus
replikasyonu, S segmentini hedefleyen konvansiyonel RT-PCR ve RT- gercek
zamanh PCR ve sekanslama ile dogrulandi. DKIDs test ile titre edilen bu virus, daha
sonra stok olarak kullanilmak iizere -80°C'de saklandi (Reed ve Muench, 1934).
Enfektivite tayini Vero E6 hiicreleri kullanilarak mikrotitrasyon yontemi ile
gerceklestirildi. KKKAV’un 10 kath sulandirmalari (107" - 10°® ) Vero E6 hiicre
kiiltiirtine inokule edilerek 6 giin siire ile 37 °C’de % 5 CO;’ta inkiibe edildi. Test
virus kontrol gozlerinde %100 cpe gdzlendigi anda sonlandirildi. Tiim kinetik

deneyler i¢in, 0,1 ¢oklu enfeksiyonda (moi) KKKA Ank-2 virusu kullanild:.
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2.4. Hiicre Hatlarinda KKKA Virus Cogalma Kinetiginin Analizi

Viral RNA yiikiinii 6lgmek icin, 24 gozIii hiicre kiiltiirii tabletlerinde iiretilen
hiicrelere, ii¢ tekrar olacak sekilde (triplicate) Ank-2 virusu inokule edildi. Bir saat
siireli adsorpsiyondan sonra, bagli olmayan viruslar PBS ile yikandi ve enfekte
olmus hiicreler 7 giine kadar takip edildi. Enfekte hiicrelerden ve siipernatanttan total
RNA ekstraksiyonu, enfeksiyondan 0, 1, 2, 3, 5 ve 7 giin sonra (dpi) gerceklestirildi.
0. giin orneklerden RNA izolasyonu, 1 saatlik virus adsorpsiyonu ve yikama
asamalarmdan hemen sonra gerceklestirildi. Hiicre ici S segment analizleri ig¢in,
enfekte olmus hiicrelerden toplam RNA ekstraksiyonu EZ-RNA Total RNA
Izolasyon Kiti (Biological Industries, ABD) kullanilarak gerceklestirildi ve hiicre dis
(cell-free) viruslarla ilgili analizler i¢in viral genomik RNA  kiiltiir
siipernatantlarmdan, QIAamp Viral RNA Mini Kiti (QIAGEN, Germantown, MD,
USA) iireticisinin talimatlarina gore ekstrakte edildi. Sitopatik etkilerin varligi ve
ilerlemesi, inokiilasyondan sonraki 1, 2, 3, 5 ve 7. giinlerde invert 151k mikroskobu
(Nikon, Eclipse TS-100, Japonya) kullanilarak incelendi. Hiicresel patoloji skorlarini
tahmin etmek i¢in enfekte hiicrelerin ortalama ytizdesi kullanild1 ve 0-4 arasinda
puanlama yapildi. Ank-2 virusunun sitopatik etkisi, hiicre deformasyonu, hiicre
ayrilmasma yol agan hiicre graniilasyonu ve son asamada hiicre oliimiinii seklinde
tespit edildi. Buna goreskorlamada: 0'm goriiniir bir degisiklik gostermedigi, 1'in
hiicrelerin %25’ine kadar (% 1-25), 2'nin hiicrelerin %50’sine kadar (%26-50), 3’{in
hiicrelerin %75’ine kadar (%51-75) ve 4’iin ise hiicrelerin hepsinde (%76-100) CPE
gosterdigi seklinde degerlendirildi. inokiile edilmemis hiicreler ise negatif kontroller

olarak kullanild1.

Virus replikasyon verimliligi, yukarida bahsedilen tiim hiicre hatlarinda {i¢
seri pasaj ile paralel olarak test edildi. Bu amagla, her hiicre hatt1 sitopatik etki
yaklasik %80'a ulasincaya kadar 12 giine kadar ii¢ kez T25 siselerine pasajlandi. Ug
tur yapilan donma-¢6ziilme isleminden sonra, hiicresel kalmtilar 4°C'de 10 dakika
boyunca 3000 rpm'de santriflij edilerek uzaklastirildi ve siipernatant toplandi. Bu
prosediir iki kez daha tekrarlandi. Virus, SW-13 hiicrelerinde standart bir TCIDsq

deneyi kullanilarak her pasaj sonrasinda titre edildi. Virusla enfekte olmus hiicre
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kiiltiirlerinin vasatindan RNA ekstraksiyonu, iireticinin talimatlarma gore QIAamp
Viral RNA Mini Kiti (QIAGEN, Germantown, MD, ABD) ile gerceklestirildi.
Ekstrakte edilen RNA'lar kullanilincaya kadar -80 °C'de saklandi.

2.5. Konvansiyonel RT-PCR

Enfekte hiicrelerden total RNA ekstraksiyonu icin ticari QIAamp Viral RNA
Mini Kit (QIAGEN) iiretici tavsiyeleri dogrultusunda kullanildi. RNA'nin
biitiinliigliniin ve kalitesinin spektrofotometrik saptanmas1 NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific, Tewksbury, MA) ile ger¢eklestirildi ve viral yiikiin tespiti amaciyla
reaksiyon bagma toplam 50 ng 6rnek RNA’s1 kullanildi. Komplementer DNA sentezi
icin Thermo Scientific™ RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit daha sonraki
PCR reaksiyon i¢in Thermo Scientific™ Taq DNA Polymerase, recombinant (5
U/uL) kullanildi. Reaksiyon protokolleri fiiretici tavsiyelerine gore hazirlandi

Toplam 1500 bp uzunlukta iirlin almak i¢in kullanilan primerler asagida sunuldu:
NCF- 5'-ATGGAAAACAAGATCGAGG-3'

NCR- 5~AGGAGGAGAAAAGCTGAA-3'

2.6. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

KKKA virus enfeksiyonunu izleyen zaman noktalarinda elde edilen hiicre i¢i
ve dis1 viral genomik RNA (gRNA) miktarmi dlgmek icin RT-qPCR tekniginden
yararlanildi. Bu amagla reaksiyon karigimi olarak QuantiNova® Patojen + IC Kiti
(QIAGEN, Germantown, MD, ABD) kullanild1. Kisaca, 15 pl'lik ana karigim 5 pl 4
x Reaksiyon Karigimi, 6.3 ul RNaz igermeyen su, forward ve reverse primerlerin her
birinin 1.6 pl'i (0.8 pM final konsantrasyon) ve 0.5 pl prob (0.25 pM final
konsantrasyon) olacak sekilde hazirlandi. Ana karigimi 20 ul'ye tamamlamak igin
SuL. RNA (500 ng) ilave edildi. Dongii kosullar1 s6yleydi: 10 dakika boyunca
50°C'de cDNA sentezi, 2 dakika boyunca 95°C'de ilk denatiirasyon ve 5 saniye
boyunca 95°C'de 40 denatiirasyon dongiisii ve 30 saniye boyunca 60°C'de
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baglanma/uzama asamalardir. Primerler ve prob niikleoprotein genini (S segment)

hedefliyordu;
qPCR-F 5'-GGACATAGGTTTCCGTGTCA-3/,
qPCR-R 5-TCCTTCTAATCATGTCTGACAGC-3' ve
qPCR-prob 5'-FAM-AGAACAACTTGCCAATTACCAACAGGC-BHQI1-3".

Standart linear plazmidler, sablon olarak pCD-NI kullanilarak 2 x 10° - 2 x
10® kopya/reaksiyon karisimina esdeger 10 kat sulandirmalarla hazirlandi. Plazmidin
linearize edilmesi i¢in Hind III kesim enzimi ve NEBuffer™ 2.1 (New England
Biolabs Inc, Canada) kullanildi. Kisaca, 48 pL. NEBuffer 2.1, 1 pg A DNA ve 1 pL
HindIII iceren reaksiyon 37 ° C'de 1 saat inkiibe edildi. Plazmid kopya sayismin
hesaplanmas1 i¢in URIGenomics and Sequencing center sayfasi kullanild:
(https://cels.uri.edu/gsc/cndna.html). Reaksiyonlar bir asamada bir Rotor-Gene 5-
plex cihazi (QIAGEN, Germantown, MD, ABD) ile gerceklestirildi ve daha sonra

tiim hesaplamalar log temelli viral yiiklere (kopya / mL) dontstiiriildi.

2.7. indirekt immiinofloresan Testi (IIFT)

Hiicreler, 24 gozli tabletlere ii¢ tekrarlama halinde yerlestirildi ve 1 giin
boyunca 37°C'lik bir inkiibatérde inkiibe edildi. Inokulasyon icin 0.1 moi virus
kullanildi. Daha sonra, enfekte olmus hiicreler 1, 2, 3, 5 ve 7. giinlerde %3,7
formaldehit (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) ile fikze edildi ve %1 Triton-X-
100 (Sigma, St. Louis, MO, ABD) ile gecirgenlestirildi. Oda sicakliginda (RT) 1 saat
boyunca %5 yagsiz siit (Cell Signaling Technologies, Inc, ABD) ile bloke edildikten
sonra, birincil antikor olarak 1: 250 sulandirmada poliklonal insan antiserumu
kullanildi. Oda sicakliginda 1 saat 30 dakika siireyle hafif¢ce calkalanarak
inkiibasyondan sonra, florokrom ile konjuge edilmis ikincil antikor (Protein G, Alexa
Fluor ™ 488 konjugati, Invitrogen ™), sabit hiicrelere 1: 1000 oraninda seyreltilerek
ilave edildi ve oda sicakliginda 1 saat siireyle inkiibe edildi. Hiicreler Axio Vert Al
Mikroskobu (Zeiss, Oberkochen, Almanya) ile goriintiilendi. Immiinofloresan

puanlar1 hesaplamak i¢in ili¢ adet 24 gozlii tabletteki yesil floresan emisyonu olan
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hiicrelerin ortalama yiizdesi kullanildi. Puanlama, 1 ile 4 arasinda olacak sekilde,
9%25’e (%1-25) kadar floresan boyanma gosteren hiicreler i¢in 1, %50’ye (%26-50)
kadar boyanan hiicreler i¢in 2, %75’e (%51-75) kadar boyanan hiicrelere 3, ve son
olarak tamama yakin boyanan hiicreler (%76-100) i¢in 4 verilecek sekilde yapildi
(Bhattacharjee ve ark., 1994; Rizzardi ve ark., 2012). Inokiile edilmemis hiicreler
negatif kontrol olarak kullanildi. Virusun moi degerini hesaplamak i¢in asagida
verilen formiil kullanildi. Her hiicre hatt1 i¢in 24 go6zli tabletlerde canli hiicre
sayllarmi Beckman Vi-Cell Cell Viability Analyzer ile belirlendi. Daha sonra
Cellcounter ile ii¢ tane 24’lik goziin immiinofloresan boyali hiicre sayismin

ortalamast sayildi (https://bitbucket.org/linora/cellcounter/src/master/) (Li ve ark.,

2014). immiinofloresan boyah hiicre saymmi i¢in kullanilan resimler 20X biiyiitmede

cekildi. Moi asagidaki formiile gore hesaplandi:

moi= Ortalama floresan ile boyanmis hiicre sayis1 /alan X 20 alan/géz X seyreltme

Toplam hiicre say1s/goz

2.8. LDH Deneyi

Enfeksiyonun ilk 3 giiniinde hiicrelerdeki laktat dehidrojenaz (LDH) diizeylerini
Olemek i¢in, Pierce™ LDH Cytotoxicity Assay Kit (Thermo Scientific ™, ABD)
kullanild1. Test iireticinin onerdigi sekilde yapildi. Kisaca, hiicreler, 96 gozlii hiicre
kiiltiiri tabltlerine, spesifik vasat icinde 100 uL hacimde olacak sekilde {i¢ kopya
halinde yerlestirildi. Plakanin gdzlerine ayrica Spontan LDH Aktivite Kontrolleri
olarak su kontrolii ve Lizis Tampon kontrolii (Maksimum LDH Aktivite Kontrolleri)
yerlestirildi. Hiicrelerin yerlestirilmesinden sonraki giin, 10 pL. hacim'de seyreltilmis
0.1 moi virus ilave edildi. Daha sonra hiicreler 1, 2 veya 3 giin inkiibe edildi. Analiz
giiniinde, Maksimum LDH Aktivite Kontrol gozlerine 10 plL Lizis Tamponu ilave
edildi. inkiibasyon asamasmdan sonra ve her numune vasatmdan 50 pL'nin yeni bir
96 gbze aktarilmasindan sonra, her bir goze, Deney Tamponu ve Substrat Karisimi
iceren 50 pL reaksiyon karigimi ilave edildi, ardindan bir baska inkiibasyon
uygulandi ve son olarak tiim gézlere 50 pL stop soliisyonu ilave edildi. Absorbans,

bir ELISA okuyucusunda (Titertek Multiskan PLUS MK II Mikroplaka Okuyucu,
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Midland, ON, Kanada) 490 nm ve 680 nm'de olciildii. Sitotoksisite oranini
hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi:

% Sitotoksisite = Viruslu hiicre LDH aktivitesi — Spontan LDH aktivitesi
X 100

Maksimum LDH aktivitesi — Spontan LDH aktivitesi

2.9. Apoptosis ve Nekrosis Saptanmasi

2.9.1. Akis Sitometri Protokolii

Calismada kullanilan kit, CellEvent™ Caspase-3/7 Green Flow Cytometry
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Invitrogen) apoptotik hiicrelerde aktif kaspaz-3
ve kaspaz-7'nin akis sitometrisi ile algilanmasmi saglamaktadir. AADvanced Dead
Cell Stain ile birlikte kullanildigmda apoptotik hiicreler canli ve nekrotik hiicrelerden
ayirt edilebilmektedir. Akis sitometre cihazinda 530/30 BP filtresi ve SYTOX® i¢in
690/50BP filtre kullanilarak Olciim yapildi. Calisma kapsaminda kullanilan her 6
hiicre hattma 0,1 moi KKKA virusu inokule ederek apoptoz indiiklendi. Calismada
virus olmayan negatif kontroller de hazirlandi. Test inokulasyondan sonraki 2. giinde
yapildi. Hiicreler EDTA ¢ozeltisi ile (2.9 mM EDTA, pH 6.14) toplandiktan sonra 1
mL sigir serumu igeren vasat igine 1 x 10° cells/mL seklinde akis sitometrisi tiipleri
icinde aktarildi. Kompenzasyon kontrolleri olarak her hiicreden her boyadan tek
boyali kontrol hiicreler, otofloresans kontrolii olarak boyasiz hiicreler kullanildi. Bir
mL hiicre siispansiyonuna 1 pL. CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection Reagent
ekledikten ve yavasca karistirildiktan sonra Ornekler 37°C'de 30 dakika inkiibe
edildi. Son 5 dakikalik inkiibasyon sirasmmda, 1 mM SYTOX ™ AADvanced ™ 'in 1
uL'sini eklendi ve yavasca karistirildi. Hiicrelerin analizi CytoFLEX Flow Cytometer
(Beckman Coulter)’de yapildi. Ham verilerin analizi i¢in ise FCS Express 7 software

kullanildi.
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2.9.2. Annexin V-FITC Apoptosis Kit

Hiicrelerdeki apoptosis ve nekrosis gelisimi, Annexin V-FITC Apoptosis Kit
(FineTest) ile enfeksiyonu izleyen ikinci giinde floresan mikroskobu ile incelendi.
Kisaca, KKKAYV inokulasyonu ile apoptozu indiiklendikten 48 saat sonra hiicreler
tripsinize edildi ve 1-5 x 10° hiicreler santrifiij ile toplandi. Daha sonra, hiicreler 195
uL 1X Baglama Tamponu i¢inde siispanse edildi. Karisima 5 pl Annexin V-FITC ve
10 puL propidyum iyodiir eklenip yavasca karistirildi. Oda sicakliginda (20-25 °C),
karanlikta 10 dakika inkiibe edildikten sonra buza konuldu. Floresan mikroskopi
oncesinde hiicreler %2 formaldehit i¢inde sabitlendi. Degerlendirmeler Axio Vert A1l

Mikroskobu (Zeiss, Oberkochen, Almanya) ile yapildi.

2.10. MiRNA izolasyonu

MiRNA izolasyonu, insan ve sigir primer hiicrelerinden, 0.1 moi KKKAV
inokulasyonunu izleyen 0. ve 7. giinlerde, ticari miRNA ekstraksiyonu Kkiti
kullanilarak (miRNeasy Mini Kit’ti Qiagen, Germantown, MD, USA) yapild1
(Arslan ve ark., 2019a). Kisaca, hiicreler tripsinize edildikten sonra 3-4 x 10° hiicre,
serumlu vasat icerisinde 5 dakika boyunca 300 x g'de santrifiij edildi. Stipernatanti
aspire ettikten sonra 700 ul QIAzol Lizis Reagent eklendi ve 1 dakika vorteksleyerek
hiicreler homojenize edildi. Homojenat 5 dakika boyunca oda sicakliginda
bekletildikten sonra 140 pl, iizerine kloroform eklendi. Vorteks ve bekleme
isleminden sonra 4°C'de 12.000 x g'de 15 dakika santrifiij edildi. Ust sulu faz1 yeni
bir Ependorf tiipiine aktardiktan sonra 1.5 hacime kadar %100 etanol eklendi ve
karstirildi. Elde edilen karisim bir RNeasy Mini kolonuna pipetlendi. Oda
sicakligmda 15 saniye boyunca 8000 x g'de santrifiij edildi ve altsivi bosaltildiktan
sonra bu basamak tekrarlandi. Daha sonra RNeasy Mini dondiirme kolonuna 500 ul
Buffer RPE eklendi ve 8000 x g'de 15 s santrifiij edildi. Altsivi atildiktan sonra
kolonuna yeniden 500 pul Buffer RPE eklendi ve 8000 x g'de 2 dakika santrifiij edildi.

RNeasy kolonu yeni bir 1.5 ml toplama tilipiine yerlestirildikten sonra membran
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tizerine 30 uL RNaz’siz su eklendi. RNA'y1 elde edebilmek i¢in 8000 x g'de 1 dakika

santrifiij edildi ve bu basamak ayni1 toplama tiipiinde tekrarlandi.

2.11. MiRNA’dan ¢cDNA Elde Edilmesi

RNA, miScript I RT enzimi (Qiagen, Germantown, MD, USA) kullanilarak
ters kopyalanmistir (reverz transkripsiyon). Komplementer DNA’y1 elde etmek
amactyla her ornekten 500 ng RNA kullanildi. Ters transkripsiyon reaksiyonu
karigimi Cizelge 2.1'e uygun olarak buz lizerinde hazirlandi. Reaksiyonu karisim1 37
°C’de 60 dakika inkiibe ettikten sonra 95°C'de 5 dakika bekletildi. Daha sonra,
cDNA niikleaz icermeyen suda (nihai hacim, 110 pL) seyreltildi ve -20 ° C'de

saklandi.

Cizelge 2.1. Ters transkripsiyon reaksiyonu i¢in kullanilan master miks bilesenleri ve hacimleri.

Bilesen Hacmi / reaksiyonu
5x miScript HiSpec Tampon 4 uL

10x miScript Nucleics Mix 2ul

RNaz icermeyen su Degisken

miScript Ters Transkriptaz Karigimi 2ul

Template RNA Degisken

Toplam hacim 20 uL

2.12. SyberGreen Real-time MiRNA PCR Array

Arastirmada miScript miRNA PCR Array Human miRBase Profiler HC Plate
1 (331223-MIHS-3401ZG-12) ve miScript miRNA PCR Array Cow miRBase
Profiler HC Plate 1 (331223-MIBT-3651ZG-12) (Ek 1.) (Qiagen, Germantown, MD,
USA) i¢in Cizelge 2.2’ye gore hazirlanan real-time Syber Green PCR karigimlar1
(Qiagen, Germantown, MD, USA) ile Cizelge 2.3’e gore ayarlanan Roche
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LightCycler 480 (Roche Molecular Systems, Inc, Pleasanton, California, USA)
platformu kullanild1.

Cizelge 2.2. Syber Green real-time PCR array bilesenleri ve hacimleri.

Adim Zaman | Sicakhk
Ik aktivasyon 15dak | 95°C
asamast

3 kademeli siklus:

1. Denatiirasyon | 15 s 94°C

2. Baglanma z

3. Uszama 30s 55%C
30s 70°C

Déngii savisi: 45

siklus

Cizelge 2.3. Syber Green real-time PCR protokolii.

Bilesenler Hacmi / reaksiyonu
2x QuantiTect SYBR Yesil PCR Master | 2050 uL

Mix

10x miScript Universal Primer 410 uL

RNazsiz su 1540 uL

Template cDNA 100 uL

Toplam hacim 4100 uL

Microarray (www.miRBase.org), en giincel miRNA genomundan toplam
372 insan ve sigir olgun miRNA'sin1 tanimlamak igin spesifik primerlerden
olusuyordu. Dahil edilen insan kontrolleri; cel-miR-39-3p, SNORD61, SNORDG68S,
SNORD72, SNORD95, SNORD96A, RNU6-2, miRTC ve PPC’dwr. Sigir kontrolleri
ise cel-miR-39-3p, SNORD42B, SNORD69, SNORD61, SNORD68, SNORD96A,
RNU6-2, miRTC ve PPC idi. Arrayleri optik yapiskan filmlerle kapattiktan sonra
oda sicakliginda 1000 x g'de 1 dakika santrifiij edildi. Uzatma admmindaki termal

yiikselis hizi, 1°C/s olarak ayarlandi. Taban ¢izgisi ve threshold, tiim ger¢cek zamanl
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PCR caligmalar1 i¢in otomatik olarak ayarlandi. Floresans verileri, reaksiyonun
uzama asamasinda toplandi. Ozgiinlik ve o6zdeslik, erime egrisi analizleri ile
dogrulandi. Esik dongii degerleri (Cr), analizler i¢in bir Excel dosyasi olarak disa
aktarildi. Ham Cr veri analiz merkezine (http://www.qiagen.com) yiiklendi.
Amplifikasyon tekrarlanabilirligi ve ters transkripsiyon verimliligini degerlendirmek
ve amplifiye edilmis numunelerdeki diger kontaminasyonlar tespit etmek igin veri
kalite kontrolii incelendi. Eksprese edilmis miRNA'larin global Ct ortalamasi, hedef
dolasan miRNA'lar1 normallestirmek i¢in se¢ildi. Her iki gruptaki Ct degerlerinin
dagilim1 ve ham veri ortalamas1 gézden gegirildi. Web tabanli programda ortalama
ACr, 2 » —ACr, kat degisimi, P degeri ve kat diizenlemesi hesapland1 ve sonraki
grafik analizlere P degerleri dahil edildi. Ortalama Ct degerleri dogrusal 2 » —ACr
degerlerine doniistiiriildii ve P degerleri Student t-testi ile hesapland1 (Kasimanickam
ve Kastelic, 2016). Ekspresyon log2 > 2 ve p degeri <0,05'te kat degisimi olan
miRNA'larin anlaml derecede yukar1 veya asagi dogru regiile oldugu degerlendirildi.

2.13. Diferansiyel Olarak ifade Edilen MiRNA'larin Hedef Genleri

Anlamli sekilde farkli olarak ifade edilen insan miRNA'larinin potansiyel
hedefleri ic miRNA hedef tahmin algoritmasi ile tahmin edildi: TargetScan
(http://www.targetscan.org/vert 72/), mirDB (http://mirdb.ore/miRDB/) ve DIANA

(http://diana.imis.athenainnovation.er/DianaTools/index.php ?r=microT CDS/index).

Farkli olarak ifade edilen sigir miRNA'larinin potansiyel hedefleri ise iki miRNA
hedef tahmin algoritmasi ile tahmin edildi: TargetScan

(http://www.targetscan.org/vert _72/) ve Miranda 3.3a

(http://www.microrna.org/microrna). Parametreler online programlar icin ilk 200 gen

ve hedef puan skor >80 olarak ayarlandi. Miranda algoritmasi ile potansiyel hedef

bolgeler, asagidaki degerleri kullanilarak tanimlandz:

Gap Open Penalty:-9.000000, Gap Extend Penalty:-4.000000, Score Threshold:
140.000000, Energy Threshold: 1.000000 kcal/mol, Scaling Parameter: 4.000000
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Bu algoritmada eslestirme puani > 150 ve enerji puan1 <-20 olan sonuclar kabul
edildi (Betel ve ark., 2010). Hedef tahmin programlarmin ilk ortak genleri ilerdeki

analizler i¢in kullanildi.

2.14. Gen Ontolojisi Zenginlestirme Analizi ve KEGG Yolaklar:

PANTHER Smiflandirma Sistemi (Protein ANalysis THrough Evolutionary
Relationships) smiflandirma sistemi siirim 15.0, ve Reactome Pathway Database
(www.reactome.org) en Tlst swralarda tahmin edilen genleri ve proteinleri

smiflandirmak i¢in kullanild1 (Li ve ark., 2018).

2.15. MiRNA Arraylerin qPCR Yontemi ile Validasyonu

Kramer yontemiyle stem-loop RT primerler, (5-GTC GTA TCC AGT GCA
GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG AC -3 ') 44 niikleotitten (nt) ve
olgun miRNA sekansmin 3’ ucunun alt1 tane komplement nt’larindan olusturuldu
(Cizelge 2.4) (Kramer, 2011). Forward qPCR primeri olgun miRNA'nmn 5 ' ucunun
ilk 12-17 nt'ini ve Tm'yi 60°C'ye getirmek icin secgilen 3-7 ek nt kullanildi
(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer). Tim RT primerleri i¢in ayn1 44 nt kok dongi

dizisini kullanarak, evrensel bir reverse primer, kok dongii icindeki dizilerden
tiretilebilir. Ters qPCR primeri olarak 5'-CCA GTG CAG GGT CCG AGG TA-3
kullanild1 (Kramer, 2011). Analiz i¢in hsa-miR-382, hsa-miR-455, hsa-miR-197, bta-
miR-370, bta-miR-1249, bta-miR-345 dahil olmak iizere alt1 farkli ifade edilmis
miRNA secildi.
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Cizelge 2.4. miRNA stem-loop, forward, reverz ve kontrol primer sekanslari.

miRNA Primer Sekans
Evrensel reverz primer | 5-CCA GTG CAG GGT CCG AGG TA-3'
hsa-miR-382 Stem-loop 5'- GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC
GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG AC
CGAATC-3’
Forward primer 5’-GCC GCC GAA GTT GTT CGT-3°
hsa-miR-455 Stem-loop 5'- GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC
GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG AC
CGATGT-3’
Forward primer 5’- GCC GCA TAT GTG CCT TTG GAC-
3 2
hsa-miR-197 Stem-loop 5'- GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC
GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG AC
GCTGGG-3’
Forward primer 5’-GCC GCC TTC ACC ACC TTC-3’
bta-miR-370 Stem-loop 5'- GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC
GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG AC
ACCAGG-3’
Forward primer 5’-GTA GCA GCC TGC TGG GGT-3’
bta-miR-1249 Stem-loop 5'- GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC
GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG AC
TGAAGA-3’
Forward primer 5’-GTT GCA ACG CCC TTC CCC-3°
bta-miR-345 Stem-loop 5'- GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC
GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG AC
AGCACT-3’
Forward primer 5’-GCC GCC GCT GAC TCC TAG-3’
Hu-SNORD95 Forward primer 5'GCGGTGATGACCCCAACAT-3’
Reverz primer 5'GCTCAGAAACAGCCTCTGGATT-3’
Bt- SNORD69 Forward primer 5'GCAAATGATGATAAACTGGATCTGA-
3 2
Reverz primer 5'CACGAAGCTCAGGGTTGGAT-3’

[zole edilen miRNA (0,5 mikrogram), RevertAid First Strand cDNA Sentez
Kiti (Thermo Scientific Fermentas, Beijing, Cin) ve random primer veya stem-loop

reverse transkripsiyon (RT) primerleri kullanilarak ¢cDNA'ya tersine kopyalandi

55



(Cizelge 2.5 ve 2.6). Karisim 42°C'de 60 dakika ve daha sonra 70°C'de 10 dakika
inkiibe edildi. Kantitatif gercek zamanli PCR, 2 uLL cDNA, 12.5 uL FastStart SYBR

Green Master (Roche), 0.5 pL spesifik forward primer (20 uM), 0,5 pl reverse

primer (20 uM) ve 9,5 pL su 25 pL reaksiyon hacminde bir gercek zamanli PCR
dongiisiinde (QIAGEN Rotor Gene Q) gerceklestirildi (Cizelge 2.7). Reaksiyon 95
°C'de 10 dakika, ardindan 40 dongii 95 °C 15 saniye, 62 °C 30 saniye ve 72 °C de 30

saniyede gerceklestirildi (Cizelge 2.8). Tiim reaksiyonlar ii¢ kez tekrarlandu.

Threshold dongiisii (Ct) varsayilan esik ayarlar1 kullanilarak belirlendi ve veriler 2-
AACt degerlere gore analiz edildi (Zhang ve ark., 2014).

Cizelge 2.5. Reverse transcriptase PCR bilesenleri ve hacimleri.

Bilesen Hacmi/ reaksiyonu
Random hexamer/stem-loop RT primer 1 uL
RNaz icermeyen su Degisken
Template RNA Degisken
5X Reaction Buffer 4 uL.
Thermo Scientific™ RiboLock 1L
RNase Inhibitor

dNTP Mix, 10 mM each 2uL
RevertAid Reverse Transcriptase 1 uL
Toplam hacim 20 uL

Cizelge 2.6. RT PCR protokolii.

Adim Zaman Sicakhk
Random hexamer primer 10 dak 25°C
icin sadece
Hem random hexamer
hem stem-loop primer

60 dak 42°C
Reaksiyon terminasyonu 10 dak 70
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Cizelge 2.7. FastSTart Syber Green qPCR bilesenleri ve hacimleri.

Bilesen Hacmi/ reaksiyonu
FastStart™ SYBR® Green Master 125 ulL
Forward primer 0,5uL
Reverse primer 0,5 uL

Su 9,5uL
Template cDNA 2 uL
Toplam hacim 25 uL

Cizelge 2.8. FastStart Syber Green qPCR array protokolii

Adim Zaman Sicakhk

Ik aktivasyon asamasi 10 dak 95°C

3 kademeli siklus:

1. Denatiirasyon 15s 95°C

2. Baglanma .

3. Uzama 30s 62°C
30s 72°C

Dongii sayisi: 40 siklus

2.16. istatistiksel Analizler

1, 2, 3, 5 ve 7 dpideki farkli hiicre hatlarindaki ortalama viral yiikleri 0
dpi'deki ortalama viral yiik ile karsilastrmak icin iki yonli ANOVA testi
(Dunnette'in ¢oklu karsilagtirmasi) ve tiim hiicredeki ortalama hiicre i¢i ve hiicre dis1
gRNA yiikiinlin karsilagtirmasi Sidaks'm ¢oklu karsilagtirma testi GraphPad Prism
version 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) ile yapildi. Tiim grafikler bu
yazilim tarafindan olusturuldu. Hiicre i¢ci ve dis1 genom yiik hesaplamalar1 log
transforme edildi (kopya/mL). Dogrusal 2 * —ACt degerlerin p-degerleri Student t-
testi ile Ct veri analiz merkezinde (http://www.qiagen.com) hesaplandi. p <0,05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Standard sapma (SD) ve ortalama,

ticli Olctimlere dayaniyordu.
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3. BULGULAR

3.1. Mikoplazma Kontrol Testi

Hiicre kiiltiirlerinin mikoplazma kontaminasyonu EZ-PCR Mikoplazma Test
Kiti (Biological Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israil) (Sekil 3.1) ile tespit
edildikten sonra kontamine olan hiicreler (MDBK, HMC, BEK ve HEK-293)
BIOMYC-1 ve BIOMYC-2 antibiyotik ¢ozeltileri (Biological Industries, Kibbutz
Beit-Haemek, Israil) ile tedavi edildi. Bu amacla MDBK, HMC ve BEK hiicre ii¢
hafta, HEK-293 hiicre ise 5 hafta boyunca tedavi gordii. Tedaviden sonra hiicreler

caligma sonuna kadar her hafta mikoplazma kontaminasyonu yoniinden kontrol

edildi.

Sekil 3.1. A) EZ-PCR Mikoplazma Test Kiti ile hiicrelerin ilk kontrol edilmesi. Hiicreler sirasiyla: 1: MDBK, 2:
HMC, 3: BEK, 4: SW-13, 5: PSH, 6: HEK-293. Hiicrelere 3 hafta boyunca BYOMIC-1 ve 2 solusyon
uyguladiktan sonra kontaminasyon tekrar kontrol edildi. B) Hiicreler sirastyla: 1: positif kontrol A, 2: negatif
kontrol 3: positif kontrol B, 4: positif kontrol C, 5: PSH, 6: SW-13, 7: MDBK, 8: BEK, 9: HEK-293, 10: HMC.
PCR sonucunun jel elekroforez goriintiilemesiye gore sadece HEK-293 hiicre hatti kontamine kaldi. Bu hiicreye
iki hafta daha tedavi yapild1 ve kontaminasyon bu hiicrede de kalmad:.

3.2. Ank-2 Virusunun Uretilmesi ve Enfektivite Testi Sonuclar

KKKAV Ank-2 virusu, SW-13 hiicrelerinde 4. giinden itibaren cpe
gostermeye bagladi. Virus enfeksiyonu hiicrelerde yaklasik %90 diizeyine ulastiginda

2 kez dondurulup coziillen hiicrelerdeki virus identifikasyonu, S segmentini

hedefleyen PCR ve ger¢ek zamanli PCR ile dogruland: (Sekil 3.2).
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Quantitation data for Cycling A.Green

A
B [51.10_sw13 |Unknown
015 [l [58.1p_sw13  |Unknown
nk Negative Control
g
5 010
e
E
5
r4
005
0,00
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Sekil 3.2. A) KKKAV’un Ank-2 virusun (58 numara) SW-13 hiicrede hattinda ilk pasajinin qRT-PCR sonucu. B)
Geleneksel PCR yontemi ile Ank-2 virusunun farkli hiicre hatlarda tiim S segmentin elde edilmesi: 1: negatif

kontrol, 2: HEK-293, 3: MDBK, 4: BEK hiicresi.

Ank-2 virusun titresi SW-13 hiicrede Reed Muench’s metodu ile hesaplandi

(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. SW-13 hiicre hattinda KKK AV Ank-2 susunun mikrotitrasyon goriintiileri.

Yapilan degerlendirme sonrasinda virus titresi Reed Muench’s metodu ile
1.88x107 olarak sonuglandi.

3.3. qRT-PCR i¢in Linear Standardin Hazirlamasi

Yapilan degerlendirme sonrasmda HindIIl enzimi ile kesilerek lineer hale

getirilen S geni iceren pCDNA3.1myc/HisA vektoriiniin (Farzani ve ark., 2019)

60



2x10® kopya/mL konsantrasyonda oldugu saptandi. Kantitasyon testlerinde bu
plazmitin LoglO sulandirmalar1 yapildi ve her teste en az 3 sulandirmaya yer

verilerek kantitasyonlarin giivenilir olarak yapilmasi sagland:.

3.4. Sitopatoloji ve IIFT Sonuclari

KKKA virus ile iliskili ¢esitli CPE'ler, analiz edilen biitlin hiicre hatlarinda
gozlendi (Sekil 3.4, Sekil 3.5, Ek 2). Primer insan mezansiyal hiicre (HMC), 7
enfeksiyon sonrasi giiniin (dpi) sonunda tek tabakanin cogunu etkileyen ve ayrilmis
hiicre kiimelerinin yiizmesi seklinde tanimlanan patoloji gosterdi (Sekil 3.4 ve Sekil
3.5.A). SW-13 hiicreleri, inokulasyonu izleyen ilk giinde hiicre yuvarlaklagsmasi ile
baglayan en belirgin CPE'yi gosterdi, hiicre patolojisi enfeksiyondan sonraki 3.
giinde hiicrelerin >% 51-75'ine ulasan ve 5 dpi ile hiicrelerin tamamimnda gozlenen
hiicre yuvarlaklasmasi ve dokiilmesi belirtileri gosterdi (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5.B).
HEK-293 hiicrelerindeki virus kaynakli CPE, 2. giinde bagladi ve hiicrelerin
yuvarlaklasmasiyla genel dejenerasyon ile karakterizeydi. HEK-293 hiicrelerinin
cogu 7. giinde virustan tamamen etkilendi (Sekil 3.4. ve Sekil 3.5.C). Insan
hiicrelerine kiyasla, sigir hiicrelerinin CPE baslangic1 gecikmis ve sinirl patojenik
etki ile karakterizeydi. Tiim sigir bobrek hiicrelerinde (MDBK, BEK ve PSH), CPE
3. giinde gelismeye basladi ve hiicrelerin ¢ogu 7. giin sonuna kadar tek tabakada
(monolayer halde) kaldi. Arastirma geneli itibariyla KKKAV Ank2 izolat1 sigir
hiicrelerinde %50'den daha az oranda CPE olusturdu. Oliimsiizlestirilmis MDBK ve
BEK sigir bobrek hiicreleri lokalize hiicre dejenerasyon alanlar1 gosterdi. Primer
sigir hiicrelerinde (PSH), hiicrelerin uzun morfolojisi daha belirgin hale geldi ve
hiicreler bariyer biitiinligiinii kaybetti (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5.D-F). Uc insan ve iic
sigir hiicre CPE skorlarinin ortalamasi karsilastirildiginda, inokulasyonu izleyen 2.

giin ve sonrasi arasinda anlamh fark goriildi (p degeri <0,0001) (Sekil 3.5.G).
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Sekil 3.4. KKKAYV ile enfekte olan insan ve sigir bobrek hiicrelerinde 7. giinde gozlenen sitopatik etkiler. Primer
ve Oliimsiizlestirilmis bobrek hiicreleri izerindeki CPE, Nikon Eclipse TS-100 ters 151k mikroskobu ile 1, 2, 3, 5
ve 7. giinliik enfeksiyondan sonra (gosterilen 7. giin) gorsel olarak skorlandi. Hiicre kontrolii olarak enfekte
olmamus hiicreler kullanildi. Sigir kokenli hiicreler lokalize dejenerasyon ve hiicre deformasyonu gosterirken,
insan hiicreleri genel hiicre ayrilmas1 ve hiicre yuvarlaklasmasi gosterdi. Biiyiitme x 10 (Olgek cubugu: 100 pum).
(1) enfekte olmanmis SW-13 (2) enfekte SW-13 (3) enfekte olmanmus HEK-293 (4) enfekte HEK-293 (5) enfekte
olmamis HMC (6) enfekte HMC (7) enfekte olmamis BEK (8) enfekte BEK (9) enfekte olmamis MDBK (10)
enfekte olmus MDBK (11) enfekte olmamis PSH (12) enfekte olmus PSH. Goriintiilerdeki ok baglari, ilgili hiicre
hatlarinda gozlenen patolojik degisiklikleri gosterir.
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Viral proteinler, virus inokulasyondan sonraki ilk giinden itibaren enfekte
olan tiim hiicre hatlarmda IIFT ile saptandi (Sekil 3.5, Sekil 3.7, Ek 2). Bununla
birlikte, insan ve sigir hiicreleri, enfeksiyon ilerledik¢e floresan 1g1ldama veren hiicre
sayisinda ve enfeksiyonun yayilimmda biiylik bir fark gosterdi. HMC primer insan
hiicrenin enfeksiyon orani 7. giinde >% 76-100'e yiikseldi (Sekil 3.5.A ve Sekil
3.7.A). SW-13 hiicrelerinde, enfeksiyon 5. giinde >% 76-100'e ilerledi (Sekil 3.5.B
ve Sekil 3.7.B). Inokulasyonu izleyen 3. giinde, lokal floresan plaklarda (odaklar)
kalmak yerine, viral proteinler HEK-293 hiicrelerinin %75'ine kadar yayild1 (Sekil
3.5.C ve Sekil 3.7.C). Tiim insan bobrek hiicrelerinde 3. giin ve sonrasinda, genel
olarak enfeksiyonun yayilmasi ile karakterize edilen bir enfeksiyon kalib1 gozlendi.
Buna karsilik, sigir bobrek hiicrelerindeki virus replikasyonu, spesifik lokalize
alanlarda smirli kald1 ve 7. gilin sonunda hiicre kiiltiiriiniin % 50'sinden daha azn1
enfekte etti (Sekil 3.5.D-F ve Sekil 3.7.D-F). Primer s1gir hiicre kiiltiirliinde (PSH),
birbirleriyle temas halinde enfekte olmus kiiciik hiicre gruplari goriildii (Sekil 3.7.D).
Immortal MDBK ve BEK sigir hiicre hatlarmdaki enfeksiyon sekli ise, 5. giinden
itibaren biiyiik adacik benzeri olusumlar1 gosterdi ve viral partikiiller 7. giin sonunda
sadece bu adaciklarda tespit edilebildi (Sekil 3.7.E, F). Ug insan ve ii¢ sig1r hattmin
IFT skorlarinin ortalamasi karsilastirildiginda, 3. giinden itibaren anlamli fark
oldugu gozlendi (p-degerleri <0,0001) (Sekil 3.5.H). Genel olarak, CPE ve IIFT

puanlar birbiriyle benzer enfeksiyon kalib1 gosterdi.

Calisma kapsaminda ayrica 24 gozlii hiicre tabletlerde floresan hiicreleri ve
ortalama toplam canh hiicre sayis1 ii¢ tekrarli olarak sayilarak her bir hiicre
hattindaki enfeksiyonun c¢oklugu (moi) da analiz edildi (Sekil 3.5). Primer ve
Oliimsiizlestirilmis (devamli) hiicre hatlarmin farklt morfolojisi nedeniyle (sirastyla
fibroblastik ve epitelyal), toplam hiicre sayilar1 hiicre tipine baglh olarak degisim
sergiledi. Buna gore ortalamalar; 16000 HMC hiicre/goz, 10.000 PSH hiicre/goz,
35.000 SW-13 hiicre/goz, 30.000 HEK-293 hiicre/gdz ve 150.000 BEK ve MDBK
hiicresi/ goz olarak sayildi. Cellcounter tarafindan floresan boyanmis hiicreleri
saydiktan sonra (Sekil 3.6), insan ve sigir hiicrelerinde belirgin sekilde farkli moi'ler

elde edildi (Sekil 3.5, Ek 2). Insan hiicrelerinde moi, hem SW-13 hem de HMC'de
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yaklasik 1 idi (SW-13, 5. giinde 0,90; HMC, 7. giinde 0,97; Sekil 3.5.A, B). SW-13
hiicrelerinde 5. giinde yaygm enfeksiyon basladigindan floresan hiicre sayist 7.
giinde bir azalma gosterdi. IIFT prosediirii swrasmda ayrilmigs Olii hiicrelerin
uzaklastirilmas: sebebiyle bu zaman noktasinda daha az sayida boyanmis hiicre
olustu (Sekil 3.5.B). HEK-293 hiicre ortalama 0,63 moi'ye kadar ulast1 (Sekil 3.5.C).
Buna karsilik, sigir hiicrelerinde ¢ok daha diisiik bir moi tespit edildi, PSH, MDBK
ve BEK hiicrelerinde 7. giinde sirasiyla 0,14, 0,18 ve 0,34 moi saptand1 (Sekil 3.5.D-
F). Ug insan ve {i¢ sigir moi'sinin ortalamasi karsilastirildiginda, 5 giinden itibaren
anlaml fark gosterdigi tespit edildi (5. ve 7. giin p degerleri sirasiyla 0,0011 ve
<0,0001) (Sekil 3.5.1).Bu hesaplamalarin yapildigi ham veriler Ek-2’ de sunuldu.
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Primer Olumstizlestirilmis
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G) Farkll dpide COMFV ile enfiekte clmug insan ve sigi babrek hicrelerinin ortdama CPE H) Farkli dplds KKKAY enfakie insan ve sig babrak hilcrelerinin ortaiama IF skerfan 1 Farkli dpi'ds CCHFV lla enfubte clmus insan ve sigr bobwek hilcralarinin ortalama MOIar
shorlarl
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Sekil 3.5. KKKAYV ile enfekte insan ve sigir bobrek hiicrelerinin 1, 2, 3, 5 ve 7. giinlerinde moi, CPE ve IF
boyama puanlari. CPE puanlama sistemi, ¢esitli CPE seviyelerini tanimlayan numaralarla (0'dan 4'e kadar)
yapildi: Bu sistemde; 0, hiicrelerde goriiniir bir degisiklik olmadigini, 1 %1-25 arasinda, 2 %26-50 arasinda, 3
%51-75 arasinda ve 4’in ila tiim hiicrelere yayilan (%76-100) CPE’ye sahip oldugunu ifade etti. Inokiile
edilmemis hiicreler negatif kontrol olarak kullamldi. 24 gozlii plakalarin yesil fliloresans emisyonlu pozitif
hiicrelerin ii¢ tekrarlamasinin ortalama yiizdesi immiinofloresan skorlarini hesaplamak i¢in kullanildi. Puanlama
yine 1 ila 4 arasinda olacak sekilde yapildi. Buna gére; 1 hiicrelerin dortte birinin (%1-25), 2 hiicrelerin yartya
kadar (%26-50), 3 hiicrelerin dortte ticiine kadar (%51-75) ve 4'e hemen hemen tiim hiicrelerin (%76-100)
floresan 15181 yaydigimi ifade etti. inokule edilmemis hiicreler negatif kontrol olarak kullamldi. Toplam hiicre
sayisi Cellcounter ile sayildi. moi saymak i¢in kullanilan formiil; ortalama floresan hiicre/alan X 20 alan/gdz X
diliisyonu bolii hiicre sayisi/géz. Ortalama ve SD ii¢ tekrar yaparak 6lciildii. moi ve CPE-IF skorlar, insan ve sigir
hiicreleri arasinda biiyiik fark gosterip belirtilen tiim faktorlerde insan hiicrelerinde daha yiiksek skorlara ve
seviyelere sahiptir. A) HMC moi, CPE ve IF puanlart B) SW-13 moi, CPE ve IF puanlar1 C) HEK-293 moi, CPE
ve IF puanlart D) PSH moi, CPE ve IF puanlart E) MDBK moi, CPE ve IF puanlart F ) BEK moi, CPE ve IF
puanlart. moi, CPE ve IF skorlarinin ii¢ insan ve {i¢ sigir bobrek hiicresinin ortalamas: arasindaki farklar. G)
Ortalama insan ve s1g1r bobrek hiicrelerin CPE puanlart H) Ortalama insan ve sigir bobrek hiicrelerin IF puanlar
I) Ortalama insan ve s1g1r bobrek hiicrelerin moi puanlari. Ortalama ve SD iiglii dlgiimlere dayanmaktadir. ** p-
degeri <0,01, **#** p-degeri <0,0001.
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Sekil 3.6. CellCounter hiicre sayim progranu ile boyanmus hiicreler sayildi. Her zaman noktasinda {i¢ tane resim
say1ldi, ortalama ve SD bu ti¢ tekrarlamanin sonucu olarak sonuglandi.
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A) HMC immunofloresan Aydinlik saha
1

1 dpi

2 dpi

3 dpi

5 dpi

7 dpi
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B) SW-13 immunofloresan

Aydinlik saha
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C) HEK-293 immunofloresan

1 dpi

2 dpi

3 dpi

S dpi

7 dpi

Aydinlik saha

-
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D) PSH Immunofloresan

1 dpi

2 dpi

3 dpi

5 dpi

7 dpi

Aydinlik saha

0pm
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E) BEK immunofloresan

1 dpi

2 dpi

3 dpi

5 dpi

7 dpi

Aydinlik saha
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F) MDBK immunofloresan

1 dpi

2 dpi

3 dpi

5 dpi

7 dpi

100y

Aydinlik saha

50 um

200 pm
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Sekil 3.7. 1, 2, 3, 5 ve 7. glinde KKKAYV ile enfekte olan primer ve 6limsiizlestirilmis insan ve sigir bobrek
hiicrelerinde IIFA. Olgiimler ii¢ kez tekrar iizerinden hesaplandi1. Inokiile edilmemis hiicreler kontrol olarak
kullanild1. insan bobrek hiicreler 3 giinden itibaren birbirlerinden genis mesafede enfeksiyonu gosterdi. Bilyiitme
20X (6lgek gubugu: 50 um). (A) (1, 2) 1. giinde HMC (3, 4) 2. giinde HMC (5, 6) 3. giinde HMC (7, 8) 5. giinde
HMC (8, 10) 7. giinde HMC. (B) (1, 2) 1. giinde SW-13 (3, 4) 2. giinde SW-13 (5, 6) 3. giinde (7, 8) 5. giinde
SW-13 (9, 10) 7. giin'de SW-13 (C) (1, 2) 1. giinde HEK-293 (3, 4) 2. giinde HEK-293 (5, 6) 3. giinde HEK-293
(7, 8) 5. giinde HEK -293 ve (9, 10) 7. giinde HEK-293. Enfekte sigir bobrek hiicreler, tiim enfeksiyon dongiisii
boyunca sinirlt kaldi ve 6limsiizlestirilmis sigir hiicrelerinde 5. giinden itibaren biiyiik adacik benzeri olusumlar
goriildii. Adacik benzeri olusumlara daha iyi bir goriiniim i¢in ii¢ farkll biiyiitme kullanildi: 5X (61¢cek cubugu:
200 pm), 10X (dlgek cubugu: 100 pm) ve 20X (6lgek cubugu: 50 um). (D) (1, 2) 1 giinde PSH (3, 4) 2 giinde
PSH (5, 6) 3 giinde PSH (7, 8) 5 giinde PSH ve (9, 10) 7 giinde PSH (E) (1, 2) 1. giinde BEK (3, 4) 2. giinde BEK
(5, 6) 3. giinde BEK (7, 8) 5. giinde BEK ve (9, 10) 7. giinde BEK (F) (1, 2) 1. giinde MDBK (3, 4) 2. giin'de
MDBK (5, 6) 3. giinde MDBK (7, 8) 5. giinde MDBK ve (9, 10) 7. ginde MDBK.

3.5. Hiicre i¢i ve Dis1 Viral Yiik Sonuclar

Bahsedilen enfekte hiicrelerden ve siipernatantlardan toplam RNA
ekstraksiyonundan sonra hem hiicre i¢i hem hiicre dis1 gRNA'nin kantitatif gercek
zamanli PCR'i {i¢ tekrarli olarak gerceklestirildi (Sekil 3.8.). Viral RNA’nin miktar1

niikleoprotein genini hedefleyerek belirlendi.
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Sekil 3.8. Gergek zamanlt PCR’dan bir 6rnek amplifikasyon. A) Hazirlanmus standard ve B) 6rnekler ile standard
CT degerleri.

Insan hiicre hatlarindaki hiicre i¢i viral RNA, 0. giine kiyasla enfeksiyon dongiisii

sirasmdaki 5. glinde (swrasiyla HEK- 293, SW-13 ve HMC'de p = 0,0087, <0,0001,
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0,0012) ve 7. giinde (swrastyla HEK-293, SW-13 ve HMC'de p <0,0001, <0,0001 ve
0,0180) ortalama 2 log artis gosterdi (Sekil 3.9.A). Viral yiik, ortalama 7 log
kopya/mL ile 5-7 giin arasinda zirveye ulast1 (sirastyla SW-13, HEK-293 ve HMC'de
ortalama 4,8 x 107, 4,0 x 107, 8,5 x 10° kopya/mL). Her bir zaman noktasmnda, hiicre
dis1 viral RNA, hiicre i¢i viral RNA'dan daha diisiiktii, ancak zaman i¢inde hem
primer hem de Oliimsiizlestirilmis insan hiicrelerinde benzer artis sergilendi (Sekil
3.9.B). 0. giin ile karsilastirlldiginda, HEK-293, 5. giinde (p-degeri 0,01 ve ortalama
6,7 x10° kopya/mL) ve 7. giinde (p-degeri 0,0005 ve ortalama 9,1x10° kopya/mL)
istatikstiksel olarak anlamli fark gosterdi. SW-13 hiicre hatti, inokulasyondan sonraki
3. giinde hiicre dis1 genom yiikiinde anlamli bir artis gosterdi (p-degerleri sirasiyla 3,
S ve 7 dpi'de 0,0002, <0,0001, <0,0001 ve ortalama 1,9 x 106, 1,7 x 10° ve 1,3 x 10°
kopya/mL) (Sekil 3.9.B). HMC hiicresi ayrica 5. giin (p-degeri 0,0258 ve ortalama
5,9 x 10° kopya / mL) ve 7 dpi'de (p-degeri <0,0004 ve 4,9 x 10° kopya/mL) 6nemli
bir artis gosterdi (Sekil 3.9.B).

A) Insan ve sigir bobrek hiterelerinde hiiere i1 viral RNA B) Insan ve sigir bobrek hiicrelerinde hiicre disi viral RNA

~
a
7]

2 10 kopya'mL. ortalama + SD)

gaCeEn
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S genom sayi

“ %) ] o A < O 0 g o
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| Insan ” Sigir | I Insan H Sigr J
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Sekil 3.9. 0, 1, 2, 3, 5 ve 7. giinde hiicre i¢i ve hiicre dis1t gRNA kopyalari ile tanimlanan KKKAV'a kars1 insan
ve sigir bobrek hiicre hatti duyarhhgi. Olgiimler iic kopya halinde alinmistir. Sonuglar hem hiicre i¢i hem de
hiicre dis1 viral RNA miktarin1 sunmaktadir. 1, 2, 3, 5 ve 7. giindeki ortalama viral yiikler, 0. giindeki (KKKAV
inokulasyondan 1 saat sonra) ortalama viral yiik ile karsilagtirildi. Viral yiikte dnemli artis sadece insan hiicre
hatlarinda  6lgiildii. A) Oliimsiizlestirilmis ve primer hiicre hatlarinda hiicre ici RNA miktari. B)
Oliimsiizlestirilmis ve primer hiicre hatlarinda hiicre dist RNA miktari. Tiim hesaplamalar log déniistiiriilmiis
viral yiiklere (kopya/mL) dayalidir. * p-degeri <0,05, ** p- degeri <0,01, *** p-degeri < 0,001, **** p-degeri
<0,0001.

Sigir bobrek hiicrelerinin hicbiri, deney sirasinda viral yiikte istatistiksel
olarak anlamli bir artis gdstermedi (Sekil 3.9.). insan hiicrelerine benzer sekilde sigir

hiicrelerinde, hiicre i¢i viral yiikler hiicre dis1 olanlardan daha yiiksekti, ancak
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farkliliklar anlamli bulunmadi (Sekil 3.9.A). Hiicre i¢i viral RNA yiikii zamanla
artarken (ve PSH'da azalirken), hiicre dis1 viral RNA ayn1 seviyede kaldi. Sigir
bobrek hiicreleri arasmda PSH, 3. giinde (ortalama 2,5 x 10° kopya / mL) bir tepe
noktasiyla en yiiksek hiicre i¢i viral yiikii gosterdi ve daha sonra 7. giinde (2,9 x 10°
kopya / mL) azaldi. MDBK hiicresinde 7. giin sonunda ortalama 3,9 x 10° ve BEK’te
ise 4,5 x 10° kopya/mL viral RNA yiikii saptandi. Hiicre dist RNA’nm MDBK ve
BEK'te 1. giin ve 3. giinde sirastyla 2,4 x 10° kopya/mL ve 1,7 x 10°> kopya/ mL
olmak {lizere maksimuma ulastig1 gézlendi (Sekil 3.9.B). PSH, 5. giin hari¢ ortalama

4 log viral yiik gostermistir.

Seri pasajlar sirasinda, birinci ¢ogalma dongiisiiniin sonunda dlciilen ortalama
viral yilk HEK-293’te, iigiincii pasaj sonunda 7,1 x 10’ kopya/mL'den 1,2 x 10
kopya/mL'ye yiikseldi (Sekil 3.10). SW-13 iigiincii pasaj sonuna ortalama 3,6 x 10’
kopya/mL’den ortalama 4,8 x 10° kopya/mL'ye ve HMC ise ortalama 5,1 x 10°
kopya/mL'den ortalama 4,0 x 10° kopya/mL'ye degisti. Ug seri pasaj sirasmda, tiim
sigir hiicre hatlarmda viral yiik en az iki log kopya/mL azaldi. Uciincii pasajda,
MDBK ortalama 1,7 x 10°> kopya/mL, BEK ortalama 6,7 x 10’ kopya/mL ve PSH
ortalama 7,5 x 10" kopya/mL KKKAV gRNA'ya sahipti.

Primer ve dliimsitizlestirilmis hiicre hatlarda scri pasajlar
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Sekil 3.10. Oliimsiizlestirilmis ve primer, insan ve sigir bébrek hiicrelerinde ii¢ seri pasaj yoluyla KKKAV'un
viral yiikii. Her hiicre hatti, sitopatik etki yaklasik %80'e ulasincaya kadar (oniki giine kadar) iic kez T25
siselerinde pasajland1. Ug tur donma-¢&ziilme isleminden sonra, hiicresel kahntilar 4°C'de 10 dakika boyunca
3000 rpm'de santrifiij edilerek uzaklastirildi ve iist sivi toplandi. Bu prosediir iki kez daha tekrarlandi. Virus, SW-
13 hiicrelerinde standart bir DKIDsy deneyi kullanilarak her bir pasaj arasinda titre edildi. Genomik viral yiik,
insan hiicrelerinde sadece 1 log dalgalamirken sigir hiicrelerinde 2 log'dan daha fazla azaldi. Tim
hesaplamalar log-doniistiiriilmiis edilmis viral yiiklere (kopya / mL) dayanmaktadir. Ortalama ve SD ii¢ kez
Olciilerek hesaplandi.
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3.6. LDH Test Sonuglar:

LDH tespit amaciyla, hiicrelere 0,1 moi'de virus inokule edildi ve sonraki ii¢
giin iginde sitotoksisite seviyeleri 6lgiildii. Insan ve sigir bobrek hiicrelerinde
sitotoksisite zamanla artmasina ragmen, sigir hiicrelerine kiyasla hem devamli hem
de primer insan hiicrelerinde daha yiiksek LDH aktivitesi degerleri tespit edildi
(Sekil 3.11). Devamli insan hiicre hatlarinda sitotoksisite diizeyi inokulasyonun
ticlincii giiniinde, HEK-293 ve SW-13'te sirasiyla ortalama %20,31 ve %18,72'ye
ulasirken, devamli sigir hiicre hatlarinda, MDBK'da ortalama %3,4 ve BEK’te
%71,9’a ulasti. Ortalama LDH seviyesi, primer insan HMC hiicrelerinde %41,62,
primer s1gir PSH hiicrelerinde ise %24,80 olarak hesaplandi. Hem insan hem de sigir
primer bobrek hiicreleri, oliimsiizlestirilmis hiicrelerden daha yiiksek sitotoksisite
orani sergiledi. Tukey’in ¢oklu karsilastirma testini kullanarak, 1. giinde SW-13 ile
MDBK (p-degeri=0,0224), 2. giinde HEK-293 ile BEK (p-degeri=0,0061) ve HEK-
293 ile MDBK (p-degeri=0,0019), SW-13 ile BEK (p-degeri=0,0183), SW-13 ile
MDBK  (p-degeri=0,0059) karsilastirildiginda  anlamli  farklar ~ bulundu.
Inokulasyonun 3. giiniinde, HMC ile PSH (p-degeri=0,0001), HEK-293 ile BEK (p-
degeri = 0,0035), HEK ile MDBK (p-degeri=0,0001) ve SW-13 ile BEK (p-
degeri=0,0122) ve SW-13 ile MDBK (p-degeri=0,0004) karsilastirildiginda anlamli
farklar oldugu gortldi (Sekil 3.11.).

KKKAYV ile enfekte primer ve dlumstizle®tirilmi® bobrek hiicrelerinde LDH aktivitesi
o 60-
J; -®- HMC =3 Gin1 Anlamh
g 504 —— SW-13 é SW-13 vs. MDBK =
o Giin 2 Anlamh
g 404 B HEK-203 HEK-293 vs. BEK
S »* -¥- PSH »»  |HEK-293vs. MDBK ~**
Z 0 7 . 63 [SW-13vs. BEK
i e - —+ BEK S |Sw-13vs. MDBK
Hoand o e g e i MDBK Giin3 Anlamli
2 G A g — ¢ HMC vs. PSH -
z F,.:-——"‘!_ = HEK-293vs. BEK ~ **
X 104 T L« HEK-293 vs. MDBK ~ ***
E e SW-13 vs. BEK X
g o T T T SW-13 vs. MDBK &

N a4 -]

KKKAYV enfeksiyondan sonraki giin

Sekil 3.11. KKKAV ile enfekte 6liimsiizlestirilmis ve primer insan ve sigir bobrek hiicrelerinde farkli zaman
noktalarinda LDH testi ile 6lgiilen hiicre sitotoksisitesi. Olgiimler {i¢ tekrarlama ile yapildi. Oliimsiizlestirilen ve
primer bobrek hiicrelerde KKKAYV enfeksiyonundan 1, 2 ve 3 giin sonra 0.1 moi virus enfeksiyonunda goriilen
ortalama sitotoksisite ytizdesi.
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3.7. Apoptosis ve Nekrosis Sonuclari

3.7.1. Akis Sitometrisi Sonuclari

Belirgin CPE ve hiicre oliimii 72-120 saat arasmnda gozlendigi i¢in
inokulasyon sonrasi 2. giin tiim apoptosis deneyleri icin kinetiklerin maksimum
zaman noktasi olarak tanimlandi. Hiicre kontrollere gére BEK hari¢ virus enfekte
hiicre hatlarmda nekrotik hiicrelerin sayis1 daha fazla bulundu (Cizelge 3.1., Sekil
3.12.). Sayisal olarak insan primer hiicreler diger biitiin hiicrelerden cok daha fazla
nekrotik degisimi gosterdi (%15,79°den %46,79’a artt1). Sigir hiicreleri arasinda en
bliylik farki primer s1g1ir hiicresi gosterdi (%11,78- %17,28). Elde edilen bu sonuclar
LDH test ile uyumlu bulundu. Cahsmada en yiiksek LDH sitotoksisitesi primer insan
hiicresinde (HMC) tespit edilirken, sigir hiicreleri arasinda ise en ¢ok etkilenen hiicre
primer si1gir hiicresi (PSH) oldu. Canli hiicrelerin sayis1t KKKA virus ile enfekte
biitiin hiicrelerde azald1 ancak en biiylik kaybt HMC gosterdi. Apoptotik hiicrelerin

say1s1 SW-13 hiicresi hari¢ virus ile enfekte diger tiim hiicrelerde yiikseldi.

Cizelge 3.1. Apoptotik, canh ve nekrotik hiicrelerin KKK A inokulasyondan sonraki 2. giindeki yiizde orani. HK:
hiicre kontrol, VK: virus kontrol.

PSH MDBK BEK SW13 HEK HMC

HK | VK | HK | VK | HK | VK HK | VK | HK | VK | HK | VK

Nekrotik
hiicreler | 11,78 1728 0,76 | 1,13 19,76 | 9,6 | 12,07 | 15,59|22,84|23,72|15,79| 46,79

Canh
hiicreler | 76,58 (67,52 (9696|9277 | 81,5 | 80,56 | 83,76 | 78,75| 68,11 | 63,78 | 78,34 | 44,79

Apoptoti
k
hiicreler | 9,72 | 11,07 | 1,49 | 5,95 | 8,28 | 9,58 | 1,93 | 0,84 | 7,72 | 11,72 | 4,06 | 7,21

77



HMC

Hiicre kontrol

T
e s
i | & :
i 2 H
s a0
=] o ;
b e
n = —
b e s ]
o Py
= &
= E
i :
X H
harns
T
S
- e "7
- _;
g ﬁ < 2
A b
o a7z hese e,
; FicH
XN v o corpenrated]
e ‘ - 15 "™
. %
& ! 3 £ ]
g 2 < £
o, ‘ o | s
Ay e T o] e

Virus kontrol

Virus kontrol Hiicre kontrol

Sekil 3.12. KKKAYV ile enfekte primer ve 6liimsiizlestirilmis insan ve sigir bobrek hiicrelerde 2 giinde Caspase-
3/7 bagh apoptosis ve nekrozis sonuglari. Olgiimler ile CytoFLEX Flow Cytometer (Beckman Coulter) yapildi.
Kompanzasyon kontrol olarak tek boyali (hem Caspase 3/7 hem AADvanced Dead Cell Stain), otofloresans
kontrol olarak boyasiz hiicreler kullanildi. Akis sitometre cihazinda 530/30 BP filtresi ve 690/50 BP filtre

kullanilarak 6l¢iim yapildi.

3.7.2. Annexin V-FITC Apoptosis Sonuclari

Hiicrelerdeki apoptosis ve nekrosis gelisimi akig sitometrisinin yani sira,

floresan mikroskopu kullanarak da Annexin V-FITC Apoptosis Kit (FineTest) ile

enfeksiyonu izleyen ikinci giinde incelendi. Hiicrelerde virus iiremesine baghh CPE

olusumundan 6nce apoptosis ve nekroz tespit edildi. Sigir kdkenli hiicrelerdeki IIF

testi bulgularina benzer sekilde, apoptosisin ve nekrozun, virus plak alanlarinda

smirl olarak kaldigi izlendi (Sekil 3.13.).
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Sekil 3.13. Hiicrelerdeki apoptosis ve nekrosis gelisimi KKKAV enfeksiyonun ikinci giiniinde Annexin V-FITC
Apoptosis Kit (FineTest) ile test edildi. 1) HMC virus kontrol 2) HMC hiicre kontrol 3) SW-13 hiicre kontrol 4)
SW-13 hiicre kontrol 5) HEK-293 virus kontrol 6) HEK-293 hiicre kontrol 7) PSH virus kontrol 8) PSH hiicre
kontrol 9) MDBK virus kontrol 10) MDBK hiicre kontrol 11) BEK virus kontrol 12) BEK hiicre kontrol.
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3.8. MiRNA Array Sonuclar:

Arastirma 0rneklerinden elde edilen miRNA’larin miktar1 0,5-1,5 pg/ul arasinda
saptandi. Miktarmm belirlenmesi i¢cin yapilan testte 6ncii miRNA’dan, kit
kapsamimnda 6nerildigi iizere, 500 ng kullanildi. Array analizin erime (melting) egrisi

ve amplifikasyon egrisi beklendigi sekilde ¢ikti.

Gen ekspresyon profilleri enfeksiyon siiresi boyunca farklilik gosterdi, O.
giinde her iki hiicre hattinda sadece i1limli, 7. glinde daha belirgin degisiklikler
gozlemlendi (Cizelge 3.4). Ek olarak, insan hiicre hattindaki enfeksiyon, enfekte
olmamis kontrollere kiyasla, yukar1 dogru (artan) regiilasyon gosteren gen sayisi
daha fazla saptandi. Sigwr hiicrelerinde bunun tersi, daha fazla asagr dogru
regiilasyona neden oldu. Enfeksiyonla cakisarak en az 2 kat artan genlerin alt

kiimesi, spesifik degisiklikleri gdsteren ileri analizin odak noktastyd1 (Cizelge 3.4.).

KKKAV enfeksiyonunu takiben p <0,05 ve degisimin en az 2 kat olmasi
kriterleri kullanilarak inceleme yapildigimda, HMC hiicresinde 0. glinde 7 farkli
oranda eksprese edilmis miRNA elde edildi. Bu miRNA'larin tiimiiniin yukar1 dogru
(artan) regiile oldugu goézlendi. Ayni1 hiicrede 7. Giinde ise yapilan degerlendirmede
149 miRNA’nin farkli olarak ifade edildigi, bunlardan 6 miRNA’nm asagr dogru
(azalan) regiile ve 143 miRNA’nin yukar1 dogru (artan) regiile edildigi saptandi.
Aksine, PSH'de KKKAYV ile enfeksiyonu takiben, 0. giinde 3 miRNA asagi dogru
(azalan) regiile olurken 8 miRNA’nin yukari dogru (artan) regiile oldugu gozlendi.
Ayni1 hiicrede 7. giinde 7 miRNA’nm farkh sekilde eksprese edildigi ve hepsinin
asag1 dogru (azalan) regiile oldugu kaydedildi (Sekil 3.14., Ek 3).
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Sekil 3.14. Insan (A) ve sigir (B) primer bdbrek hiicrelerde 0. ve 7. giin enfeksiyonun farkh eksprese edilmis
miRNA’larin volcano plotu ve secilen 6rnek miRNA’larin bar grafigi. A) 0 giin HMC, B) 7 giin HMC, C) 0 giin
PSH, D) 7 giin PSH. Sinmir = 1.5; p <0,05; Belirsiz miRNA'lar analizden ¢ikarild1.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda primer insan ve sigir hiicrelerinde
enfeksiyonun bagladigi an ve enfeksiyonun 7. giinde tespit edilen miRNA ifade
degisiklikleri Cizelge 3.2’de 6zetlendi.
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Cizelge 3.2. KKKAYV enfeksiyonu sirasinda dnemli 6l¢iide farkl sekilde ifade edilen miRNA'lar.

Bilinen farkl sekilde ifade edilen | Yeni, farkh sekilde ifade edilen
miRNA'lar miRNA'lar
Karsilastirma
Toplam Artan Azalan Toplam Artan Azalan
HMC 0. giin - - - 7 7 0
HMC 7. giin 15 13 2 134 130 4
PSH 0. giin - - - 11 8 3
PSH 7. giin - - - 7 0 7

3.9. Farkl Olarak ifade Edilen MiRNA'larin Ongoriilen Hedeflerinin

Gen Ontoloji ve Pathway Analizleri

Potansiyel gen ekspresyon aglarin1 belirlemek amaciyla, KKKAV
enfeksiyonunu takiben HMC ve PSH hiicrelerindeki transkripsiyonel yanit arastirildi.
In Silico analizinde, Reactome Pathway Database (www.reactome.org) ve
PANTHER (http://www.pantherdb.org/) kullanilarak viral enfeksiyonu takiben
belirli hiicresel yolaklarda zenginlestirilmis farkli sekilde eksprese edilen genler
belirlendi (Cizelge 3.3.). KKKAV enfeksiyonuna yanit olarak farkli sekilde eksprese
edilen miRNA'larin olast rollerini agiklamak i¢cin, bu miRNA'larin potansiyel
hedefleri, HMC hiicrede TargetScan, miRDB ve DIANA programlari ile, PSH’da
TargetScan ve MiRanda ile tahmin edildi. Her miRNA i¢in yalnizca bahsedilen
programlar tarafindan tanimlanan ve ilk cakisan hedef genler dikkate alindi (Cizelge
3.3., Sekil 3.15.).

Cizelge 3.3. Farkli olarak ifade edilen miRNA’larin, yolaklarinda etkin olabilecekleri hedef genlerin listesi.

Karsilastirma | Artan yonde regiile olanlar Azalan yonde regiile olanlar

HMC 0. giin TOP1, TMEM65, ABL2, FAM76A, IFNA4 -

GALNT3, SLC35F1

HMC 7. giin FBXW7, KCNJ15, BRWD1, MACC1 CCDCS58, ZNF225, LIN28B,

ZNF367, RAB4A, HSPBS8
SLC37A3, GIPC3, TCF4, TOP1, CLOCK,

TMEMS68, TLX1, CRK, TRPC1, ADM,
LIN28B, DLX1, EIF4G2, TPTE, KCNC2,
ICOS, UBE2D1, ZNF213, ELOVL6, RORA

SLC50A1, NIPALI, MROH2A, KLF15,
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IGLL1, UBE2D1, KLHDC1, CD69, NGLY1,
MSR1, ZNF138, CCDC148, YARS2, TMED2,
NPAS3

HORMADI, ZNF225, TMED7-TICAM2,
HOXAI, MDGA2, KANSLIL, HBPI,
SLC44A1, CD69

NFATCI1, RALA, DHX15, SH3BGR,
TMEM33, CCDC18, MAPK®9, INSIG2,
TNKS2, PTRHDI1, LATS2, TLX3, HDGF,
KAT6B, TIMMY, ZEB1, STC1, GALNTLS,
FAF1, TAF1D, NDUFAS, ZNF827, FBXO3,
HAVCRI1, CPNE2, APIS5, LHFP, ARID3B,
MXI1, MDM4, EBF2, CD9, CASP7, SYT2,
GJAI, TOMM40, CCNLI1, LIN7A, AGO3,
REGIA, TRIM44, RMNDSA, MGA, GNG13,
RORA, AFF4, PDPN, FASLG, RORA, SYT2,
KCTD9, ZBTB18, CDC14B, MAPREI,
SNX18, XRCC4, ZIC3, TMEM212, FBXO3,
CROT, RBM41, CDKS, BICC1, CEBPB,
NEURODI1, RFC1, DSCAM, SLITRK2,
CAMK2B, TIMMI17A, FGL2, GIPC3, STC1,
WDFY3, FBXO34, GALNTL6, GPR137C,
TBC1D15, FLRT2, CROT, TGIF2, CROT,
ARPP19, ZDHHC21, TNFSF14, SLAINI,
FGF7, TGFBR2, SMC3, PLEKHO2, ARID4B,
RNF112, NPTX1, MAMLI1, CLEC1A, MCTP1,
TBC1D19, SNX8, PIGA, SLC14A1, SMCO3

PSH 0. giin

MET, MUC19, DPY30, CD97, SLC37A4,
AP003774.4,ZMYNDI15, ZNF331

SLC25A22, IKZF4, CYP3AS

PSH 7. giin

UTP14C, LITAF, INO8OD,
NRARP, PRSS46, SRSF3,
MCF2
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Current Settings:

Query Filename: S4mirna.fasta
Reference Filename: 54gene.fa

Gap Open Penalty: -9.000000

Gap Extend Penalty: -4.000000

Score Threshold: 140.000000

Energy Threshold: 1.000000 kcal/mol
Scaling Parameter: 4.000000

Read Sequence:bta-mir-17-3p|MIMAT@@@3816 (20 nt)
Read Sequence:4 dna:primary_assembly primary_assembly:ARS-UCD1.2:4:51621740:51736252: -1
(114513 nt)

Forward: Score: 160.000000 Q:2 to 13 R:31376 to 31395 Align Len (11) (100.00%) (100.00%)
Query: 3" uguucacgGAAGUGACGUCa 5*
[LTETTT
Ref: 5" cttcctaaCTTCACTGCAGa 3°
Energy: -20.629999 kCal/Mol

Scores for this hit:
>bta-mir-17-3p|MIMATO003816 4 160.00 -20.63 2 13 31376 31395 11 100.00% 100.00%

Sekil 3.15. Kullanilan miRanda algoritmasinin 6rnek olarak segtigimiz bta-miR-17-3p ile GO sonucu.

Enfeksiyondan sonra degisen biyolojik siire¢cler PANTHER programa gore
Sekil 3.17-3.19'ta, Reactome programa gore Ek 4-9.’da gosterildi. Genel olarak ifade
profilleri, antiviral yanitm indiiksiyonunu gésterdi. Ilging bir sekilde, gen ekspresyon
profillerinin her iki hiicre hattinda da benzer oldugu, her iki zaman noktasinda ortak

yollara sahip olduklar1 ancak zit yonde regiilasyon gosterdikleri tespit edildi.

GO analizi biyolojik islem, protein sinifi ve yolak kategorileri ile de
karsilastirildi. Sonuglar, KKKAV enfeksiyonu swasmda HMC ve PSH'daki
miRNA'laridan bu kategorilere gore kapsamli bilgi sagladi. Arastirmada kullanilan
iki analiz yazilimmm (Reactome ve PANTHER) birbirleriyle benzer sonug verdigi
gozlendi. Elde edilen sonuglar ana kategorilerine gore siniflandirildiginda; soz
konusu proteinlerin patogenez ile ilgili yollar (immiinoloji, apoptozis ve biyolojik
oksidasyon, trombosit), olgunlasan endozomlar yoluyla penetrasyonu/viral girisi,
hiicreden hiicreye etkilesimi, DNA/RNA replikasyonu, molekiiler saati, ndurolojik
hastaliklar ve NOTCH1-yolu gibi siireclerde gorev aldiklar: tespit edildi (Cizelge
3.4.).
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Cizelge 3.4. KKKAV ile enfekte primer insan ve sigir hiicrelerinde 0. ve 7. giinlerde azalan (|) ve artan (1)

sekilde regiile edilen yolaklarin ana kategorileri.

insan (HMC) Sigr (PSH)
Kategori 0 dpi T dpi 0 dpi T dpi
miRNA hefef gen etki miRNA hefef gen etki miRNA hefef gen etki miRNA hefef gen etki
Patogenez
hsa-miRt-197-3p ITNAS hsa-miR-619-3p MAPKS bta-miR-T08 | SLCITA4
124-3p NFATCI
Smunopatigenes ' hsa-milt-361-3p CAME2B i |
hsn-miR-434-3p LTINS EL
hsa-miR-651-5p TPTE
hsa-miR-373-3p TUFBR2
hsa-miR-34c-5p MM hsa-miR-12%-5p |VENTXile AGO3 hta-miR- 185 [KZF4 ha-let-Ta-3p TNOROD
hsa-miR-369-3p CEBPB bta-miR-197 CYPIAS
hsa-miR-299-3p TCF4
Apoptoz oksidatif stres 1 hsa-miR-548d-3p UBE2DL * 1 1
hsa-miR-590-5p FASLG
hsa-miR-335-5p CASPY
hsa-miR-619-3 MAPKS
Trivmhosit IFNAS 4 hsa-mil-126-3p ISP T8 | his-miR-493 DPY3i 1
Penetrasyonfviral gecls hsa-milt-§83-3p GALNT 3 T hsa-mift-618 KLNE2 ! bta-miR-370 | MUCIY |
Hiicreden hiicre etkilesimi hsa-miR-299-3p TCF4TCFILI ] bta-miR-303 coay i
DNA/RNA replikasyon hsa-miR-382-3p TOPI " lsn-miR-3182-5p TOPI i btg-miR-345-5p| UTPI4C |
hsa=mil-343-3p RFC1 Dta-mil-386 SIAF3
hsn-miR-513-3p CLOCK.
Muolekiiler saat hsa-miR-376a-3p KLF15 1
hsa-miR-548a-3p RORA
Neurolojik hastaliklar ol paey 1
hsa=miR-23a-3p ZMNF225
hsa-mil-223-3p FBXWT
NOTCHI1 -yolu hsz-miR-567 CDKS 1
hsa-miR-133a-3p MAMLI

86



Detaylar incelendiginde, KKKAYV ile in vitro sartlarda yapilan enfeksiyon
sonrasinda Immiinolojik yolaklarda, onemli degisiklikler kaydedildi. Pro-
inflamasyon yolunu etkileyen yollarm primer insan hiicresinde oncelikle yukari
dogru, sigir hiicrelerinde ise asagi dogru regiile oldugu izlendi. Reactome analiz
program sonuclara gore, insan mesangial hiicresinde 0. giinde (Ek 4.) insan TRAF6
aracih IRF7 aktivasyonu ve DDX58 (RIG-I) / IFIH1I (MDA-5) aracili interferon-
alfa/beta indiiksiyonu (hsa-miR-197-3p), MAPKDO ile indiiklenen Toll-reseptor sinyal
yolunun ise (hsa-miR-619-3p) 7. giinde (Ek 6.) yukar1 yonde (artan) regiile edildigi
goriildii. Ayrica, enfeksiyonun ge¢ doneminde B hiicresi aktivasyonu, T hiicresi
aktivasyonu, inflamasyon ve interferon gama yollarinm yukar1 yonde regiile oldugu
gozlendi (Ek 6.). PANTHER ara yiiziinden elde edilen sonuclar, Reactome analizine
benzer sekilde, ‘B hiicre aktivasyonu’ (hsa-miR-619-3p ,hsa-miR-124-3p) (P00010),
‘kemokin ve sitokin sinyal yolunun aracilik ettigi inflamasyon’ (hsa-miR-361-3p,
hsa-miR-124-3p) (P00031), ‘insiilin/IGF yolu-protein kinaz B sinyalleme kaskadr’
(hsa-miR-454-3p, hsa-miR-651-5p) (P00033), ‘Interferon-gama sinyal yolu’ (hsa-
miR-619-3p) (P00035), “Toll reseptor sinyal yolu’ (hsa-miR-619-3p) (P00054), ‘T
hiicresi aktivasyonu’ (hsa-miR-124-3p, hsa-miR-619-3p) (P00053) ve ‘TGF-beta
sinyal yolu’ (hsa-miR-373-3p) (P00052)) iizerinde etkili olarak bulundu ($ekil 3.17).
Apoptoza bagli olarak, MDM4 geniyle (hsa-miR-34c-5p) ilgili TP53
ekspresyonunun ve degradasyonunun regiilasyonu, p53'iin stabilizasyonu, p53'e bagl
G1 DNA Hasar Yanit1 ve p53'e baghi G1/S DNA hasar kontrol noktas1 yollarmin,
insan hiicrelerinde 0. giinde artan sekilde degistigi gozlendi (Ek 4.). PANTHER
analizi de benzer sekilde, ‘apoptoz sinyal yolu’ (P0O0006), ‘oksidatif stres tepkisi’
(PO0046), ‘pS53 yolu geri bildirim dongiileri 17 (P04392), ‘p53 yolu geri bildirim
dongiileri 2° (P04398), ‘p53 yolu’ (P00059), ve ‘Ras yolu’nun artan sekilde regiile
edildigini gosterdi (Sekil 3.16). Ayrica, TP53'ten bagmsiz sekilde apoptozu
indiikleyen VENTX ile AGO3, CEBPB, TCF4, UBE2D1 genleri (sirastyla hsa-miR-
129-5p, hsa-miR-369-3p,  hsa-miR-299-3p, hsa-miR-548d-3p) ile ilgili
transkripsiyonel diizenlemelerin 7. giinde yukar1 dogru regiile oldugu saptandi (Ek
6.). Inokulasyonu izleyen 7. giinde insan hiicrelerinde, hiicre 6liimii genlerinin
(FASLG (hsa-miR-590-5p)) FOXO aracili transkripsiyonu, CASP7 (hsa-miR-335-
5p) ve MAPKO9 (hsa-miR-619-3p) indiiklii apoptoz ve oksidatif stres yanit yollar1 ve
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oksidatif stresin indiikledigi hiicresel yaslanma yolunun yukari dogru regiile edildigi
tespit edildi (Ek 6.). Patogeneze ek olarak rol oynayabilen vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF veya VEGF-A) reseptorii ile birlikte VEGFR2 (HSPB8 gen
ve hsa-miR-126-5p), insan hiicrelerinde enfeksiyon sonrasi 7. giinde azalan yonde
degisim gosterdi (Ek 5.). Ayrica, KKKAV patolojisinde rol oynayan trombosit
yolaklar1 ile ilgili genlerde de biiyiik Ol¢iide degisiklikler izlendi. IFNA4 gene (hsa-
miR-197-3p) bagli megakaryosit gelisimi ve trombosit iiretimi ve hemostaz

yolaklarmm HMC'de 0. giinde yukar1 dogru regiile oldugu goriildii (Ek 4.).

Primer sigir bobrek hiicrelerinde KKKAV enfeksiyonuna karsi dogustan
gelen bagisikhk yamiti, SLC37A4 (bta-miR-708), ndtrofil homeostazinda rol
oynayan geni iligkili hastalik yollarinmn yukar1 yonde regiile oldugu tespit edildi (Ek
8.). Notrofiller, hiicresel bilesenler iizerinde oksidatif hasari tetikleyen ve hiicre
Olimiine neden olan hiicrelerdir. Bu asamada, nétrofiller, iltihapli bdlgeleri
temizledikten sonra makrofajlar tarafindan apoptoz ve sindirime ugrar. Sigir
hiicrelerinde 0. giinde IKZF4 (bta-miR-185) geni ile P450 enzimi (CYP3AS5 geni
(bta-miR-197)) araciligiyla biyolojik oksidasyonun ve cok uzun zincirli yag
asitlerinin Beta oksidasyonunun azalan yonde degistigi tespit edildi (Ek 7.). Ek
olarak, INO80OD'ye bagli (bta-let-7a-3p) GG-NER'de DNA Hasar Tanima, Global
Genom Niikleotid Eksizyon Onarimi ve Deubiquitination, ve MCF2 gene bagh
NRAGE, NRIF ve NADE araciligtyla hiicre 6limii sinyallemesi; p75 NTR reseptor
aracili sinyallesme; Rho GTPaz déngiisii ve Oliim Reseptor Sinyal yollari sigir
hiicresinde 7. giinde azalan yonde degistiler (Cizelge 3.13). Enfeksiyon sonrasi 0.
giinde sigir kokenli primer hiicre kiiltiirlerinde, DPY30 gene (bta-miR-493) bagh
RUNXI1 megakaryosit farklllasmasinda ve trombosit fonksiyon yolunda rol
oynayan genler, insan hiicrelerinde gordiiglimiiziin tersi olarak, yukar1 dogru regiile

edildi (Ek 8.).

KKKAV olgunlasan endozomlar yoluyla penetrasyonu insan ve sigir
hiicrelerinde birbirine ters regiilasyon gosterdi. Calismamizda, KKKAV'un insan
mezangial hiicrelerinde miRNA mekanizmas1 araciligiyla 0. giinde Polypeptide N-
Acetylgalactosaminyltransferase 3’iin (GALNT3 (hsa-miR-885-5p)) ekspresyonunu
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yukari dogru diizenledigi goriildii (Ek 4.). GALNT3 virionlarin hiicre yiizeyine
adsorpsiyonu i¢in kritik oldugu bilinmektedir. Dahasi, 7. giinde potasyum kanallar1
insan hiicresinde ATP'ye duyarli ige dogru dogrultucu potasyum kanali 15 (KCJ15
gen) ve potasyum voltaj kapili kanal alt ailesi C iiyesi 2 (KCNC2 gen (hsa-miR-
618)) ile yukar1 dogru regiile edildi (Ek 4.). PANTHER software ile ‘membran trafik
proteini’ (PC00150), ‘transmembran sinyal reseptorii’ (PC00197) ve ‘tastyicr’
(PC00227)) yollar 7. giinde yukar1 dogru regiile oldu (Sekil 3.18). Bunun tersine,
enfeksiyonun 0. giinlinde sigir hiicrelerinde, MUC19 (bta-miR-370) ile iliskili
GALNT3 kusur/mutant yollar1 ve O-glikan biyosentezinin sonlandirilmasi, ters bir

yol mekanizmasi oldugunu gostermektedir (Ek 8.).

CD97 (bta-miR-505) transmembran sinyal reseptorii, enfeksiyon sonrasi 0.
giinde PSH'de yukar1 dogru regiile edildi (Ek 8.). Bunun aksine, T hiicre faktore
(TCF4/TCF7L1 (hsa-miR-299-3p))’e bagli Kanatsiz/entegre (WNT) yolu inhibe
edici yol, enfeksiyon sonras1 7. glinde insan hiicrelerinde yukar1 dogru regiile oldu

(Ek 6.) (PANTHER de ‘WNT sinyal yolu’ (P00057) (Sekil 3.17.)).

DNA replikasyonu ve niikleik asit baglayict protein geni (TOP1 (hsa-miR-
382-5p)) hem 0. hem de 7. giinde, Replikasyon faktorii C1 (RFC1 (hsa-miR-345-5p))
geni ise 7. glinde HMC'de yukari regiile edildi (Ek 4 ve 6). PANTHER ’de HMC” 0.
giinde ‘gene 6zgii transkripsiyonel diizenleyici’ (PC00264), ve ‘niikleik asit baglayici
protein” (PC00171), ‘DNA replikasyon yolu (P00017), HMC 7. giinde ise
transkripsiyon ile iligkili proteinleri ‘gene 0Ozgii transkripsiyonel diizenleyici’
(PC00264), ‘niikleik asit baglayict protein’ (PC00171), ‘translasyon protein’
(PC00263) yukar1 dogru regiile oldugu izlendi (Sekil 3.17.). Buna karsilik, PSH
hiicresinde 7. giinde, cekirdekte ve sitozolde UTP14C (bta-miR-345-5p) ile iligkili
rRNA modifikasyonu, niikleolusta ve sitozolde rRNA islemenin ana yolu, ¢ekirdekte
ve sitozolde rRNA isleme ve rRNA isleme yollar1 azalan yonde regiile oldu (Cizelge
3.13.). Ayrica, Kapakl Intron Iceren Pre-mRNA, mRNA Ekleme, RNA Polimeraz 11
Transkripsiyon Sonlandirmasi, Intron Iceren Transkriptten tiiretilen Olgun
mRNA'nmn Tagmmasi, Olgun Transkriptin Sitoplazmaya Tasmmasi, RNA
Metabolizmas1 ve mRNA Eklemesinin SRSF3 (bta-miR-486) ile ilgili Islemesi-
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Baglica Yollar 7 giinde azalan yonde regiile edildi (Ek 9.). PANTHER de gene 6zgii
transkripsiyonel diizenleyici (PC00264) ve ‘niikleik asit baglayict protein’
(PC00171) 7. giinde yine azalan ydnde regiile edildi (Sekil 3.18). Insan bobrek
hiicrelerinde hiicresel faktorler, KKKAV genomunun transkripsiyonuna ve
replikasyonuna katkida bulunurken, sigir bobrek hiicrelerinde hiicresel rRNA isleme
ve mRNA splicing mekanizmalarm, viral replikasyonu kisitlayabilecek sekilde

azalan yonde regiile oldugu gozlendi.

Elde edilen sonuglara gore, sirkadiyen saatle ilgili ii¢ adet gen, CLOCK,
KLF15 ve RORA (hsa-miR-515-3p, hsa-miR-376a-3p, hsa-miR-548a-5p) HMC'de
7. giinde yukar1 dogru regiile edildi (Ek 6., Sekil 3.17.). Boylece bu veri, insan
hiicrelerindeki KKKAV'un replikatif dongiisiinii insanin molekiiler saat isleyisine

baglayabilecegini/degistirebilmesini gosteren ilk veri olarak sonuldu.

Insan primer mesangial hiicrelerinde enfeksiyon sonrasi 7. giinde, Parkinson,
Alzheimer ve Huntington hastah@ gibi MAPK9 (hsa-miR-619-3p) ile ilgili
norolojik hastalik geni yukar1 yonde regiile olurken ve ZNF225 gene (hsa-miR-23a-
3p) bagli noronal biiylime faktdrii (NGF) ile uyarilan transkripsiyon asagi dogru
regiile oldu (Ek 6., Sekil 3.17.).

Kanserde NOTCHI ile Sinyallesme, NOTCHI1 ile Sinyallesme, Kanserde
FBXW7 Fonksiyon Kaybi ve Kanserde NOTCHI1 Sinyali, Kanserde FBXW?7
Mutantlar1 ve NOTCH1, NOTCH1 Hiicre I¢i Alan Transkripsiyonu, NOTCH1 PEST
Alan Mutantlar1 ile Yapisal Sinyallemeyi ve NOTCH1 HD + PEST Domain Yapici
Sinyallemeyi Mutantlar, FBXW7, CDK8 ve MAMLI1 (hsa-miR-223-3p, hsa-miR-

567, hsa-miR-133a-3p) genleri araciligiyla HMC'de 7. giinde artan yonde degistigi
tespit edildi (Ek 6. ve Sekil 3.17.).
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Sekil 3.16. 0. giinde artan ve azalan yonde regiile edildigi gosterilen miRNA hedef genleri icin Gen Ontoloji
zenginlestirme terimleri. Zenginlestirilmis biyolojik islemler (A), iretilen protein simfi (B) ve farkh sekilde
eksprese edilen miRNA'larin varsayilan hedeflerinden KEGG yolak analizi (C) pie chart’lari.
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Sekil 3.17. 7. giinde artan yonde regiile oldugu gozlenen miRNA’larin hedefleyen genleri i¢in Gen Ontoloji
zenginlestirme terimleri. Zenginlestirilmis biyolojik islemlerin (A), Protein sinifilarin (B) ve Yolaklarin (C)

dagihm.
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Sekil 3.18. 7. giinde azalan yonde ifade edilen varsayilan miRNA hedefleri i¢in Gen Ontoloji zenginlestirme
terimleri. Zenginlestirilmis biyolojik siireclerin (A), ve farkh simiftaki miRNA'larin varsayilan hedeflerinden
tiretilen protein sinifi (B) 'nin dagilim.

u hucleic acid binding protein
u scaffold/adaptor protein

3.10. QPCR ile miRNA Array Sonuclarin Dogrulamasi

Microarray verilerimizi dogrulamak amaciyla hsa-miR-382, hsa-miR-455,
hsa-miR-197, bta-miR-370, bta-miR-1249, bta-miR-345 dahil olmak tizere alt1 farkli
ifade edilmis miRNA gRT-PCR analizi i¢in segildi. Farkli teknolojilerin kullanimi1
nedeniyle sonuglarda bazi farkliliklar olmasma karsin genel olarak qRT-PCR ve

microarray sonuglari arasinda genel bir tutarlilik gézlemlendi (Sekil 1.19.).
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Sekil 3.19. Farkli eksprese edilmis miRNA'larin qRT-PCR validasyonu. MiRNA array ve qRT-PCR'den elde
edilen diferansiyel olarak eksprese edilen miRNA'larin karsilastirilmasi, iki platformun iyi bir korelasyon

sergiledigini gosterdi. Veriler, ii¢ biyolojik kopyadan alinan ortalamalardir.
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4. TARTISMA

Bu calismada, KKKAYV enfeksiyonunun erken ve gec donemlerdeki hiicresel
iligkileri arastirmak i¢cin miRNA analizi ile bunlarm gorev aldigi hiicresel genlere
iliskin yolaklar yorumlandi ve insan ve sigir primer bobrek/mesangial hiicrelerinde

miRNA iliskili birgok yolakta 6nemli degisiklikler oldugu tespit edildi.

4.1. KKKAYV Enfekte Insan ve Sigir Hiicrelerin Patogenezisi

KKKAV’un insan ve diger memeli konakg¢1 hiicrelerindeki patogenezi biiyiik
Olgtide farklidir. Sonuglarimiza gore, bu farkliliga en ¢ok katkida bulunan faktorler,

bagisiklik ve apoptotik/oksidatif stresi etkileyen genlerdir.

4.1.1. Immunopatogenez: KKKAYV ile Enfekte Insan Hiicresinde Dogal
ve Humoral Bagisikhk Sistemi Indiiklenirken Sigir Hiicresinde

Baskilanmaktadir

Hem dogustan gelen hem de adaptif immiin yanitlar, KKKAV'a karsi
korumada 6nemli rol oynamaktadir: KKKAYV i¢in bugiine kadar 6liimciil tek hayvan
modeli, fonksiyonel dogal immiin yanitlar1 olmayan (immiinolojik olarak
baskilanmis) hayvanlardir (Bereczky ve ark., 2010). Insan modelinde, KKKAV'un
siddeti, artan viral yiikk ve yayilma, diisiik antikor titreleri, kanama, yiiksek
proinflamatuar sitokin seviyeleri (6rn., Timor nekroz faktorii o (TNF-a), interlokin 6
(IL-6)) ile iligkilidir. Yapilan birka¢ calismada, bu proinflamatuar sitokinlerin yiiksek
serum seviyeleri, KKKA hastalarinda hastalik siddetini gosteren prognostik faktorler
olarak tanimlanmistir (Bente ve ark., 2010; Saksida ve ark 2010). Ciddi vakalarda,
sitokinlerin asir1 salinmasi, endotel lizerinde toksik etkilere yol agarak vaskiiler
gecirgenligin artmasina, vazodilatasyona, ¢oklu organ yetmezligine ve soka neden
olur (Akinci ve ark., 2013). Dogustan gelen bagisiklik yanitinin aktivasyonu, orn.
Toll benzeri reseptorler (TLR'ler), retinoik asitle indiiklenebilir gen I (RIG-I; ayrica
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DDX58 olarak bilinir) ya da melanom farklilagsmasi ile iligkili gen 5 (MDA-5; IFIH1
olarak da bilinir), iltihaplanma ve adaptif bagisikligin indiiksiyonunda rol oynayan
hiicreleri toplayan ve aktive eden sinyallerin yani sira, pro-inflamatuar sitokinlerin ve
interferonlarin iiretimine neden olur. Interferonlar (IFN), birka¢ farkli mekanizma
yoluyla inflamasom aktivasyonuna katkida bulunabilir (Bolivar ve ark., 2018§;
Kopitar-Jerala, 2017). Monositler veya noétrofiller gibi immiin hiicre alimi,
inflamasyonla iligkili patolojilerin ilerlemesinde énemli bir adimdir. Sonuglarimiza
gore, insan mezangial hiicrelerinde 0. giinde insan TRAF6 aracili IRF7 aktivasyonu
ve DDX58 (RIG-I) / IFIHI (MDA-5) aracili interferon-alfa/beta indiiksiyonu artan
yonde regiile edilmektedir (Ek 4.). Interferon diizenleyici faktor 7 (IRF7), IRF3 ile
birlikte tip I IFN (IFNo/B) yanitlarmm anahtar diizenleyicileridir (Ning ve ark.,
2011). IRF-7'nin ifadesi ve aktivasyonu, birka¢ IFN-a alt tipinin sentezini baslatan
bir pozitif geribildirim dongiisiine yol acar. Ek olarak, transkripsiyon faktorleri NF —
kB (RIG-I, MDA-5 ve dsRNA'ya bagimli kinaz PKR tarafindan aktive edilenler)
IFN gen ekspresyonunu arttirmak i¢in tetiklenir (Weber ve Mirazimi, 2008). IFN-I
yetersiz farelerin Ddx58 / RIG-1, MYD88 ve Ifihl / MDA-5 gibi ¢esitli IFN-I yanit
faktorlerin transkriptlerinde 6nemli artiglar ifade etmesi bizim ¢alisma sonuclarimiza
benzerlik gostermektedir (Garrison ve ark., 2019; Habjan ve ark., 2008). Dahasi,
calismalar, TLR8 ve TLR7'nin KKKA hastaliginin klinik sonuglarinda énemli bir rol
oynadig1 da gostermistir (Arslan ve ark., 2015; Engin ve ark., 2010). Bu tez
calismasinda, MAPKO9 ile indiiklenen Toll-reseptor sinyal yolu, 7. giinde insan
hiicrelerinde artan yonde regiile olmustur (Ek 6., Sekil 3.17). Sonug¢ olarak,
gozledigimiz antiviral yanit insan hiicrelerinde, proinflamatuar sitokinlerin ve
kemokinlerin artmis seviyeleri, patolojik hastalarda go6zlenen inflamasyona,
endotelyal hastaliga ve immunopatolojisine yol agtigmi ileri siiriilebilmektedir. Buna
karsm, sigir bobrek hiicrelerinde KKKAYV enfeksiyonuna karsi erken dogustan gelen
bagisiklik yanit1 olarak, SLC37A4 geniyle iliskili hastalik yollar1 yukar1 dogru regiile
edilmistir (Ek 8.). Glikoz-6-fosfat translokaz (G6PT) olarak da bilinen SLC37A4,
notrofil homeostazinda rol oynamaktadir (Jun ve ark 2010). Enflamatuar bir uyariya
yanit  olarak  noétrofiller, hizli  bir  sekilde  aktive  olurlar  ve
enfeksiyon/yaralanma/iltihap bdolgesine go¢ ederler. Sitokin ve kemokinlerin

salmmasiyla nétrofiller, enflamatuar kademeyi giliclendirir ve bagisikligin diger
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hiicrelerini bolgeye ¢ekerler. Fagosite edilen patojenleri 6ldiirmek i¢in reaktif oksijen
tiirleri (ROS) iiretilir ve fagozoma salinir (De Bondt ve ark., 2020). Notrofiller,
sitokinler ve ROS araciligiyla hem iltithap hem apoptoz yoluyla doku hasarina neden
olurlar. SLC37A4 geniyle iliskili hastalik yolaklarmin yukarn dogru regiilasyonu,
sigirlarda daha az noétrofil islevi ile daha az immiinopatolojik bir ortama katkida
bulunabilmektedir. Bu c¢alisma, KKKAV enfeksiyonunun sigir hiicrelerinde
SLC37A4 ekspresyonunu etkiledigini gosteren ilk rapordur.

Uyarlanabilir bagisiklik efektor hiicreleri de doku hasarina katkida bulunabilir
(Rouse ve Sehrawat, 2010). Ornegin, T hiicreleri, virus enfekte hiicreleri dogrudan
yok edebilirler veya hiicrelere zarar veren TNF gibi sitokinleri salgilayabilirler.
Viruslara kars1 antikor tepkileri de doku hasarma katkida bulunabilir. Bu noktada,
antikor enfekte bir hiicreye baglandiginda, komplement sistemi aktive edilir ve bir
enflamatuar reaksiyon meydana gelir (Rouse ve Sehrawat, 2010). Virus
enfeksiyonunu takiben asir1 doku hasarma karsi koruyucu mekanizma, diger hiicre
tiplerinin iglevini inhibe edebilen ¢esitli regulator T (TReg) hiicre tiplerinin
indiiksiyonu ve aktivasyonudur (Lei ve ark., 2015). TReg hiicrelerinin doku
koruyucu etkileri, retrovirus modelinde, Respiratory syncytial virus ve WNV
virusunun fare modellerinde gosterilmistir (Rouse ve Sehrawat, 2010). Elde ettigimiz
bulgular dogrultusunda, insan hiicrelerinde ge¢ donem enfeksiyonda, B hiicresi
aktivasyonu, T hiicresi aktivasyonu, inflamasyon ve interferon gama yolaklarmmn
artan regiilasyonu gostermistir (Ek 6., Sekil 3.17.). Onceki ¢alismalar, CD8+T
hiicreleri ile birlikte B hiicre seviyesinin ge¢ evre KKKAV enfeksiyonu sirasinda
yikseldigini gostermistir (Welch ve ark 2019). Dahasi, 6liimciil vakalarda 6nemli
Olciide daha yiiksek CD3+ CDS8+T hiicreleri gosterilmis, bu da sitotoksik immiin
yanitlarin KKKA'da aktive oldugunu ortaya koymustur (Akinci ve ark., 2009).
KKKA hastaligimmm geg¢ evresinde IFN-y-yolunun seviyeleri de artmistir (Welch ve
ark., 2019). Bu bulgular 151¢1nda, adaptif bagisikliga ait efektor hiicrelerin KKKAV
ile enfekte insanlarda doku hasarma katkida bulundugu ileri siiriilmektedir. Sigir
hiicrelerinde IKZF4'in asag1 yonlii regiilasyonu, insan bulgularmin tam tersidir (Ek
7.). EOS c¢inko parmak proteinini kodlayan IKZF4 geni, Treg'lerin, proinflamatuar

sitokinleri salgilayabilen T yardimci benzeri hiicrelere doniisiimiinii indiiklemektedir
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(Naito ve ark., 2019; Powell ve ark., 2019). Bu bulgular, KKKAYV ile enfekte sigir
hiicrelerindeki EOS'un asag regiilasyonunu, bu hiicrelerde koruyucu bir durumu
isleten Treg'lerin yiiksek miktarda kalmasina katkida bulundugunu ortaya koymustur.
KKKAYV enfeksiyonunu takiben asir1 doku hasarina karsi bir mekanizma olarak,
sigirlarda TReg’lerin T yardimci hiicrelere doniisii engellenmektedir. Bu rapor,
KKKAV enfeksiyonunun sigir hiicrelerinde EOS ekspresyonunu etkiledigini
gosteren ilk rapordur. Ozet olarak, bu ¢alismada insanlarda, humoral bagisik sistemin
artmis seviyeleri yolu ile KKKA'da gbzlenen patogeneze yol actigini saptanirken,

sigirlarda ise TReg yoluyla koruyucu bir etki izlenmistir.

In vitro test sonuclart da miRNA mikroarray sistemi ile uyumlu sonuglar
gostermistir. KKKAV enfeksiyonu sirasinda viral yiik ile sitokinler arasinda pozitif
yonde dogrusal bir uyum bildirilmistir (Saksida ve ark., 2010). Ayni zamanda,
yliksek viral yiik ile KKKA enfeksiyonunun siddeti arasinda da pozitif bir
korelasyon oldugu bildirilmistir (Cevik ve ark., 2008; Duh ve ark., 2007; Saksida ve
ark., 2010). Calismada elde ettigimiz bulgularda gordiigiimiiz insan hiicrelerindeki
ylksek ve sigir hiicrelerdeki diisiik viral yiik, sitokinleri ve onunla birlikte doku
hasarinin seviyesini etkileyebilmektedir (Sekil 3.9). KKKAV'un bulagsmasinda
nazokomiyal, enfekte kan ile maruziyet, yaralanma ve aerosol maruziyet yollar
bildirilmistir (Leblebicioglu ve ark., 2017; Yadav ve ark., 2016). Calismamizda,
virusun nasil duyarlik saglayabildigini gorebilmek i¢in, farkli hiicre hatlarinda ti¢ seri
pasaj yapildi. Pasajlar swrasinda, enfekte insan bobrek hiicrelerindeki viral yiik
maksimum bir log araliginda dalgalanirken, sigir hiicrelerindeki ortalama viral yiik
en az iki log kopya/mL azalmistir (Sekil 3.10). HEK-293 hiicre hattinda genomik
RNA miktarmda siirekli bir artis kaydedildi (ortalama viral yiikk 7.1x10"'den
1.1x10%e ve ardindan 1.2x10% kopya/mL'ye degisti). insan hiicrelerine kiyasla sigir
hiicrelerindeki viral yiik azalmasi, virusun sigir hiicrelerine daha az adaptif veya
hiicrenin virusa daha az duyarli olabilece§i hipotezimizi desteklemektedir.
Duyarhiligin, immiin sistemdeki farkliliklardan kaynakli oldugu diisiintilmektedir.
Insan ve sigir immiin sistemlerinde birgok belirgin farklilik oldugundan (Bailey ve
ark., 2013), konak¢1 diren¢ mekanizmalarmdaki bu farkliliklar virus ve konakg1

etkilesimleri sirasindaki farkli sonuglarda 6nemli bir rol oynamaktadir.
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4.1.2. KKKAY ile Enfekte Insan Hiicrelerinde Apoptoz ve Biyolojik
Oksidasyon Yolaklar1 Artan, Sigir Hiicrelerinde Azalan Yonde Regiile
Edilir

Apoptoz, programlanmis hiicre Olimiidiir ve bagisiklik sisteminin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Apoptotik hiicre 6liimiiniin modiilasyonu,
bazi1 viral hastaliklarm patogenezinde 6nemlidir. Ornegin, KKKAV'un kaspaz-3'e
bagli apoptozu indiikledigi ve hepatosit hiicrelerinde apoptozun hem i¢ hem de dis
yollarin1 modiile ettigi bildirilmistir (Barnwal ve ark., 2016; Engin ve ark., 2019;
Karlberg ve ark., 2011, 2015). KKKAV N'nin mitokondriyal ge¢irgenligi bastirma
islevine sahip oldugu gosterilmistir. Bu durum, KKKAV replikasyon dongiisiiniin
erken fazi sirasinda indiiklenen kaspaz aktivasyonunu geciktirdigi veya bastirdigni
gostermektedir. Bu siire¢ virusun enfeksiyon olusturmasina yardim eder veya izin
verir. Sonu¢ olarak, enfeksiyondan sonraki ge¢ evrelerde, KKKAV'un biiyiik
olasilikla proinflamatuar faktorlerin indiiksiyonu yoluyla apoptozu indiikledigi ve
bunun da ekstrinsik apoptotik yolu aktive ettigi gosterilmektedir (Barnwal ve ark.,
2016; Karlberg ve ark., 2015). KKKAYV ile indiiklenen CPE’nin, apoptozun bir
sonucu olabilecegi bildirilmistir (Rodrigues ve ark., 2012).

Arastrmamizda, MDM4 geniyle ilgili TP53 ekspresyonunun ve
degradasyonunun regiilasyonu, p53'e bagli G1 DNA Hasar Yanit1 insan hiicrelerinde
0. gliinde yukan dogru regiile edilmistir (Ek 7.). Ayrica, VENTX ile TP53'ten
bagimsiz apoptozun indiiklendigi de gosterilmistir (Ek 6.). MDM4 (MDMX), p53
aracil DNA hasarma bagh intrinsik-apoptotik yolu indiiklemektedir (Mancini ve ark,
2009). Bulgularimiza benzer sekilde, P53 biyolojik aktivitelerinin proapoptotik
genlerin yukar1 dogru regililasyonu, KKKAV ile enfekte olmus bir hepatosit hiicre
hattinda gosterilmistir (Rodrigues ve ark., 2012). KKKAV ile enfekte insan
hiicrelerinde enfeksiyon sonrasi 7. giinde, FASLG FOXO aracili transkripsiyonun
yukari dogru regiile oldugu tespit edilmistir (Ek 6.). Bu ise digsal apoptotik yolun bir
parcasidir. Cekirdek icinde FOXO, FasL geni gibi 6liim genlerinin ekspresyonunu
indiikleyerek apoptozu tetikler (Fu ve Tindall, 2008). Yapilan bu ¢aligma ile FOXO
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aracili hiicre 6liimii/apoptozunun KKKAV ile enfekte olmus bir insan hiicresinde rol
oynadigi ilk defa gosterilmistir. Calismamizdan elde edilen bulgulara gore, KKKAV
hem icsel hem de digsal yollarla apoptozu indiiklemekte ve bu yolla insanlarda
immiinolojik yanitlarm yani sira, hastalarin patolojisine de katkida bulunmaktadir
(Barnwal ve ark., 2016). CASP7 ve MAPK9 (JNK2) indiiklii apoptoz ve oksidatif
stres yanit yollar1 ve oksidatif stresin indiikledigi hiicresel yaslanma yolunun da
HMC'de 7. giinde artan yonde regiile edildigi gézlenmistir (Ek 6.). MAPK 'lar, bircok
proteinde serin ve treonini fosforile etmekten sorumlu heterojen bir enzim grubudur.
MAPKO9/INK2, c-Jun/AP-1'in modiilasyonu ve biiyiime faktorii-B'nin doniistiiriilmesi
yoluyla apoptozun diizenlenmesinde rol oynar (Sekil 4.1). Ayrica, Sitokrom C aracili
hiicre 6liimii yolag ile iligkili oldugu da diisiiniilmiistiir (Shi ve ark., 2013). KKKA
hastalarmda artmis oksidatif stresin, doku hasarma ve hiicresel yaslanmaya katkida
bulundugu daha 6nceden gosterilmis olsa da (Aydin ve ark, 2013; Biiyiiktuna ve ark.,
2018), MAPK9’a bagli oldugu ilk defa bu ¢aligma ile ortaya konulmustur. Proteaz
kaspazlar1 apoptozda Onemli bir rol oynar ve bunlarm aktivasyonu, apoptozun
uygulayicilari olarak gérev yapan kaspaz-3 ve -7'nin aktivasyonu ile sonug¢lanan bir
katabolik reaksiyona yol agabilir. Sonuc¢larimiza benzer sekilde, KKKAV'un kaspaz-
3/7'ye bagli apoptozu indiikledigi ve hepatosit hiicrelerinde apoptozun hem intrinsik
hem de ekstrinsik yollarmi modiile ettigi bildirilmistir (Barnwal ve ark., 2016).
Ozetle, KKKAV, enfekte ettigi insan kokenli hiicrelerde hem igsel hem dissal
apoptoz yollar, hem de oksidatif stres yollar1 indiikleyerek hiicre hasarina neden
olmaktadir.
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Sekil 4.1. Arbovirus Enfeksiyonlart Sirasinda Apoptoz Sinyali (Mehrbod ve ark., 2019).

Buna karsilik, sigir hiicresinde 0. giinde CYP3AS geni aracilifiyla biyolojik
oksidasyonun ve ¢ok uzun zincirli yag asitlerinin Beta oksidasyonunun azalan yonde
regiilasyonu kaydedilmistir (Ek 7.). CYP'ler bircok ilacm, ¢evresel kimyasallarm ve
endojen substratin oksidasyonundan sorumludur (Emoto ve Iwasaki, 2006). Sitokrom
P450 (CYP) enzimleri, hiicresel reaktif oksijen tiirlerine (ROS) de katkida bulunur.
ROS’un, hiicre hasarina ve dliimiine yol agabilen ve hastalik gelisimine katkida
bulunan lipidler, proteinler ve niikleik asitler dahil olmak iizere endojen molekiilleri
modifiye ettigi bilinmektedir (Veith ve Moorthy, 2018). KKKAV enfekte sigir
kokenli hiicrelerde biyolojik oksidasyonun diisiik seviyesi, daha az hiicre hasarma
neden olabilmektedir. Bu ¢alisma, CYP3AS geninin asag1 regiillasyonun sigir
hiicresinde daha az patolojik bir siirece katkida bulunabilecegini gosteren ilk
rapordur. Ek olarak, INO80D'ye bagli GG-NER'de DNA Hasar Tanima, Global

Genom Niikleotid Eksizyon Onarmmi ve Deubiquitination, sigir hiicresinde 7. giinde
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asagl dogru regiile olmustur (Ek 9.). INO8OD, transkripsiyona bagli niikleotid
onariminda ve DNA ¢ift iplikli kirilma (DSB) onarmm yollarinda rol oynamaktadir
(Kashiwaba ve ark., 2010). DSB tanima apoptoz, nekroz veya mitotik 6liimle hiicre
Olimiinii indiikler (Kaina, 2003; Lips ve Kaina, 2001). Ubikvitinasyonun da hiicrenin
hayatta kalmasi ile hiicre Olimii siireglerinde kritik rol stlendigi bilinmektedir
(Ramakrishna ve ark., 2011). Bu bulgular 1s1g1nda sigir hiicrelerinde apoptoz, nekroz
veya mitotik Oliimle ilgili yolaklarn asagi dogru regiilasyonunun, bu hiicrelerdeki
hasarm azalmasma katki saglayabilecegi sonucuna varilmistir. Ozellikle INOSOD
genine bagli DSB tanimasmin, hiicre Oliimiinii, nekrozu veya mitotik SHimiini
indiikledigi yolaklarm KKKAV ile enfekte sigir hiicresinde azalan yonde degistigi
ilk defa bu caliyma sonunda gosterilmistir. MCF2 gene bagli NRAGE, NRIF ve
NADE aracihifiyla hiicre 6liimii sinyallemesi; Rho GTPaz déngiisii ve Oliim
Reseptor Sinyal yollarmin da sigir hiicresinde 7. giinde ifadesi azalmistir (Ek 9.).
MCEF2 geni pro-apoptotik genlerin transkripsiyonunu indiiklemekte ve hiicre 6lim
mekanizmasmi  dogrudan aktive etmektedir. Oliim reseptdrlerinden ligand
baglanmalarma yanit olarak iletilen ana sinyaller, hiicre i¢i sistein proteazlarmin
(kaspazlar) dogrudan aktivasyonu ile karakterize edilen apoptotik bir sinyal yolagi ile
sonuglanir. Rho GTPaz hiicre dongiisiiniin ise apoptozda aktif bir role sahip oldugu
bildirilmistir (Haga ve Ridley, 2016). Sonug olarak, sigir hiicrelerinde MCF2 geninin
yer ald1g1 yolaklarda apoptozisin azaldigi bulgularindan hareketle, KKKAV enfekte
sigir bobrek hiicrelerinde MCF2 azalan ifadesi ile hiicresel o0liim azalmasmnin

bildirildigi ilk ¢aligmadir.

Microarray sonuglarmi dogrulamak amaciyla ger¢eklestirdigimiz apoptoz
calismas1 da benzer sonuglar verdiginden, KKKAV'un hem insan hem de sigir
hiicrelerinde Kaspaz-3/7 aracili apoptozu indiikledigi ortaya konulmustur (Cizelge
3.1, Sekil 3.9). Microarray’e benzer sekilde, nekroz, primer insan hiicre hattinda da
en yiiksek yiizdeye sahip olarak bulunmustur. Oysaki farkli olarak apoptoz insan ve
sigir hiicreleri arasinda farklilik géstermedi. Bunun sebebi olarak apoptotik sinyal
yollarmimn KKKAYV replikasyon dongiisii sirasmda erken donemde bastirildigi, ancak
enfeksiyonun ge¢ doneminde apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Karlberg ve ark.,

2015). Ayrica, sigir hiicrelerinde daha az CPE ve daha az LDH seviyesi (Sekil 3.4 ve
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3.11) ile daha disiik sitotoksisite tespit edilmistir. KKKAV Ank-2 virusunun
sitotoksisitesinin, primer insan bobrek hiicrelerinde, primer sigir bobrek hiicrelerine
gore neredeyse iki kati (%24,8'e kars1 %41,62) oldugu ortaya konulmustur. Bu
veriler, insan ve si8ir kaynakli tim Oliimsiizlestirilmis hiicre hatlarda ayrica

dogrulanmastir.

4.1.3. KKKAY ile Enfekte Insan ve Sigir Hiicrelerinde Megakaryosit/
trombosit Gelisimi ve Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktoriiniin

Indiiksiyonu

IFNA4 genine baglh megakaryosit gelisimi ve trombosit liretimi ile hemostaz
ilgili yolaklarm, HMC'de 0. giinde artan yonde regiile edildigi gozlendi (Ek 4.). Alfa-
IFN'lar antiviral, immiinomodiilatdr ve antiproliferatif ozelliklerine ragmen, ayni
zamanda trombosit sayisint da azaltirlar (Wadenvik ve ark., 1991). Trombosit
sayisin1 onemli 6l¢lide azalttig1 i¢in trombositemi tedavisinde de kullanilmaktadirlar
(Catani ve ark., 1991; Li ve ark., 2010). Trombositopeni, KKKAV hastaligmnin
hematolojik olarak ayut edici bir 6zelligidir ve trombosit sayilarmin, saglkli
kontrollere kiyasla KKKAYV hastalarinda anlamli diizeyde diisiik oldugu bildirilmistir
(Ekiz ve ark., 2013; Kavak ve Giirbiiz, 2019; Kozak ve ark., 2020). Trombositleri
etkileyen herhangi bir patolojik durum sadece hemostazi etkilemeyecek, ayni
zamanda enfeksiyona karsi bagisiklik tepkisini de degistirecektir. Bunun nedeni,
trombositlerin enfeksiyon veya enflamasyon bolgelerinde 16kosit trafigini tesvik
ederek ve adaptif bagisikligi artirabilecek sitokinler, kemokinler ve diger
inflamatuvar aracilari lireterek immiin yanitlar1t modiile etmeleridir (Zapata ve ark.,
2014). Tamamlanan bu arastrma sonuclar1 ile ilk defa KKKAV enfekte insan
hiicresinde, hem hemostazi hem de immiinolojik yollari etkileyen trombosit liretimini

azaltan IFNA4 geninin artan yonde regiile oldugu gosterilmistir.

Buna karsilik, enfeksiyon sonrasi 0. giinde primer sigir bobrek hiicresinde,
Dpy-30 Histone Methyltransferase Complex Regulatory Subunit (DPY30) genine
bagli RUNX1 megakaryosit farklilasmasinda ve trombosit fonksiyon yolunda rol
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oynayan genlerin yukari1 dogru regiile oldugu gosterildi (Ek 8.). Dpy-30 Histone
Methyltransferase Complex Regulatory Subunit (DPY30), RUNX Family
Transcription Factor 1 (RUNX1) kompleksinin bir pargasidir (Schlegelberger ve
Heller, 2017). RUNXI ise hematopoez olusumu i¢in ¢ok Onemli olan bir ana
hematopoietik transkripsiyon faktoriidiir. Bu c¢alisma, KKKAYV ile enfekte sigir
hiicrelerinde, insan hiicrelerindeki siirecin tam aksine megakaryosit gelisimi ve
trombosit olusumunda rol oynayan RUNX1 yolaklarmin artan yonde diizenlendigini

ilk kez ortaya koymustur.

VEGF veya VEGF-A reseptoril ile birlikte VEGFR2 genlerinin ifadesi insan
hiicrelerinde enfeksiyon sonrasi 7. giinde asag1 yonde regiile olmustur (Ek 9.). Bu
yapilar, endotelyal spesifik, heparin baglayici, anjiyojenik biiyiime faktorleri,
vaskiiler ve lenfatik sistemlerin normal gelisimi ve saglikla devamliliklar1 agisindan
cok Onemlidir (Maniscalco ve D’Angio, 2006; Storkebaum ve Carmeliet, 2004).
Ayn1 zamanda, endotel hiicrelerin hayatta kalma faktorii olarak da islev goriirler
(Maniscalco ve D’ Angio, 2006; Storkebaum ve Carmeliet, 2004). KKKAV ve Dang
hemorajik atesinde, VEGF seviyesinin ciddi ve 6liimciil vakalarda anlaml olarak
daha diisiik oldugu daha once gosterilmistir (Bodur ve ark., 2010). Hem
vaskiilogenez hem de anjiyogenez sirasinda yeni kan damarlarinin olusumundaki
eksikligin/bozuklugun ~ KKKA  vakalarmda  Olimciil  sonuglart  oldugu
bildirilmektedir. Caligmamizin bu sonugclari, klinik olgulardan {iretilen bilgileri
dogrulayan sekilde KKKAYV ile enfekte insan hiicrelerinde VEGF azalan ifadesini
net bir sekilde ortaya koymustur.

Ozet olarak, KKKAV’iin enfekte ettigi bireylerde trombosit iiretimine ilgili
genlerin ifadesinin insanlarda azaldigi, sigirlarda ise yiikseldigi tespit edilirken insan
hiicrelerinde anjiyojenik biiylime faktorii olan ve endotel hiicrelerin hayatta
kalmasmda rol oynayan VEGF’in ifadesinde rol oynayan genlerin azaldigi ortaya

konulmustur.
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4.2. Olgunlasan Endozomlar Yoluyla Penetrasyonu/Viral Girisi ile Tlgili
Gen Ekspresyonu Enfekte insan ve Sigir Hiicrelerinde Gosterdigi Ters

Etki

Tamamlanan calismamizda, KKKAV'un insan mesangial hiicrelerinde
miRNA mekanizmasi araciligiyla 0. glinde GALNT3'lin ekspresyonunu yukart yonde
diizenledigi gosterildi (Ek 4.). Bu rapor, KKKAV enfeksiyonunun miisin tipi O-
glikolizasyonun ilk adimindan sorumlu olan GalNAc transferaz ekspresyonunu
etkiledigini gosteren ilk rapordur. Miisin iiretimindeki degisimin ve/veya hiicresel
reseptorlerin  O-glikolizasyonunun, virionlarin hiicre yilizeyine adsorpsiyonu i¢in
kritik oldugu bilinmektedir. Bir¢ok ¢alismada glikolizasyonun, hiicresel reseptorlerin
veya viral zarf glikoproteinlerinin modifikasyonu yoluyla viral baglanma veya
penetrasyon asamalarmi etkiledigi gdsterilmistir (Nakamura ve ark., 2016). Ornegin,
mikroRNA'lar araciligryla GALNT3’iin IAV bagh ekspresyonunun gelismis viral
replikasyon i¢in gerekli oldugu ve IAV replikasyonuna bagimli bir sekilde erken
asama enfeksiyonda yukar1 dogru regiile edildigi gosterilmistir (Nakamura ve ark.,
2016). Ayrica, sonucumuza gore, potasyum kanallar1 insan hiicresinde ATP'ye
duyarl i¢ce dogru dogrultucu potasyum kanah 15 (KCJ15 gen) ve potasyum voltaj
kapili kanal alt ailesi C iiyesi 2 (KCNC2 gen) ile yukar1 dogru regiile edildi (Ek 4.).
Bunyavirus enfeksiyonlarinda, olgunlasan endozomlar yoluyla viral gecis sirasinda
karsilagilan hiicresel K+ kanallar1 tarafindan kontrol edilen yiiksek potasyum iyon
konsantrasyonlarma ihtiya¢ oldugu bildirilmistir. Endozomlarda gerekli [K+]
yoklugunda, virionlarin lizozomlara tagmdiklar1 ve burada diisiik pH ile inaktive
olduklar1 ileri siiriilmistiir (Hover ve ark., 2018; Punch ve ark., 2018). Daha da
onemlisi, K+ kanalin gerekliligi Schmallenberg virusu ve Hazara virusu dahil olmak
iizere diger bunyaviruslarda de gosterilmistir (Hover ve ark., 2016, 2017). Bu rapor,
KKKAV’un insan hiicrelerinde olgunlasan endozomlar yoluyla penetrasyonun/viral
gecisin hem potasyum kanallari hem de GALNTS3 ile kolaylastirilmasmi gésteren ilk
raporudur. Bu genlerin ekspresyonunun yiikselmesinin, KKKAV’niin insan

hiicrelerine girisi/penetrasyonunu kolaylastirabilecegi sonucuna varilmaistir.
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Bunun tersine, sigir hiicrelerinde 0. glinde GALNT3’e bagl olarak, O-glikan
biyosentezinin sonlandirilmasimin artan yonde regiile oldugu gozlenmistir (Ek 8.).
Calismamiz, GALNT3’e bagh olarak, KKKAV penetrasyonun sigir hiicrelerinde

daha az verimli oldugunu gosteren ilk rapordur.

4.3. Hiicreden Hiicreye Yayilma Yollarna Ilgili Genlerin Enfekte Insan

ve Sigir Hiicrelerinde Ters Ekspresyonu

CD97 transmembran sinyal reseptorii, enfeksiyon sonrast 0. giinde PSH'de
yukar1 dogru regiile edildi (Ek 8.). CD97, adhezyon G-proteinine bagli reseptdrlerin
epidermal biiylime faktdrii 7 agiklikli transmembran ailesinin bir tiyesidir (Becker ve
ark., 2010). E-kaderin bazli adherens baglantilarinda bulunur ve hiicre yapismasi,
gocli ve hiicreler arasi baglantilarin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Becker ve
ark., 2010). KKKAYV ile yapilan in vitro enfeksiyon uygulamalarindaki CPE analizi
ve IIFA sonuglarmin degerlendirilmesi neticesinde (Sekil 3.4 ve 3.7), enfekte sigir
hiicrelerinde kiiltiir sisteminde birbirleriyle yakin temas halinde smirli, adacik
benzeri  olusumlar  gdzlenmistir.  Sivrisinek  hiicrelerinde = Bunyamwera
orthobunyavirus ile yapilan enfeksiyonlarda, viruslarin hiicre dist bosluga ¢ikmak
yerine, hiicreler arasinda filopodia benzeri yapilarda yerlestigi tespit edilmistir
(Szemiel ve ark., 2012). Ayrica, bir baska arbovirus olan Dang virusunun, virion ve
viral RNA'y1 komsu hiicrelere aktarmak amaciyla 6zel vakuoller (C189-VC'ler)
olusturdugu gosterilmistir (Cheng ve ark., 2020). Arastirmamizda, CD97 geninin
yukari dogru regiile edilmesi ve elde edilen in vitro sonuclar, sigir hiicrelerinde
virusun hiicre dis1 yayilma yerine hiicreden hiicreye yayilma (cell-to-cell
spread; CCS) yolunu tercih ettigini gostermektedir. CCS, endotel membraninin
hiicrelere daha az zarar verici bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Lopez-Montero
ve Risco, 2011; Sigal ve ark., 2011). Bunu destekler sekilde, calismamizda sigir
hiicrelerinde daha diisiik LDH, daha az CPE, daha diisiik moi ve daha az nekroz
(Cizelge 3.1, Sekil 3.5 ve 3.11) bulgularma erisilmistir. Bu veriler, insan ve sigir
kokenli tiim oOliimsiizlestirilmis hiicre hatlarmda dogrulanmistir. Onerilen bu

mekanizmanin enfeksiyonun farkli hiicrelerdeki degisen sonuglarmda rol oynadigini
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dogrulamak i¢in, S segmenti hedefli olarak viral genom 6Slgiilerek hem hiicre ici hem
de hiicre dis1 virus yiikiiniin nicel bir analizi gerceklestirilmistir (Sekil 3.9). Insan
hiicrelerinde hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 viral yiik seviyesi zamana bagl olarak
artig sergilenmistir. Bununla birlikte, sigir hiicrelerinde sadece hiicre ici viral yiikiin
arttigl tespit edildi. Diger taraftan, yapilan moi degerlendirmeleri neticesinde
virusun, sigir bobrek hiicrelerinin  %34'linden daha azmni enfekte edebildigi
saptanmistir. Daha az zarar verici ve daha az verimli bir viral replikasyonun,
sigirlarin bagisiklik sisteminde daha tolere edilebilir bir enfeksiyona neden oldugu
sonucuna varilmistir. Viral partikiillerin hiicreden serbest kalarak yayilmasi, uzakta
yer alan hiicrelerin enfeksiyonuna izin verirken, hiicreden hiicreye gecis lokal
yayillmaya yol agmaktadir. Bu nedenle CCS daha yavas bir KKKAV enfeksiyonuna
yol agmaktadir (Zhong ve ark., 2013). CPE'nin erken baslangici ve insan
hiicrelerinde yiiksek IIFA skorlar1 bu hipotezi gii¢lii bir sekilde desteklemektedir
(Sekil 3.5). Insan kaynakli HuH7 hiicrelerinde yarasa kokenli RO6E-J hiicrelerine
gore daha hizli replike olan EBOV ve Marburg viruslari i¢in de benzer gozlemler
bildirilmistir (Holzer ve ark., 2016). Farkli hiicre tipleri, viruslarm hiicreden hiicreye
yayilimmda farkli affinite gosterebilirler. Ornegin, ndéronlar boyunca yayilma,
norotropik viruslar tarafindan kullanilan iyi bilinen bir stratejidir (Mothes ve ark.,
2010; Zhong ve ark., 2013). KKKAV norotropik bir virus oldugundan (Garrison ve
ark., 2019; Spengler ve ark., 2017), CCS beyindeki ve diger organlardaki
replikasyonda da rol oynayabilir. Ozet olarak, KKKAV'un sigir bobrek hiicresinde
CD97 tarafindan diizenlenen hiicreden hiicreye etkilesimi, bu genin yukari yonde
regiile edildigi ilk kez bu calismada gosterilmis ve bu bulgu in vitro deneylerimiz ile

desteklenmistir.

Diger taraftan, TCF4/TCF7L1’e bagli WNT inhibe edici yol, enfeksiyon
sonrast 7. giinde insan hiicrelerinde yukar1 dogru regiile edilmistrir (Ek 6. ve Sekil
3.17). WNT sinyal yolu, embriyonik gelisim sirasinda ve yetiskin dokularda hiicre
spesifikasyonunu kontrol eden, evrimsel olarak korunmus temel bir sinyal
mekanizmasidir. Ana efektorii B-katenin olan kanonik WNT yolu, yapisik baglantilar
(adherens junction) yapisal bir isleve sahiptir (Hrckulak ve ark., 2018). TCF'nin,
kanonik WNT transkripsiyonunun bir baskilayicis1 oldugu daha 6nce gosterilmistir
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(Kimelman ve Xu, 2006). Bu bulguya anlam veren, yapisik baglantilarmm 6nemli bir
bileseni olan VE-kadherin lokalizasyonunu analiz eden bir ¢alismada, KKKAV
enfekte olmus hiicrelerin bazilar1 arasmda VE-kaderin yogunlugunda ve dagilimmda
degisiklikler gozlemlendi (Connolly-Andersen ve ark., 2011). KKKAV ve diger
Bunyaviridae viruslarmm TCF7L1 gene baglit WNT inhibitor yollarm1 yukar1 dogru
regiile ettigi gosterilmistir (Papp ve ark., 2020). Dahasi, WNT sinyal yollarmin
KKKAYV hastalig1 patogenezinde varsayilan olarak rol oynadigi da gosterilmistir
(Papp ve ark., 2020). Ayrica, NFATC1 geni ile ilgili WNT-yolu da HMC'de
enfeksiyon sonrasi 7. giinde yukar1 dogru regiile edilmistir (Ek 6.). Kanonik olmayan
WNT sinyali yoluyla NFAT (Aktive T hiicresinin Niikleer Faktorii) yolaginm hiicre
yapismasmi azalttigini  gosterilmistir (Pan ve ark, 2013). NFATCI ayrica
inflamasyona da katkida bulunmaktadir. Bu c¢alisma sonuglarma dayanarak,
KKKAV’un, TCF4 ve NFATC1 genlerinin yukar1 dogru regiilasyonuyla enfekte
insan hiicresinde yapisan baglantilari WNT-yolu {izerinden inhibe ettigi
degerlendirilmektedir. NFATC1 geni ile kanonik olmayan WNT yolunun KKKAV

enfeksiyonunda rol oynadigi sonucuna varilmistir.

4.4. DNA ve RNA Transkripsiyonu KKKAYV ile Enfekte Insan ve Sigir

Hiicrelerinde Ters Yolaklar Gosterdi

Zoonotik hayvan viruslari, insan hiicrelerinde kendini ¢ogaltmak igin
ylizlerce konak¢i protein (Ornegin transkripsiyon faktorleri) basarili bir sekilde
etkilesime girmeli ve onlar1 kullanabilmelidir. Bu durum, hayvan viruslarma kars1
bagisikligmm, insan viruslarma karsi olan bagisikliktan farklt olmasmin ana
nedenlerinden birisidir (Warren ve Sawyer, 2019). Transkripsiyon faktorleri, virus
enfeksiyonundan sonra insan hiicrelerinde en farkli ifade edilen genler arasmdadir

(Holzer ve ark., 2016).

DNA replikasyonu ile ilgili yolaklar ve DNA transkripsiyonu i¢in gerekli
TOP1 hem 0. hem de 7 giinde, DNA replikasyonu i¢in gerekli olan RCF1 geni ise 7.
ginde HMC'de artan yonde degisim gostermistir (Ek 4 ve 6). KKKAV
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transkripsiyonu ve replikasyonu icin gerekli konake¢i faktorleri biiyiik olgiide
bilinmemektedir. Topoizomeraz 1 (TOP1), ¢ift sarmalli DNA'nin sarmal yapilarma
baglanarak sarmallar1 transkripsiyon ve c¢ogaltma i¢cin gevseten niikleer bir
proteindir. Ayrica, TOP1, kok-dongli RNA yapilarin1 tanir ve endoriboniikleaz
aktivitesi yoluyla RNA'nm islenmesini gerceklestirir (Takahashi ve ark., 2013).
RCFI ise okaryotik DNA replikasyonu ve onarimi i¢in gerekli olan DNA'ya bagimh
bir ATPazdir. Enteresan bir sekilde, TOP1 hiicresel faktoriiniin, bir baska kanamal
ates hastahig1 etkeni olan EBOV genomunun transkripsiyonuna ve replikasyonuna
katkida bulundugu gosterilmistir (Takahashi ve ark., 2013). Arastirmamizdan elde
edilen veriler 151¢mda, TOP1 veya RCF1 gibi hiicresel faktorlerine ilgili genlerin,
insan bobrek hiicrelerinde KKKAV genomunun transkripsiyonuna ve replikasyonuna

katkida bulunabilecegini ilk defa ileri siiriilebilmektedir.

Buna karsilik, PSH hiicresinde virus inokulasyonu izleyen 7. giinde,
cekirdekte ve sitozolde UTP14C ile iliskili rRNA modifikasyonu, niikleolusta ve
sitozolde rRNA islemenin ana yolu, ¢ekirdekte ve sitozolde rRNA igsleme ve rRNA
isleme yollar1 azalan yonde regiile edilmistir (Ek 9.). Ayrica, rRNA isleme ve mRNA
ile ilgili siire¢lerde gorev alan (kapakli Intron Iceren Pre-mRNA, mRNA Ekleme,
RNA Polimeraz II Transkripsiyon Sonlandirmasi, Intron Igeren Transkriptten
tiiretilen Olgun mRNA'nin Taginmasi, Olgun Transkriptin Sitoplazmaya Tagmnmasi,
RNA Metabolizmas1 ve mRNA Eklemesinin SRSF3 gen ile ilgili Islemesi vb)
stireclerde gorev alan genler inokulasyon sonrast 7. giinde azalan yonde regiile
edilmistir (Ek 9.). Riboproteinlerin viruslarin yasam dongiisiinde kritik roller
oynadig1 bilinmektedir (S. Li 2019). Ayrica, mRNA olgunlagsmas1 hem konak, hem
de viruslarin replikasyonu i¢in donemlidir. Serin/arginin zengin splicing faktorii 3
(SRSF3) kendi mRNA's1 dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicresel transkriptlerin
birlestirilmesini diizenler (Majerciak ve ark., 2014). Mekanizmas1 tam olarak
bilinmemekle birlikte, bu arastirmadan elde edilen bulgularla, insan hiicresinde
hiicresel faktorler, KKKAV genomunun transkripsiyonuna ve replikasyonuna
katkida bulunurken, sigwr bobrek hiicrelerinde hiicresel rRNA isleme ve mRNA
splicing’a neden olan genlerin azalan yonde regiilasyonunun, viral replikasyonu

kisitlayabilecegi sonucuna ilk defa nu calisma ile varilmistir.
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4.5. KKKAV’un Enfekte insan Hiicrelerinde Sirkadiyen Saat Sistemini

Degistirmesi

Diinyanm kendi ekseni etrafinda donmesi, yaklasik 24 saatlik (sirkadiyen) bir
periyotla ritmik gilindiiz/gece doniistimleri olusturur (Mazzoccoli ve ark., 2020).
Biyolojik saat, hiicresel isleyisi kontrol eden gen ve protein ekspresyonunda
salinimlar iireten ve bir arada bulunamayan veya olmamasi gereken biyolojik
siireclerin zamaninda ayrilmasma izin veren molekiiler bir agdir (Mazzoccoli ve ark.,
2020). Aktivatorler (CLOCK, RORa) ve baskilayicilar, kinazlar ve fosfatazlar dahil
olmak iizere bir¢ok c¢ekirdek saat mRNA ve protein tarafindan hareket ettirilir
(Mazzoccoli ve ark., 2020). Virus enfeksiyonlari, replikasyonu ve yayimay1
kolaylastirmak i¢in enfekte hiicrelerin biyolojik siireclerini yeniden isler. Boylece
biyolojik saat, bagisiklik sistemi ve virus enfeksiyonu arasindaki molekiiler etkilesim
hastalik sonuglarmi etkileyebilir (Mazzoccoli ve ark., 2020). Bagisiklik sisteminin
dogustan gelen ve adaptif bilesenlerinin immiin hiicreleri, lenf diigiimlerinden
lenfosit gogii gibi, 24 saatlik bir zaman OJlgeginde ritmik siireclerini yoneten
molekiiler saat mekanizmalarmma sahiptir (Labrecque ve Cermakian, 2015). Viral
proteinler, virusun replikatif dongiisiinii konak molekiiler saatine baglayabilen
CLOCK genini enzimatik olarak aktive edebilirler (Kalamvoki ve Roizman, 2011).
Omegin, Dang virusu enfeksiyonunun sivrisinekte ritmik lokomotor aktivitenin
genligini arttirdig1 bildirilmis ve bunun vektoriin virusu yayma kapasitesini de
artiracagi ileri siirilmiistiir (Zhuang ve ark., 2017). Arastirma sonu¢larimiza gore,
sirkadiyen saatle ilgili iic gen, CLOCK, KLF15 ve RORA, HMC(C'de 7. giinde
yukari1 dogru regiile edilmistir (Cizelge 3.7.). Bu nedenle insan hiicrelerindeki
KKKAV'un replikatif dongiisiinii insamin  molekiller saat isleyisine
baglayabilecegi/degistirebilecegi sonucuna ilk defa varilmistir. Tam mekanizma
bilinmekle birlikte, KKKAYV insan genlerin %10’u etkileyen sirkadiyan saatine bagl
olan baz1 mekanizmalar1 etkileyebilmektedir. Ornegin, Insan Immiin Yetmezlik
Virusu (HIV) enfeksiyonu, giindiizden geceye kan basmcinda diismeye bagh olmak
tizere, sirkadiyen tarafindan diizenlenen fizyolojik siireclerin bozulmasiyla

iliskilendirilmistir (Zhuang ve ark., 2017). Simian Immiin Yetmezlik Virusu (SIV)
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ile yapilan ¢aligmalar, viicut 1sismin ve aktivite parametrelerinin ¢esitli sirkadiyen

mekanizmalari ile bozuldugunu bildirmistir (Zhuang ve ark., 2017).

4.6. KKKAYV ile Enfekte insan Hiicresinde Norolojik Hastalklar ile Ilgili
Yolaklarin Yiiksek Seviyede ifade Edilmesi

Insan primer mesangial hiicresinde enfeksiyon sonrasi 7. giinde, Parkinson,
Alzheimer ve Huntington hastaligi gibi MAPK9 ile iligkili norolojik hastalik
yolaklar1 artan sekilde ifade edilirken, ZNF225 genine bagli ndronal biiylime faktorii
(NGF) ile uyarilan transkripsiyon azalan yonde regiile edildi (Ek 5. ve 6. ve Sekil
3.17.). MAPK9 (JNK ailesine ait JNK2 olarak da adlandiran) aracili sinyal yolaklar1
gen ekspresyonunu, noronal plastisiteyi, rejenerasyonu, apoptozu veya hiicresel
yaglanmay1 etkiler (Bohush ve ark., 2018). JNK'ler Parkinson hastaligi, Alzheimer
hastaligt ve Huntington hastaligi gibi ndrodejeneratif bozukluklarda rol
oynamaktadir (Bohush ve ark., 2018; Wang ve Wang, 2020; Yu ve ark., 2017). JNK
sinyallesmesi ayrica ndronlardaki apoptozla da baglantilidir (Bohush ve ark., 2018).
NGF‘in olmamasi ndronlarda apoptoza sebep olur ve JNK'lerin aktivasyonu ile
iliskilidir (Bohush ve ark., 2018). In vivo olarak, KKKAV, replikasyonun gec
asamasmnda insan beynini enfekte edebilir (Spengler ve ark., 2017). Vakalarda
serebral, meningeal ve hafif psikolojik ve norolojik semptomlar, anormal davranis,
hipotalamustan virus izolasyonu, serebrumda enflamatuar infiltratlar tanimlanmistir
(Spengler ve ark., 2017). Bu degerlendirmeler 1s1¢inda, KKKAV ile enfekte
insanlarda NGF yoksunluguna neden olan JNK2 kaynakli apoptozunun nérolojik

hastaliklara neden olabilecegi sonucuna ilk defa varilmistir.

4.7. KKKAYV ile Enfekte insan Hiicresinde NOTCH1-yolu Artan Yonde
Regiile Edildi

Notchl sinyal yolu, hematopoez, somitogenez, vaskiilojenez ve norojenez

dahil olmak iizere organ sistemlerindeki gelisim, siirecin merkezidir (Bray, 2006).
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Bu siiregler, kok hiicrenin kendini yenilemesinin, ¢cogalmasinin, hiicre kaderinin veya
farklilagmasmm spesifikasyonunun ve apoptozun siirdiiriilmesini igerir (Lasky ve
Wu, 2005). Notchl sinyal yolunun, T hiicre aracili immiin yanitlarm 6nemli bir
modiilatorii oldugunu da gosterilmistir (Ito ve ark., 2011). Viruslar, enfekte olmus
hiicrelerin farklilagma durumunu hem kullanir hem de manipiile ederler. Ayni
zamanda hiicre dongiisiinii tesvik veya bloke eder ve dogustan gelen hiicresel
antiviral yanitlardan kagmmak ve hiicrenin hayatta kalmasini tesvik etmek i¢in ¢esitli
mekanizmalar kullanirlar (Hayward, 2004). Ornegin, Adenovirus, SV40, insan
papilloma virusu, Epstein-Barr virusu ve Kaposi sarkomu ile iligkili herpesvirusu
icin Notchl yolu etkilesimleri tanimlanmistir (Hayward, 2004). Arastirmamizdan
elde edilen bulgulara gore, KKKAV, HMC hiicrelerinde Notch sinyal yolu ve bu
sekilde hiicre kaderi/farklilasmasmi etkilemektedir. Bu nedenle insan kdkenli

hiicrelerde viral yayilimin daha fazla oldugu sonucuna varilmistir.
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5.SONUC VE ONERILER

Patojen viruslarin insanlara veya diger rezervuar olmayan tiirlere yayilmasi
s0z konusu oldugunda, yeni konak hiicreler icin biyokimyasal olarak optimize
olmadiklarindan dolay1 hastali§a, 6liime veya immiin temizlige yol agabilmeleri s6z
konusudur (Schountz ve ark., 2017). Arastirma sonuglarma; gore KKKAV ile
enfekte insan ve sigir hiicreleri arasinda viral tropizm agismdan biiyiik Olgiide

farklilik goriilmektedir.

Viral enfeksiyonun patogenezi, arastirma kapsaminda incelenen iki tiirde oldukga
farkhidir. Rezervuar konakgi tepkileri viral replikasyonu daha etkili bir sekilde
kontrol etmektedir. Bunun ana yolaklari: immiinolojik, apoptotik ve trombosit ile
ilgili yolaklar olarak belirlenmistir. Insan bagisiklik sistemi her seviyede
tetiklenmekte ve bunun sonucunda aktive olan sitokin ve kemokinler ve immiin
hiicreler tarafindan doku hasari olusturulabilmektedir. Sigir immiin sistemi Treg gibi
koruyucu ya da hasar veren (6rn. Notrofiller) hiicrelerin azalmasi yolu ile dokular
antiviral yanitlarm zararmdan korumaktadir. Insan hiicrelerinde in vitro olarak
gozledigimiz yiiksek viral yiik de sitokinlerle ve hastaligin siddetiyle iliskilidir
(Saksida ve ark., 2010). Calismamiza gore, KKKAYV insan hiicresinde hem igsel hem
de digsal yollarla apoptozu indiiklemekte ve bu immiinolojik yanitlarin yani sira,
hastaligin patolojisine olumsuz yonde katkida bulunmaktadir. Ek olarak, KKKA
enfekte insan hiicrelerinde oksidatif stres yolaklarmin artmasi da doku hasarina
katkida bulunabilmektedir. Sigir hiicrelerinde apoptoz, nekroz veya mitotik hiicre
Olimii ile ilgili gen ekspresyonun azalmasi izlenmistir. Hiicre hasarmda etkin olan
immiinolojik ve apoptotik yollar yaninda, hemostazi etkileyen genlerde de ifade
farkliliklar1 gozlenmistir. KKKAV ile enfekte insanlarda hastaligin olumsuz
prognozunu etkileyen rol oynayan trombosit iiretimine iliskin parametrelerin, insan
hiicresinde azalmasi, sigir hiicresinde ise yiikselmesi tespit edilirken, insan
hiicresinde anjiyojenik biiyiime faktorii olan ve endotel hiicrelerin hayatta
kalmasmmda rol oynayan VEGF gen ifadesinin azalmasi gozlenmistir. Ek olarak,
KKKAYV enfekte insan hiicrelerinde, NGF yoksunluguna neden olan JNK2 kaynakli

apoptozunun noérolojik hastaliklara da neden olabilecegi gostermektedir. Biitiin bu
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yolaklar, insan vakalarinda izledigimiz semptomlara neden olmakta iken sigir

hiicresinde ters mekanizmalar goriilmektedir.

Viral replikasyonun indiiklendigi yolaklar da insan ve sigir hiicrelerinde farklilik
arz etmektedir. Calisma sonunda hem hiicreye giris yolaklar hem de hiicreden
hiicreye yayilmay1 etkileyen yolaklarda farkliliklar bulunmustur. Insan hiicresinde
KKKAV’un olgunlagan endozomlar yoluyla penetrasyonun, potasyum kanallar1 ve
GalNAc transferaz ile kolaylastirilmasi s6z konusu iken bunun tersine, sigir
hiicrelerinde aynt GALNT3 geninin kodladigi GalNAc transferazmn engellendigi
tespit edilmistir. KKKAV’un enfekte sigir bobrek hiicresinde yapiskan baglantilar:
(TJ) etkileyen gen iizerinden hiicreden hiicreye etkilesimi artan yonde regiile ettigi,
oysaki insan hiicresinde yapiskan baglantilarin inhibisyonunu goézlemledik. Sigir
hiicrelerinde virusun hiicreden hiicreye ge¢isi ile, hiicre dis1 bosluktaki sinirli maruz
kalmastyla bagisiklik sistemindeki antiviral yanitlar1 da daha az uyardigi sonucuna

varilmistir.

Virusun insan ve sigir konakg1 transkripsiyon faktdrlerini kullanmasi da farklidir.
Insan hiicresinde TOP1 veya RCF1 gibi hiicresel faktdrlerin, KKKAV genomunun
transkripsiyonuna ve replikasyonuna katkida bulunurken, sigir bobrek hiicrelerinde
hiicresel rRNA isleme ve mRNA’nin splicingine neden olan genlerin asagi dogru
reglilasyonu, viral replikasyonu da kisitlayabilmektedir. Dahasi, insan hiicrelerindeki
KKKAV'un replikatif dongiisiinii, CLOCK, KLF15 ve RORA geni ile insanm
molekiiler saat sistemine bagli olan bazi mekanizmalar1 etkileyebilecegi de
gosterilmistir. Insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyon sonucunu degistirmek icin
hastaligin patojenisinde hangi modiile edici faktorlerin rol oynadigini1 anlamak ¢ok
onemlidir. Ornegin, spesifik miRNA yolaklarmin bloke edilmesi, bu yolla
enfeksiyondan sonra insanlarda doku hasarmi azaltarak enfeksiyonun/hastaligin

seyrini degistirebilecek potansiyele sahip oldugu goriilmektedir.
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OZET

Kirnm Kongo Kanamah Ates Virusunun Insan ve Hayvan Kaynakh Hiicre
Kiiltiirlerinde mikroRNA Yolaklariyla Ilgili Anahtar Protein Ekspresyonu

Kirim-Kongo Hemorajik Ates Virusu (KKKAV), insanlarda ciddi klinik tezahiirii
olan oliimciil kene kaynakli bir zoonotik hastaliga neden olur. Ancak vahsi veya evcil
hayvanlarda semptomatik hastalik iiretmez. Tiirler arasindaki enfeksiyonun farkli
sonu¢lanmasma katkida bulunan faktorler heniiz bilinmemektedir. KKKAV'un bobrek
dokusuna duyarl oldugu ve sigirlarin KKKAV dogal siklusunda konakgi olarak énemli bir
rol oynadigi bilindiginden, bu ¢alismada insan ve sigirlarin Sliimsiiz ve primer bobrek ve
adrenal bezi hiicre hatlarinda KKKAYV enfeksiyonunu karsilastirmali olarak degerlendirdik.
Sonug olarak, insan ve sigir hiicrelerinde hem in vitro hem microarray benzer sonug¢ verdi.
Buna gore, viral enfeksiyonun antiviral immiin yanittan, apoptotik yolaklardan, trombositik
ve norolojik yolaklardan kaynaklanan ©nemli farkliliklar oldugu gozlendi. Viral
replikasyonun indiiklendigi yolaklar da insan ve sigir hiicrelerinde farkli olarak bulundu.
Hem hiicreye giris/gec¢is yolaklari ve hem de hiicreden hiicreye yayilmayr etkileyen
yolaklarin farkli oldugu gozlendi. Virusun insan ve sigir konake1 transkripsiyon faktorlerinin
ise almasi da farkhidir. Biitiin bu yolaklarin, insan hiicresinde hiicre hasarma neden olup,
virusun girisini/gecisini kolaylastiracak ve konak¢i faktorleri ile kendi replikasyonunu,
konakei hiicre farklilagmasiyla sinkrone edecek sekilde degistirdigi saptandi. Tersine, sigir
hiicresinde hiicreye zarar veren apoptotik ya da oksidatif stresle ilgili yolaklarin azalmasi,
Treg hiicrelerin hiicre korunmasmi, virusun daha zor hiicreye girisi, replikasyonu da
oncelikle hiicreden hiicreye yolu ile gerceklesebilen ve konake1 faktorlerini kullanilamamasi
durumu goézlendi. Bu c¢aligma, sigir hiicrelerinde KKKAV duyarliigi ve replikasyon
paternlerine ilgili olarak yapilan ilk arastirma olmasi yaninda insan ve hayvan hiicre
duyarhiligmin karsilagtirmasmin microarray teknolojisi ile sorgulandig: ilk rapordur. Elde
etigimiz aday miRNA’lar hem virusun konak sistemler tizerindeki etkisini anlamaya
yardimci oldular hem de ileri arastirmalar i¢in potansiyel hedefler olarak belirlendiler.

Anahtar Sozciikler: in vitro karakterizasyon, Kirim-Kongo Kanamali Ates Virusu, miRNA,
microarray, yolak analizi.
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SUMMARY

MicroRNA pathways related key protein expressions of Crimean-Congo
Hemorrhagic Fever Virus infected human and animal cell cultures

Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus (CCHFV) is a tick related deadly
zoonotic disease with severe clinical manifestation in human, but does not produce
symptomatic disease in wild or domestic animals. The factors responsible for the different
consequences are not yet known. Since it is known that CCHFV is susceptible to the kidney
tissue and cattles plays an important role as host in the natural cycle of the virus, we
evaluated our tests in human and bovine immortal and primary kidney and adrenal gland
lines. In vitro and microarray tests showed similar results in human and bovine cells; viral
pathogenesis of viral infection has different affect in human and bovine by antiviral immune
response, apoptotic pathways, platelet and neurological pathways. Viral replication related
pathways are also different in human and bovine cells; Both entry / transition pathways and
pathways that affect cell-to-cell spread are different. Human and bovine host transcription
related factors induced differently in virus enfected cells as well. All these pathways cause
cell damage in the human cell, facilitate the entry / passage of the virus, and during their
replication the virus syncronizes with the host cell differentiation. Conversely, we concluded
the decrease in cell-damaging apoptotic or oxidative stress-related pathways in the bovine
cell, furthermore the cell is protected by Treg cells. Moreover, the virus entry is more
difficult, and the virus spread through cell to cell and the virus is not recruiting host factors.
This is the first report of KKKAV susceptibility and replication patterns in bovine cells and
the first microarray report to compare human and animal viral susceptibility. The candidate
miRNAs we have obtained have helped to understand more both the virus-host interaction
and can be used in further research.

Keywords: Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus, in vitro characterization, miRNA,
microarray, pathway analysis.
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Ek-1 384 hedefli miRNA primeri ve kontrol genlerin primerlerinden olusan insan ve sigir miRBase profiler

plakasi.

EKLER

Pozisyon Olgun insan miRNA | Olgun sigir miRNA
ID ID
A0l hsa-miR-346 bta-let-7f
A02 hsa-miR-196b-5p bta-miR-101
A03 hsa-miR-214-3p bta-miR-103
A04 hsa-miR-223-3p bta-miR-125a
A05 hsa-miR-643 bta-miR-125b
A06 hsa-miR-608 bta-miR-126-3p
A07 hsa-miR-376b-3p bta-miR-128
A08 hsa-miR-944 bta-miR-145
A09 hsa-miR-211-5p bta-miR-148a
Al0 hsa-miR-612 bta-miR-151-3p
All hsa-miR-194-5p bta-miR-151-5p
Al2 hsa-miR-411-5p bta-miR-16b
Al3 hsa-miR-548c-3p bta-miR-181a
Al4 hsa-miR-299-3p bta-miR-18a
Al5 hsa-miR-523-3p bta-miR-18b
Al6 hsa-miR-382-5p bta-miR-199a-5p
Al17 hsa-miR-515-3p bta-miR-205
Al8 hsa-miR-375 bta-miR-20a
Al9 hsa-miR-196a-5p bta-miR-21-5p
A20 hsa-miR-658 bta-miR-221
A21 hsa-miR-106b-5p bta-miR-222
A22 hsa-miR-210-3p bta-miR-26a
A23 hsa-miR-511-5p bta-miR-26b
A24 hsa-miR-514a-3p bta-miR-27a-3p
BO1 hsa-miR-659-3p bta-miR-27b
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BO2

hsa-miR-597-5p

bta-miR-29a

BO3 hsa-miR-130a-3p bta-miR-30b-5p
B04 hsa-miR-652-3p bta-miR-30d
BO5 hsa-miR-183-5p bta-miR-31

B06 hsa-miR-192-5p bta-miR-320a
B0O7 hsa-miR-30c-5p bta-miR-34b
B08 hsa-miR-421 bta-miR-484
B09 hsa-miR-512-5p bta-miR-499
B10 hsa-miR-29¢-3p bta-miR-99a-5p
B11 hsa-miR-410-3p bta-let-7a-5p
B12 hsa-miR-938 bta-let-7d

B13 hsa-miR-641 bta-let-7g

B14 hsa-let-7i-5p bta-let-71

B15 hsa-miR-628-3p bta-miR-17-5p
B16 hsa-miR-188-5p bta-miR-107
B17 hsa-miR-92a-3p bta-miR-10a
B18 hsa-miR-126-3p bta-miR-10b
B19 hsa-miR-181c-5p bta-miR-122
B20 hsa-miR-30b-5p bta-miR-124b
B21 hsa-miR-370-3p bta-miR-127
B22 hsa-miR-301b-3p bta-miR-132
B23 hsa-miR-340-5p bta-miR-138
B24 hsa-miR-15b-5p bta-miR-139
COo1 hsa-miR-330-3p bta-miR-140
C02 hsa-miR-372-3p bta-miR-142-3p
Co03 hsa-miR-379-5p bta-miR-142-5p
Co4 hsa-miR-93-5p bta-miR-148b
CO05 hsa-miR-10a-5p bta-miR-150
C06 hsa-miR-193b-3p bta-miR-15b
Co07 hsa-miR-651-5p bta-miR-17-3p
Co08 hsa-miR-618 bta-miR-17-5p
C09 hsa-miR-518a-3p bta-miR-181b
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C10 hsa-miR-647 bta-miR-181c
Cl1 hsa-miR-15a-5p bta-miR-186
C12 hsa-miR-564 bta-miR-191
C13 hsa-miR-548d-3p bta-miR-192
Cl4 hsa-miR-371a-3p bta-miR-193a-3p
C15 hsa-miR-190a-5p bta-miR-193a-5p
Cl6 hsa-miR-33a-5p bta-miR-199a-3p
C17 hsa-miR-504-5p bta-miR-199b
C18 hsa-miR-18b-5p bta-miR-200a
C19 hsa-miR-506-3p bta-miR-200b
C20 hsa-miR-324-5p bta-miR-200c
C21 hsa-miR-215-5p bta-miR-20b
C22 hsa-miR-200c-3p bta-miR-210
C23 hsa-miR-95-3p bta-miR-21-3p
C24 hsa-miR-376a-3p bta-miR-214
D01 hsa-miR-29a-3p bta-miR-215
D02 hsa-miR-26b-5p bta-miR-218
D03 hsa-let-7a-5p bta-miR-22-5p
D04 hsa-miR-770-5p bta-miR-23a
D05 hsa-let-7g-5p bta-miR-23b-3p
D06 hsa-miR-25-3p bta-miR-24-3p
D07 hsa-miR-532-5p bta-miR-25

D08 hsa-miR-563 bta-miR-29b
D09 hsa-miR-433-3p bta-miR-29¢
D10 hsa-miR-144-3p bta-miR-30a-5p
D11 hsa-miR-501-5p bta-miR-30c
D12 hsa-miR-425-5p bta-miR-30e-5p
D13 hsa-miR-32-5p bta-miR-342
D14 hsa-miR-621 bta-miR-345-5p
D15 hsa-miR-505-3p bta-miR-34c
D16 hsa-miR-633 bta-miR-361
D17 hsa-miR-744-5p bta-miR-363
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D18 hsa-miR-26a-5p bta-miR-369-3p
D19 hsa-miR-28-5p bta-miR-369-5p
D20 hsa-miR-581 bta-miR-380-3p
D21 hsa-miR-10b-5p bta-miR-380-5p
D22 hsa-miR-576-5p bta-miR-423-3p
D23 hsa-miR-555 bta-miR-425-3p
D24 hsa-miR-605-5p bta-miR-425-5p
EO1 hsa-miR-520d-3p bta-miR-450a
E02 hsa-miR-455-5p bta-miR-455-3p
E03 hsa-miR-497-5p bta-miR-455-5p
E04 hsa-miR-646 bta-miR-487a
EO05 hsa-miR-548b-3p bta-miR-487b
E06 hsa-miR-24-3p bta-miR-532
E07 hsa-miR-522-3p bta-miR-545-3p
E08 hsa-miR-575 bta-miR-545-5p
E09 hsa-miR-187-3p bta-miR-7

E10 hsa-miR-615-3p bta-miR-93

Ell hsa-miR-18a-5p bta-miR-98

El12 hsa-miR-222-3p bta-let-7a-3p
E13 hsa-miR-9-5p bta-let-7b

El4 hsa-miR-125b-5p bta-let-7¢

E15 hsa-miR-365b-3p bta-let-7e

El6 hsa-miR-325 bta-miR-126-5p
E17 hsa-miR-184 bta-miR-15a
E18 hsa-miR-660-5p bta-miR-195
E19 hsa-miR-148b-3p bta-miR-19a
E20 hsa-let-7¢c-5p bta-miR-19b
E21 hsa-miR-542-3p bta-miR-204
E22 hsa-miR-558 bta-miR-331-3p
E23 hsa-miR-579-3p bta-miR-34a
E24 hsa-miR-595 bta-miR-365-3p
FO1 hsa-miR-185-5p bta-miR-374a
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F02 hsa-miR-362-5p bta-miR-497
FO3 hsa-miR-376¢-3p bta-miR-660
F04 hsa-miR-542-5p bta-miR-99b
FO05 hsa-miR-155-5p bta-miR-1
F06 hsa-miR-200a-5p bta-miR-100
FO7 hsa-miR-648 bta-miR-105a
FO8 hsa-miR-206 bta-miR-105b
F09 hsa-miR-363-3p bta-miR-106b
F10 hsa-miR-124-3p bta-miR-1179
F11 hsa-miR-148a-3p bta-miR-1185
F12 hsa-miR-650 bta-miR-1193
F13 hsa-miR-132-3p bta-miR-1197
F14 hsa-miR-559 bta-miR-1224
F15 hsa-miR-369-5p bta-miR-1225-3p
F16 hsa-miR-484 bta-miR-1248
F17 hsa-miR-524-3p bta-miR-1249
F18 hsa-miR-616-5p bta-miR-1256
F19 hsa-miR-423-3p bta-miR-1271
F20 hsa-miR-556-5p bta-miR-1281
F21 hsa-miR-619-3p bta-miR-1282
F22 hsa-miR-424-5p bta-miR-1287
F23 hsa-miR-622 bta-miR-129-5p
F24 hsa-miR-582-5p bta-miR-1291
GO1 hsa-miR-549a bta-miR-129-3p
G02 hsa-miR-486-5p bta-miR-1296
GO03 hsa-miR-302c¢-3p bta-miR-1298
G04 hsa-miR-125a-5p bta-miR-1301
GO05 hsa-miR-20b-5p bta-miR-1306
G06 hsa-miR-630 bta-miR-1307
GO07 hsa-miR-525-3p bta-miR-130a
GOS8 hsa-miR-512-3p bta-miR-130b
G09 hsa-miR-384 bta-miR-133b
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G10

hsa-miR-186-5p

bta-miR-133b

Gl11 hsa-miR-149-5p bta-miR-134
Gl12 hsa-miR-146b-5p bta-miR-135a
G13 hsa-miR-141-3p bta-miR-135b
Gl14 hsa-miR-23b-3p bta-miR-136
Gl15 hsa-miR-487b-3p bta-miR-137
Gl6 hsa-miR-422a bta-miR-141
G17 hsa-miR-635 bta-miR-143
G18 hsa-miR-296-5p bta-miR-144
G19 hsa-miR-152-3p bta-miR-146a
G20 hsa-miR-22-3p bta-miR-146b
G21 hsa-miR-450a-5p bta-miR-147
G22 hsa-miR-212-3p bta-miR-152
G23 hsa-miR-361-5p bta-miR-153
G24 hsa-miR-429 bta-miR-154a
HO1 hsa-miR-23a-3p bta-miR-155
HO2 hsa-miR-208a-3p bta-miR-16a
HO3 hsa-miR-485-3p bta-miR-181d
HO4 hsa-miR-487a-3p bta-miR-182
HOS5 hsa-miR-19b-3p bta-miR-183
HO06 hsa-miR-488-3p bta-miR-1835
HO7 hsa-miR-449a bta-miR-1839
HO8 hsa-miR-103a-3p bta-miR-184
HO09 hsa-miR-649 bta-miR-185
HI0 hsa-miR-96-5p bta-miR-187
HI11 hsa-miR-203a-3p bta-miR-188
HI12 hsa-miR-142-3p bta-miR-190a
H13 hsa-miR-639 bta-miR-190b
H14 hsa-miR-551a bta-miR-193b
H15 hsa-miR-769-5p bta-miR-194
H16 hsa-miR-562 bta-miR-196a
H17 hsa-miR-657 bta-miR-196b
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H18 hsa-miR-624-5p bta-miR-197
H19 hsa-miR-610 bta-miR-202
H20 hsa-miR-127-3p bta-miR-206
H21 hsa-miR-134-5p bta-miR-208a
H22 hsa-miR-412-3p bta-miR-208b
H23 hsa-let-7f-5p bta-miR-211
H24 hsa-miR-566 bta-miR-212
101 hsa-miR-492 bta-miR-216a
102 hsa-miR-122-5p bta-miR-216b
103 hsa-miR-518b bta-miR-217
104 hsa-miR-585-3p bta-miR-219-5p
105 hsa-miR-34a-5p bta-miR-223
106 hsa-miR-502-5p bta-miR-224
107 hsa-miR-452-5p bta-miR-24
108 hsa-miR-508-3p bta-miR-28
109 hsa-miR-607 bta-miR-296-3p
110 hsa-miR-133b bta-miR-299
11 hsa-miR-143-3p bta-miR-29d-3p
112 hsa-miR-766-3p bta-miR-29e
113 hsa-miR-600 bta-miR-301a
114 hsa-miR-142-5p bta-miR-301b
115 hsa-miR-202-3p bta-miR-302a
116 hsa-miR-19a-3p bta-miR-302b
117 hsa-miR-583 bta-miR-302c
118 hsa-miR-448 bta-miR-302d
119 hsa-miR-130b-3p bta-miR-30f
120 hsa-miR-128-3p bta-miR-32
121 hsa-miR-454-3p bta-miR-323
22 hsa-miR-524-5p bta-miR-324
123 hsa-miR-182-5p bta-miR-326
124 hsa-miR-495-3p bta-miR-328
Jo1 hsa-miR-335-5p bta-miR-329a
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Jo2

hsa-miR-135b-5p

bta-miR-329b

JO3 hsa-miR-34c-5p bta-miR-330
Jo4 hsa-miR-1-3p bta-miR-335
JO5 hsa-miR-662 bta-miR-338
Jo6 hsa-miR-27a-3p bta-miR-339a
JO7 hsa-miR-320a bta-miR-33a
JO8 hsa-miR-942-5p bta-miR-33b
JO9 hsa-miR-591 bta-miR-340
J10 hsa-miR-16-5p bta-miR-346
J11 hsa-miR-100-5p bta-miR-362-5p
J12 hsa-miR-626 bta-miR-367
J13 hsa-miR-758-3p bta-miR-370
114 hsa-let-7e-5p bta-miR-371
J15 hsa-miR-493-3p bta-miR-374b
J16 hsa-miR-374a-5p bta-miR-375
17 hsa-miR-129-5p bta-miR-376a
J18 hsa-miR-589-5p bta-miR-376b
J19 hsa-miR-518d-3p bta-miR-376¢
120 hsa-miR-571 bta-miR-376d
J21 hsa-miR-623 bta-miR-377
122 hsa-miR-338-3p bta-miR-378
J23 hsa-miR-138-5p bta-miR-379
124 hsa-miR-27b-3p bta-miR-381
K01 hsa-miR-637 bta-miR-382
K02 hsa-miR-383-5p bta-miR-383
K03 hsa-miR-195-5p bta-miR-409a
K04 hsa-miR-513a-5p bta-miR-410
KO05 hsa-miR-548a-5p bta-miR-411a
K06 hsa-miR-519e-5p bta-miR-412
K07 hsa-miR-362-3p bta-miR-421
K08 hsa-miR-342-3p bta-miR-429
K09 hsa-miR-587 bta-miR-431

137



K10 hsa-miR-331-3p bta-miR-432
K11 hsa-miR-877-5p bta-miR-433
K12 hsa-miR-329-3p bta-miR-448
K13 hsa-miR-140-3p bta-miR-449a
K14 hsa-miR-590-5p bta-miR-449b
K15 hsa-miR-5480-5p bta-miR-449¢
K16 hsa-miR-135a-5p bta-miR-451
K17 hsa-miR-501-3p bta-miR-452
K18 hsa-miR-219a-5p bta-miR-453
K19 hsa-miR-378a-3p bta-miR-454
K20 hsa-miR-139-5p bta-miR-483
K21 hsa-miR-935 bta-miR-485
K22 hsa-miR-515-5p bta-miR-486
K23 hsa-miR-331-5p bta-miR-488
K24 hsa-miR-496 bta-miR-489
LO1 hsa-miR-885-5p bta-miR-490
LO02 hsa-miR-629-5p bta-miR-491
LO3 hsa-miR-502-3p bta-miR-493
L0O4 hsa-miR-99a-5p bta-miR-494
LO5 hsa-miR-767-5p bta-miR-495
LO6 hsa-miR-380-3p bta-miR-496
LO7 hsa-miR-197-3p bta-miR-500
LO08 hsa-miR-578 bta-miR-502b
L09 hsa-let-7b-5p bta-miR-504
L10 hsa-miR-518c-3p bta-miR-505
L11 hsa-miR-181b-5p bta-miR-539
L12 hsa-miR-937-3p bta-miR-541
L13 hsa-miR-432-5p bta-miR-543
L14 hsa-miR-7-5p bta-miR-544a
L15 hsa-miR-302b-3p bta-miR-544b
L16 hsa-miR-489-3p bta-miR-551a
L17 hsa-miR-20a-5p bta-miR-551b
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L18 hsa-miR-337-3p bta-miR-562
L19 hsa-miR-567 bta-miR-568
L20 hsa-miR-218-5p bta-miR-582
L21 hsa-miR-101-3p bta-miR-584
L22 hsa-miR-205-5p bta-miR-592
L23 hsa-miR-613 bta-miR-599
L24 hsa-miR-98-5p bta-miR-615
MoO1 hsa-miR-369-3p bta-miR-628
MO2 hsa-miR-190b bta-miR-631
MO3 hsa-miR-345-5p bta-miR-653
Mo4 hsa-miR-219a-2-3p bta-miR-654
MO5 hsa-miR-21-5p bta-miR-655
MO6 hsa-miR-554 bta-miR-656
MO7 hsa-miR-361-3p bta-miR-658
MO8 hsa-miR-193a-5p bta-miR-665
M09 hsa-miR-548d-5p bta-miR-670
M10 hsa-miR-498 bta-miR-671
Mil hsa-miR-576-3p bta-miR-708
Mi12 hsa-miR-518f-5p bta-miR-744
M13 hsa-miR-208b-3p bta-miR-758
Mi14 hsa-miR-191-5p bta-miR-759
M15 hsa-miR-532-3p bta-miR-760-5p
Ml16 hsa-miR-544a bta-miR-761
M17 hsa-miR-188-3p bta-miR-763
M18 hsa-miR-431-5p bta-miR-764
M19 hsa-miR-543 bta-miR-767
M20 hsa-miR-30d-5p bta-miR-769
M21 hsa-miR-129-2-3p bta-miR-873
M22 hsa-miR-30a-5p bta-miR-874
M23 hsa-miR-140-5p bta-miR-875
M24 hsa-miR-151a-3p bta-miR-876
NO1 hsa-miR-551b-3p bta-miR-877
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NO2 hsa-miR-181d-5p bta-miR-885

NO3 hsa-miR-588 bta-miR-92a
NO04 hsa-miR-520g-3p bta-miR-92b
NO5 hsa-miR-105-5p bta-miR-935

NO6 hsa-miR-520e bta-miR-95

NO7 hsa-miR-545-3p bta-miR-9-5p
NO8 hsa-miR-302a-3p bta-miR-96

NO9 hsa-miR-29b-3p bta-miR-1343-3p
N10 hsa-miR-632 bta-miR-1434-3p
N11 hsa-miR-802 bta-miR-1434-5p
NI12 hsa-miR-590-3p bta-miR-1584-3p
N13 hsa-let-7d-5p bta-miR-1584-5p
N14 hsa-miR-147a bta-miR-1603
NI15 hsa-miR-519¢-3p bta-miR-1721
N16 hsa-miR-580-3p bta-miR-1814a
N17 hsa-miR-373-3p bta-miR-1814b
N18 hsa-miR-181a-5p bta-miR-2310
N19 hsa-miR-301a-3p bta-miR-1843
N20 hsa-miR-28-3p bta-miR-1940
N21 hsa-miR-137 bta-miR-219-3p
N22 hsa-miR-875-3p bta-miR-22-3p
N23 hsa-miR-127-5p bta-miR-2284a
N24 hsa-miR-339-5p bta-miR-2284b
001 hsa-miR-873-5p bta-miR-2284c¢
002 hsa-miR-146a-5p bta-miR-2284d
003 hsa-miR-150-5p bta-miR-2284e
004 hsa-miR-298 bta-miR-2284f
005 hsa-miR-17-3p bta-miR-2284¢
006 hsa-miR-455-3p bta-miR-2284h-3p
007 hsa-miR-30e-5p bta-miR-2284y
008 hsa-miR-151a-5p bta-miR-2284i
009 hsa-let-7a-3p bta-miR-2284;
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0O10 hsa-let-7b-3p bta-miR-2284k
Ol11 hsa-let-7d-3p bta-miR-22841
012 hsa-let-7f-1-3p bta-miR-2284m
013 hsa-let-7f-2-3p bta-miR-2284n
ol14 hsa-let-7g-3p bta-miR-22840
Ol15 hsa-let-7i-3p bta-miR-2284p
016 hsa-miR-103b bta-miR-2284q
017 hsa-miR-106b-3p bta-miR-2284r
018 hsa-miR-10b-3p bta-miR-2284s
0o19 hsa-miR-125b-1-3p bta-miR-2284t-3p
020 hsa-miR-125b-2-3p bta-miR-2284t-5p
021 hsa-miR-126-5p bta-miR-2284u
022 hsa-miR-130b-5p bta-miR-2284v
023 hsa-miR-133a-3p bta-miR-2285a
024 hsa-miR-138-1-3p bta-miR-2285b
PO1 hsa-miR-138-2-3p bta-miR-2285c¢
P02 hsa-miR-141-5p bta-miR-2285d
P03 hsa-miR-145-5p bta-miR-2286
P04 hsa-miR-153-3p bta-miR-2287
P05 hsa-miR-15b-3p bta-miR-2288
P06 hsa-miR-181a-3p bta-miR-2289
P07 hsa-miR-18a-3p bta-miR-2290
P08 hsa-miR-193a-3p bta-miR-2291
P09 hsa-miR-193b-5p bta-miR-2292
P10 hsa-miR-199a-5p bta-miR-2293
P11 hsa-miR-1304-5p bta-miR-2294
P12 hsa-miR-19a-5p bta-miR-2295
P13 cel-miR-39-3p cel-miR-39-3p
P14 cel-miR-39-3p cel-miR-39-3p
P15 SNORDG61 SNORD42B
P16 SNORDG68 SNORD69

P17 SNORD72 SNORD61
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P18 SNORD95 SNORD®68
P19 SNORD96A SNORD96A
P20 RNUG6-6P RNUG6-6P
P21 miRTC miRTC

P22 miRTC miRTC

P23 PPC PPC

P24 PPC PPC
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Ek- 2. IF, CPE ve moi puanlarinin hesabinda kullanilan veriler. N=tekrar sayis1

HMC IF skor CPE skor
Dpi Ortalama SD Ortalama SD

1 1 0 0,333 0,577

2 1,333 0,577 1 0

3 1,333 0,577 2 0

5 2,333 0,577 3,333 0,577

7 4 0 4 0

SW-13 IF skor CPE skor

Dpi Ortalama SD Ortalama SD

1 1 0 0,666 0,577

2 1,333 0,577 1,667 0,577

3 3,333 1,154 2,667 0,577

5 4 0 4 0

7 4 0 4 0

HEK-293 IF skor CPE skor
Dpi Ortalama SD Ortalama SD

1 1,333 0,577 0 0

2 1,333 0,577 1 0

3 2,667 0,577 2,333 0,577

5 3,333 0,577 2,667 0,577

7 3,333 0,577 3,333 0,577
PSH IF skor CPE skor
Dpi Ortalama SD Ortalama SD

1 1 0 0 0

2 1 0 0 0

3 1 0 1 0

5 1,333 0,577 1,333 0,577
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1,333 0,577 3|2 ‘ 0 ‘ 3

BEK IF skor CPE skor

Dpi Ortalama SD N | Ortalama SD N
1 0 310 0 3
1 0 310 0 3
1 0 3 10,667 0,577 3
1,667 0,577 3 (2 0 3
2,333 0,577 3 (2 0 3

MDBK IF skor CPE skor

Dpi Ortalama SD N | Ortalama SD N
1 0 310 0 3
1 0 310 0 3
1 0 3 (0,667 0,577 3
1,667 0,577 3 (2 0 3
1,667 0,577 3 (2 0 3

HMC IF boyanmus hiicre sayisi/goz PSH IF boyanmus hiicre sayisi/goz

Dpi Ortalama SD N Dpi Ortalama SD N
95 7,071 3 1 700 28,284 3
2530 98,994 3 2 1100 84,852 3
2735 91,923 3 3 1340 367,695 3
5860 197,989 3 5 1420 311,127 3
15675 459,619 3 7 1440 226,274 3

SW-13 IF boyanmus hiicre sayisi/géz BEK IF boyanmus hiicre sayisi/goz

Dpi Ortalama SD N Dpi Ortalama SD N
720 141,421 3 1 380 113,137 3
3580 113,137 3 2 310 226,274 3
12200 1131,371 3 3 1090 268,7 3
31610 551,543 3 5 3740 1046,518 |3
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13900

5656,855 3

51900

‘4101,219 ‘3

HEK-293 IF boyanmus hiicre sayisi/goz
Dpi Ortalama SD N
1 250 282,842 3
2 2320 452,548 3
3 16500 707,106 3
5 17420 593,969 3
7 19000 1414214 3

MDBK IF boyanmus hiicre sayisi/goz
Dpi Ortalama SD N
250 70,71 3
200 141,421 3
415 304,055 3
29450 6293251 |3
28440 3450,681 |3
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Ek-3: Ekspresyonlar1 6nemli sekilde degisen miRNA’lar, kat regiilasyonlar1 ve p-degerleri

HMC 0 dpi

Olgun miRNA ID Kat regiilasyon p-degeri

1.
2.

N o

hsa-miR-382-5p
hsa-miR-455-3p
hsa-miR-542-3p
hsa-miR-34c-5p
hsa-miR-197-3p
hsa-miR-885-5p
hsa-miR-143-3p

2,8253
2,8383
3,3136
3,535

3,6512
4,3622
4,4641

0,000683
0,02995

0,002977
0,013542
0,032735
0,032122
0,033221

HMC 7 dpi

Olgun miRNA ID Kat regiilasyon p-deger

1.
2.

® N o

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.

hsa-miR-10b-3p

hsa-miR-126-5p
hsa-miR-361-5p
hsa-let-7f-5p
hsa-miR-23a-3p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-662
hsa-miR-147a
hsa-miR-622
hsa-let-7b-3p
hsa-miR-410-3p
hsa-miR-197-3p
hsa-miR-298
hsa-miR-202-3p
hsa-miR-138-5p
hsa-miR-623

hsa-miR-129-5p

hsa-miR-548b-3p

hsa-miR-206
hsa-miR-337-3p
hsa-miR-554
hsa-miR-621
hsa-miR-582-5p
hsa-miR-520e
hsa-miR-379-5p
hsa-miR-212-3p
hsa-miR-455-5p

hsa-miR-135a-5p

hsa-miR-205-5p
hsa-miR-647

-2,5646 0,034242

-6,0855 0,020622

-6,2566 0,040797

-8,3516 0,027975

-41,7985 0,036682

-53,398 0,00472
3,2745 0,00956
3,5999
3,7701 0,0312
3,7268
4,3108
4,5356 0,006
4,7721
4,8949 0,03047
4,9404
5,1621
5,295
5,4817
5,7145
5,848 0,01785
5,9023
6,2389
6,2823
6,37

6,5038
7,0353
7,3172  0,02212
71,8787
8,1565

8,1754

1

0,032784

0,043207
0,045566

0,007045

1

0,045803
0,047985
0,008958
0,022185
0,033064

0,023576
0,041235
0,032867
0,006532
0,021793
0,021399

1

0,019809
0,019044
0,002876

146



31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.

hsa-miR-135b-5p
hsa-miR-495-3p
hsa-miR-501-5p
hsa-miR-581
hsa-miR-18b-5p
hsa-miR-219a-5p
hsa-miR-619-3p
hsa-miR-302a-3p
hsa-miR-518f-5p
hsa-miR-208b-3p
hsa-miR-208a-3p
hsa-miR-361-3p
hsa-miR-504-5p
hsa-miR-32-5p
hsa-miR-122-5p
hsa-miR-544a
hsa-miR-382-5p
hsa-miR-487b-3p
hsa-miR-618
hsa-miR-383-5p
hsa-miR-597-5p
hsa-miR-412-3p
hsa-miR-302c-3p
hsa-miR-648
hsa-miR-130b-5p
hsa-miR-215-5p
hsa-miR-190b
hsa-miR-551a
hsa-miR-141-5p
hsa-miR-543

hsa-miR-5480-5p

hsa-miR-219a-2-3p

hsa-miR-95-3p

9,1343 0,0174

9,3694 0,017154
9,4128 0,01786
9,7898 0,025639
9,9265 0,003306
9,9725 0,016674
9,9956 0,017377
10,6882 0,020393
10,7378 0,024374
10,8374 0,016231
11,0396 0,022751
11,1937 0,016246
11,2716 0,016076
11,4289 0,016028
11,6691 0,015962
12,0806 0,025383
12,4778 0,030899
13,0076 0,003679
13,281 0,015662
13,3117 0,016916
13,4663 0,019552
13,4663 0,016711
13,7176 0,015928
14,0707 0,016476
14,2671 0,015555
14,7361 0,015516
14,7361 0,015516
14,8044 0,015511
14,9764 0,015498
15,1155 0,002812
15,5764 0,048664
16,4265 0,025565

16,5026 0,015412
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64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.

hsa-miR-325
hsa-miR-124-3p
hsa-miR-555
hsa-miR-363-3p
hsa-miR-369-5p
hsa-miR-583
hsa-miR-330-3p
hsa-miR-133a-3p
hsa-miR-513a-5p
hsa-miR-501-3p
hsa-miR-571
hsa-miR-524-5p
hsa-miR-591
hsa-miR-588
hsa-miR-641
hsa-miR-144-3p
hsa-miR-935
hsa-miR-877-5p
hsa-miR-133b
hsa-miR-567
hsa-miR-506-3p
hsa-miR-549a
hsa-miR-522-3p
hsa-miR-1-3p
hsa-miR-629-5p
hsa-miR-758-3p
hsa-miR-590-5p
hsa-miR-524-3p
hsa-miR-373-3p
hsa-miR-512-5p
hsa-miR-380-3p
hsa-miR-563

hsa-miR-525-3p

16,579 0,015409
16,6558 0,047388
17,1637 0,016991
17,2831 0,015909
17,687 0,015368
17,8925 0,015361
18,0587 0,016235
18,2263 0,015352
18,7388 0,015338
18,8255 0,015336
18,9127 0,015334
18,9565 0,015333
19,0883 0,01533

19,1325 0,015329
19,1768 0,01538

19,3548 0,015324
19,5797 0,015319
19,7159 0,037865
19,8989 0,015451
19,8989 0,015313
20,1767 0,015308
20,2234 0,015307
20,3641 0,015305
20,3641 0,015305
20,6961 0,015299
20,792 0,015298
20985 0,015295
21,0822 0,015293
22,0793 0,01528

22,5953 0,015275
22,7 0,015273
23,0701 0,01527

23,9943 0,015261
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97.
98.
99.

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.
124.
125.
126.
127.
128.
129.

hsa-miR-508-3p
hsa-miR-515-5p
hsa-miR-369-3p
hsa-miR-578
hsa-miR-335-5p
hsa-miR-376a-3p
hsa-miR-556-5p
hsa-miR-520g-3p
hsa-miR-518b
hsa-miR-548d-3p
hsa-miR-562
hsa-miR-384
hsa-miR-105-5p
hsa-miR-376¢-3p
hsa-miR-103b
hsa-miR-299-3p
hsa-miR-153-3p
hsa-miR-579-3p
hsa-miR-585-3p
hsa-miR-492
hsa-miR-519e-5p
hsa-miR-138-1-3p
hsa-miR-616-5p
hsa-miR-545-3p
hsa-miR-576-5p
hsa-miR-193a-3p
hsa-miR-559
hsa-miR-558
hsa-miR-551b-3p
hsa-miR-515-3p
hsa-miR-514a-3p
hsa-miR-938
hsa-miR-651-5p

25,0132 0,015253
25,5388 0,01525

25,6571 0,015249
25,9552 0,015247
26,1962 0,01657

26,8705 0,017283
27,626 0,015622
27,6899 0,015238
284026 0,015235
28,5342 0,015235
28,9325 0,01853

29,2687 0,015232
31,0808 0,015226
31,297 0,015226
31442 0,019751
31,7339 0,019466
31,9546 0,039206
32,1769 0,015223
34,9678 0,008644
35,5379 0,015217
35,9508 0,015216
36,3686 0,016648
38,265 0,015213
38,265 0,015213
38,5311 0,015213
39,25  0,000868
39,523 0,015211
40,8223 0,01521

40,7281 0,01521

42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
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PSH 0 dpi

Olgun miRNA ID Kat regiilasyon p-degeri

1. bta-miR-184
2. bta-miR-185
3. bta-miR-197
4. bta-miR-2289
5. bta-miR-505
6.bta-miR-1843
7. bta-miR-370
8. bta-miR-493
9. bta-miR-2291

-2,2702
-5,7339
-23,5531
2,0953
2,2225
3,4553
4,1761
6,0091
6,999

0,00574
0,03891
0,03136
0,02428
0,005825
0,0177
0,0422
0,01051
0,03829

130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142.
143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.

hsa-miR-371a-3p
hsa-miR-633
hsa-miR-660-5p
hsa-miR-429
hsa-miR-607
hsa-miR-454-3p
hsa-miR-548a-5p
hsa-miR-518c-3p
hsa-miR-302b-3p
hsa-miR-498
hsa-miR-576-3p
hsa-miR-519¢-3p
hsa-miR-580-3p
hsa-miR-802
hsa-miR-590-3p
hsa-miR-127-5p
hsa-miR-18a-3p
hsa-miR-193b-5p
hsa-miR-19a-5p

hsa-miR-345-5p

42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
42,2619 0,015209
464612 0,016452
47,1097 0,00049

PSH 7 dpi

Olgun miRNA ID Kat regiilasyon p-degeri

1.
2.
3
4,

6.
7.

bta-miR-486
bta-let-7a-3p
bta-miR-345-5p
bta-miR-1249
bta-miR-2285c¢
bta-miR-335
bta-miR-450a

-2,5056 0,011164
-2,5731 0,019368
-2,6793 0,02199
-3,1134 0,007181
-3,1351 0,027204
-3,5517 0,041157
-2177,5 0,008702
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10. bta-miR-708 10,1412 0,00119
11. bta-miR-17-3 11,949 0,02913
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Ek 4. HMC hiicresinde 0. glinde artan yonde degisen yolaklar.

The following table shows the 25 most relevant pathways sorted by p-value.

: | omotities |  Reactions |
Sl T s T T

TRAF6 mediated IRF7 activation 3/43 0.003 543e-06 2.0%-04 2f11 E4%e-04

DDX58/IFTH]-mediated induction of

3/96 0007 5.85%e-05 0.002 2146 0004
interferon-alpha/beta / !

POUSFL (OCT4), S0X2, NANOG
activate genes related to 2/2 0.001 1.34e-04 0.003 2/16 0.001
proliferation

Regulation of IFNA signaling 2/28 0.002 2.37e-04 0.003 4/5 3.86e-04

Factors involved in megakaryocyte

development and platelet production FLEM g Hbel e s R
Trar:sr.‘nptlunal regulation of 2745 0.003 6.086-0 0.005 3/35 0.003
pluripotent stem cells
Role of ABL in ROBO-SLIT signaling 1/10 b.82e-04 0.008 0065 4/4 3.09e-04
Interferon alpha/beta signaling 2 /186 0.013 0.01 0.068 13/20 0.002
FGFR3c ligand binding and

B et 1/18 0.001 0.015 0.075 1/4 2.09e-04
activation
FGFR3 ligand binding and activation 1f19 0.001 0.015 0.075 /6 4.63e-04

Defective GALNT3I causes familial
hyperphosphatemic tumoral 1/20 0.001 0.016 0.075 /1 7.71le-05
calcinosis (HFTC)

Regulation of TP53 Activity through

1/23 0.002 0.01%9 0075 1712 9. 26e-04
Methylation / /
Hemostasis 3/824 0.056 0.027 0088 3/332 0026
Onecogene Induced Senescence 1/42 0.003 0.034 0.088 3/19 0.001
Regulation of TP53 Degradation 1/43 0.003 0.035 0.088 12/30 0.002
: 5 S
Rep;ulatlu‘n of TP53 Expression and 1/46 G oG 0.088 12/35 T
Degradation
SUMOylati fDNA licati
e LRIt 1/50 0.003 0.04 0.088 1/8 6.170-04
proteins
Interferon Signaling 2 [ 396 0.027 0.04 0.088 13/ 66 0.005
Signaling by FGFR2 1/53 0.004 0.042 0.088 1743 0.002
Stabilization of p53 1/59 0.004 0.047 0088 &6/15 0.001
pri peacantElnMh Datage 1/70 0.005 0.056 0.088 622 0.002
Response
p53-Dep?n:Ieut G1/S DNA damage 1/70 0.005 0.056 0.088 6/22 o002
checkpoint
G1/S DNA Damage Checkpoints 172 0.005 0.057 0.088 6/26 0.002
O-linked glycosylation of mucins 1/73 0.005 0.058 0.088 Lf17 0.001
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Ek 5. HMC hiicresinde 7. glinde azalan yonde regiile edilen yolaklar.

The following table shows the 25 most relevant pathways sorted by p-value.

Pathway name
e EEane Eere E o |

Signaling by Receptor Tyrosine

Kinnses 4/ 622 0.042 3.43e-4 0.012 25 /701 0.054
NGF-stimulated transceription 2/ 56 0.004 5.15e-04 0.012 23/36 0.003
Bituthee Evenis (imane and 2/80 0.005 D.00L 0.016 2347 0.004
transeription factor activation)

Signaling by NTRE1 (TREA) 2/143 0.01 0.003 0.036 23/ 101 0.008
Signaling by NTREs 2166 0.011 0.004 0.038 23/ 163 0.013
Interferon alpha/beta signaling 2/186 0.013 0.005 0.038 2/20 0.002
MET receptor recycling 1/11 7.50e-04 0.007 0.04 Lf2 1.54e-04
Interferon Signaling 2/ 396 0.027 0.023 0.081 2 /66 0.005
TBC/RABGAPS 1/49 0.003 0.03 0.081 1/14 0.001
;‘i}:ﬁi‘;g;g;) :‘i“"" i 1/586 0.004 0.034 0.081 2/4 2.092-04
HSF1-dependent transactivation 1/59 0.004 0.036 0.081 1/8 6.17e-04
RAB geranylgeranylation 1/68 0005 0.041 0.081 25 3.86e-04
:::;:;:f ER At asma 1/60 0.005 D.042 0.081 1/33 0.003
ﬁjiia::zu“: A 1/70 0.005 0.042 0.081 2/15 0.001
T;:::::::’::E':j:::lim LRI 1/79 0.005 0.047 0.081 1/15 0.001
Signaling by MET 1/88 0.006 0.053 0.081 1/49 0.004
brateins that bind AUich clements 1/99 0006 08%  0mL 2/ 0o
MAPK&/MAPK4 signaling 1/106 0.007 0.063 0.081 1/40 0.003
Extra-nuclear estrogen signaling 17110 0.007 0.065 0.081 1/38 0.003
PI Metabolism 1/112 0008 0.067 0.081 1/89 0007
VEGFA-VEGFR2 Pathway 17125 0009 0.075 0.081 1/77 0.006
Rab regulation of trafficking 1/129 0.009 0.076 0.081 1/35 0.003
Cellular response to heat stress 17135 0.009 0.08 0.081 1729 0.002
Sipnaling by VEGE 1/137 0.009 0.081 0.081 1/84 0.006
PTEN Regulation 1/171 0.012 01 01 2 /56 0.004

* False Discovery Rate
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Ek 6. HMC hiicresinde 7. glinde artan yonde regiile olan yolaklar

The following table shows the 25 most relevant pathways sorted by p-value.

 mwe | hesciom |
Pathway name -
= = o =T e
0.393

Circadian Clock 6104 0007 0.001 45 /59 0005
Loss of Function of FBXW7 in Cancer

216 4. 0fe-04 0.002 0.393 1/1 F.7le05
and NOTCHI Signaling ! !
F:BM'\-'F Mutants and NOTCHL in 216 4 00e04 0.002 0393 1/1 771605
Cancer
Tra}'lsunphunal Repulation by 4/48 0,003 0.002 0.393 6/13 0.001
VENTX
NOTCHI Intracellular Domain 4157 0.004 0.005 0.293 13/18 0.001

Regulates Transcription
Regulation of gene expression in
endocrine-committed (NEUROGI+) 219 6.13%e-04 0.005 0.393 1/4 3.0%e-04

progenitor cells

Constitutive Signaling by NOTCH1

S B e 468 0.005 0.008 0.203 12/m 0.002
Constitutive Signaling by NOTCH1
i 468 0.005 0.008 0.203 12/71 0.002
Signaling by NOTCHI PEST Domai

S e 468 0.005 0.008 0293 12)21 0.002
Mutants in Cancer
Signali NOTCH1 HD+PEST

Fraltig by oI 4/68 0.005 0.008 0.393 12/31 0.002
Domain Mutants in Cancer
Signaling by NOTCHI in Cancer 4/68 0005 0008 0.303 13/39 0,003
BMALL:CLOCK, NPAS? activates

e 2 S 3/42 0.003 0.013 0.293 20 20 0.002
E].l'f_'ﬂ.dl&“ Ef'.'l'le ﬂprﬂﬁs]u‘n
a2+ pathway a/81 0.006 0.015 0.203 1227 0.002
Signaling by NOTCH1 484 0.006 0.017 0.393 13/ 30 0.003
Signaling by TGF-beta Recepte

i L Seraptor 4/85 0.006 0.018 0.203 25 ) 8z 0.006
Complex
TGFBRZ MSI F chift Mutants i

Gt 1/2 1.36e-04 0.023 0.203 1/1 7.71e-05

Cancer
POUSF1 (OCT4), SOX2, NANOG
activate genes related to 2/ 0.001 0.025 0.293 2/16 0.001

proliferation

Transcriptional activity of

SMADZ/SMAD3:SMAD4 heterotrimer Ffas A0 ey e Hi=s L
FOXO-mediated transcription of cell

Js e s 2/ 0.002 0.03 0.293 2/15 0.001
death genes
Cellular Senescence 6/ 200 0.014 0.03 0.293 23/90 0.007
TCF7L2 mutants don't bind CTBP 1/3 204004 0.024 0.203 1/1 7.71e-05
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XAV939 inhibits tankyrase,

stabilizing AXIN T3
Transport of connexins along the 1/3
secretory pathway

Oligomerization of connexins into 1/3
CONNexons

Potassium Channels 4,107

* False Discovery Rate

2.Me-04

2 de-Di

2.M4e-04

0.007

0.034

0.034

0.034

0.037

0.293

0.393

0.293

0.393

1/1

1/2

1/3

4/19

7.71e-05

1 54e-D4

2.31e-04

0.001
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Ek 7.PSH hiicresinde 0. giinde azalan yonde regiile edilen yolaklar

The following table shows the 17 most relevant pathways sorted by p-value.

Xenobiotics 2724 0.002 4.40e-05 7.48e-04 3/22 0.002
Cytochrome P450 - arranged by
2 /65 0.006 3.20e-04 0,003 4 8l 0.005

substrate type / e !
Phase 1 - Functionalization of 2/105 0,009 2. 30604 0.004 4/98 0008
compounds
Binlogical oxidations 2232 0.019 0.004 0.01 6188 0.015
Organic anion transporters 1/10 E.76e-04 0.004 0.01 1/9 6.94e-04
Beta-oxidati fvery | “hai

s et b o 1/11 9.63e-08 0.005 0.01 2/12 9.26e-04
fatty acids
Miscellaneous substrates 112 0001 0.005 0.01 1/5 3_86e-04
Aflatoxin activation and 1/20 0.002 0.009 0.013 2/18 0.001
detoxification
Peroxisomal lipid metabolism 1/29 0.003 0.013 0.013 2/35 0.003
Peroxisomal protein import 1/64 0.006 0.028 0.028 3/26 0.002
Transport of inorganic
cations/anions and amino 17107 0.009 0.046 0.046 1/75 0.006
acids/oligopeptides
Metabolism 3/2,142 0.1828 0.049 0,049 82,241 0.173
Protein localization 17166 0.015 0.071 0.071 3/53 0.004
Fatty acid metabolism 1/179 0.0L6 0.076 0.076 2,217 0.0L7
SLC-mediated transmembrane 1251 0022 0,105 0.105 1/1m 0.015
transport
Transport of small molecules 1/731 0.064 0.282 0.282 1435 0034
Metabolism of lipids 1/748 0.065 0.287 0287 2/943 0.073

* Falzse Discovery Rate
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Ek 8. PSH hiicresinde 0. giinde artan yonde regiile edilen yolaklar

The following table shows the 25 most relevant pathways sorted by p-value.

Pathway name
AT o | Wi | WD e | R |

Glyeogen storage disease type Ih

(SLC37A4) 1f1 8.T6e-05 7.00e-04 0.025 1/1 7.71e-05
Glycogen storage diseases 1/16 0.001 0.011 0.084 1/10 7.71e-04
Diseases of metabolism 2/ 249 0.022 0.012 0.084 47191 0.015

Defective GALNT3 causes familial
hyperphosphatemic tumoral 119 0.002 0.013 0.084 1/1 7.71e-05
calcinosis (HFTC)

Defective GALNT12 causes colorectal

1719 0.002 0013 0.084 1/1 7.71e-05
cancer 1 (CRCS1) / /
Defective C1GALTLC] causes Tn
nolyaggtutinstion synd e (TNPS) 1/20 0.002 0.014 0.084 1/1 7.71e-05
e Nrion UL gl 1/26 0.002 0.018 0.09 5/5 3 86e-04
biosynthesis
Gluconeogenesis 1/34 0.003 0.024 0.091 1/26 0.002
D!HEH.‘;E&'I of carbohydrate 1/34 0.003 0.024 0.091 1/44 0.003
metabolism
PEMTs methylate histone lysines 1747 0.004 0.032 0.091 3f22 0.002
Dectin-2 family 1/61 0.005 0.042 0.091 1712 9. 26e-D4
O-linked glycosylation of mucins 1/65 0.006 0.045 0.091 17 /17 0.001

RUNXI regulates genes involved in
megakaryocyte differentiation and 1/66 0.006 0.045 0.091 12/33 0.003
platelet function

Diseases associated with O-

glycosylation of proteins Lfa UL UALE L 23 (R
Class Bf2 (Secretin family receptors) 1/97 0.008 0.066 0.116 2,20 0.002
Glucose metabolism 1/98 0.009 0.067 0.115 1/50 0.004
O-linked glycosylation 17114 0.01 0.077 0.116 17 /25 0.002
Diseases of glycosylation 1/146 0.013 0.098 0.116 3fI7 0.006
C-type lectin receptors (CLRs) 1/174 0.015 0.116 0.116 1/68 0.005
Tr[i.t_lsuﬁptiunal regulation by 1908 i S i 19 /139 i
RUNX1

Chromatin modifying enzymes 1/240 0.021 0.156 0.156 3/84 0.006
Chromatin organization 1/240 0.021 0.156 0.156 3/84 0.006
Metabolism of carbohydrates 1/300 0.026 0.192 0.192 17243 0.019
Innate Immune System 2/1,187 0.104 0.192 0.199 2 697 0.054
Generic Transcription Pathway 2/1,258 0.11 0.21% 0.218 13824 0.064

* False Discovery Rate
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Ek 9. PSH hiicresinde 7. giinde azalan yonde regiile edilen yolaklar

The following table shows the 25 most relevant pathways sorted by p-value.

Pathway name -
owmd [ rato [ pae | o | fowa | o |

Axonal growth inhibition (RHOA

5 . 1/9 7.8Be-04 0006 0.087 1/6 4. 63e-04
activation)
p75NTR regulates axonogenesis 1/10 5. 76e-04 0.006 0.087 1/8 6.17e-04
DN A Damage Recognition in GG-NER 1/38 0.003 0.023 0.087 1/5 3.86e-04
mRNA 3-end processing 1/57 0.005 0.034 0.087 3/3 2.31e-04
NRAGE signals death through JNK 1/50 0.005 0.036 0.087 1/7 5.40e-04
rRMNA modification in the nucleus 1/60 0.005 0.036 0.087 1/8 617004
and eytosol
RMNA r"n::-!}'zl'nera:ie IT Transcription 1/66 0.006 0.04 0.087 1/4 3 09a-0s
Terminatiom
Cell death signalling via NRAGE,
NRIF and NADE 1/76 0.007 0046 0.087 1/17 0.001
Transport of Mature mRNA derived
from an Intron-Containing 1/78 0.007 0.047 0.087 /4 3.00e-04
Transcript
G alpha (12/13) signalling events 1/80 0.007 0.048 0.087 1/14 0.001
Global Genome Nucleotide Excision
Repair (GG-NER) 1/584 0.007 0.05 0.087 1/20 0.002
'Il'rum.'purt of Mature Transcript to 1/87 0.008 0.052 0.087 2/13 0.001
Cytoplasm
UCH proteinases 1/96 0.008 0.057 0087 1/11 B.49e-04
75 NTR ~-mediated
i D e 1/99 0.009 0,059 0.087 2/50 0.004
signalling
Metabolism of RNA 2/675 0.059 0.06 0.087 187187 0.014
Nucleotide Excision Bepair 1/110 0.01 0.066 0.087 1/37 0.003
Rho GTPase cycle 1/141 0.012 0.083 0.087 1/s 3.86e-04
Death Receptor Signalling 1/147 0.013 0.087 0.087 2 /90 0.007
mRNA Splicing - Major Pathway 1/180 0.016 0.105 0.105 5/ 6.04e-04
Maj athway of rRNA
phendatl it e it et 1/183 0.016 0.107 0.107 417 5.400-08
in the nucleolus and cytosol
mRNA Splicing 1/1a8 0.016 0.11 0.11 8/14 0.001
rRNA processing in the nucleus and 1/193 0.017 0112 0112 5/15 0.001
cytasol
rRNA processing 17203 0.018 0.118 0.118 5/21 0.002
Processing of Capped Intron-
i = 1245 0.021 0.141 0141 13/ 32 0.002
Containing Pre-mRNA / /
Deubiguitination 1/2a82 0025 0151 0.1al 1/77 000e

* False Discovery Rate

158



I- Bireysel Bilgiler

Ad1 Soyadi

Dogum yeri ve tarihi

Uyrugu

Medeni durumu

Telefon numarasi

E-posta adresi

II- Egitimi

Yil

2019

2018

2016

2015-

2011-2013

2010-2011

2007-2010

Yil

Boliim

Viroloji

Enfeksioz
Biyoloji

Viroloji

Viroloji

Biyoloji

Academic
English

Biyoloji

Yabanci dili

OZGECMIS

Katalin FOLDES

Macar

Kurum

Institute Pasteur, Paris, Fransa

Liverpool University; Liverpool,
Ingiltere

Ankara University, Ankara

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Szent Istvan Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Budapeste

Tti School of English, London, Ingiltere

Szent Istvan Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Budapeste

Seviye

Aciklama

Yeni Nesil
Dizileme (NGS)
veri analizi

Geligmis Oxford
Nanopore
egitimi

Laboratuvar
Hayvani
Kullanim
Sertifikasi

Doktora
Yiiksek Lisans
Ingilizce dil
kursu, IELTS

hazirlik kursu

Lisans

159



2014 Tiirkge C1
2011 Ingilizce C1

2006 Latince B2

III- Unvanlar

Yil Unvan
2010 BsC

2013 MsC
2017- PhD aday1

IV- Mesleki Deneyimi

Mesleki Deneyimi

Manyetik rezonans goriintilleme ile kopek beyinciklerinin hacimsel
degerlendirilmesi. Kaposvar Universitesi, Tanisal Goriintiileme ve
Radyasyon Onkolojisi Enstitiisii, Macaristan

Simian adenoviruslarinin molekiiler temelli karsilastirmasi (Sad). Proje:
Yeni klinik tedaviler olarak adenoviruslar, ILERI, Marie-Curie eylemi:
Baslangig Egitim Aglari. Macaristan Bilim Akademisi, Veteriner Tibbi
Arastirma Enstitiisli, Macaristan

Ganciclovir direncinde Sitomegalovirus (CMYV) izolatlarin fenotipik
analizi. Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dals,
Tiirkiye

Kirim-Kongo Kanamali Ates Virusun (KKKAV) llumina HiSeq ve Oxford
Nanopore Minion dizilimi. Liverpool Universitesi, Bulasict Biyoloji
Béliimii, Ingiltere

Tiibitak Arastirma ve gelistirme 1003 Projesi, Kirim-Kongo Kanamali
Atesi Hastaligma Kars1 Profilaktik ve Immunoterapotik Biyolojik Madde
Uretimi Proje numarasi: 1158074

Kirim-Kongo Kanamali Ates Virusu'na (KKKAYV) kars1 onleyici ve/veya
viral genom hedefli terapétik stratejilerin gelistirilmesi. Proje: TUBITAK
no.: 1195440. Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim
Daly, Tiirkiye

V- Bilimsel Ilgi Alanlar

Tarih Arahgi

2007-2010

2011-2013

2018

2018

2016-2019

2020-

160



Yayimnlar

Foldes K, Aligholipour Farzani T, Ergiinay K, Ozkul A. Differential
Growth Characteristics of Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus
in Kidney Cells of Human and Bovine Origin. Viruses. 2020 Jun
25;12(6):685. doi: 10.3390/v12060685. PMID: 32630501; PMCID:
PMC7354505.

Touraj Aligholipour Farzani, Katalin Foldes, Koray Ergiinay, Hakan
Gurdal, Aliye Bastug, Aykut Ozkul: Immunological Analysis of a
CCHFYV mRNA Vaccine Candidate in Mouse Models. Vaccines 2019
Sep; 7(3): 115

Katalin Foldes, Touraj Aligholipour Farzani, Alireza Hanifehnezhad,
Aykut Ozkul: Differential Susceptibility Of Human And Bovine Cell
Lines To Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus. April 2019

Poster section of FEuropean Congress of Virology, Rotterdam,
Netherlands DOI: 10.13140/RG.2.2.30333.20967

Touraj Aligholipour Farzani, Katalin Foldes, Alireza Hanifehnezhad,
Burcu Yener Ilce, Seval Bilge Dagalp, Neda Amirzadeh Khiabani, Koray
Ergiinay, Feray Alkan, Taner Karaoglu, Hurrem Bodur, Aykut Ozkul:
Bovine Herpesvirus Type 4 (BoHV-4) Vector Delivering
Nucleocapsid Protein of Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus
Induces Comparable Protective Immunity against Lethal Challenge
in IFNa/B/yR—/— Mice Models. Viruses 2019, 11(3), 237.

Touraj Aligholipour Farzani, Alireza Hanifehnezhad, Katalin Foldes,
Koray Ergiinay, Erkan Yilmaz, Hiba Hashim Mohamed Ali, Aykut
Ozkul: Co-Delivery Effect of CD24 on the Immunogenicity and
Lethal Challenge Protection of a DNA Vector Expressing
Nucleocapsid Protein of Crimean Congo Hemorrhagic Fever Virus.
Viruses 2019, 11, 75; doi:10.3390/v11010075

Iva I. Podgorski, Laura Pant6, Katalin Foldes, Iris de Winter, Maté
Janoska, Endre Sos, Baptiste Chenet, Balazs Harrach, Maria Benké:
Adenoviruses of the most ancient primate lineages support the theory

on virus-host co- evolution. Acta Veterinaria Hungarica 66 (3), pp. 474—
487 (2018)

Annika Brinkmann, Ender Dinger, Ceylan Polat, Olcay Hekimoglu,
Sabri Hacioglu, Katalin Foldes, Aykut Ozkul, Ibrahim Mehmet Ali
Oktem, Andreas Nitsche, Koray Ergiinay: A metagenomic survey
identifies Tamdy orthonairovirus as well as divergent phlebo-,
rhabdo-, chu- and flavi- likeviruses in Anatolia, Turkey. Ticks and
Tick-borne Diseases Volume 9, Issue 5, July 2018, Pages 1173-1183

Can Sarmoglu, Dilek Colak, Osman Alphan Kiipesiz, Mert Ahmet
Kuskucu, Koray Yalcin, Imran Saglik, Derya Mutlu, Kenan Midilli,

Tarih Arahg:

2020

2019

2019

2019

2019

2018

2018

2018

161



Olcay Peker, Betil Ozhak Baysan, Katalin Foldes, Aykut Ozkul:
Genotypic and phenotypic research in Ganciclovir (GCYV)
resistance Cytomegalovirus (CMYV) isolates. 2. National Virology
Days, Izmir, 22-24, March of 2018 presentation.

Ender Dinger, Annika Brinkmann, Olcay Hekimoglu, Sabri Hacioglu,
Katalin Foldes, Zeynep Karapinar, Pelin Fatos Polat, Bekir Oguz,
Ozlem Orung¢ Kiling, Peter Hagedorn, Nurdan Ozer, Aykut Ozkul,
Andreas Nitsche and Koray Ergiinay: Generic amplification and next
generation sequencing reveal Crimean-Congo hemorrhagic fever
virus AP92-like strain and distinct tick phleboviruses in Anatolia,
Turkey. Parasites & Vectors (2017) 10:335

Foldes Katalin, Loérincz Borbéla, Garamvdlgyi Rita, Bajzik Gébor,
Tokai Richéard, Lelovics Zsuzsanna, Repa Imre: The volumetric
evaluation of the canine cerebellum by using magnetic resonance
imaging. Hungarian Veterinary Journal, 2013/11 135. Vol. 675-684.

VII- Bilimsel Etkinlikleri

Odiiller, burslar
Tiirkiye Burslar1
Macaristan Cumhuriyeti Bursu

Szent Istvan Universitesi Veteriner Fakiiltesi Bilimsel Ogrenciler Dernegi
yarigmasinda 5. oldu.

VIII- Diger Bilgiler

Ankara Coksesli Korosu

2017

2013

Tarih

2015-2020

2012-2013

2009

Tarih

2015-

162



	ETİK BEYAN
	KABUL VE ONAY
	ÖNSÖZ
	SİMGELER VE KISALTMALAR
	ŞEKİLLER
	ÇİZELGELER
	1. GİRİŞ
	1.1.  Kırım-Kongo Kanamalı Ateş Virusu
	1.1.1. Tarihçe ve Coğrafi Yayılım
	1.1.2. Sınıflandırma ve Filogenetik
	1.1.3. Zoonotik Siklus
	1.1.4. Aşılama
	1.1.5. KKKAV’un Virionu, Genomu ve Moleküler Biyolojisi
	1.1.5.1. Hücreye Giriş
	1.1.5.2. Transkripsiyon ve Genom Replikasyonu
	1.1.5.3. Glikoproteinin Olgunlaşması, Viral Birleşme ve Çıkış
	1.1.5.4. Viral Proteinlerin Fonksiyonu

	1.1.6. İnsan ve Rezervuar Konakçılarında KKKAV’un Patogenezi ve İmmünolojisi
	1.1.6.1. İnsanlarda KKKA Patogenezi
	1.1.6.2. İnsanlarda KKKA immünolojisi
	1.1.6.3. Hayvanlarda enfeksiyonun patogenezi


	1.2. MikroRNA (miRNA)
	1.2.1. MikroRNA’ların biyogenezisi
	1.2.2. Sığırlarda miRNA yapısı
	1.2.3. miRNA dayalı antiviraller
	1.2.4. MiRNA’lar ve Virusların Etkileşimi
	1.2.5. Hedef Gen Tahmini
	1.2.5.1. TargetScan (Hedef Tarama)
	1.2.5.2. DIANA-microT
	1.2.5.3. MirTarget miRDB
	1.2.5.4. miRanda

	1.2.6. Gen Ontolojisi ve Pathway Analizi
	1.2.6.1. PANTHER
	1.2.6.2. Reactome


	1.3. İnsan ve Rezervuar Hayvanların Zoonotik Virüslere Karşı Biyolojik Tepkilerinin Karşılaştırılması
	1.3.1. Hücreden Hücreye Temas Yoluyla Virus Yayılım
	1.3.2. Kombinasyonel Çeşitlilikteki Farklılıklar
	1.3.3. Sitopatogenez
	1.3.4. Transkripsiyon Faktörleri

	1.4. Amaç

	2. GEREÇ VE YÖNTEM
	2.1. Etik Açıklama
	2.2. Hücreler ve Kültür Koşulları
	2.3. Araştırmada Kullanılan Virus
	2.4. Hücre Hatlarında KKKA Virus Çoğalma Kinetiğinin Analizi
	2.5. Konvansiyonel RT-PCR
	2.6. Kantitatif Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR)
	2.7. İndirekt İmmünofloresan Testi (IIFT)
	2.8. LDH Deneyi
	2.9. Apoptosis ve Nekrosis Saptanması
	2.9.1. Akış Sitometri Protokolü
	2.9.2. Annexin V-FITC Apoptosis Kit

	2.10. MiRNA İzolasyonu
	2.11. MiRNA’dan cDNA Elde Edilmesi
	2.12. SyberGreen Real-time MiRNA PCR Array
	2.13. Diferansiyel Olarak İfade Edilen MiRNA'ların Hedef Genleri
	2.14. Gen Ontolojisi Zenginleştirme Analizi ve KEGG Yolakları
	2.15. MiRNA Arraylerin qPCR Yöntemi ile Validasyonu
	2.16. İstatistiksel Analizler

	1, 2, 3, 5 ve 7 dpi'deki farklı hücre hatlarındakı ortalama viral yükleri 0 dpi'deki ortalama viral yük ile karşılaştırmak için iki yönlü ANOVA testi (Dunnette'in çoklu karşılaştırması) ve tüm hücredeki ortalama hücre içi ve hücre dışı gRNA ...
	3.1. Mikoplazma Kontrol Testi
	3.2. Ank-2 Virusunun Üretilmesi ve Enfektivite Testi Sonuçları
	3.3. qRT-PCR İçin Linear Standardın Hazırlaması
	3.4. Sitopatoloji ve IIFT Sonuçları
	3.5. Hücre İçi ve Dışı Viral Yük Sonuçları
	3.6. LDH Test Sonuçları
	3.7. Apoptosis ve Nekrosis Sonuçları
	3.7.1. Akış Sitometrisi Sonuçları
	3.7.2. Annexin V-FITC Apoptosis Sonuçları

	3.8. MiRNA Array Sonuçları
	3.9. Farklı Olarak İfade Edilen MiRNA'ların Öngörülen Hedeflerinin Gen Ontoloji ve Pathway Analizleri
	3.10. QPCR ile miRNA Array Sonuçların Doğrulaması

	4. TARTIŞMA
	4.1. KKKAV Enfekte İnsan ve Sığır Hücrelerin Patogenezisi
	4.1.1. İmmunopatogenez: KKKAV ile Enfekte İnsan Hücresinde Doğal ve Humoral Bağışıklık Sistemi İndüklenirken Sığır Hücresinde Baskılanmaktadır
	4.1.2. KKKAV ile Enfekte İnsan Hücrelerinde Apoptoz ve Biyolojik Oksidasyon Yolakları Artan, Sığır Hücrelerinde Azalan Yönde Regüle Edilir
	4.1.3. KKKAV ile Enfekte İnsan ve Sığır Hücrelerinde Megakaryosit/ trombosit Gelişimi ve Vasküler Endotel Büyüme Faktörünün İndüksiyonu

	4.2. Olgunlaşan Endozomlar Yoluyla Penetrasyonu/Viral Girişi ile İlgili Gen Ekspresyonu Enfekte İnsan ve Sığır Hücrelerinde Gösterdiği Ters Etki
	4.3. Hücreden Hücreye Yayılma Yollarına İlgili Genlerin Enfekte İnsan ve Sığır Hücrelerinde Ters Ekspresyonu
	4.4. DNA ve RNA Transkripsiyonu KKKAV ile Enfekte İnsan ve Sığır Hücrelerinde Ters Yolaklar Gösterdi
	4.5. KKKAV’un Enfekte İnsan Hücrelerinde Sirkadiyen Saat Sistemini Değiştirmesi
	4.6. KKKAV ile Enfekte İnsan Hücresinde Nörolojik Hastalıklar ile İlgili Yolakların Yüksek Seviyede İfade Edilmesi
	4.7. KKKAV ile Enfekte İnsan Hücresinde NOTCH1-yolu Artan Yönde Regüle Edildi

	5. SONUÇ VE ÖNERİLER
	ÖZET
	SUMMARY
	KAYNAKLAR
	EKLER
	ÖZGEÇMİŞ

