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ONSOZ

Bir bilim insaninin en onemli gorevleri bilgi liretmek, paylasmak ve topluma
katkida bulunmaktir. Bu tez ¢alismasi, bu gorevleri yerine getirme ¢abasinin iirliniidiir. Bu
satirlar1 yazarken, uzun bir yolculugun sonuna yaklagmanin mutlulugunu ve minnettarligini
hissediyorum.

Bu tez calismasinin gergeklesmesinde emegi gegen aileme, stirekli destekleri ve
inanglar i¢in sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Bu ¢alisma boyunca beni motive eden, her
zaman yanimda olan ailem, bagarimin temel tagidur.

Aragtirma siirecim boyunca rehberligini ve yonlendirmesini esirgemeyen, basta
damsmanim Prof. Dr. Sibel YAVRU ve hocalarim Prof. Dr. Atilla SIMSEK, Prof. Dr.
Orhan YAPICI, Prof. Dr. Oya BULUT, Prof. Dr. Oguzhan AVCI, Dog. Dr. Bilge Kaan
TEKELIOGLU ve Dog. Dr Irmak DIK’e bilgi ve deneyimlerini benimle paylastig1 icin
tesekkiir ederim.

Bu tezde yer alan sonuglar ve bulgularin elde edilmesindeki sonsuz destek ve
katkilar1 i¢in arkadaslarim Ceren Ece OZDEMIR, Tugrulhan OZDEN, Fatima UZAN,
Muhammet Enes ASLAN ve Hasan Sercan PALANCI’ya tesekkiir ederim. Sizinle
gecirdigim zamanlar, bu yolculugun daha anlamli ve eglenceli olmasin sagladi.

Ayrica, bu ¢alismanin maddi ve teknik destegini saglayan Selcuk Universitesi ve
Cukurova Universitesi Rektorliiklerine de tesekkiir ederim. Bu destek, bu tez ¢alismasinin
gerceklesmesindeki en elzem destekti.

Son olarak, bu tezi okuyan ve ilgi gosteren herkese tesekkiir ederim. Bu ¢alisma,
bilim diinyasma ve topluma katki saglama amaciyla yapildi. Umarim bu tez, gelecek
nesiller i¢in bir ilham kaynagi, gelecek ¢alismalar igin bir temel tas1 olabilir.

Bu tez ¢alismasi, bilimin giiciinii ve insan dayamismasmim onemini bir kez daha
gosterdi. Her birinize, bu yolculukta bana eslik ettiginiz ve bu ¢alismanin gerceklesmesine
katkida bulundugunuz i¢in minnettarim. Saygilarimla.

Ars. Gor. Cagr1 AVCI
01/ 2024
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Wm .............. Mikrometre

A .ooveeen Aminoasit

ANA .......... anti-niikleer antikorlar
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FRET .. ....... Forster rezonans enerji transferi
HCoV ......... Human Coronavirus
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LED ............ Light Emitting Diod

MIFADA.....Multi Regional Immunoflourescence Antibody Determination Assay
mRNA ........ Mesajc1 RNA
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NS coeecveeeiene Nano Saniye

NS . Non Structral
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ORF ............ Open Reading Frame

PBS ............ Fosfat Tampon Tuzu

PCR ........... Polimeraz Zincir Reaksiyonu
PEDV .......... Porcine Epidemic Diarrhea Virus
PRCoV ........ Porcine Respiratory Coronavirus
ROB ............ Radyatif Olmayan Bozunma
RT-PCR ...... Real-Time PCR

SAG ... Sistemler Arasi1 Gegis

SS tirerreeee e Single Stranded (Niikleik Asit)
TGEV .......... Transmissible Gastroenteritis Virus

UV . Ultraviyole
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Kopek Parvovirusu (CPV) ve Kdpek Coronavirusu (CCoV), evcil ve yabani kopeklerde siklikla
goriilen enfeksiy6z hastaliklardandir. Bu iki virus, ¢ogu vakada birlikte de teshis edilebilmektedir. Bu
viruslarn teshisinde IFAT, PCR, RT-PCR veya ELISA gibi teknikler kullanilmaktadir.

Bu calismanin amaci, CPV ve CCoV etkenlerini es zamanl teshis edebilecek, immunfloresans
temelli ve 96 gozlii mikropleytte uygulanacak bir teshis metodu gelistirmektir.

Calismada kullanilmak tizere 380 adet kopek diski numunesi toplandi. Niikleik asit ekstraksiyonlari
yapilan 6rnekler RT-PCR teknigi ile hem CPV hem de CCoV yoniinden test edildi ve pozitiflik durumlarina
gore siniflandirildi. Bu veri, gelistirilen test tekniginin (MIFADA) validasyonu, sensitivite ve spesifitesinin
hesaplanmasinda kullanildi.

Solid faz olarak 96 gozlii mikropleyt kullanildi. Her goziin sol tarafina karbonat bikarbonat tamponu
icerisinde 1ul Anti-CPV (H69D), sag tarafina ise 1 ul Anti-CCoV (M87073) primer monoklonal antikoru
damlatildi ve 16 saat inkiibe edildikten sonra bloklama iglemi yapilarak pleyt hazir hale getirildi. Antikor
segimleri bir dizi ayrintil in-silico analizden elde edilen verilere gore yapildi. Kontrol 6rneklerinin eklenmesi
ve inkiibasyonunu takip eden siiregte CPV ve CCoV icin FITC etiketli konjugat kullanilarak kaplama
bolgeleri demonstre edildi ve floresans mikroskobunda fotograflandi. Test optimizasyon calismalarinda
dogrulugu artrmak ve hassas Ol¢liim yapabilmek icin GPU destekli yazilimsal goriintii iyilestirmeleri
yapilacak ve testte kullanilmasi gereken yakalayici antikor ve konjugat titreleri hesaplandi. Optimize edilen
teknik, RT-PCR ile teshis edilen 6rnekler ile uygulandi ve sonuglar karsilastirildi. Bu kargilagtirmaya gore
testin sensitivitesinin RT-PCR’a kiyasla %94, spesifitesinin ise %100 oldugu goriildii.

Bu bilgiler 1s18inda gelistirilen test kitinin, gelecek ¢aligmalarla test {iretim tekniginin iyilestirilmesi
ve farkl antijenleri/antikorlari teshis edebilme yeteneginin arastirilmasi ile hizli, kolay uygulanan, ekonomik,
giivenilir ve yliksek dogrulukla sonug verebilen bir test kiti olarak kullanilmaya aday oldugu ortaya konuldu.

Anahtar Sozciikler: Coklu Teshis; Floresans; Teshis; Viral Teshis;

Vi
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Canine Parvovirus (CPV) and Canine Coronaviruses (CCoV) are infectious diseases frequently
observed in domestic and wild dogs. These viruses can often be diagnosed together in most cases. The
techniques such as IFAT, PCR, RT-PCR, or ELISA are employed for the diagnosis of these viruses.

The aim of this study is to develop a diagnostic method based on immunofluorescence, applicable to
a 96-well microplate, capable of simultaneously diagnosing CPV and CCoV pathogens. A total of 380 canine
fecal samples were collected for use in the study. The extracted nucleic acids from these samples were tested
for both CPV and CCoV using the RT-PCR technique, and the results were categorized based on positivity.
This data was utilized for the validation of the developed test technique (MIFADA) and for calculating
sensitivity and specificity.

A 96-well microplate was used as the solid phase. On the left side of each well, 1 ul of Anti-CPV
(H69D) in carbonate-bicarbonate buffer was added, and on the right side, 1 pl of Anti-CCoV (M87073)
primary monoclonal antibody was dropped. After a 16-hour incubation, the plate was blocked to make it
ready for use. The antibody selections were based on detailed in-silico analyses. Control samples were added,
and following incubation, coating areas for CPV and CCoV were demonstrated using FITC-labeled conjugate
and photographed under a fluorescence microscope.

In the optimization process, GPU-supported software image enhancements were implemented to
increase accuracy and enable precise measurements. The capture antibodies and conjugate titers required for
the test were calculated. The optimized technique was applied to samples which diagnosed by RT-PCR, and
the results were compared. According to this comparison, the test demonstrated a sensitivity of 94%
compared to RT-PCR and a specificity of 100%.

As a result of this information, it was revealed that the developed test kit has the potential to be used
as a rapid, easily applicable, economical, reliable, and highly accurate diagnostic method. Further research is
recommended to improve the test production technique and explore the ability to diagnose different
antigens/antibodies in future studies.

Key Words: Diagnose; Fluorescence, Multiple Diognose, Viral Diagnose
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1.GIRIS

Glinlimiizde, kiiresel saglik tehditleriyle basa ¢ikma c¢abalarinin en Onemli
ihtiyaclarindan birisi dogru ve etkili teshis yontemlerinin varligidir. Salgin hastaliklarin
yayilmasini sinirlamak, hastalari izole etmek ve uygun tedaviyi saglamak, toplum sagligi
acisindan hayati 6neme sahiptir. Bu baglamda, viriislerin teshisindeki dogruluk, hiz ve

hassasiyet, veteriner ve tip hekimligi pratiginin ayrilmaz bir pargast haline gelmistir.

Ancak, bazi viral enfeksiyonlarin belirtileri klinik olarak benzerdir ve ayni hastada
birden fazla viral etken bir arada bulunabilirler. Ozellikle, hayvan sagligina odaklanan
veteriner hekimler ve teshis laboratuvarlari, birden fazla viriisiin ayn1 anda teshis
edilmesinin gerekliligini siklikla dile getirmektedir. Canine Parvovirus ve Canine
Coronavirus gibi patojenler, hayvan sagligimi tehdit eden 6nemli faktorlerdir. Benzer
sekilde, insanlarda da farkli viral enfeksiyonlarin ayni1 anda varlig1 s6z konusu olabilir ve

bu durum, uygulanmasi gereken tedavi stratejilerini biiyiik 6l¢iide etkileyebilir.

Bu doktora tez galismasi, bu teshis zorlugunu ele almak ve birden fazla virusu ayni
anda teshis edebilecek, hizli, giivenilir ve ekonomik bir teshis kiti gelistirmek amaciyla
gergeklestirildi. Ozellikle, Canine Parvovirus (CPV) ve Canine Coronavirus (CCoV) gibi
patojenlerin ayni1 anda teshisini hedefleyen bir test kitinin gelistirilmesi ve uygulanmasi
bu calismanin temel amacidir. Ancak bu yaklasim, sadece veteriner hekimligi alaninda
degil, aym1 zamanda insan sagligima yonelik teshislerde de genis bir uygulanabilirlik
potansiyeline sahip olacaktir. Bu c¢alisma, multidisipliner bir yaklasimin ve ileri
teknolojinin kullanimi ile hastalik kontrolii ve pandemi yonetimi gibi kritik saglik
alanlarinda ihtiya¢ duyulan hizli ve giivenli teshis yontemlerine katki saglamay1
hedeflemistir. Bu caligmanin sonuglari, saglik sektdriine yonelik teshis yontemlerinin

gelistirilmesi ve iyilestirilmesi konusunda bir ilerleme kaynagi olabilir.

1.1. Canine Parvovirus

Canine Parvoviriis (CPV), diinya ¢apinda evcil ve yabani kdpekler arasinda sik
goriilen, yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olan enterik viral patojenlerden biridir ve
akut gastroenterite sebep olur (Neeraj ve ark 2020, Eregowda ve ark 2020). Virus,
Parvoviridae ailesine ait bir alt aile olan Parvovirinae'nin Protoparvovirus cinsine dahil

olan Canine Protoparvovirus 1 tiiriidiir ve Piccovirales takiminda yer alir.



Virus, 1978 yilinda evcil ve yabani kopekleri enfekte eden yeni bir viriis olarak
ortaya ¢cikmustir. Yiiksek ates, kusma, kanli ishal ve gen¢ hayvanlarda miyokardit gibi
Klinik belirtilerin ortaya c¢ikmasimna sebep olarak ciddi klinik enfeksiyonlara sebep
olmustur (Decaro ve Buonavoglia 2012). Bu virus, "kopek dakika viriisii" olarak da
bilinen Canine Parvovirus tip 1 (CPV-1)'den ayirt edilebilmesi i¢in Canine Parvoviriisii
tip 2 (CPV-2) olarak adlandirilmigtir (Kwan ve ark 2021).

Canine Parvoviriis Tip 2 (CPV-2), Parvoviridae ailesinin Parvovirinae alt ailesi,
Protoparvovirus cinsi ve Canine Protoparvovirus 1 tiirii igerisinde yer alir (Pollock ve ark
1993, Reed ve ark 1988). Onceden ¢ogunlukla kolibasil enfeksiyonlari ile iliskilendirilen
virus, ilk kez 1977°de kopekler arasinda ciddi gastroenteritin nedeni olarak
tanimlanmistir. Fekal-oral yolla bulasan virus, lenf diigiimlerinde replike olur ve dolagim
sistemi yoluyla sindirim sistemine ulagir. Inkiibasyon siiresi 3-7 giin arasinda
degigsmektedir ve bu siirenin ardindan enfeksiyonun klinik belirtileri ortaya ¢ikar. Bu
belirtiler arasinda depresyon, istah kaybi, kusma, yiiksek ates, siddetli ishal ve yavru
hayvanlarda miyokardit bulunmaktadir. Ozellikle 4-12 haftalik hayvanlar olmak iizere alt1
ayliga kadar olan hayvanlar arasinda son derece bulasicidir. Bu donemde, mevcut
maternal antikorlar asamali olarak azaldigindan, yavrular CPV-2 enfeksiyonuna daha
duyarh hale gelir. Hastaliga kars1 korunmada mevcut en 6nemli tedbir 6-8 haftalikken
uygulanan asidir. Ancak mevcut asilarin etkinligini olumsuz yonde etkileyebilecek yeni
CPV-2 varyantlarmin ortaya ¢ikma olasiligi da bulunmaktadir ve bu durum as1 ile
bagisiklama basarisini etkileyebilir ( Pollock ve ark 1993, Kumar ve ark 2010, Decaro ve
ark 2012).

CPV-2, ¢ap1 26 nm (nanometre) olan ikosahedral simetrili, zarf tasimayan kiigtik
bir virustur. Tek iplikli (ss) negatif anlamli genom, 5323 niikleotit uzunlugundadir (Reed
ve ark 1988 Khatri ve ark 2017). DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) molekiilii, iki Agik
Okuma Cergevesi'nden (ORF) olusur. Yapisal olmayan NS1 (non structral 1) ve NS2
(non structral 2) proteinlerini kodlayan ORF1, genomun 3’ ucunda yer alir. Virusun {i¢
yapisal proteini olan VP1 (Viral Protein 1), VP2 (Viral Protein 2) ve VP3 (Viral Protein
3)'i kodlayan ORF2 ise genomun 5’ ucunda yer alir. VP2 proteini (64 kDa), ayni
mRNA'nin (Messenger Riboniikleik asit) alternatif splisinden tiiremis VP1'in (84 kDa)
kisaltilmig bir formudur. Yalnizca DNA igeren aktif virionlarda bulunan VVP3 proteini ise
VP2'nin amino terminusundaki 15-20 amino asidin (aa) post-translasyonel proteolitik

pargalanmasi sonucu olusur (Pollock ve ark 1993, Kumar ve ark 2010, Decaro ve ark
2



2012, Hernandez-Blanco ve ark 2015, Day ve ark 2016). Tam kapsidler, VP2, VP3 ve
VP1 kombinasyonlarinin 60 kopyasindan olusur. Bu protein yapilanmasi arasinda en
yiiksek oranda bulunan viral protein ise VP2 dir (%90) (Sekil 1.1). (Tsao ve ark 1991,
Hernandez-Blanco ve ark 2015 Day ve ark 2016). Bu 6zelligi ile VP2, ana kapsid protein
olup, virusun konak araliginin belirlenmesinde temel etken olarak 6nem teskil eder (Mira
ve ark 2019). Ayrica, VP2 proteini varyanslar arasinda gosterdigi yiiksek degiskenlik
sebebiyle CPV-2'nin karakterizasyonu ve filogenetik ¢alismalarda ana odak noktasidir
(Mira ve ark 2018, Tucciarone ve ark 2018, Battilani ve ark 2019, Li ve ark 2019).

CPV-2 evrimiyle ilgili iki farkli hipotez One siiriilmiistir. Bu alanda yapilan
caligmalar, CPV-2'nin Feline Panlékopeni virusu (FPLV) veya FPLV benzeri bir varyanti
olarak ortaya ¢iktigini savunmustur (Parrish ve ark 1990 Parrish ve ark 1991). Buna
karsin, giincel ¢alismalar CPV-2 ve FPLV viruslarinin bilinmeyen kokenli ortak bir
atadan tliredigini ve bagimsiz bir sekilde evrildigini rapor etmistir. Bir DNA virusu olan
CPV-2’nin RNA viruslarina benzer sekilde ¢ok yiiksek bir genomik degisim hizina sahip
olarak hizla evrildigi bildirilmistir (Shackelton ve ark 2005, Allison ve ark 2013).

Ik kez 1977 yilinda ortaya ¢ikmasimin ardidan, virus hizli bir evrim gegirmis ve
diinya c¢apinda yeni antijenik varyantlar olusmustur. Virusun orijinal tipi olarak
tanimlanan CPV-2 OR'nin ortaya ¢ikmasimnin ardindan, birka¢ antijenik varyant
tamimlanmig ve CPV-2a, 2b, 2c, New2a ve New2b olarak isimlendirilmistir (Parrish ve
ark 1985, Parrish ve ark 1988, Parrish ve ark 1991, Truyen ve ark 1999, Buonavoglia ve
ark 2001, Battilani ve ark 2001, Martella ve ark 2004). Bu suslar arasinda CPV-2a suslari
A300G degisimini gosterir. Bununla birlikte CPV-2b ve CPV-2c ise sirastyla N426D ve
N426E ek amino asit mutasyonlarina sahiptir (Parrish ve ark 1985, Parrish ve ark 1988,
Parrish ve ark 1991, Buonavoglia ve ark 2001, Martella ve ark 2004). Diger suslar olan
CPV-New2a ve CPV-New2b varyantlar1 ise CPV-2a ve 2b varyantlarina kiyasla S297A
amino asit mutasyonu gostermeleri ile karakterizedir (Truyen ve ark 1999, Buonavoglia
ve ark 2001, Battilani ve ark 2001). As1 susu olarak CPV-2 OR’nin kullanilmasi CPV-2
varyantlarinin baskin hale gelmesi ve CPV-2 OR’nin azalmasi ile sonuglanmigtir. Ancak
CPV-2 OR hala kopeklerde tespit edilebilmektedir. Sahada bulunan CPV-2 varyantlari ve
CPV-2 OR'nin yani sira, agt kaynakli suslar olarak tanimlanan diger varyantlar da
kopeklerde tespit edilmektedir. Bu suglar arasinda en yaygin olanlar Intervet susu (CPV-2
INT) (Nobivac Puppy DP asisinda bulunur) ve Pfizer susu (CPV-2 PF) (Vanguard

asisinda bulunur) suslaridir. (Truyen ve ark 1999, Battilani ve ark 2001, Yoon ve ark
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2009, Calatayud ve ark 2019).

Sekil 1.1 VP2’nin 3D yapisi ve element dizilisi (C:yesil H:sar1 N:mavi O:kirmizi S:turuncu)

1.2. Canine Coronavirus

Canine Coronavirus, Coronaviridae ailesinin I. grubuna ait, zarfli ve tek zincirli bir
RNA virusudur. Bu ailede, domuzlarin bulasici gastroenterit virusu (TGEV), domuzlarin
solunum koronavirusu (PRCoV), domuzlarin salgin ishal virusu (PEDV), insan
koronavirusu 229E (HCoV 229E) ve kedi koronaviruslari (FCoVs) gibi diger viruslar da
yer almaktadir. Virusun genomu, tiim genomun yaklasik olarak {igte ikisini olusturan iki
biiyilkk ORF olan ORFla ve ORF1b'den meydana gelir. Bu iki ORF kismen birbirleri ile
kesismekte olup, virusun replikaz enzimlerinin sentezini saglayarak onemli bir rol
oynamaktadir. Genomun geri kalan {i¢te birlik kisminda, yapisal olmayan proteinlerin yan1
sira yapisal proteinleri de kodlayan diger ORF'ler yer alir. Yapisal proteinler, sirasiyla
ORF2, ORF4, ORF5 ve ORF6 tarafindan kodlanan spike (S), zarf (E), zar (M) ve
niikleokapsid (N) proteinlerinden olusur. Bu proteinler, virusun yapisin1 olusturan ve
proteinler olup enfeksiyon siirecinin de kritik bilesenleridir (Binn ve ark 1974, Keenan ve
ark 1976, Appel 1987, Luytjes 1995, Enjuanes ve ark 2000).

Kopeklerde baslica ince bagirsak villus uclarindaki enterositlerde ve kolon
epitelinde replike olan virus hafiften siddetliye degisen derecelerde enterite neden olur.
Enfekte yavrularda diskida uzun siireli viral sagilim gozlenir ve bu sacgilim, bazi
durumlarda birka¢ ay boyunca devam edebilir (Pratelli ve ark 2001 Pratelli ve ark 2002).
Bugiine kadar, CCoV tip | (CCoV-I) ve CCoV tip Il (CCoV-Il) olmak iizere iki farkli
genotipi bildirilmistir. Bu genotiplerden CCoV tip 1l, CCoV-Ila (klasik suslar) ve CCoV-
IIb olmak iizere iki alt tiire ayrilmistir. CCoV-1Ib’nin CCoV-Ila ve bulasici gastroenterit
virusu (TGEV) arasinda gergeklesen muhtemel bir rekombinasyon sonucu ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir (Ntafis ve ark 2013).



Immiinolojik fonksiyonlar, Coronaviridae ailesine ait viruslerin yapisal bilesenleri
olan S (Spike) ve M (Membrane) proteinleri ile iligkilendirilir. S glikoproteini, virus
partikiillerinin yiizeyinde yer alan biiyiik ta¢ benzeri dikenlerin olusmasindan sorumludur.
Bu protein, genellikle S1 ve S2 alt boliimlerine ayrilan biiyiik bir dis bolge iginde yer alir.
Ayrica, transmembran bir bolge ve kisa bir karboksil-terminal bolgesi de igerir. S1 dizisi,
genellikle degiskendir ve bu bolgedeki mutasyonlar, virusun patojenitesinin ve
antijenitesinin degismesiyle iliskilendirilmektedir. Diger yandan, S2 dizisi daha yiiksek
oranda korunmustur. S glikoproteini, noétralizan antikorlarin baslica hedefidir. Ayrica
virusun hiicrelere tutunmasi, virusun hiicre zariyla kaynagmasi ve zaman zaman hiicreler
arasi kaynasmayi saglamasi gibi bir dizi 6nemli biyolojik islevini de yerine getirir. M
glikoproteini, diger yapisal proteinlerden farklidir. Virus zarinin disinda sadece kisa bir
amino-terminal bolge bulunur. Bu bolgede, ti¢ katmanl bir zar gegis bolgesi ve zar iginde
genis bir karboksil-terminal bdlgden olusur. S proteininin ana immiinolojik roli teskil
ettigine dair bir goriis olsa da, M proteininin hem amino-terminalinin hem de karboksil-
terminalinin gii¢lii bir immiin yaniti tetikledigi de bildirilmistir. Aynmi sekilde niikleokapsit
proteini de gii¢lii bir immiin yanit olusturmaktadir (Enjuanes ve ark 2000, Pratelli 2006,
Ntafis ve ark 2013).

Son zamanlarda, enterit belirtisi goriilen yavrularin digskilarinda CCoV tip | ve tip 1l
olarak adlandirilan iki farkli genotip tespit edilmistir. Tip I ve tip II, ORF2 (S geni) ve
ORF5 (M geni) fragmanlarini segici olarak c¢ogaltabilen molekiiler yontemlerle ayirt
edilebilir (Pratelli ve ark 2002, Pratelli ve ark 2003, Pratelli ve ark 2004, Pratelli 2006)

ancak bu iki genotipi ayirt edebilecek nicel teknikler heniiz gelistirilmemistir.

1.3. Floresans Fenomeni

Luminesans, bir maddenin elektronik olarak uyarilmis hallerinden kaynaklanan 151k
emisyonunu (yayilmasini) ifade eder. Bu fenomen, genellikle floresans ve fosforesans
olmak {tizere iki kategoriye ayrilir ve uyarilmis durumun 6zelliklerine bagl olarak ortaya
cikar. Uyarilmig bir singlet durumunda, uyarilmis orbitaldeki elektron, temel durumdaki
ikinci elektronla giftlenir. Bu nedenle, temel duruma doniis, spin izinli ve hizli bir sekilde
foton yayarak gergeklesir. Floresans emisyon hizlari tipik olarak 108 S seviyesindedir. Bu
da bir floroforun tipik émriiniin yaklasik olarak 10 ns (nano saniye) (10 x 10° s) oldugu
anlamina gelir. Bu siire, 15181 hiz1 baglaminda diisiiniildigiinde olduk¢a degerlidir. Bir

nanosaniyede 151k yaklasik olarak 30 cm veya bir feet mesafe kateder. Bircok floroforun



omrili subnanosaniye seviyesindedir. Floresansin kisa zaman 06lgegi nedeniyle, zamanla
¢cozlimlii emisyonun Olciilmesi ¢ok 6zel optik ve elektronik ekipmanlarini gerektirir. Bu
deneyimsel zorluklara ragmen, zamanla ¢oziimlii floresans genis bir kullanim alanina
sahiptir ¢linkii bu teknik, veri elde etme kapasitesi agisindan kararli veya duragan durum
Olgtimleriyle karsilastirildiginda 6nemli avantajlar sunar (Herschel 1845, Przibram 1956,
Deerinck ve ark 1994, Larramendy ve ark 1994, Lichtman ve Conchello 2005, Lakowicz
2006, Valeur ve Berberan-Santos 2012, Murthy ve Virk 2014).

Fosforesans, tiglii uyarilmis durumlarin 1sik emisyonu olarak tanimlanir. Bu
durumda, uyarilmis orbitaldeki elektron, temel durumdaki elektronla ayni spin yonelimine
sahiptir. Temel duruma geri doniisler engellenmistir ve emisyon hizlar1 oldukga yavas (10°
- 10° s1) oldugundan, fosforesansin tipik olarak milisaniyelerden saniyelere kadar siiren bir
omrii vardir. Bu siire zarfinda, 6rnegin "karanlikta parlayan" oyuncaklarda oldugu gibi,
daha uzun Omiirlii fosforesans gozlemlenebilir. Isik maruziyetinden sonra, fosforesans
ozellikleri uyarilmis fosforlarin yavasga temel duruma doniisme siireci nedeniyle birkag
dakika boyunca 151k yaymaya devam eder. Fosforesans, genellikle oda sicakliginda sivi
cozeltilerde gozlemlenmez. Bu durum emisyonu rekabet eden non-radyatif deaktivasyon
stiregleri ve sonme gibi bir¢ok faktoriin varligindan kaynaklanir (Herschel 1845, Przibram
1956, Deerinck ve ark 1994, Larramendy ve ark 1994, Lichtman ve Conchello 2005,
Lakowicz 2006, Cohen 2010, Valeur ve Berberan-Santos 2012).

Floresans genellikle aromatik molekiillerin yapisal 6zelliklerinden kaynaklanir.
Sekil 1.2'de gosterilen floroforlar, tipik floresan maddelere 6rnektir. Tonik suda bulunan
Kinin, bu tiir floforlar i¢in sikga rastlanan bir ornektir. Glines 1s18inda kinin ¢6zeltisinden
kaynaklanan floresansin ilk gozlemi, Sir John Frederick William Herschel tarafindan 1845
yilinda rapor edilmistir. Giines 151g1na maruz kalmis bir bardak tonik su gézlemlendiginde,
genellikle yilizeyde hafif mavi bir parilti fark edilmektedir. Bu parilti, bardagin giines
151811n yoniine dik bir agiyla gozlemlendiginde ve dielektrik sabiti daha diisiik, yani daha
az polar olan ¢oziiciiler eklenerek azaltildiginda en belirgin hale gelmektedir. Tonikte
bulunan kinin, giinesin UV (ultraviyole) 1sig1yla uyarilir. Temel duruma dondiigiinde, kinin
yaklasik 450 nm (nanometre) dalga boyunda mavi 1sik yayar. Kinin floresansinin
parlakliginin ¢dziiclinlin polaritesine bagli olmasi, ¢evresel kosullar hakkinda daha fazla
bilgi edinmenin bir yoludur (Herschel 1845, Przibram 1956, Deerinck ve ark 1994,
Larramendy ve ark 1994, Bastiaens ve ark 2001, Lakowicz ve Lakowicz 1999, Lakowicz
2006, Valeur ve Berberan-Santos 2012).
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Sekil. 1.2 Tipik floresan maddelerin yapilart ve emisyon renklerine gore fotograflart

Giinliik yasamda birgok farkli floroforla karsilagmak mimkiindiir (Sekil 1.2).
Antrasen ve perilen gibi poliniikleer aromatik hidrokarbonlar da floresan 6zellik gosterir ve
bu tiir bilesenlerden kaynaklanan emisyon, petrol kirliliginin ¢evresel olarak izlenmesinde
kullanilir. Ayrica, bazi tiirevli organik bilesikler de floresan dzellik sergiler. Ornegin, 1,4-
bis (5-fenilokzazol-2-il) benzen (POPOP), sintilasyon sayiminda kullanilirken, akridin
turuncusu genellikle bir DNA boyasi olarak kullanilir. Piridin 1 ve rodamin ise sikga boya
lazerlerinde kullanilir (Larramendy ve ark 1994, Lakowicz ve Lakowicz 1999, Lakowicz
2006, Cohen 2010, Valeur ve Berberan-Santos 2012).

Fluoresein sodyum, ksanten boyalari ailesinin bir iiyesi olup, mavi veya ultraviyole
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1s518a maruz kaldiginda canli yesil bir floresans yaymaktadir. Floresein ve rodamin,
antikorlarin isaretlenmesi siireglerinde yaygin olarak kullanilir. Bu iki floresan madde ile
isaretlenmis cesitli immiinglobulinler ticari olarak temin edilebilir ve bu proteinler siklikla
floresans mikroskopisinde kullanilir. Bu problarin tercih sebepleri arasinda yiiksek
kuantum verimliligi ve uzun absorpsiyon / emisyon dalga boylari bulunur. Bu floroforlarin
uzun dalga boylarma sahip olmasi da biyolojik orneklerden kaynaklanan arka plan
floresansinin sebep olacagi olasi sorunlari en aza indirir ve mikroskobide kuvars optigi
gerekliligini ortadan kaldirir. Bu floresan boyalarin 6mrii yaklasik olarak 4 nanosaniyedir
ve emisyon spektrumu ¢oziiciiniin polaritesine karst énemli Olgiide hassas degildir. Bu
boyalar, kiiclik isaretli  molekiillerin  proteinlerle  etkilesimlerini  floresans
polarizasyonundaki degisiklikler araciligiyla 6lgmek i¢in uygundur (Herschel 1845,
Przibram 1956, Deerinck ve ark 1994, Larramendy ve ark 1994, Bastiaens ve ark 2001,
Lakowicz 2006, Valeur ve Berberan-Santos 2012, Davidson 2012).

FITC (Fluoresein Izotiosiyanat) ise fluoresein'in izotiyanat grubuyla modifiye
edilmis bir tirevidir ve aym canli yesil floresans ozelliklerini gosterir. Fluorescein
[zotiosiyanat, dzellikle proteinler, antikorlar ve niikleik asitler gibi biyomolekiiller i¢in bir
etiketleme ajan1 olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu boyay1 diger floresan
boyalardan ayiran 6zellik, amino gruplarina kolayca baglanabilmesine olanak taniyan
izotiyosiyanat grubudur. Bu 6zellik, FITC'yi 6zellikle immiinofloresan uygulamalarinda
hiicrelerde ve dokularda antijenlere 6zgii hedefleme i¢in antikorlar1 etiketlemek amaciyla
miikemmel bir secenek haline getirir. Mavi veya ultraviyole 1s1ga maruz kaldiginda, FITC
parlak yesil bir floresans yayar ve floresans mikroskopisi kullanilarak gorsellestirilebilir.
Ozellikle immiinoloji alaninda, hiicresel siiregleri, protein-protein etkilesimlerini ve
antijen-antikor reaksiyonlarini incelemekte 6nemli bir rol oynamustir (Przibram 1956,
Deerinck ve ark 1994, Larramendy ve ark 1994, Bastiaens ve ark 2001, Lakowicz 2006,
Valeur ve Berberan-Santos 2012, Davidson 2012, Deshayes ve Divita 2013).

1.3.1. Absorbsiyon, Emisyon ve Uyarilmis Hal

Bir atom veya molekiilde elektronlar belirli enerji seviyelerine yerlesir ve bu
seviyelere elektron yoriingeleri veya orbital denir. Atom ¢ekirdegine en yakin olan en
diisiik enerji seviyesine temel durum denir. Bir foton (1s1k enerjisi paketi) atom veya
molekiille etkilesime gectiginde, fotonun enerjisi temel durum ile bir uyarilmig durum
arasindaki enerji farkina uyuyorsa bir elektron tarafindan absorbe edilebilir. Bir atom veya
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molekiildeki enerji seviyeleri, sadece belirli, kesirli degerlere sahip olabilen “quantized”
yani kuantumla ilgili olmalarinin bir sonucudur. Her enerji seviyesi, bir elektronun sahip
olabilecegi belirli bir enerji miktarina karsilik gelir. Temel durumda olan bir elektrona
dogru enerji seviyesinde olan bir foton ¢arptiginda, bu foton enerjisini elektrona iletir. Bu
ekstra enerji, elektronun enerji bariyerini agmasina ve daha yiiksek bir enerji seviyesine
gegmesine izin verir. Boylece elektron, gegici olarak “uyarilmig” hale gelir. Temel durum
ile uyarilmis durum arasindaki enerji farki ise absorbe edilen fotonun enerjisine karsilik
gelir. Bu enerji, elektronun daha yiiksek bir enerji seviyesine geg¢mesi i¢in kullanilir.
Ancak tiim fotonlar absorbe edilmez. Sadece atom veya molekiiliin belirli enerji
seviyelerine uygun enerjiye sahip fotonlarin absorbsiyonu gergeklesir. Bir fotonun enerjisi
cok diisiik veya cok yliksekse absorbe edilmez ve elektron orijinal durumunda kalir.
Absorbsiyondan sonra elektron, fazladan enerjiyi bir foton olarak yayarak bastaki diisiik
enerji durumuna (temel durum) geri donecektir. Yayilan foton genellikle absorbe edilen
fotona gore daha diisiik enerjili ve daha uzun dalga boyuna sahiptir (Trozzolo ve Gibbons
1967, Ehrig ve ark 1995, Birks 1970, Berlman 1971, DaCosta ve ark 2003, Chang 2003,
Kao ve ark 2001, Pan ve ark 2006, Valeur ve Berberan-Santos 2012).

[Ik uyarilmis singlet durumdan (S1) temel singlet duruma (SO) gecis floresans
olarak adlandirilir. Bu siireg, elektronun daha yiiksek enerji durumundan (S1) daha diisiik
enerji durumuna (SO) dénmesi sirasinda fotonlarin emisyonu olarak agiklanir. Emisyonu
gerceklesen 151k genellikle absorbe edilen 1s18a gore daha diisiik enerjiye ve daha uzun
dalga boyuna sahiptir. Bu, absorbe edilen enerjinin bir kisminin, floresans emisyonu
ger¢eklesmeden Once 1s1 veya diger enerji formlar olarak kaybolmasi nedeniyle meydana
gelir. Bu durum, yayilan fotonlarin absorbe edilen fotonlara gore daha diisiik enerjiye ve
daha uzun dalga boylarina sahip olmasina neden olur. Bu olgu, Stokes kaymasi olarak
bilinir ve floresansin karakteristik bir 6zelligidir (Stokes 1852, Trozzolo ve Gibbons 1967,
Ehrig ve ark 1995, Birks 1970 Berlman 1971, DaCosta ve ark 2003, Chang 2003, Kao ve
ark 2001, Pan ve ark 2006, Valeur ve Berberan-Santos 2012).

Ayrica, temel durumda sadece bir tiiriin bulundugu varsayimi altinda, floresans
emisyonunun Ozellikleri, biiyiik 6l¢iide uyarilmis halin dalga boyundan bagimsizdir. Bu
uyarilmis hal ic¢in kullanilan belirli dalga boyunun, emisyonu gerceklesen floresansin
davranigini, polarizasyon disinda, dnemli Olciide etkilemedigi anlamina gelir. Kisa siireli
bir 151k darbesi ile bir molekiil populasyonu uyarildiktan sonra, floresansin yogunlugu

zamanla tissel bir sekilde azalacaktir. Bu azalma, molekiillerin uyarilmis S1 durumunda
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gecirdigi ortalama siireyi temsil eden belirli bir zaman sabiti ile karakterizedir. Bu
karakteristik siireye uyarilmis durum Omrii denir. Bu, bir molekiiliin genellikle uyarilmis
bir durumda ne kadar siire kaldigin1 ve temel durumuna dénmeden Once bir foton
yaymmladigini gostermektedir (Trozzolo ve Gibbons 1967, Ehrig ve ark 1995, Birks 1970,
Berlman 1971, DaCosta ve ark 2003, Chang 2003, Kao ve ark 2001, Pan ve ark 2006,
Cohen 2010).

Genellikle goriiniir ve UV 151k gibi yiiksek enerjili elektromanyetik radyasyon
tiirleri tarafindan etkilenen floresans, bir maddenin bu enerjiyi absorbe etmesi ve daha
sonra bu enerjiyi yeniden yayarak floresan olusturmasi siirecini ifade eder. Ozellikle UV
151k, floresansin sikga tetikleyicisi olarak kullanilir, ¢linkii yeterli enerji tasir ve birgok
maddeyi uyarabilir. Daha sonra, bu uyarilmis maddenin atomlar1 enerjilerini radyasyon
yoluyla serbest birakir ve bu siire¢ sonucunda floresans meydana gelir. Diisiik enerjili bir
elektromanyetik radyasyon tiirii olan kirmiz1 151k, genellikle floresans: tetikleme
kapasitesine sahip degildir. Floresansin etkilendigi radyasyon tiirleri genellikle daha
yliksek enerjili elektromanyetik radyasyon tiirleridir. Bu nedenle, kirmizi 151k genellikle bu
tir floresansi tetikleyemez (Trozzolo ve Gibbons 1967, Ehrig ve ark 1995, Birks 1970,
Berlman 1971, DaCosta ve ark 2003, Chang 2003, Kao ve ark 2001, Valeur ve Berberan-
Santos 2012, Chen ve ark 2016, Xiong ve ark 2018).

1.3.2. Jablonski diagramm

Perrin-Jablonski diyagrami (Sekil 1.3), foton absorbsiyonu, i¢ doniisiim, floresans,
ara sistem gecisleri, fosforesans, gecikmis floresans ve triplet-triplet gecisleri gibi olasi
stiregleri basit bir sekilde gorsellestirmek ve agiklamak i¢in uygun ve agiklayici bir
diagramdir. Singlet elektronik durumlar So (temel elektronik durum), Si, S:, ... olarak
gosterilirken, triplet durumlar Ti, T, ... olarak gosterilir. Her elektronik durumla titresimsel
seviyeler birbirleri ile iliskilidir. Absorbsiyonun, diger tim siireglere gore ¢ok hizli
olduguna (yani Franck-Condon prensibine gore ¢ekirdeklerin es zamanli olarak yer
degistirmemesine) dikkat etmek onemlidir. Absorbsiyona karsilik gelen dikey oklar, So'in
(en diisiik) titresimsel enerji seviyesinden baslar ¢iinkii molekiillerin ¢ogunlugu oda
sicakliginda bu seviyededir. Bir fotonun absorbsiyonu, bir molekiilii S, S», ... titresimsel
seviyelerinden birine getirebilir. Jablonski diyagramu, tipik olarak singlet temel (So), birinci
(S") ve ikinci (S2) elektronik durumlari tasvir eder. Bu elektronik enerji seviyelerinin her
birinde, floroforlar 0, 1, 2 vb. olarak belirtilen bir dizi titresimsel enerji seviyesinde
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bulunabilir. Bu gegisler, ¢ekirdeklerin 6nemli 6l¢iide yer degistirmesi i¢in ¢ok kisa bir siire
olan yaklasik 107*° saniyede gerceklesir. Bu prensip, Franck-Condon prensibi olarak bilinir
(Perrin 1922, Jablonski 1933, Perrin 1926, Turro 1991, Nickel 1996, Valeur ve Berberan-
Santos 2012, Limpouchova ve Prochazka 2016, Feng ve ark 2020).

——— Em.'rji Sc\'i_\'csi
—— A DSOTbSiyON(10 ! ;S)

—
o — F loresans (10 ""-IO'TS)
22 — | 0sforesans (o 1095)

S2 — N\/:\h; Déniisiim (107" 107s)

Titresimsel Gevseme (10" 107's

Sistemler Aras1 Gegis (10 l-['ll]"ssiJ

if

I '%H
AR

S0

Uyarilmis Hal(Excitation) Emisyon Spektrumu(Emission)

Sekil 1.3 Jablonski diagrami

1.3.3. Titresimsel Rahatlama (Vibration relaxion)

Titresimsel Rahatlama, bir fotonun absorbsiyonunu takiben bir molekiiliin
elektronik olarak uyarilmis hale gecmesiyle gerceklesen temel bir siireci ifade eder. Foton
emilimi sirasinda bir molekiil, uyarilmig bir duruma gecerek daha yiiksek enerji
seviyelerine ulasir. Bu geg¢is, genellikle molekiiliin, icindeki atomlarin denge pozisyonlari
etrafinda salinim yaparak, titresimsel hareket biciminde asir1 enerji kazanmasina neden
olur. Titresimsel rahatlama, bu asir1 enerjinin, uyarilmis durumun dogasinda bulunan
titresimsel modlar arasinda yayilmasi anlamina gelir. Bu siireg, bir sistemin hareketlerinin
sakinlestirilmesine benzer ve bu da genel titresimsel enerjinin azalmasina ve uyarilmisg
durumdaki daha diisiik titresim seviyelerindeki yogunlugun artmasina yol acar. Titresimsel
rahatlamanin 6nemi, elektronik uyarimdan kaynaklanan energetik farkliliklar1 dengeleme
roliinde yatar ve bu da uyarilmis durum iginde istikrarin olugmasina yardimci olur. Bu

stire¢, enerji dagitim mekanizmalarinin karmasik etkilesiminde temel bir arabulucu olarak
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gorev yapar ve uyarilmis molekiiliin davranisini belirleyen sonraki dinamikleri ve bozunma
yollarmi etkiler. Ayrica, titresimsel rahatlama, fiziksel kimyadan malzeme bilimine kadar
genis bir bilim disiplini yelpazesinde derinlemesine dneme sahiptir (Perrin 1922, Jablonski
1933, Perrin 1926, Lichtman ve Conchello 2005, Valeur ve Berberan-Santos 2012,
Limpouchova ve Prochazka 2016, Feng ve ark 2020).

1.3.4. i¢c Déniisiim (Internal Conversion)

I¢ Déniisiim (ID), molekiiler foto-fizik alaninda karsilasilan 6nemli bir radyoaktif
olmayan siireci temsil eder. Bu siireg, elektronik uyarilma sirasinda elde edilen fazla
enerjinin bir foton yaymlamadan dagitilmasini saglar. Bunun yerine, bu fazla enerji,
genellikle yakin ¢evredeki diger molekiillerle gerceklesen ¢arpigsmalar araciligiyla etkin bir
sekilde cevresel ortama iletilir. Bu siiregte, uyarilmis molekiil ayn1 spin ¢ogullugu iginde
daha diisiik bir elektronik duruma gegis yapar. Bu gecis, molekiiliin enerji seviyesinde bir
azalma olarak ortaya cikar ve bu da elektronik uyarilmay: etkili bir sekilde azaltir. Ig
Doéniistim'tin 6nemi, uyarilmis durum dinamiklerinin karmasik peyzajinda rekabetci bir rol
oynamasindan kaynaklanir. Bu, fazla enerjinin yayilarak foton olarak serbest birakildigi
floresans ve fosforesans gibi radyatif siireclerle yarisir. I¢ Doniisiim, enerjiyi molekiiler
etkilesimlere yonlendirerek uyarilmis durumun rahatlamasini kolaylastirir. Bu siirec,
elektronik olarak uyarilmis molekiillerin kaderini belirlemede temel bir rol oynar, foto-
uyar1 olaylarinin genel verimlili§ini ve sonucunu etkiler. Bilimsel arastirmalarda, I¢
Doniisiim siire¢lerinin karakterize edilmesi ve anlasilmasinin derinlemesine 6nemi vardir.
Kimya, fizik ve biyofizik gibi c¢esitli disiplinleri kapsar. Ayrica, bu siirecin pratik
uygulamalari, fotodetektorlerin ve fotovoltaik cihazlarin gelistirilmesinden optoelektronik
uygulamalar i¢in yeni malzemelerin tasarimina kadar bir dizi alanda bulunmaktadir (So ve
Dong 2001, Lichtman ve Conchello 2005, Valeur ve Berberan-Santos 2012, Limpouchova
ve Prochazka 2016, Feng ve ark 2020).

1.3.5. Floresans

Floresans, elektronik uyarima maruz kalmis ve daha sonra daha diisiik enerjili temel
durumlarina dénen molekiillerde gozlemlenen 6zgiil bir foto-fiziksel fenomendir cw bu
stirecte molekiilden bir foton yayilir. Isik yayilimi, molekiil i¢indeki elektronlarin yiiksek

enerji seviyelerinden diisiik enerji seviyelerine gegerek rahatlamasi sonucu meydana gelir.
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Floresans siireci, genellikle nanosaniyeler diizeyinde meydana gelerek hizli bir zaman
Olcegiyle karakterizedir. Bu hizli gegis, floresans iligkilendirilen radyatif bozunma
yollarmin goreceli olarak verimli dogasi ile iligkilidir. Bir fotonun emilimi ile bir molekiil,
artmig enerjiye sahip olan uyarilmig bir elektronik duruma geger. Temel duruma geri
doniis, bir fotonun yayilmasiyla kolaylasir ve bu siirece belirgin bir spektral profil eslik
eder. Bu 151k yayilimi, analitik kimya, molekiiler biyoloji ve malzeme bilimi gibi bir dizi
bilimsel uygulama i¢in temel O6neme sahiptir. Floresans ayirt edici zaman ve spektral
ozellikleri, onu cesitli alanlarda vazgeg¢ilmez bir ara¢ haline getirir ve arastirmacilara
molekiiler etkilesimleri sorgulama, dinamik siiregleri takip etme ve ileri teknolojilerin
gelistirilmesine olanak tanir (Herschel 1845, Przibram 1956, Deerinck ve ark 1994,
Larramendy ve ark 1994, Bastiaens ve ark 2001, Lakowicz ve Lakowicz 1999, Lakowicz
2006, Valeur ve Berberan-Santos 2012).

1.3.6. Sistemler Arasi1 Gegis (Intersystem Crossing)

Sistemler Aras1 Gegis (SAG), molekiiler foto-fizik alaninda karsilagilan 6nemli bir
radyatif olmayan fenomendir ve uyarilmis bir molekiil i¢inde farkli spin ¢ogulluklarina
sahip elektronik durumlar arasindaki gecisi ifade eder. Ornegin, bir molekiil baslangicta bir
singlet uyarilmis durumuna (S1) yiikseltildiginde, SAG siiregleri bir triplet uyarilmig
durumuna (T1) doniisiimiine neden olabilir. Spin ¢ogulluklarindaki farklilik, bu durumlarin
elektronlarmin acgisal momentum 6zelliklerinden kaynaklanir. Singlet durumunda,
elektronlar zit spinlere sahip oldugundan toplam agisal momentumlar1 sifirdir; oysaki
triplet durumunda, elektron spinleri paralel bir konfiglirasyonda hizalanir, bu da net sifir
olmayan bir agisal momentumu ortaya ¢ikarir. Genellikle spin-yoriinge eslenmesi fenomeni
tarafindan kolaylastirilan SAG, elektronlarin igsel spinleri ile atomik veya molekiiler
orbital icindeki hareketleri arasindaki etkilesimden kaynaklanan bir etkilesimdir. Bu
eslesme, farkli spin ¢ogulluklaria sahip elektronik durumlar arasindaki gecisleri tetikler,
bu da foto-uyarima maruz kalan molekiiler sistemlerde gozlemlenen biiyiileyici
dinamiklere yol acar. SAG'nin temelindeki kuantum mekanik prensiplerin karmagik
etkilesimi, molekiiler elektronik yapisi ve dinamiginin ¢alisilmasinda derin bir ilgi konusu
olarak kabul edilir (Larramendy ve ark 1994, Bastiaens ve ark 2001, So ve Dong 2001,
Lichtman ve Conchello 2005, Valeur ve Berberan-Santos 2012, Limpouchova ve
Prochazka 2016, Feng ve ark 2020).
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1.3.7. Radyatif Olmayan Bozunma (Non-Radiative Decay)

Radyatif Olmayan Bozunma (ROB), bir molekiil icinde elektronik uyarilma
sonrasinda meydana gelen ve bir foton yayilmadan fazla enerjinin dagitilmasina yol agan
cesitli siirecleri icermektedir. Floresans ve fosforesans gibi radyatif siireclerin aksine, ROB
mekanizmalar1 fazla enerjiyi molekiiler i¢ veya ara-molekiiler etkilesimlere yonlendirir.
Sikc¢a gozlenen bir ROB siireci, enerjinin komsu molekiillere transferini icermektedir ve bu
fenomen, yogun niifusa sahip ortamlarda siklikla gézlemlenir. Bu ara-molekiiler enerji
transferi, uyarilmis durumun rahatlamasina katki saglayarak sonunda enerjinin sistemin
icinde yeniden dagitilmasina neden olur. Ayrica, ROB, i¢ doniisim gibi molekiil i¢i
stirecleri de igermektedir. Bu mekanizma, fazla enerjinin ayni1 molekiil i¢inde titresimsel
veya donme modlarina kanalize edilmesini icerir. Molekiil, elektronik temel durumuna
dogru ilerlerken genellikle titresimsel rahatlama ile birlikte diisiik enerjili elektronik
durumlara geger. Radyatif olmayan bozunma yollarinin yayginhigi ve cesitliligi, elektronik
olarak uyarilmis durumlarin kaderini belirleme konusundaki 6énemli roliinii vurgular ve bu,
molekiillerin davranigini ve dinamiklerini birgok farkli bilim disiplinini de etkileyen bir
faktor olarak ortaya koyar (Larramendy ve ark 1994, Bastiaens ve ark 2001, So ve Dong
2001, Lichtman ve Conchello 2005, Valeur ve Berberan-Santos 2012, Limpouchova ve
Prochazka 2016, Feng ve ark 2020, Lincoln 2001, Deng ve ark 2001)

1.3.8. Harici Doniisiim (External Conversion)

Harici Doniistim (HD), bir uyarilmis molekiiliin, bir foton yayinlamadan fazla
enerjiyi bitisik bir molekiile transfer etmesini iceren onemli bir radyatif olmayan siireci
ifade eder. Bu mekanizma, tek bir molekiil i¢cindeki i¢sel siireclerin aksine, farklt molekiiler
varliklar arasindaki etkilesimleri igerir. Harici doniisiimiin belirgin bir 6rnegi, uyarilmis
dondr molekiil ile bir alici molekiil arasindaki dipol-dipol eslesmesinden kaynaklanan
kuantum mekanik bir fenomen olan Forster rezonans enerji transferi (FRET) ile gosterilir.
Bu senaryoda, donér molekiil fazla enerjisini aliciya aktararak, alicida bir elektronik gegise
neden olur. Buna ek olarak, Dexter elektron degisimi ile agiklanan tamamlayici bir
mekanizma vardir. Bu mekanizma komsu molekiiller arasinda bir elektronun
degistirilmesini igerir ve fazla enerjinin dagitilmasina izin verir. Dexter degisimi ve FRET,
HD siireclerinin genis kategorisinin Orneklerini sunar ve enerji transferi olgusunun

temelinde yatan ara-molekiiler etkilesimlere dair karmasik agiklamalar sunar. Bir dizi
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bilimsel baglamda son derece énemli olan HD olgusu, 6zellikle fotosentez alaninda, 151k
yakalama komplekslerinin enerjiyi reaksiyon merkezlerine yonlendirdigi dogal sistemlerde
gbzlemlenen enerji transferi stireclerinde kilit bir rol oynar. Ayrica, HD mekanizmalari,
ozellikle organik 151k yayan diyotlarin (OLED'ler) isleyisinde, luminesan bilesenler
arasindaki etkili enerji transferinin yliksek performansli 151k yayan cihazlar elde etmek icin
kritik oldugu optoelektronik alaninda pratik uygulamalar bulur. Bu nedenle, HD
stireclerinin  aydinlatilmasi, dogal ve miihendislik sistemlerinde enerji transferi
dinamiklerini anlamanm temel bir yoniini olusturur ve biyolojiden malzeme bilimine,
fotonik alanina kadar bir dizi disiplindeki ilerlemelere katkida bulunur (Larramendy ve ark
1994, Bastiaens ve ark 2001, So ve Dong 2001, Lichtman ve Conchello 2005, Valeur ve
Berberan-Santos 2012, Wilke ve Castellano 2013, Limpouchova ve Prochazka 2016, Feng
ve ark 2020, Lincoln 2001, Deng ve ark 2001, Qi ve ark 2021).

Stoke’s Kaymasi

Emisyon

Absorbsiyon
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v
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Sekil 1.4 Stokes kaymasi

1.3.9. Stoke’s shift (Stokes Kaymasi)

Stokes kaymasi (sekil 1.4), molekiiler spektroskopinin temel bir foto-fiziksel olgusu
olup bir molekiiliin emilim ve yayim olaylar1 arasinda meydana gelen belirgin spektral
degisikliklere dair 6nemli veriler sunar. Fotonlarin emilmesi sonucunda, bir molekiil

dinlenme temel durumundan uyarilmig bir duruma gegis yapar ve bdylece enerji

15



seviyesinde ylikselme yasar. Daha sonra, molekiil yavasca daha diisiik enerjili temel
durumuna dondiikge, asir1 enerjiyi yayilan fotonlar seklinde disar1 atar. Bu 6zgiin yayilma
genellikle ilk emilen dalga boylarin1 asan dalga boylarinda meydana gelir, bu da "kirmiziya
kayma" olarak adlandirilan belirgin bir spektral kayma olayina yol agar. Stokes kaymasinin
kokeni, karmasik bir dizi molekiiler i¢ silirecin bir parcasi olarak kabul edilebilir. Bu
olgunun temel katkilarindan biri olan titresimsel rahatlama, uyarilmis durumun dogasinda
bulunan titresimli modlar arasinda enerjinin yeniden diizenlenmesiyle karakterizedir. Bu
siireg, sistemin genel titresimsel enerjisinde azalmaya yol agar ve uyarilmis durumdaki
daha diisiik titresim seviyelerinin niifusunun artistyla sonuglanir. Ayrica, i¢ doniisiim ve ara
sistem gecis gibi radyatif olmayan gecisler de Stokes kaymasini sekillendirmede 6nemli bir
rol oynar. Bu mekanizmalar, fazla enerjiyi ara-molekiiler etkilesimlere yonlendirir veya
farkli spin ¢ogulluklarina sahip durumlar arasinda gegisleri kolaylastirarak fazla enerjinin
dagitilmasina katkida bulunur. Bu siireglerin toplu olarak diizenlenmesi, Stokes kaymasinin
temelini olusturur ve sonug¢ olarak floresans ve fosforesans spektrumlarinda goézlemlenen
karakteristik spektral farkliliga yol agar. Bu olgunun 6nemi, kimya, biyofizik ve malzeme
bilimi gibi ¢esitli bilim disiplinlerinde ortaya ¢ikar. Stokes kaymasi, karmasik ve ¢cok yonlii
sistemler igindeki molekiiler dinamiklerin ve etkilesimlerin aydinlatilmasinda vazgegilmez
bir arag olarak 6ne ¢ikar ve bir dizi bilimsel alanda ilerlemelerin temelini olusturur (Stokes
1852, Johnson ve ark 1991, Paek ve ark 2009, Wu ve ark 2009, Liu ve ark 2013, Sipos ve
Sima 2020).

1.4. Viral Hastaliklarin Tamisinda Kullanilan Yontemler

1.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Veteriner hekimliginde, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) teknigi, viral veya
bakteriyel hastaliklarin teshisinde temel bir molekiiler biyoloji yontemidir. PCR, genetik
materyalin c¢ogaltilmasi islemiyle virusun varligmi belirleme kapasitesine sahip yiiksek
hassasiyetli bir molekiiler biyoloji teknigidir. Bu ydntem, hastalik belirtileri gosteren
hayvandan uygun bir numune (kan, salya, diski, idrar, doku vb.) alinarak laboratuvar
kosullarinda islenir. Numunedeki niikleik asit (DNA veya RNA) 6zel bir islemle elde edilir.
Daha sonra, hedef genin baslangi¢ ve bitis bolgelerine baglanacak olan 6zgiil primerler ve
Real time PCR kullanilacaksa prob tasarlanir. Termal dongiileyici cihazi reaksiyonun farkli
agsamalari igin belirli sicakliklara ayarlanir. Termal dongii, denatiirasyon (DNA ayrigmast),
primer baglanma (primerlerin hedef bolgeye baglanmasi), ve uzama (DNA zincirinin

uzatilmasi) adimlarini igerir. Bu siire¢c sonunda, hedef genin milyonlarca kopyasi elde edilir.
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Elde edilen iiriinler, analiz i¢in jel elektroforezi veya baska bir yontemle ayrilir.

Sonuglar, hedeflenen genin varligin1 gostererek hastalifin teshisini saglar. Yiiksek
hassasiyeti ve spesifikligi sayesinde veteriner hekimlik pratiginde 6nemli bir teshis araci
olarak kullanilir. Ancak, bazi olumsuz yonler de vardir. Diger testlere kiyasla daha yiiksek
maliyetlidir ve uzmanlik gerektirir. Ayrica, zaman alict bir siirectir ve sonuglarin elde
edilmesi saatler siirebilir. Numunenin kalitesizligi veya kontaminasyon riski, sonuglari
etkileyebilir. Bu nedenle, her asamada titizlikle ¢alisilmast ve uygun kontrollerin yapilmasi
onemlidir. PCR testleri, viral enfeksiyonlarin erken evrelerinde veya tasiyic1 hayvanlarda
teshisi daha etkili ve hizli bir sekilde koymak icin 6nemli bir aragtir (Senda ve ark 1995,
Mahony ve ark 2007, Vandergeeten ve ark 2014).

1.4.2. Real-Time PCR

Veteriner hekimlik pratiginde Real-Time PCR (RT-PCR) y6ntemi, niikleik asitlerin
cogaltilmasi ve miktarmin belirlenmesi igin kullanilan bir molekiiler biyoloji teknigidir. Tlk
adim, hasta hayvandan uygun bir numunenin alinmasi ve bu numunedeki niikleik asidin
Ozgiil primerler ve prob ile hedeflenen genin ¢ogaltilmasi i¢in islenmesidir. RT-PCR, bu
islem sirasinda ger¢ek zamanli olarak floresansin 6lgiilmesi yoluyla hedef genin miktarini
belirler. Bu, viral yiikiin veya hastaligin siddetinin belirlenmesinde kritik bir rol oynar.
Yiiksek hassasiyet ve ozgiilliige sahiptir. Veteriner hekimlerin hastaliklarin teshisinde,
tedavi stratejilerinin belirlenmesinde ve hayvan sagliginin korunmasinda 6énemli bir arag
olarak kullanilir. Ancak, RT-PCR'nin baz1 olumsuz yonleri de vardir. Bu yontem, diger
testlere kiyasla daha maliyetlidir ve uzmanlik gerektirir. Ayrica, zaman alici bir siirectir ve
sonuglarin elde edilmesi birkag¢ saat siirebilir. Numunenin kalitesizligi veya kontaminasyon
riski, sonuglar1 etkileyebilir. Yine de veteriner hekimliginde viral hastaliklarin teshisinde
hayati bir 6neme sahiptir. Bu molekiiler biyoloji teknigi, virusun genetik materyalini tespit
edebilme kapasitesiyle bilinir. Ozellikle diisiik diizeylerde dahi virusun varhigini
belirleyebilme yetenegi, enfeksiyonlarin erken asamalarinin teshisi acisindan son derece
kiymetlidir. Ayrica, reaksiyonun ger¢ek zamanl olarak takip edilebilmesi, virusun nicel
olarak Ol¢iilmesini ve hastaligin siddeti hakkinda onemli bilgiler saglar. Bu, tedavi
stratejilerinin belirlenmesi ve hastalarin izlenmesi acisindan kritik 6nem tasir. Bununla
birlikte, RT-PCR testlerinin maliyeti ve teknik gereksinimleri, yaygin kullanimlarini
kisitlayabilir. Bu testlerin uygulanabilmesi i¢in 6zel ekipman ve reaktiflerin temini, ayrica
egitimli personel gereklidir. Ornek ve ¢alisma ortamindaki kontaminasyonlarin sonuglar
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etkileyebilecegi i¢in titiz ¢calisma kosullar1 ve steril tekniklerin benimsenmesi 6nemlidir.

Bu faktorler goz Onlinde bulunduruldugunda, Real-Time PCR'm veteriner
hekimligindeki kullaniminin dikkatli bir sekilde planlanmasi ve uygulanmasi kritik 6neme
sahiptir. Bu teknik, hastaliklarin dogru teshis koyma, etkili tedavi stratejileri belirleme ve
hayvan sagligin1 koruma agisindan hayati bir aragtir (Reijans ve ark 2008, Mercier-Delarue
ve ark 2014, Wu ve ark 2014, Garcia-Arroyo ve ark 2016).

1.4.3. ELISA

Veteriner hekimliginde ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) yontemi,
viral hastalik teshisinde hayati bir éneme sahiptir. 11k olarak, numune hazirhig yapilir ve
pletyler ilgili antijen veya antikorlarla kaplanir. Numune eklenmesinin ardindan pleytler
yikanir ve ikincil antikor eklenir. Bu antikor konjugat olarak adlandirilir ve test icin gerekli
enzimleri tagir. Ilk antikorun yakaladigi antijenlere baglanir. Daha sonra, bir enzimatik
reaksiyon baglatan substrat ortama eklenir. Bu reaksiyon sonucunda bir renk {iretilir. Optik
yogunluk degerleri, orneklerin antijen veya antikor miktarlarina orantilidir ve mikropleyt

okuyucusu ile 6lctilerek sonuglar degerlendirilir.

Bu teknik, belirli bir virusun ya da antikorun varligini belirleme kapasitesiyle 6ne
cikar. Ozellikle diisiik seviyelerde bile virusun varhigini tespit edebilme yetenegi,
hastaliklarin erken agamalarinda dogru teshisin konmasinm1 saglar. Ayrica, reaksiyonun
ger¢ek zamanli olarak takip edilebilmesi, virus miktarmin nicel olarak 6lgiilmesini
mimkiin kilar; bu da hastaligin siddeti hakkinda onemli bilgiler saglar ve tedavi
stratejilerinin belirlenmesinde kritik bir rol oynar. ELISA ayrica, birgok numunenin ayni
anda islenebilmesine olanak taniyan otomasyonu kolaylastiran pleytler kullanarak biiyiik

6lcekli epidemiyolojik caligsmalarda etkili olabilir.

Ancak, benzer antijenlere sahip farkli viriislerin capraz reaksiyonlara neden
olabilmesi ve ¢ok diisiik seviyelerdeki viruslari tespit etme konusundaki sinirlamalar,
ELISA'nin olumsuz yonlerindendir. Ayrica, her bir numune i¢in ayri bir mikropleyt
gerekliligi ve egitimli personel olmaksizin dogru uygulanmasinin zor olmasi, bu teknikle
ilgili dikkat edilmesi gereken diger noktalardir. Bu nedenle, ELISA'nin veteriner
hekimligindeki kullaniminin planlanmasi ve uygulanmasi, dikkatli bir sekilde ele
alinmalidir. Bu teknik, hastaliklarin dogru teshis edilmesinde, etkili tedavi stratejilerinin
belirlenmesinde ve hayvan sagliginin korunmasinda kritik bir ara¢ olarak degerlendirilir
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(Engvall 1972, Mekuria ve ark 2003, Guzman ve ark 2010, Boonham ve ark 2014).

1.4.4. immiinfloresans

Veteriner hekimlik pratiginde, Immiinfloresans (IF) yontemi, viral hastaliklarin
teshisinde kullanilan ydntemlerden biridir. Bu yéntem, birka¢ temel asamadan olusur. Tlk
olarak, uygun bir numune hazirlanir ve lam iizerine antijen veya antikor baglanir. Daha
sonra, numune blokaj islemine tabi tutularak birincil antikor veya antijen eklenir.
Fazlaliklarin temizlenmesi ic¢in yikama adimlar1 uygulanir ve ardindan floresan etiketli
ikincil antikor eklenir. Numune, floresan mikroskop altinda incelenerek antijen veya
antikor varligi, yayilan floresan 1s1k ile tespit edilir. Bu teknik, belirli bir viriisiin veya
antikorun varhi@imi belirleme kapasitesiyle yiiksek hassasiyet ve ozgilliige sahiptir.
Ozellikle hiicresel diizeyde virusun veya antikorlarin varhigmi dogrudan gdzlemleme
imkan1 sunmasi, hastaligin tipini ve yayilimini belirleme agisindan son derece degerlidir.
Bu sayede, spesifik bir virus enfeksiyonunun hizla teshis edilmesi ve tedavi siirecinin
baslatilmast miimkiin olur. Ayrica, IF yontemi, birden fazla virus tiiriiniin belirlenmesine

imkan tanir, bu da karma enfeksiyonlarin dogru teshisi i¢cin dnemlidir.

Bununla birlikte, IF testlerinin dogru bir sekilde uygulanabilmesi i¢in uzmanlik ve
egitim gereklidir. Ayrica, disaridan gelen kontaminasyonlarin sonuglar1 etkileyebilecegi
icin titiz calisma kosullar1 ve steril tekniklerin benimsenmesi gerekir. Teknik zorluklar ve
maliyeti g6z oniinde bulundurularak, IF yonteminin veteriner hekimlik uygulamalarinda
dikkatlice degerlendirilmesi ve en uygun durumlarin belirlenmesi gereklidir. Bu teknik,
hastaliklarin dogru teshis edilmesinde, etkili tedavi stratejilerinin belirlenmesinde ve
hayvan sagliginin korunmasinda kritik bir ara¢ olarak degerlendirilir (Yamanouchi ve ark
1970, Ristic ve ark 1972, Pensaert ve ark 1981, Papafragkou ve ark 2013, Oxford ve ark
2021).

1.4.4.1. Direkt immunfloresans

Direkt Immiinofloresan (DIF), dzel antikorlarin kullamldig bir tekniktir ve doku
veya hiicre Orneklerinin incelenmesinde kullanilir. Bu yontemde, belirli bir hastaligin
teshisi veya bazi hiicresel 6zelliklerin belirlenmesi i¢in floresanla isaretlenmis antikorlar
kullanilir. Ornegin, cilt biyopsilerinde DIF, pemfigus veya lupus gibi otoimmiin
hastaliklarin teshisi i¢in 6nemlidir. Islenen bir doku &rnegi, dncelikle belirli antikorlarla

islenir. Dokular laboratuvara ulastiginda, yikanir, hizla dondurulur ve cam slaytlara
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yerlestirilmis 5 ila 6 pum kalinliginda kesitlere ayrilir. Slaytlar, hedef antijene
yonlendirilmis floresan etiketli antikorlarla inkiibe edilir. Tipik olarak, farkli antikor
izotiplerine (IgA, IgG, IgM) ve komplemente karsi yonlendirilmis bir antikor paneli
kullanilir. Her bir floresan etiketli antikorun bir damlasi, uygun pozitif ve negatif
kontrollerle birlikte ayri bir doku kesitine damlatilir. Her bir antikorun c¢alisma
konsantrasyonu, en yiiksek sinyal-arkaplan oranini elde etmek i¢in 6nceden optimize edilir.
Slaytlar, karanlik, nemli bir odada oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilir. Antikor daha
sonra bosaltilir, slaytlar yikanir ve isaretlenmis doku kesitleri kapatilarak floresan
mikroskobu ile goriintiillenir. Teshis, baglanma desenine dayanmakta olup (O6rnegin,
hiicreler arasi, dermal-epidermal birlesimde lineer) saptanan antikorun izotipi (6rnegin,
IgG, IgA) gibi faktorlere baglidir (Coons ve ark 1942, Jordan ve ark 1967, Hinuma ve ark
1967, Benach ve ark 1983 Beutner 2003, Aoki 2007, Mysorekar ve ark 2015,
Chanabasayya ve ark 2017, Kim ve Brinster 2020).

DIF, hastalikli hiicrelerin veya dokularin belirli bilesenleri lizerinde antikorlarin
baglandig1 yerleri belirlemek igin kullanilir. Ozellikle otoimmiin hastaliklarin teshisi igin
onemlidir ¢linkli bu hastaliklar genellikle viicudun kendi dokularina karsit olusturdugu
antikorlarla iligkilidir. Bu yontem, cilt biyopsileri gibi orneklerde, hastalikli hiicrelerin
veya dokularin belirli alanlarinda antikorlarin birikimini gézlemleyerek taniya yardimci
olabilir. Bu sekilde, hastaligin karakteristik ozellikleri ve lokalizasyonu belirlenebilir,

dogru bir teshis konulabilir ve uygun tedaviye yonlendirme yapilabilir.

Biyopsi materyalinde DIF teknikleri, ciltteki antikor olmayan hedefleri de tespit
etmek i¢in kullanilabilir. Enfeksiy6z mikroorganizmalar bu hedeflere bir 6rnektir. Bu
durumda, siipheli antijene yonlendirilmis floresan etiketli birincil bir antikor kullanilarak
organizmanin varligr veya yoklugu tespit edilir. Bu teknik hizli ve oldukca spesifiktir,
ancak belirli hedefe baglanabilen antikor sayisinin sinirli olmast nedeniyle, diger
mikrobiyolojik tekniklere kiyasla daha az duyarli olabilir (Coons ve ark 1942, Jordan ve
ark 1967, Hinuma ve ark 1967, Benach ve ark 1983, Sano ve ark 2008, Minz ve ark 2010,
Beutner 2003, Aoki 2007, Mysorekar ve ark 2015, Chanabasayya ve ark 2017, Kim ve
Brinster 2020).

Immiinolojik reaksiyonlar, antijen-antikor etkilesimlerini gorsellestirmek veya
miktarlamak icin farkl etiketleyiciler kullanilarak incelenebilir. Florokromlar, enzimler ve

radyoaktif ile elektro-opak bilesikler, bu amagla yaygin olarak tercih edilen
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etiketleyicilerdir. Florokromlar, ultraviyole 15181 emerek uyarilan ve goriiniir 151k yayan
boyalar olarak islev goriirler. Protein molekiilleriyle kovalent baglar olusturabilen kimyasal
gruplar1 igermeleri, etiketleme islevi i¢in gereklidir. Dokulardan yayilan renkten farkli bir
renkte ve goriiniir spektrumda yliksek floresans yaymalar1 gerekir. Etiketlenmis
proteinlerde, basit bir konjugasyonun yani sira antikor aktivitesinin korunmasi ve elde
edilen floresan konjugatin stabilitesi dnemlidir. Fitokromlarin en yaygin olanlarindan biri
FITC'tir ve sirastyla 490 nm ve 520 nm dalga boylarinda emilim ve yayilma piklerine
sahiptir. Kirmizi renkli bir diger madde olan rodamin, DIF'de kullanilan bagka bir ajandir
ve farkli emilim ve yayilma pik dalga boylarina sahiptir (sirasiyla 520 nm ve 610 nm).
Epiluminesans ve konfokal mikroskopi tekniklerinden her ikisi de DIF sonuglarini okumak
icin kullanilabilir (Coons ve ark 1942, Jordan ve ark 1967, Hinuma ve ark 1967, Benach ve
ark 1983, Kulthanan ve ark 2007, Beutner 2003, Aoki 2007, Mysorekar ve ark 2015
,Chanabasayya ve ark 2017, Kim ve Brinster 2020).

1.4.4.2. indirekt immunfloresans

Indirect Immunofluorescence (IIF) yontemi, hiicre veya doku 6rneklerinde belirli
antikorlar varligim1 veya belirli hedeflere kars1 antikor {iretimini tespit etmek amaciyla
kullanilir. Ozellikle otoimmiin hastaliklarin teshisi ve spesifik antikorlarin varligiin
belirlenmesi gibi durumlarda yaygin olarak tercih edilir. Baglangigta, hiicre veya doku
ornegi belirli antikorlarla islenir. Bu antikorlar, genellikle hedeflenen antijene kars1 spesifik
olarak tasarlanmis ve etiketlenmistir. Ornegin, anti-niikleer antikorlar (ANA), ¢esitli
otoimmiin hastaliklarla iliskilendirilebilir ve 6zellikle ¢ekirdekte bulunan belirli hedeflere

kars1 iretilirler.

Bir sonraki asamada bu spesifik antikorlarla etkilesime giren, spesifik floresan
etiketli antikorlar eklenir. Bu ikinci antikorlar, hedeflenen antikorlarla etkilesime gecer ve
bdylece belirli hiicresel bilesenleri veya antikorlar1 spesifik bir sekilde gorsellestirir. Bu
islem sonucunda, hedeflenen antikorlarin bulundugu boélgeler floresan 151k yayarak belirgin
hale gelir. Ornegin, Anti-Nuclear Antibodies (ANA) gibi antikorlar, gesitli otoimmiin
hastaliklarda belirtilere neden olabilirler. IIF, bu antikorlarin varligimi belirlemek icin
kullanilir. Bu yontem, hastanin serumundan alinan Ornekler iizerinde yapilir ve c¢esitli
hedeflere kars1 reaksiyon gosteren antikorlarin varligin1 veya yogunlugunu gosterir. Bu
bilgi, lupus, Sjogren sendromu, romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklarin teshisinde

onemli bir yardimcidir. Bu yontem, gorsel olarak spesifik antikorlarin varligini belirleyerek
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belirli otoimmiin hastaliklarin teshisine katkida bulunur ve hastalik seyrini anlamak, tedavi
stratejileri belirlemek i¢in dnemli bir aragtir (Aoki ve ark 2004, Lichtman ve Conchello
2005, Lakowicz 2006, Rigon ve ark 2007, Pohla-Gubo ve Hintner 2011, Valeur ve
Berberan-Santos 2012, Murthy ve Virk 2014).

1.4.5. Viral Kiiltiirler

Veteriner hekimlikte kullanilan Viral Kiiltiirler yontemi, viruslarin laboratuvar
ortaminda ¢ogaltilarak karakterize edilmesini saglayan &nemli bir tekniktir. Ilk asamada,
hasta hayvandan alinan numune, laboratuvar kosullarinda islenir. Numune igerisindeki
virlis partikiilleri uygun hiicre kiiltliriine inokiile edilir. Ardindan, kiiltiir periyodik
araliklarla incelenerek hiicrelerin morfolojisi ve kiiltiiriin genel goriiniimii degerlendirilir.
Eger virus cogalirsa, izole edilerek tiirii, alt tipi veya genotipi belirlenir. Ancak, Viral
kiiltiir yonteminin bazi olumsuz yonleri de bulunmaktadir. Oncelikle, bu yéntem oldukca
zaman alicidir ve sonuglarin elde edilmesi giinler siirebilir. Ayrica, virusun Kkiiltiirde
cogalabilmesi i¢in uygun bir hiicre kiiltiiriinlin olusturulmasi1 gereklidir, bu da belirli bir
uzmanlik seviyesi ve laboratuvar altyapisi gerektirir. Bununla birlikte, bu yontemde bazi
viruslarin kiiltiirde ¢ogaltilmasi zor olabilir, bu da teshisi zorlastirabilir. Son olarak, virusun
kiiltiirde cogalmasi i¢in belirli sicaklik ve besin kosullarinin saglanmasi gerektiginden, bu
faktorlerin dikkatli bir sekilde kontrol edilmesi Onemlidir. Viral kiiltiirler, veteriner
hekimler tarafindan Ozellikle yeni veya bilinmeyen viruslarin teshisi, as1 gelistirme
calismalar1 ve arastirma amaglariyla kullanilir. Bu yoOntem, viruslarin laboratuvar
ortaminda ¢ogaltilmasini saglayarak, etkili teshis ve tedavi stratejilerinin olusturulmasina
yardimci olur (Burgard ve ark 1992, Falsey ve ark 2002, Hodinka ve ark 2013, Jefferson ve
ark 2021).

1.5. Molekiiler Kenetlenme

Molekiiler Kenetlenme (Docking), molekiiler modelleme ¢aligmalarinda sikga
basvurulan bir hesaplama yontemidir. Bu yontem, biyokimya ve ila¢ tasariminda énemli
bir yer tutar. Temel amaci, bir proteinin (ya da diger biiylik molekiillerin) i¢indeki baglama
bolgesine bir ligandin nasil baglandigini ve bu etkilesimin dogasini anlamaktir. Docking
caligmalar1, molekiiler etkilesimlerin ayrintili analizi i¢in 6nemli veriler saglar ve bu da ilag
gelistirme siirecinde kritik bir rol oynar. Ayrica, bu yontem, farkli ligandlarin bir hedef

proteine olan baglanma affinitesini ve tercihlerini degerlendirmek icin kullanilir. Bu
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baglamda, docking, biyokimyanin yani1 sira ila¢ endiistrisinde de yaygin olarak kullanilan

degerli bir aragtir. Docking’in baslica kullanim alanlari; (De Vries ve ark, 2010)

1. Tla¢ Tasarmmi: Docking, ilag tasarim siirecinin temel asamalarindan biri olarak
kabul edilmektedir. Ozellikle ila¢ sirketleri, potansiyel ilag molekiillerinin belirli bir
proteinin baglama bolgesine nasil baglandigini ve etkilesime girdigini anlamak icin bu
yonteme bagvururlar. Bu, ilaglarin biyolojik hedefe olan etkilerini 6ngérmede 6nemli bir

rol oynar.

2. Molekiiler Etkilesimlerin Detayh Incelenmesi: Docking analizi, bir protein ile
bir ligand arasindaki molekiiler etkilesimlerin tiiriinii ve giiclinii anlama konusunda detayl
bir perspektif sunar. Bu, proteinin islevselligi ile molekiiliin biyolojik sisteme olan

etkilerinin daha derinlemesine anlasilmasini saglar.

3. Yapi-tabanh fla¢ Tasarimi: Docking, yapi-tabanli ilag tasariminin temel bir
bileseni olarak One cikar. Bilgisayar destekli tasarim programlari, potansiyel ilag
molekiillerini milyonlarca olasi konum ve yonelimde baglama bdlgesine yerlestirerek, en
uygun etkilesimi tahmin etmeye c¢alisirlar. Bu, ilag gelistirme siirecinde stratejik bir
yaklasimi temsil eder ve potansiyel tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde kritik bir rol

oynar.

4. Yenilik¢i Tla¢ Kesfi : Docking analizi, farmasotik endiistrisinde potansiyel ilag
molekiillerinin detayli bir sekilde incelenmesini saglayarak, yenilik¢i ve etkili ilag
adaylarmin kesfi ve gelistirilmesi siirecine onemli bir katki sunar. Ozellikle, yeni ve
mevcut hastaliklara yonelik tedavi seceneklerinin artirilmasinda, bu yontemin sagladigi

molekiiler anlayis biiyiik bir 6neme sahiptir.

5. Hiz ve Maliyet Avantaji: Docking, laboratuvar deneylerine gore daha hizli ve
ekonomik bir sekilde potansiyel etkilesimleri tahmin edebilme yetenegi sunar. Bu durum,
ozellikle biiyiikk veri setlerinin analiz edilmesinde, bilimsel arastirma ve gelistirme

stirecinin hizlandirilmasinda biiyiik avantajlar saglar.

6. Deney Tasarimmm Yonlendirme Potansiyeli: Docking sonuglari, deneysel
caligmalarin nasil tasarlanacagi konusunda 6nemli bir rehberlik saglar. Bu, hangi molekiiler
etkilesimlerin daha fazla dikkat ve dogrulama gerektirdigini belirleme konusunda

arastirmacilara kilavuzluk eden kritik bir bilgi kaynagidir.
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7. Biyolojik Siireclerin Molekiiler Diizeyde Incelenmesi: Docking analizleri,
biyolojik sistemlerdeki molekiiler etkilesimlerin derinlemesine incelenmesine olanak tanir.
Bu, hiicresel diizeydeki biyolojik siireglerin molekiiler temellerini anlamamiz1 saglayarak,
tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde kritik bir rol oynar. Ayrica, bu molekiiler anlayis,
farmakolojik ajanlarin etki mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasina da kapi aralar.
Molekiiler kenetlenme baglaminda, baglanma enerjisi, ligand ile reseptor arasindaki
etkilesimin giiclinii 6lcen dnemli bir faktordiir. Ligand-reseptor kompleksinin stabilitesini
temsil eder ve tipik olarak kenetlenme pozunun kalitesini degerlendirmek veya farkli
ligandlar1 tahmin edilen baglanma afinitelerine gore siralamak igin kullanilir (Van ve ark
2005, Schmitz ve ark 2011, Hennig ve ark 2012), Baglanma enerjisi, van der Waals
etkilesimleri, elektrostatik etkilesimler, hidrojen bag1 ve ¢6zme etkileri gibi cesitli
molekiiller arast kuvvetlerin katkilarini igerir. Molekiiler kenetlenmenin amaci genellikle,
ligand ve reseptdr arasinda pozitif bir etkilesim gosteren, baglanma enerjisini en aza
indiren ligand konformasyonunu bulmaktir. Enerji minimizasyonu, sistemin potansiyel
enerjisini en aza indirerek ligandin baglanma bélgesi igindeki konformasyonunu optimize
etmeyi amaglar. Ligand optimizasyonunu ayarlayarak ve molekiiller arasi etkilesimleri
hesaba katarak kenetlenme tahminlerinin dogrulugunu artirmaya yardimci olur (Roel-
Touris ve ark 2019). Docking sonrasi enerji degisimlerinin yorumlanmasi, ligandin hedef
molekiil ile olusturdugu kompleksin stabilitesini ve termodinamik dengesini
degerlendirmektedir. Bu, ilgili baglanma siirecinin enerjetik olarak avantajli olup
olmadigini belirlemek i¢in dnemlidir. Ayrica, docking sonrasi enerji kontrolii, ligandlarin
hedef molekiile gére baglanma afinitesini ve seciciligini degerlendirmek i¢in énemli bir
aractir. Bu kontroller, ilag tasarimi ve hedefe yonelik ilag gelistirme ¢alismalarinda basarili

sonuglar elde etmek igin kritik bir adimdir (Saponaro ve ark 2020, Solanki ve ark 2020).

Molekiiler kenetlenme ¢alismalarinin sonucunda olusan baglarin detayl bir sekilde
degerlendirilmesi, bilimsel ve ila¢ tasarim arastirmalarinin yani sira antikor terapi
caligmalarinda da hayati bir 6neme sahiptir. Bu tiir calismalar, potansiyel ila¢ adaylar1 veya
antikorlarin hedef molekiillere nasil baglandigini anlamamiza olanak tanir. Baglarin
kalitesi, yani bag olusumu sirasindaki energetik stabilite, ilacin veya antikorun hedef
molekiil ile etkilesiminin etkinligini belirleyen temel bir faktordiir. Bununla birlikte, bag
mesafeleri de ayrica goz Oniinde bulundurulmalidir, ¢iinkii uygun bir bag mesafesi,
baglanma siirecinin stabilitesini artirarak ilacin veya antikorun etkinligini artirabilir

(Hennig ve ark 2012, Rao ve ark, 2023).
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Farkl1 bag tiirlerinin etkileri de 6énemlidir; iyonik, kovalent ve hidrojen baglar1 gibi
farklt bag tiirleri, ilacin veya antikorun hedef molekiil ile olan etkilesim dinamiklerini
etkiler. Bu baglarin enerjetik analizi, ilag-hedef etkilesimlerinin termodinamik ve kinetik
ozelliklerini incelememize yardimci olur. Bu, ilacin veya antikorun etkinligi ve gilivenligi
hakkinda 6nemli bilgiler sunar. Ayrica, bag kalitesi ve bag mesafeleri yani sira farkli bag
tirlerinin degerlendirilmesi, ilacin veya antikorun seciciligini ve yan etki profiline olan
etkilerini de belirler. Yaniltici sonuglarin 6nlenmesi ve yan etkilerin tahmin edilmesi de bu
degerlendirmenin bir parcasidir. Sonug¢ olarak, molekiiler kenetlenme sonuclarinin
baglarinin detayli bir sekilde degerlendirilmesi, ilag tasarimi ve molekiiler biyoloji
alanlarinda ve antikor terapi calismalarinda basarili c¢aligmalarin temelini olusturur

(Saponaro ve ark 2020)

1.5.1. Molekiiler Kenetlenme Asamalari
1.5.1.1.Docking Oncesi Asamalar

Ligand Molekiiliiniin Hazirligi: Docking c¢alismasinin temel adimlarindan biri,
belirli bir proteinin baglama bolgesine nasil baglandigin1 ve etkilesime girdigini anlamak
amaciyla bir ligand molekiiliiniin kullanilmasidir. Bu asamada, molekiiler c¢izim
programlari, ligand molekiiliiniin kimyasal yapisim1 belirlemek ve bilgisayar tarafindan
islenebilir hale getirmek icin kullanilir. Atomlarin tiirleri, konumlar1 ve bag yapilari
belirlenir. Bu detayli analiz, ligand molekiiliiniin etkilesimde bulundugu proteinle olan

baglanma siirecini daha iyi anlamamiza olanak saglar.

Proteinin Hazirli§i: Docking calismasinda temel bir unsur, proteinin yapisinin
belirlenmesidir. Bu, biyokimyasal deneyler veya protein veritabanlar1 gibi kaynaklardan
elde edilen verilerle gergeklestirilir. Ardindan, proteinin 3 boyutlu modeli olusturulur. Bu
modelde, amino asitlerin ve diger bilesenlerin atomlari, baglar1 ve konumlar1 hassas bir
sekilde belirlenir. Bu ayrintili analiz, proteinin baglama bolgesine nasil etki edecegini

anlamak i¢in temel bir temel saglar.

Baglama Bolgesinin Belirlenmesi: Baglama bolgesi, genellikle proteinin aktif
bolgesi veya hedef alami olarak adlandirilir. Burasi, proteinin belirli islevlerini
gerceklestirdigi ve disaridan gelen molekiillerle etkilesimde bulunabilecegi yerdir. Bu
alanin smurlari, literatiirdeki bilgilere dayali olarak titizlikle belirlenir. Bu, docking

caligmasinin 6nemli bir asamasidir, ¢iinkii baglama bolgesinin dogru bir sekilde
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tanimlanmasi, inhibitér molekiiliiniin proteinle etkilesimini daha dogru bir sekilde simiile

etmemizi saglar.

Molekiiler Modelleme Araglarinin Hazirlanmasi: Docking calismalar igin temel,
ligand ve protein yapisini i¢eren 3 boyutlu koordinat dosyalarinin, docking yazilimlarinin
anlayabilecegi bigimlere doniistiiriilmesidir. Bu dosyalar, yazilimin ligand-reseptor
etkilesimlerinin hesaplanabilmesi i¢in gereklidir. Bu asama, docking siirecinin basariyla
tamamlanabilmesi i¢in kritik bir adimdir. Bu dosyalarin dogru bigimde hazirlanmasi, dogru

ve glivenilir sonuglar elde edilmesi agisindan hayati bir 6neme sahiptir.
1.5.1.2.Docking Asamalari

[Ik Konum Tahmini: Baglanacak molekiil, proteinin ii¢ boyutlu yapisina gore
belirlenmis olan baglama bdlgesine rastgele veya Onceden belirlenmis konum ve
yonelimlerde yerlestirilir. Bu konumlar, molekiillerin etkilesime girebilecekleri farkli

"docking pozisyonlar1" olarak adlandirilir.

Enerji Hesaplama ve Skorlama: Her bir docking pozisyonu i¢in, molekiil ile protein
arasindaki etkilesim enerjisi hesaplanir. Bu enerji hesaplamalari, van der Waals
etkilesimleri, hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler gibi farkl etkilesim tiirlerini igerir.
Bu hesaplamalar sonucunda bir "skor" elde edilir; bu skorun diisiik olmasi, molekiiliin o

pozisyonda ne kadar stabil oldugunu gosterir.

En lyi Konumun Secimi: Skorlar, molekiiliin en iyi etkilesimi gerceklestirdigi
pozisyonlar1 gosterir. Daha diisiik skorlar, daha istikrarli ve giiglii etkilesimler anlamina
gelir. Bu nedenle, genellikle en diisiik skora sahip olan konum, "en iyi" docking konumu

olarak segcilir.

Sonuglarin Analizi: Segilen en iyi docking konumu detayli bir sekilde analiz edilir.
Ilag molekiilii ile protein arasindaki etkilesimler, hidrojen baglari, elektrostatik cekimler ve
van der Waals etkilesimleri gibi faktorler géz oniinde bulundurularak degerlendirilir. Bu
analiz, ila¢ molekiiliiniin baglama bolgesine nasil yerlestigini ve etkilesime girdigini

anlamamiza yardimci olur.
1.5.1.3. Docking Sonras1 Asamalar

Sonuglarin Dogrulanmasi: Tahmin edilen docking sonuglari, laboratuvar deneyleri

veya literatiirde bulunan deneysel verilerle titizlikle karsilastirilir. Bu karsilastirma,
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modelin gercek diinyadaki durumu ne kadar yansittigini belirlemede kritik bir rol oynar.
Eger tahminler, deneysel sonuglarla uyumluysa, modelin giivenilirligi artar. Ayrica, farkl
kosullar altinda yapilan deneylerle sonuglarin karsilastirilmasi, modelin genellikle ne kadar

dogru calistigini belirler.

Sonuglarin lyilestirilmesi: Dogrulama asamasidan elde edilen verilere dayanarak,
baslangigta yapilan modellemelerde tespit edilen hatalar veya yanilgilar diizeltilir. Bu,
modelin daha kesin ve giivenilir sonuglar iiretmesini saglamak amaciyla gergeklestirilir.

Gerekirse, molekiiler yapilar iizerinde ayarlamalar ve optimizasyonlar yapilir.

Yorum ve Karar Verme: Dogrulama sonuglari, dikkatlice yorumlanmasi
gelecekteki adimlarin belirlenmesinde temel bir rol oynar. ilag tasarimi veya arastirma
siirecinde nasil bir yol izlenecegi, bu yorumlara dayanarak belirlenir. Ozellikle, hangi
bilesenlerin daha fazla odaklanmay1 gerektirdigi ve potansiyel gelistirmelerin neler oldugu

gibi konular bu asamada degerlendirilir.

Ileriki Adimlarin Planlamasi: Docking sonuglarindan elde edilen bilgiler,
gelecekteki calismalarin planlanmasinda kilavuz olarak kullanilir. Hangi ilaglarin deneysel
olarak test edilmesi gerektigi, molekiiler yapida yapilacak olasi degisiklikler veya yeni
arastirma yollar1 gibi konular bu asamada belirlenir. Bu, ila¢ tasarimi ve arastirmanin
gelecekteki yoniini sekillendirir (De Vries ve ark 2010, Spiliotopoulos ve ark 2016,
Saponaro ve ark 2020, Solanki ve ark 2020).

1.6. Viral Hastaliklarda Hizh Teshisin Onemi

Viral enfeksiyon hastaliklari, diinya genelinde ciddi halk saglig1 sorunlar1 arasinda
yer alir. Bu tiir hastaliklarin hizla yayilabilme ve onemli saglik sorunlarina yol agabilme
potansiyeli, erken teshisin kritik bir Onem tasidigini gostermektedir. Hizli teshis,
epidemiyolojik kontroliin saglanmasi ve bireylerin sagliklarinin korunmasi bakimindan
temel bir rol oynar. Hizli bir teshisle, enfekte olmus bireylerin izole edilmesi veya
karantinaya alinmasi gibi acil onlemler alinabilir. Bu, hastaligin yayilmasini sinirlamak ve

hem toplum hem de hayvan saglhigini1 korumak i¢in vazgegilmezdir.

Hizli teshis ayrica, hastaligin tiirli ve tedavi segeneklerinin belirlenmesi agisindan
da kritik bir 6neme sahiptir. Viral hastaliklarin semptomlari birbirine benzer olabilir, bu
nedenle dogru tani, uygun tedavi yontemlerinin secilmesi i¢in hayati 6nem tasir. Ayrica,
hizli teshis, salginlarin ve epidemilerin etkili bir sekilde kontrol edilmesine olanak tanir.

Halk saglig1 yetkilileri ve veteriner hekimleri, dogru verilere dayali kararlar alarak gerekli
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onlemleri alabilirler. Ozellikle yeni ve potansiyel olarak tehlikeli viral patojenlerin
tanimlandigr durumlarda, hizli teshis, bu patojenlerin yayilmasimi kontrol etmek ve

potansiyel pandemilere engel olmak i¢in kritik bir 6neme sahiptir.

Hizli teshis ayrica laboratuvar kapasitesinin etkin bir sekilde kullanilmasina olanak
tanir. Geligmis molekiiler ve serolojik testler, viral patojenlerin tanimlanmasinit hizlandirir
ve epidemiyolojik arastirmalar i¢in temel verileri saglar. Bununla birlikte, hizli teshis,
hastalarin yonetimi ve bakiminin da gelistirilmesine imkan tanir. Dogru tedaviye erken
baslamak, hastaligin seyrini olumlu yonde etkileyebilir. Ayrica, hizli teshis, hastalarin ve
toplumun psikolojik olarak daha iy1 bir durumda olmasina yardimci olabilir. Belirsizlik ve
endise, hizli teshis ile azaltilabilir (Gavin, 2004 Heeney, 2006 Crawford, 2007 Gongal ve
ark 2022).

Birden fazla virusun taranmasi gereken durumlarda hizli teshis, kritik bir dneme
sahiptir. Ozellikle ayn1 anda birden fazla viriisiin aym hayvanda birlikte varlig1 durumunda,
dogru teshisin konulabilmesi i¢in hizli bir tarama gereklidir. Bu, karma enfeksiyonlarin
ayirt edilmesini saglayarak, hastaliga hangi virusun neden oldugunu belirleme ve buna gore
uygun tedavi plani olusturma imkan1 sunar. Ayrica, epidemiyolojik kontrollerin etkili bir
sekilde yapilabilmesi icin hizli teshis &nemlidir. Ozellikle salgin dénemlerinde, farkli
viruslarin hizla tanimlanmasi ve izlenmesi, epidemiyolojik arastirmalar ve salginin
kontrolii igin kritik bir 6neme sahiptir. Bunun yam sira, potansiyel olarak tehlikeli veya
yeni kesfedilen viriislerin varlig1 durumunda, hizl teshis, bu viriislerin yayilmasini kontrol
etmek ve potansiyel pandemilere engel olmak i¢in vazgegilmezdir. Laboratuvar
kapasitesinin etkin bir sekilde kullanilmasi da bu baglamda onemlidir; hizli ve dogru

teshisler, laboratuvar kaynaklarinin verimli bir sekilde yonetilmesini saglar.

Sonug olarak, birden fazla virusun tespit edilmesi gereken durumlarda hizli teshis,
vakalarin dogru sekilde yonetilmesi, epidemiyolojik kontroliin saglanmasi ve laboratuvar
kapasitesinin etkin bir sekilde kullanilmasini saglar, boylece toplum ve hayvan sagligina
olumlu katki saglar (Gavin 2004, Heeney 2006, Crawford 2007, Lucht ve ark 2007,
Minakshi ve ark 2014, Dilnessa 2017, Gongal ve ark 2022).

Hayvan siiriilerinin hastalik taramalarinda ¢ok sayida patojene es zamanli olarak
odaklanilmasinda, hizli teshis yontemlerinin kullanilmasiyla beraber saglanan avantajlari
belirtmek gerekirse, bu tiir teknolojilerin sektordeki saglik ve giivenlik perspektifinde

onemli bir ilerleme temsil ettigi ifade edilebilir. Geleneksel teshis yontemlerinin genellikle
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tek bir patojene odaklanarak zaman alict oldugu goz Oniinde bulunduruldugunda, hizli
teshis teknolojileri, biiylik gruplar halinde bulunan hayvan siiriilerinde veya vahsi yagam
popiilasyonlarinda, ¢oklu patojenleri es zamanli olarak tespit etme kabiliyetine sahiptir. Bu,
hem hayvan saghg hem de insan sagligi agisindan kritik bir éneme sahiptir. Ozellikle
hayvancilik ve tarim sektorlerinde, hayvanlardan elde edilen iiriinlerin insan tiiketimi i¢in
onemli bir kaynak olusturdugu diistiniildiigiinde, bu tiir taramalarin hayvan sagligini
kontrol altinda tutarak gida gilivenligini artirmak i¢in kritik oldugu anlasilir. Hizli teshis
yontemleri ayrica, salgin hastalik tehditlerine hizli ve etkili bir yanit verme kapasitesi
saglar. Ozellikle hayvan siiriilerinde bir hastalik patlak verdiginde, bu hastalik hizla
yayilabilir ve ciddi ekonomik kayiplara yol agabilir. Ancak hizli teshis, bu tiir salginlarin
erkenden belirlenmesini ve kontro altina alinmasini saglar. Bunun yani sira, hizli teshis
yontemleri ayn1 zamanda laboratuvar kaynaklarinin daha etkin bir sekilde kullanilmasina
olanak tanir. Bu, maliyetleri diistirerek daha fazla teshisin yapilmasini ve daha fazla hayvan
slirtistiniin veya popiilasyonunun izlenmesini miimkiin kilar (Gavin 2004, Heeney 2006,
Crawford 2007, Lucht ve ark 2007, Minakshi ve ark 2014, Dilnessa 2017, Gongal ve ark
2022).
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2.GEREC VE YONTEM

Coklu teshis kitinin gelistirilmesi i¢in orneklerin toplanmasi, siniflandirilmasi,
testte kullanilmak {iizere hazir hale getirilmesi, ¢alisma ortaminin hazirlanmasi, test
kitinin hazirlanmasi ve goriintiileme islemleri yapildi. Bu islemler sirasinda bir ¢ok

noktada bilgisayar simiilasyonlarindan ve deneme testlerinden de faydalanildi.

2.1. Orneklerin toplanmasi ve hazirlanmasi

Calismada kullanilan gaita ornekleri Adana Biiyiiksehir Belediyesi Gegici Hayvan
Bakim Evi (N=170), Osmaniye Belediyesi Gegici Hayvan Bakim Evi (N=160), pozitif ve
negatif kontrol drnekleri ise Cukurova Universitesi Ceyhan Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Anabilim Dal1 stoklar1 ve Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali

stoklarindan saglandi.

Ornekler, basta diare olmak iizere klinik semptom gdsteren, teshis yontemleriyle
CPV veya CCoV tasidigi tespit edilen veya tam tersi, herhangi bir semptom gdstermeyen
ve/veya teshis yontemleri ile CPV veya CCoV tasimadigi tespit edilen farkli yas, rk ve
cinsiyetteki kopeklerden alindi. Ornekleme icin tek kullammlik steril swap kullanildi.
Rektum igerisinden siiriintii  seklinde alinan oOrnekler soguk zincir bozulmaksizin
laboratuvara ulastirildi. Ayrica bakteriyel diare siipheli hayvanlardan alinan O6rnekler
bakteriyel kontaminasyon riskini en aza indirecek sekilde antibiyotikli PBS (fosfat tampon
tuzu) igerisinde muhafaza edildi. Mevcut stoklarda bulunan 6rnekler (N=50) ise ¢alismada

kullanilmak tizere dogrudan koleksiyona alindi.

2.1.1. Orneklerin hazirlanmasi

Toplanan 6rnekler laboratuvara ulastiktan sonra oncelikle uygun yontemle 6rnekleme
yapilmasi, yabanci madde icermesi ve tasima sirasinda kuruma, bozulma, kokusma,
kiiflenme gibi belirtilerin varlig1 agisindan kontrol edildi. Uygun olan 6rnekler Sml hacimli
eppendorf tiipleri icerisinde PBS (Sigma, USA, Cat no: P4417) ile 1/10 oraninda
sulandirildi.  Sulandirmadan sonra ornek tiiplerinde kati partikiil kalmamas1 i¢in 6rnekler
3000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve slipernatant ayrildi. Baz1 6rneklerdeki kati partikiil
miktariin ¢ok fazla olmasi veya o6rnek siipernatantinin normalden daha bulanik goriinmesi,
testlerin uygulanmasi asamasmda olas1 hatalara sebep olabileceginden siipernatantlar
sirastyla 0.44 ve 0.22um (mikrometre) por capina sahip enjektor filtrelerden gegirildi.

Hazirlanan sulandirmalar dogrulama testlerinde kullanilmak iizere 1ml, ¢alisma testlerinde
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kullanilmak tizere 2 ml ve yedek olarak saklanmak iizere 2ml olacak sekilde farkli tiiplere
ayrildi ve numaralandirilarak kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. Koleksiyon kayit
cizelgesi olusturuldu, her bir 6rnegin menseisi, alindig1 hayvanin tiirii/irki, 6rnek alma tarihi
ve Ornek alinan bolge bu ¢izelgeye kaydedildi. Ayrica olast hastalik tanilari ile 6zellikle
barinak hayvanlarinda hizli test ile teshis edilen hastalik bilgileri ve varsa diger bilgileri de

koleksiyon ¢izelgesine kaydedildi.

2.2. Niikleik asit ekstraksiyonlar: ve Real Time PCR Analizleri

Olusturulan koleksiyonun CPV ve CCoV yoéniinden pozitiflik durumunun ortaya
konmast i¢in Real Time PCR analizlerinden faydalanildi. Bu analizler i¢in daha 6nceden
PBS ile 1/10 oraninda sulandirilmis olan gaita 6rnekleri kullanili. CVP i¢in DNA, CCoV i¢in
RNA ekstraksiyonu PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit (cat no: 12280050) ile tiretici
firmanin talimatlarina uygun olarak yapildi. CCoV i¢in cDNA (complementer DNA) sentez
kiti (abm OneScript Plus, Kanada) (sekil 2.1) kullanilarak 4ul rt buffer, 1ul dNTP, 1pul
random primer, 2.5ul 6rnek, 2ul Rtase, 10.5ul niikleaz free su karigimi ile 55°C’de 15 dakika
izotermal amplifikasyon yapildi. RT-PCR analizleri i¢in melt curve analizli eva green
metodu tercih edildi ve hairpin potansiyeli ve kendi ilizerine katlanma analizleri yapilmis
olan, CPV VP-2 gen bolgesini hedef alan 93 bp uzunlugunda primerler ile, CCoV igin HLJ-
073 izolatin1 hedef alan primerler kullanild: (tablo 1.1).

m®* Store @-20°C
OneScript® Plus

cDNA Synthesis Kit

Sekil 2.1. Caligmada kullanilan cDNA sentez kiti gosterilmektedir.
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Virus Forward 5’- 3’ Reverse 5° — 3’

VAN AAACAGGAATTAACTATACTAAT  AAATTTGACCATTTGGATAAACT  93bp
ATATTTA

TTGATCGTTTTTATAACGGTTCTA  AATGGGCCATAATAGCCACATAAT 99bp
CAA

Tablo 2.1. CPV ve CCoV teshisinde kullanilan primerler ve {iriin uzunluklart (Yunjun ve
ark 2017, Decaro ve ark 2004)

Orneklerin RT-PCR analizleri termal déngiileyici cihazda (Applied Biosystems Step
One Plus) optik PCR stripleri ile 95°C’de 1 dakika on denaturasyon, 95°C’de 15sn
annealing, 60 °C’de 1dk extantion, 45 siklus protokolii izlenerek gergeklestirildi. Eva Green
master mix (sekil 2.2) kullanilan testlerde reaksiyon hem CPV hem CCoV i¢in 4u Eva
green mastermix (HOT FIREpol evagreen gPCR Mix Plus, Estonia) 0.5ul forward primer,
0.5ul reverse primer, 2.5ul dna/rna ekstrat1 ve 12,5ul niikleaz free su seklinde hazirlandi.
Orneklerin pozitiflik durumu incelenirken Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Anabilim Dali ve Cukurova Universitesi Ceyhan Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim

Dali’ndan temin edilen pozitif ve negatif kontrol 6rnekleri kullanildi.

Sekil 2.2 Real Time PCR analizlerinde kullanilan master mix ve primerler

2.3. Mikropleyt secimi

Calismada kullanilacak olan mikropleytler 96 sabit gozlii, diiz tabanli ve polistiren
kapli, tek tek paketlenmis ve steril olmasi 6zelliklerine gore secildi. Floresans goriintiileme
sirasinda ortaya ¢ikabilecek arka plan yansimalarinin (back scattering) Oniine gecmek

amaciyla mikropleytler arka yiizlerinden mat siyah renge boyandi. Boyanan pleytlerin 0°
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+45° ve -45° agi ile lizerine gonderilen 1ginlart yansitmasit boyasiz pleytlerle karsilastirildi.
Boyanan pleytlerde daha az holografik yansima olustugu goriilmesine karsin,
boyanmayanlara oranla daha fazla materyal i¢i 1511 akist olustugu goriildii. Bu durumun
floresans goriintilleme sirasinda optik interferansa sebep olabilecegi sebebiyle pleytlerin

boyanmasindan vaz geg¢ildi.

2.4. Cahisma ortaminin hazirlanmasi

(Cozeltilerin hazirlanmasindan test sonuclarinin goriintiilemesine kadar olan tiim
stirecte testin dis etkenlerden etkilenmemesi ig¢in steril laboratuvar ortaminda calisildi.
HEPA ve ULPA filtre sistemlerini kullanan steril havalandirma ve iklimlendirme 6zellikli
laboratuvar, caligma oncesinde mekanik olarak temizlendi. Daha sonra uygun yiizeylerde
uygun dezenfektan se¢imi ile (virkon, sodyum hipoklorid) tezgah yiizeyleri, duvarlar, tavan
ve zemin dezenfekte edildi. Ulasilamayan bolmelerin dezenfeksiyonu igin laboratuvarda
potasyum permanganat fumigasyonu yapildi (15ml formaldehid igerisine 1gr KMNO4) ve
laboratuvar tam giigte ¢alisan (10000 KPH) havalandirma ile 24 saat havalandirildr (sekil
2.3).

Sekil 2.3 Laboratuvarin temizlenmesi ve operatorlerin giyinme asamalari

Antikor kaplama sirasinda damlalarin daha net goriilmesi i¢in gerekli noktalara
dogrusal beyaz led 151k kaynaklari ile FITC konjugat ile calisilacak agsamalarda boyanin
bozulmasin1 6nlemek i¢in kirmizi 151k kaynaklari yerlestirildi. Laboratuvardaki tiim
pencereler 151k gecirmez film ile kapatildi ve miihiirlendi. Ayni1 zamanda laboratuvar kapisi

da calisma boyunca kapali tutuldu.
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Antikor kaplama asamasinda laboratuvara girecek olan tiim operatorler dus aldi.
Eller dirsek iistlerine kadar cerrahi sabunlu siinger ile usuliine uygun olarak yikandi. Tim
viicut antiseptikli ve antistatik tek kullanimlik temizlik mendili ile silindikten sonra
minimum elektrostatik etki i¢in (tozdan korunmak amaciyla) steril cerrahi onliik ve
eldiven, n95 tipi maske ve boneden olusan koruyucu ekipmanlarini giydi. Laboratuvara
girecek her tiirlii alet, ekipman ve malzeme yiizey dezenfektan: ile dezenfekte edildikten
sonra laboratuvara alindi (sekil 2.3). Laboratuvara giris ve ¢ikis sirasinda hava kilitli kap1
bulunmadig: i¢in minimum hava akimi olusturacak sekilde yavas ve dikkatli hareketlerle

laboratuvara erisim saglandi, miimkiin oldugunca az hava akimi olusturuldu.

2.5. Cozeltilerin hazirlanmasi

Calisma boyunca farkli amaglarla bir ¢ok c¢ozelti kullanildi. Bu ¢ozeltiler
laboratuvar ortaminda hassas terazi (Weightlab WL-603, Tirkiye) ile tartilan saf
kimyasallar ve distile su kullanilarak hazirlandi. Cozeltilerin fiziksel saflig1 ve pH degerleri

caligma basarisi agisindan yakindan takip edildi.

Wash buffer; antikor ve oOrneklerin yikanmasi islemlerinde kullanildi ve PBS

¢ozeltisi igerisinde %05 oraninda tween20 formulii ile hazirlandi (Sekil 2.4).

FA Wash buffer; Wash buffer igerisine %1 oraninda NaCL eklenerek elde edildi.
Bu ¢6zelti FITC konjugatin tasidig1 boyaya zarar vermeden konjugat yikamasi yapmak i¢in

kullanild: (Sekil 2.4).

Blocking buffer: Wash buffer icerisine %1 oraninda BSA (Bovine Serum Albumin)
eklenerek elde edildi. Solid faz kaplamasindan sonra agik kalan pleyt zeminine yabanci

antijen baglanmasini engellemek amaciyla kullanildi (Sekil 2.4).

Sodyum Azid: %0.09 oraninda oraninda hazirlanan sodyum azid ¢6zeltisi Anti-

CPV ve Anti-CCoV FITC konjugatlarinin sulandirilmasinda kullanild: (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Calismada kullanilmak iizere hazirlanan ¢6zeltiler

2.6. Yakalayici antikorlar

Tim diger serolojik teshis metodlarinda oldugu gibi MIFADA metodunda da
spesifik antijenlerin solid fazda baglanmasi gerekmektedir. Bu metodunun 6zel gereksinimi
olan ¢ok bolgeli antikor kaplamasinda kullanilacak olan antikorlar, in-silico testler ile hedef
antijen baglanirligi, baglant1 kararliligi ve baglanma enerjileri yoniinden degerlendirilerek
secildi. CPV igin monoklonal antikor 5G7 (H69D mouse clone, invitrogen ABD), CCoV
icin ise monoklonal antikor M87073 (MyBioSource, ABD) kullanildi.

2.7. Antikor kaplamalan

Secilen antikorlarin solid faz kaplamalar1i ELISA pleyti kaplamalarina benzer bir
yontemle yapildi. ELISA pleytleri hazirlanirken yiiksek voliimde diisiik konsantrsyonlu
antikor slispansiyonu goz igerine damlatilir ve degisen siire/sicakliklarda bekletilerek solid

faza tutunma saglanir.

Calismada uygulanacak olan MIFADA metodunda solid fazin bdlgesel olarak
kaplanmas1 ve kaplanan bdlgelerin tiim pleyt boyunca sabit bir yerlesim gostermesi
gerektiginden, ELISA pleyti kaplama protokoliiniin modifiye edilerek ¢alismaya
uyarlanmas1 gerekti. Diislik voliim yiiksek konsantrasyon prensibi benimsenerek 2.5 pl’lik
pipet uclar ile 1ul hacminde antikor siispansiyonu mikropleyt gdzlerinin sag ve sol yarimi
icerisine damlatildi. Antikorlarin sulandirilmasinda karbonat/bikarbonat tampon ¢ozeltisi
kullanildi. Caligma boyunca hazirlanan tiim pleytlerde sol taraf CPV, sag taraf CCoV
olarak kullanildi (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 Mikropleyt iizerine yerlestirilen antikor damlalari. Her goziin solundaki damla
Anti-CPV, sagindaki damla ise Anti-CCoV antikorlarini igermektedir.

Bu tiir noktasal antikor kaplamasinin en biiylik zorlugu damlanin pleyt zeminine
birakildiktan sonra gerek yer ¢ekimi gerekse de uzaklasan pipet ucunun etkisiyle dagilmasi
ve planlanan alan disina ¢ikmasi veya sag ve soldaki iki damlanin birbirine karigsmasi oldu.
Bu sorunun ¢éziimii i¢in pleytleri 15° ag1 ile sabit tutacak bir aparat tasarlandi ve 3D yazici
ile aparatin baskist alind1 (Sekil 2.6). Bu aparat iizerinde ¢alisildigi zaman hem operatoriin
gorilis alan1 genisledi ve ¢alisma kolayligi saglandi, hem de birakilan damla kismen asili
damla konumunda oldugu i¢in daha fazla yilizey gerilimi iireterek pipetin uzaklagmasi

sirasinda dagilmamasi sagland.

Sekil 2.6 Ug boyutlu yazici ile bastirilan pleyt tutucu aparat (soida) ve aparatin bilgisayar
¢izimi (sagda)

Antikor damlalan yerlestirilirken kaybedilen vaktin damlalarin buharlagmasi ve
pleytin kurumasina sebep olmamasi igin sag ve sol damlalar1 birakilan her bir géz hizlica

mikropleyt bandi ile izole edildi. Tiim gozlere antikor yerlestirme islemi bittikten sonra
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pleyt +4°C sicaklikta 16 saat siire ile inkiibe edildi. Bu siire boyunca antikor damlalari
kurumus olan gozler isaretlenerek deney disi birakildi. Pleyt Wash Buffer (PBS i¢inde %05
Tween20) ile 5 sefer yikandiktan sonra blocking buffer (%1 BSA’li PBS) ile 37°C’de 1
saat bloklama islemi yapildi. Pleytler tekrar wash buffer ile 3 sefer yikandi ve hava

gecirmez paketler igerisinde kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.

2.8. Konjugatlarin hazirlanmasi

Calismada Anti-CPV-FITC / monoklonal antikor H69D ve Anti-CCoV-FITC /
monoklonal antikor M87073 (wmrd, cat no:CJ-F-CPV-MAB-10ML, CJ-F-CCV-MAB-
10ML ABD) kullanildi. Her iki konjugatinda sulandirilmasinda ikisinin de ortak
sulandiricist olan %0.09 sodyum azid ¢ozeltesi kullanildi. Konjugatlar 151k gecirmez
kutular igerisinde kullanilincaya kadar +4°C sicaklikta saklandi ve mikropleyte
damlatilmadan 5dk once sulandirildi. Fazladan sulandirilan konjugatlar daha sonra tekrar

kullanilmak tizere saklanmadi.

2.9. Optimizasyon calismalari

Test tekniginin temel siire ve konsantrasyon optimizasyonlari i¢in bir dizi 6n
caligma yapildi. Bu c¢alismalarin bir bolimii in-silico olarak bilgisayar ortaminda, bir
boliimii ise in-vitro olarak laboratuvar ortaminda yapildi. Her bir optimizasyon ¢alismasi,
her iki viriis i¢in de ayr1 ayr1 yapildiktan sonra beraber degerlendirme i¢in uygun ortak

noktalar tespit edildi.

2.9.1. In-Silico analizler

CPV’nin teshisinde kullanilmak {izere monoklonal antikor 5G7 (H69D) ve
monoklonal antikor 8H7 alternatifleri mevcut idi. Bu alternatiflerden hangisinin in-vitro
ortamda daha dogru sonug¢ vereceginin tespiti i¢in dncelikle bir dizi in-silico analiz yapildu.

Analizlerde kullanilan bilgisayar konfigiirasyonu tablo 2.1’de gdsterilmistir.

CPU AMD Ryzen 9 5950x, 16 core 32 threat, 360 mm sivi sogutma radyatorlii
GPU NVIDIA RTX 4070 12gb vram gaming hizasirtilmis siiriim

Anakart | Asus TUF Gaming ddr4 6000mhz, atx

Ram 64gb 3600mhz ECC hata diizeltmeli bellek

SSD 12TB nvme, sata m2, sata 6qg tiplerinde

PSU 850Watt atx 3.0 standartlarinda akim korumali psu

Tablo 2.2 In-Silico analizlerde kullanilan bilgisayarin konfigiirasyonu
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In silico calismalar i¢in oncelikle VP2’nin 3 Boyutlu yapist ile 5G7 ve 8H7
antikorlarinin fab-heavy ve light zincirleri bir protein data bankasi olan RSCB PDB’den
elde edildi. Calismada kullanilan H69D antikorunun fare klonu olan 5G7 antikoru, yaygin
veri tabani bulunabilirligi ve enerji yiikii ve kompozisyonu acisindan 5G7 ile ¢ok yiiksek
benzerlik gostermesi ile In-Silico analizlerde tercih edildi. Elde edilen 3D yapilarin
kontrolii icin PyMOL yazilimi (Sekil 2.7) kullanildi. PyMOL yazilimi kullanilarak, elde
edilen 3D yapilarin detayli analizi gergeklestirildi. Bu asamada, yapi igindeki fazla atomlar
ve su molekiilleri temizlendi. Ayrica, polar hidrojen baglar1 eklenerek, kimyasal dogruluk
artirlldt ve yapi iginde herhangi bir eksik dizi olup olmadigi kontrol edildi. Enerji
minimizasyonu i¢in Swiss-PdbViewer 4.1.0 (Sekil 2.8) kullanildi. Bu asama, yapidaki
atomlarin ve baglarin enerjilerini dengeleyerek, molekiiliin termodinamik olarak en kararl

konformasyona ulagsmasini sagladi.

Sekil 2.7 PyMOL yaziliminin ekran goriintiisii

Swiss-PdbViewer 4.1.0 _
File Edit Select Build Toels Fit Display Color Prefs SwissModel Wind Help

Epé AP ] o S
»
T

Move All

Sekil 2.8 Swiss-PdbViewer.4.1.0 yazilimimin ekran goriintiisii
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Enerji minimalizasyonu yapilmasinin ardindan molekiiler kenetlenme Oncesi ¢ok
onemli olan bir diger adim ise olast baglanmaya agik bolgelerin belirlenmesidir. Bunun
icin kullanilan 6nemli araglardan bir tanesi SIPPIDER programidir (Sekil 2.9). Bu arag
sayesinde olast baglanma bdlgeleri c¢ikartilarak kor sekilde molekiiler kenetlenme

yapilmasi, buna bagl olarak da hatali sonuglar alinmas1 énlenmis oldu.

SPPIDER

Sekil 2.9 SIPPIDER yaziliminin ekran goriintiisii
Docking islemlerinin yapilmasi igin molekiiler kenetlenme uygulamasi olan

Haddock 2.4, molekiiler kenetlenme sonucu elde edilen verilerin analizi ve baglanma
bolgelerin agiga cikarilmasi igin ise PyMOL uygulamasi kullanildi. Bu asama, VP2
proteini ile 5G7 ve 8H7 antikorlar1 arasindaki etkilesim modellerini belirledi. Elde edilen
sonuglar ve etkilesim bolgeleri, tekrar PyMOL yazilimi kullanilarak detayl bir sekilde
analiz edildi. Bu asama ile elde edilen verilerin yorumlanmasmi ve molekiiler

etkilesimlerin daha derinlemesine anlasilmasini sagladi.

2.9.2. In-Vitro ¢calismalar

In-Silico analizlerden elde edilen verilere gore secilen antikorlar kullanilarak antikor
titresi, konjugat titresi ve inkiibasyon siiresi optimizasyonlarini yapmak amaciyla bir seri

test pleyti hazirlandi.

Hazirlanan pleytler 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 ve 1/100 oranlarinda
karbonat/bikarbonat tampon ¢ozeltisi ile sulandirilmis yakalayict antikor sulandirmasindan
olugan siitunlar ile 1/10, 1/20, 1/40, 1/60, 1/80 ve 1/100 oranlarinda yapilan konjugat
sulandirmalarinin caprazlama denenecegi xopt (¢apraz optimizasyon) pleytleri olarak
kullanildi (Tablo 2.3). Bu pleytler ile yapilan ¢aligmada 1/10 oraninda PBS ile sulandirilmig
pozitif kontrol 6rnekleri kullanild1 ve inkiibasyon siiresi olarak 60dk sabit siire uygulamasi

esas alindi. Bu yontem ile her bir antikor sulandirmasinin 6 farkli konjugat sulandirilmasi
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ile verecegi sonug hakkinda veriler elde edildi.

Satir/Siitun 1 2 3 4 5 6
a 1/1 110 1/1 1/20 1/1 1/40 1/1 1/60 1/1 1/80 1/1 1/100
b 1/2  1/10 1/2 1/20 1/2  1/40 1/2 1/60 1/2 1/80 1/2 1/100
c 1/4 1/10 1/4 1/20 1/4  1/40 1/4 1/60 1/4  1/80 1/4 1/100
d 1/8 1/10 1/8 1/20 1/8 1/40 1/8 1/60 1/8 1/80 1/8 1/100
e 1/16 1/10 1/16 1/20 1/16 1/40 1/16 1/60 1/16 1/80 1/16 1/100
f 1/32 1/10 1/32 1/20 1/32 1/40 1/32 1/60 1/32 1/80 1/32 1/100
g 1/64 1/10 1/64 1/20 1/64 1/40 1/64 1/60 1/64 1/80 1/64 1/100
h 1/100 1/10 1/100 1/20 1/100 1/40 1/100 1/60 1/100 1/80 1/1001/100

Tablo 2.3 XOPT pleytinin yerlesimi gosterilmektedir. Her bir hiicrede sol tarafta
antikor sulandirmasi, sag tarafta konjugat sulandirmasi verilmistir.

Ikinci asamada zaman optimizasyon pleytleri hazirland: (time-opt). Bu pleytler ise
xopt caligmasindan elde edilen optimum antikor ve konjugat titreleri kullanilarak

hazirlandi. 10 dakika ile 60 dakika arasinda 10’ar dakikalik siirelerde sonug¢ okumasi

yapilarak optimum siireler hesaplandi (Tablo 2.4).

Satir/Siitun 1 2 3 4 5 6
a 10dk CPV 20dk CPV 30dk CPV 40dk CPV 50dk CPV 60dk CPV
b 10dk CPV 20dk CPV 30dk CPV 40dk CPV 50dk CPV 60dk CPV
C 10dk CPV 20dk CPV 30dk CPV 40dk CPV 50dk CPV 60dk CPV
d 10dk CPV 20dk CPV 30dk CPV 40dk CPV 50dk CPV 60dk CPV
e 10dkCCoV 20dkCCoV 30dkCCoV 40dkCCoV 50dkCCoV 60dkCCoV
f 10dkCCoV 20dkCCoV 30dkCCoV 40dkCCoV 50dkCCoV 60dkCCoV
g 10dkCCoV 20dkCCoV 30dkCCoV 40dkCCoV 50dkCCoV 60dkCCoV
h 10dkCCoV 20dkCCoV 30dkCCoV 40dkCCoV 50dkCCoV 60dkCCoV

Tablo 2.4 Time-OPT pleytinin yerlesimi gosterilmektedir. Her bir hiicrede sol
tarafta inkiibasyon siiresi, sag tarafta hedef antijen verilmistir.

Optimizasyon ¢alismalarinda karsilasilan en biiyiik sorun, iki farkli virusun beraber
teshisi i¢in protokollerin uyumsuz olmasi idi. Yapilan denemelerde CPV i¢in bulunan
optimum siire ile CCoV igin bulunan optimum siirenin farkli olmasi, testin kullanilamaz
duruma gelmesi ile sonuglanacakti. Bunun Oniine ge¢mek icin antikor titresi, konjugat
titresi ve zaman degiskenleri arasindaki bagintiyr yorumlayarak tek bir degiskeni sabit
tutmak kosuluyla diger degiskenler iizerinde hesaplama yapabilecek pyton tabanli bir
yapay zeka modeli olusturuldu. Optimizasyon ¢alismalarinda her bir gézden elde edilen
veri, a,c,t (antikor, konjugat, slire) formatinda yazilan paket programa girildi ve makine
ogrenmesinden faydalanilarak bir model egitildi (Sekil 2.10). Egitilen bu model geriye
dogru calistirildiginda hali hazirda in-vitro sartlarda elde edilmis olan degerlere %95
oraninda benzer degerler vererek giivenilirligini kanitladi ve iki virus i¢in gereken sartlarin

beraberce optimize edilmesinde kullanildi.
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Optimizasyon c¢alismalariin tamamlanmasi ile birlikte toplanan numunelerin test
edilecegi pleytler hazirlandi ve hazirlanan gaita numuneleri ile gercek diinya testlerine

baslandi.

Sekil 2.10 a,c,t korelasyonu modeli i¢in kullanilan kodun 6rnek goriintiisii

2.10.  Floresans goriintiileme

Test sonucglarinin goriintiilenmesi i¢in Nikon Eclipse E400 model floresans
mikroskobu kullanildi. Mikroskop tablasi iizerinde 96 gézlii mikropleyt diiz durmadigindan
dolay1 lam tutucu tertibat yerinden sokiildii ve tabla diiz bir konuma getirildi. En diisiik
biiylitmeye sahip olan 4x plan-flo 6zellikli objektif kullanilarak 470nm filtreli LED (Light
Emitting Diod) UV kaynagi ile epiliiminesans yapilarak goriintiilleme saglandi. Goz ile
yapilan degerlendirmede ortamin ¢ok karanlik oldugu, floresans odaklarinin zorlukla
secildigi dikkati ¢ekti. Bunun iizerine mikroskoba kamera atagmani (nikon DS-Fi3)
eklenerek goriintiileme bilgisayar tizerinden yapildi (Sekil 2.11). Yiiksek 1s1k hassasiyeti ve
uzun pozlama siiresine sahip CMOS tipi kameranin kullanilmasi ile floresans odaklar1 net

bir sekilde goriiniir hale geldi.

Kamera goriintiisii baz alinarak kontrol slaytlar: ile yapilan bir dizi optik ayarlama
sonucu mikroskop preparat/arka plan giiriiltiisii yoniinden en uygun ayarlara getirildi. Isik
siddetinin yiiksek olmasi cam preparatlarda goriintiiyii daha net hale getirirken, plastik
mikropleytte ¢cok fazla yansima olusturmasi sebebiyle kademeli azaltilan 151k siddeti ve
apertiir aciklig1 denemeleri ile en az yansimaya sebep olacak konfigiirasyon (4X Flo, %60
151k siddeti, F3.6 diyafram, 12mm odak uzakligi) tespit edildi ve calisma boyunca bu

konfigiirasyon kullanildi.
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Sekil 2.11 Kamera atagmanli mikroskop ile goriintiileme yapilmasi islemi gosterilmektedir.

Her parlak yiizeyli cisim gibi mikropleyt de yansitma ozelligine sahiptir. Hem
istten gelen ultraviyole 1s1gin yansimasi, hem de pleyt yilizeyinde olusan floresansin
yansimasi sonucu pleyt konumuyla korele sekilde yer degistiren hayalet goriintiiler ortaya
ciktl. Bu goriintiilerin varligi, sonuglarin degerlendirilmesi i¢in her ne kadar sorun tegskil
etmese de, yapilan renk kodu ve renk dagilim analizlerini olumsuz yonde etkileyecegi i¢in
bir sekilde ayirt edilip goriintiiden temizlenmesi gerekiyordu. Bu amagla alinan goriintiiyii
gercek zamanli olarak isleyip hangi piksellerin sabit, hangi piksellerin hareketle yer
degistirdigini tespit ederek goriintii temizleme islemi (denoising) yapacak, ayni zamanda
NVIDIA tarafindan yaymlanan agik kaynak kodlu Tensorflow kiitiiphanesinden
yararlanarak GPU 1s1n izleme cekirdekleri iizerinde ¢alisan, yansima olan goriintii piksel
kiimelerini goriintiiden c¢ikartacak, pyton tabanli bir kod ve model dosyasi olusturuldu
(Sekil 2.12). Model dosyasinin egitilmesi i¢in RayOptics yazilimi ile olusturulan bir
yansima simiilasyonu temel alindi (Sekil 2.14, Sekil 2.15, Sekil 2.16). Bu dosya Visual
Studio Code programu iizerinde c¢alistirilarak mikroskoptan kaydedilen goriintiiler islendi
ve temizlendi. Son goriintiiler tekrar Nikon NIS-Elements yazilimi (Sekil 2.13) ile
degerlendirilerek fotograflarin RGB (Red/Green/Blue, Adobe) renk kodlari, renk dagilim

matrixi, yogunluk ve frekans analizleri yapildi.

42



lineCompile

, &pipelineCompileOptions, nullptr, @

binding table

OptixPipelinelaul

launchParams.tra:

optixLaunct

Sekil 2.12 1s1n izlemeli denoising islemi i¢in kullanilan kodun o&rnek goriintiisii
gosterilmektedir.
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Sekil 2.13 Nikon NIS-Elements yazilimi ile yapilan renk matrixi Olgtimleri
gosterilmektedir.

Tim c¢alisma boyunca gerek in-siliko analizler gerekse de optimizasyon
analizlerinin yapilmasi igin toplam 12 farkli paket program kullanildi ve farkli amaglara

yonelik 15 farkli pyton kodu yazild.

43



Sekil 2.14. RayOptics yazilimi ile olusturulan yansima simulasyonuna ait ekran goriintiisii

Sekil 2.15 Ra}}Optics' yazilimi ile ”olusturulan floresans yansimasi simulasyonuna ait
ekran goriintiisii

Sekil 2.16 Yansima bulunan floresans goriintii (solda) ve kod tarafindan hesaplanan
yansima sahasi (sagda)
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2.11. Test Protokolii

Tiim siire ve titre optimizasyonlari ile goriintiileme tekniklerinin standardizasyonu
tamamlandiktan sonra sag ve sol tarafli CPV/CCoV kaplamasi yapilan pleytler ve
cozeltiler optimum konsantrasyonlarda tekrar hazirlandi ve test kitini olusturan bilesenler
olarak listelendi. Buna gore test kiti;

v'96 gozlii cok bolgeli kaplanmis pleyt

v'100x Wash Buffer

v'4x FA Wash Buffer

v'PBS (Sample Dilution Buffer)

v'Sodyum Azid (Conjugate Dilution Buffer)

v'Konjugat 1 (Anti-CPV)

v'Konjugat 2 (Anti-CCoV) bilesenlerinden olusacak sekilde hazirlanmis oldu.

Calismada kullanilan o6rnekler daha once olusturulan 6rnek koleksiyonundan
secildi. Orneklerin pozitiflik durumlari ayr1 bir listeye yazildi ve drnekler ikincil bir sekilde
tekrar numaralandirildi. Pozitiflik durumlari operatére séylenmeyen ve rastgele sirayla

dizilen 6rnekler gercek diinya testlerinde kullanildi.

Oncelikle tiim ornekler ve test kiti bilesenleri oda sicakligma gelene kadar
bekletildi. Testin yapilacagi ¢ok bolgeli kaplama yapilmis 96 gozlii mikropleyt koruyucu
ambalajindan ¢ikarildi. Her géze 50ul 6rnek ve uygun gozlere 50u pozitif/negatif kontrol
eklendi. Etiiv ortaminda 30dk siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda pleyt
distile suyla 1X’e sulandirilan wash buffer ile 3 sefer yikandi. Yikama isleminde sadece
pipetleme teknigi kullanildi. Daldirma veya dokme metodlar1 gozler arasinda
kontaminasyona sebep olabileceginden tercih edilmedi. Pleyt mekanik olarak

temizlendikten sonra gdzler icerisinde hi¢ s1vi kalmadigindan emin olundu.

Konjugat 1 ve konjugat 2 stok cozeltileri esit hacimde bir falcon tiipii igerisinde
karistirildiktan sonra sodyum azid ¢ozeltisi ile 10 kat sulandirildi (1X). Her bir géze 50ul
konjugat eklenerek etiiv ortaminda 30dk siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
konjugatlarin tagidig1 FITC boyasina zarar vermeden yikama yapabilmek i¢in 1X FA wash
buffer kullanildi. Her g6z yine pipetleme yontemi ile 3 sefer yikandi ve pleyt mekanik

olarak temizlendi.
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Goriintlileme iglemine gecilmeden 6nce nemli veya i1slak pleyt ylizeyinin UV 15181
dagitarak goriintii kalitesini diigiirmemesi icin pleyt 15 dk havada kurutuldu. Floresan
mikroskobu altinda FLO470 filtresi ve 4X objektif ile goriintiileme yapildi ve fotograflar
kaydedildi.

Floresan konjugatin 151k ile reaksiyona girerek bozunmaya ugramasindan kaginmak
icin konjugatlarin hazirlanmasindan goriintiilemenin bitimine kadar olan siire¢ boyunca

laboratuvar yanlizca zayif kirmizi LED 1sik ile aydinlatildi.

Hazirlanan bu test yontemi, ¢ok bolgeli immunfloresan antikor belirleme testi
(Multi Regional Ummunofluorescence Antibody Determination Assay) olarak adlandirildi
ve MIFADA olarak kisaltildi.
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3.BULGULAR

3.1. Ornek koleksiyonu

Calismada RT-PCR ile pozitiflik durumu belirlenen (Sekil 3.2) toplam 200 adet

ornek ile pozitif ve negatif kontrol drnekleri kullanildi. Bu 6rneklerin bir kism1 hem CPV

hemde CCoV yoniinden pozitifken(N=60), bir kism1 da her iki virus i¢in negatif (N=160)

veya tek bir virus i¢in pozitifti (Tablo 3.1, Sekil 3.1). Tiim numuneler eva green master mix

kullanilarak RT-PCR ile teshis edildi ve pozitiflik durumlarina gére guruplandirildi. Testin

bir virus yoniinden pozitifligi yakalamasi ve yanlis yonden floresans vermesi durumunun

degerlendirilmesi i¢in tek virus yoniinden pozitif Ornekler, ayn1 anda iki virusun

pozitifligini yakalamak de igin her iki virus yoniinden pozitif 6rnekler, hatali pozitiflik

durumunun ortaya konmasi i¢in ise her iki virus yoniinden negatif 6rnekler 6nemli idi.

Ornek CPV (+) |CPV(y) CCoV (+) | CCoV (-) | CPVICCoV | CPVICCoV
Durumu (+) (-)
Ornek 120 80 100 80 60 160
sayisi
Toplam | 380
Ornek
Sayisi
Tablo 3.1 Toplanan 6rneklerden Real Time PCR ile elde edilen pozitif/negatif sayilari
gosterilmistir.
Ornek Dagilimi ve CPV ile CCoV Ayni Anda Pozitif Ornek Sayisi
mm Toplam Ornek Sayisi
175 + W CPV ve CCoV Pozitif
150 +
125 4
% 100 4
S 75
50

25 4

CPV (+)

CPV (-)

Ornek Durumu

CCoV (4)

CCoV (-)

Sekil 3.1 Orneklerin pozitiflik durumlarmi gosteren grafik goriilmektedir.
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Sekil 3.2 RT-PCR sonuglar1 (G:Pozitif Kontrol, H:Negatif Kontrol)
3.2. Primer tasarimlarimin kontrolii

Tablo 3.2°de gosterildigi gibi, CPV teshisinde kullanilan primer, virusun VP2 gen
bolgesini hedef almakla birlikte RT- PCR i¢in uygun olan 93bp’lik bir iirlin uzunluguna
sahipti. Aym1 zamanda GC% ve kendi {istiine baglanma degerlerinin kabul edilebilir
simirlar i¢cinde oldugu goriildii. Primerlerin potansiyel hairpin formasyonlar1 oldugu
(Tablo 3.3) ancak stabil bir sekilde reaksiyona girerek sonuglari etkilemeyecegi anlasildi.
Bu analize gore forward primer iizerinde ATTA sekansinin TAAT sekansi ile
komplementer oldugu ancak minimum self dimerizasyon limiti olan 5 baz uzunlugunun
altinda oldugu icin bir sorun teskil etmedigine karar verildi. Reverse primer {izerinde

herhangi bir hairpin potansiyeli veya kendi iizerine baglanma olasili§i olmadig1 dikkati

cekti (Tablo 3.3).

CPV/VP2 Sequence (5->3") Length | Star | Sto | Tm GC% | Self Self 3'
t p comple | comple

mentari | mentari
ty ty

Forward AAACAGGAATTAACTA 421 | 450 | 52.20 | 16.67 | 12.00 12.00

(5’-3") TACTAATATATTTA 30

Reverse AAATTTGACCATTTG 23 513 | 491 | 53.08 | 26.09 | 6.00 6.00

(5-3) GATAAACT

Productlenght | 93

Tablo 3.2 CPV teshisinde kullanilan forward ve reverse primerlerin analiz sonuglari
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Primer | Minimum Self-Dimerization | Minimum Hairpin

Forward | 5 | 4
Potential Hairpin Formation: 5' AAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAZJ’
3 ATTTATATAATCATATCAATTAAGGACAAA 5!
Complementarity:
None !

Potential Self-Annealing Sites (1 Mis-Match Allowed):
1.5' AAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTA 3
3 ATTTATATAATCATATCAATTAAGGACAAA 5'
2.5 AAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTA 3
3" ATTTATATAATCATATCAATTAAGGACAAA 5'
3
5

3.5' AAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTA
3' ATTTATATAATCATATCAATTAAGGACAAA

4.5' AAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTA 3
3 ATTTATATAATCATATCAATTAAGGACAAA 5’
Reverse | 5 | 4
Potential Hairpin Formation: 5' AAATTTGACCATTTGGATAAACT 3'
3 AGTTATCCAAATGGTCGGAAATTT 5’
Complementarity:
None !
Potential Self-Annealing Sites (1 Mis-Match Allowed):
None !

Tablo 3.3, CPV primerlerinin kendi lizerine baglanma ve potansiyel hairpin formasyonlari
(NCBI Blast)

Ayni analizler, ¢alismadaki diger virus olan CCoV teshisinde kullanilacak primerler
icin de yapild1 (Tablo 3.4). Bu analizler sonucunda CCoV i¢in se¢ilen primerlerin Tm
degerlerinin kabul edilebilir sinirlar igerisinde ancak normal degerlerden daha yiiksek (58)
oldugu, buna karsin kendi iizerine baglanma potansiyelinin ¢ok diisiik olmasi sebebiyle

caligmada kullanilmasinin uygun olduguna karar verildi.

CCoV Sequence (5'->3") Length Start Stop Tm GC% | Self Self 3'
comple | comple
mentarit | mentarit

y y
Forward(5’-3’) | TTGATCGTTTTTA | 27 25921 | 25947 | 58.01 | 29.63 | 9.00 9.00
TAACGGTTCTACA
A
Reverse(5’-3’) | AATGGGCCATAAT | 24 26019 | 25996 | 58.41 | 37.50 | 9.00 3.00
AGCCACATAAT

Product lenght | 99

Tablo 3.4 CCoV teshisinde kullanilan forward ve reverse primerlerin analiz sonuglari
(NCBI Blast)
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Primer | Minimum Self-Dimerization | Minimum Hairpin

Forward | 5 | 4
Potential Hairpin Formation: 5 TTGATCGTTTTTATAACGGTTCTACAA 3
3 AATGGGCCATAATAGCCACATAAT 5
Complementarity:
None !

Potential Self-Annealing Sites (1 Mis-Match Allowed):
5 TTGATCGTTTTTATAACGGTTCTACAA 3

3" AACATCTTGGCAATATTTTTGCTAGTT 5'

5" TTGATCGTTTTTATAACGGTTCTACAA 3'

3' AACATCTTGGCAATATTTTTGCTAGTT 5'

5" TTGATCGTTTTTATAACGGTTCTACAA 3'

3 AACATCTTGGCAATATTTTTGCTAGTT 5'
3 ATTTATATAATCATATCAATTAAGGACAAAS'
Reverse | 5 | 4
Potential Hairpin Formation: 5' AATGGGCCATAATAGCCACATAAT 3'

Complementarity:
None !

Potential Self-Annealing Sites (1 Mis-Match Allowed):
None !

Tablo 3.5, CCoV primerlerinin kendi {izerine baglanma ve potansiyel hairpin
formasyonlar1 (NCBI Blast)

Yapilan analizlerde CCoV forward ve reverse primerlerinin potansiyel hairpin
formasyonlar1 olusturuldugunda self dimerizasyon limitinin iizerinde, ancak limiten 1 baz
fazla oldugu igin kullanilmasinda bir sakinca olmadigina karar verildi (Tablo 3.5). Her
ihtimale karsi test esnasinda pozitif ve negatif kontrol sinyallerinin ve tm degerlerinin
dikkatlice incelenerek sonucglarin irdelenmesine karar verildi ve yapilan kontrollerde

olumsuz bir durumla karsilasilmadi.

Primerlerin uygunluguna karar verildikten sonra RT-PCR analizleri yapildi ve
ornekler pozitiflik durumlarina gore siniflandirildi. Tiim 6rnek ve kontrol gozlerinden
sigmoidal sinyallerin alinmasi ve tm degerlerinin anlamli sonuglar vermesi ile dogrulama

testleri basariyla tamamlanmis oldu.

3.3. Molekiiler Kenetlenme (Docking) Analizleri

Caligmada kullanilmaya aday Anti-CPV antikorlar1 olan 8H7 ve SH7 antikorlari ile

CPV VP2 proteini hedeflenerek yiiriitiilen bir dizi docking islemi sonucunda baglanma
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enerjileri ve baglanma kalitesi iizerine elde edilen veriler degerlendirildi (Tablo 3.6).

Yap Enerji Baglanma Baglanma Sonrasi
minimalizasyonu | Oncesi
oncesi

VP2 6294.152 -22665.602 null

8H7 HEAVY CHAIN | -6763.448 -9114.699 -12232.299

8H7 LIGHT CHAIN -8762.589 -11227.045 -15032.643

5G7 HEAVY CHAIN | -6186.683 -8289.174 -29840.113

5G7 LIGHT CHAIN -6867.917 -8770.587 -28951.811

Tablo 3.6 CPV VP2 proteini ile 8H7 ve 5G7 antikorlarinin farkli agamalarda baglanma
enerjileri CCal cinsinden gosterilmektedir

Bu verilere bakildiginda VP2-8H7-H kompleksinin enerji degerinin diisiik oldugu
ve hedef molekiile giiglii bir sekilde baglandigi, ayrica baglanma potansiyelinin yiiksek
oldugu, VP2-8H7-L kompleksinin de benzer ozellikler gosterdigi goriildii. VP2-5G7-L ve
VP2-5G7-H komplekslerinin enerji degerlerinin ise 8H7 komplekslerine gore ¢ok daha
diisiik oldugu, dolayisiyla VP2 proteini ile gii¢lii bir bag yapma olasiliginin daha yiiksek
oldugu dikkati ¢ekti.

Daha kesin verilere ulasmak icin yapilan modellemeler ile baglanti bdlgelerinin
analizleri yapilarak s6z konusu antijen-antikor komplekslerinin bag yapilar1 (Sekil 3.3) ve

baglanma bolgeleri (Sekil 3.4) de arastirildi.

Sekil 3.3 VP2 ve 8H7 Heavy Chain’nin olusturdugu baglar, 3D yap1 icerisinde
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Sekil 3.4 VP2-8H7H Heavy Chain arasinda olusan hidrojen baglarinin konumlari

8H7-H1 VP2 BAGLANTI BAGLANTI
SAYISI ACISI

SER-261 GLU-89 2 2.6
1.8
VAL-263 GLU-89 1 2.4
GLU-189 VAL-163 1 2.1
SER-161 1 2.6
SER-188 HIS-164 1 2.1
ARG-140 VAL-163 1 2.1
PRO-141 THR-165 1 2.1

Tablo 3.7 VP2-8H7H kompleksinin baglanma noktalar1 ve baglanma agilari

Elde edilen verilere gore, 8H7 antikoru ile CPV2 arasinda olusan baglar incelendi.
SER-261 - GLU-89 baglarinin farkli konformasyonlarda gézlemlendigi belirlendi, bu da
antikorun VP2'ye karsi ¢cok yonlii bir etkilesim sergiledigini gostermektedir. VAL-263 -
GLU-89 bag diisiik agida olmasia ragmen hala giiclii bir baghilik gostermekte, CPV2'ye
karst etkili baglanmay1 vurgulamaktadir. Ote yandan, GLU-189 - VAL-163 bagi, 8H7
antikorunun CPV2'ye karst etkili bir bag olusturdugunu gostermektedir, bu da viriisiin
notralizasyonunda 6nemli bir bilesen olarak kabul edilebilir. SER-161 - GLU-189 bagi,
antikorun CPV2 ile etkili bir bag olusturdugunu gostermekte olup, etkilesimin stabilitesi ve
etkinligi agisindan kritik 6neme sahiptir (Tablo 3.7). Sonug olarak, bu baglanti verileri,

8H7 antikorunun CPV igin yakalayici antikor olarak kullanilabilecegi anlagilmstir.

8H7 Light Chain’in VP2 ile olan molekiiler etkilesimleri (Sekil 3.5, Sekil 3.6)
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dikkate alindiginda, belirli amino asitler arasindaki baglantilar incelenmistir. TRP-94 ve
GLN-39 arasindaki bagin 2.4 derece ile Olciilmesi, antikorun VP2'ye baglanabilecegini
gostermektedir. Benzer sekilde, PHE-103 ve TYR-95 arasindaki bagin acist da 2.4
derecedir. Bu etkilesim, antikorun VP2'nin belirli bolgelerine karst yiiksek bir baglilik
gostermesine igaret edebilir. Bununla birlikte, SER-48 ve LEU-45 arasindaki bagin 2.6
derece ac1 ile gozlemlenmesi, 8H7 Light Chain'in VP2 ile etkilesimlerindeki belirgin
roliinii vurguladi. TYR-92 ve GLY-100 arasindaki bagin 1.8 derece a¢1 ile dlgiilmesi, bu
etkilesimin stabil ve gli¢lii oldugunu gosterdi. Ayrica, SER-28 ve HIS-164 arasindaki bagin
2.6 derece ile belirlenmesi, antikorun VP2 ile etkilesiminin kritik bir bileseni olabilir. SER-
28 ve VAL-163 arasindaki baglarin 2.1 ve 2.5 derece agilar1 ile Olglilmesi, antikorun
VP2'ye spesifik bir sekilde baglanmasinin temelini olusturabilir. Son olarak, GLN-27 ve
THR-165 arasindaki baglarin sirasiyla 2.4 ve 2.0 derece acilari ile belirlenmesi, 8H7 Light

Chain'in VP2 ile etkilesimlerindeki (Tablo 3.7) 6nemli roliinii vurgudi.

& & /i PHE-103
24 2%
\\
/_r- = 4

GLN-39

Sekil 3.6 VP2-8H7 Light Chain arasinda olusan hidrojen baglarinin konumlari
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8H7 LIGHT CHAIN | VP2 BAGLANTI SAYISI | BAGLANTI ACISI
TRP-94 GLN-39 1 2.4
PHE-103 TYR-95 1 2.4
SER-48 LEU-45 1 2.6
TYR-92 GLY-100 1 1.8
SER-28 HIS-164 1 2.6
SER-28 VAL-163 2 2.1
2.5
GLN-27 THR-165 2 2.4
2.0
GLN-27 VAL-152 1 2.3

Tablo 3.8 VP2-8H7-L kompleksinin baglanma noktalar1 ve baglanma agilari

5G7 Light Chain'in VP2 proteini ile gerceklestirdigi molekiiler etkilesimler
incelendiginde 6zellikle, LYS-165 ve TYR-584 arasindaki bagin 2.2 derecede ve ALA-161
ve TYR-584 arasindaki bagin 2.8 derece oldugu gozlemlendi. Bu durum, antikorun VP2
proteini ile belirli bir bolgeye 6zgii bir baglhilik olusturabilecegini isaret etmektedir. TYR-
151'in LYS-538 ve GLU-135 ile olan baglari, antikorun VP2 ile etkilesimlerinin temel
bilesenleridir. Bu baglantilarin stabilitesi, antikorun VP2'ye spesifik bir baglilik
saglamasinda kritik 6nem tagir. Bununla birlikte, GLN-6 ve ASN-180 arasindaki baglarin
farkli agilarda olmasi, bu baglarin belirli konumlarda bulundugunu ve VP2'ye spesifik bir
baglilik sagladigini gostermektedir. Sonug olarak, bu analizler, 5G7 Light Chain'in VP2 ile
cok yonlii bir etkilesim gosterebildigini ve bu etkilesimin adaptif ve esnek bir yapiya sahip

oldugunu gosterdi.
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Sekil 3.8 VP2-5G7 Light Chain arasinda olusan hidrojen baglarinin konumlari

5G7 Heavy Chain'in VP2 proteini ile yaptig1 molekiiler etkilesimlerin detayli bir
analizi gergeklestirilmistir. Ozellikle, GLU-89 ve TRP-545 arasindaki bagm 2.3 derece ve
GLY-102 ve VAL-555 arasindaki bagin 2.6 derece a¢1 olusturdugu gozlemlenmistir. Bu
baglantinin stabilitesi, 5G7 Heavy Chain'in VP2 proteini ile belirli bir bolgeye spesifik bir
baglilik gelistirebilecegini isaret etmektedir. LYS169'un THR-433 ile olan bagi, antikorun
VP2 ile etkilesimlerinin temel bilesenlerindendir ve 1.7 derece bir a¢1 ile belirlenmistir. Bu
baglantinin stabilitesi, antikorun VP2 proteini ile belirli bir bdlgeye spesifik bir baglilik
saglamasinda kritik dneme sahiptir. Ayrica, ASP-164 ve ASN-426 arasindaki bagin 1.8
derece oldugu gozlemlenmistir. Bu baglanti, 5G7 Heavy Chain'in VP2 proteini ile

etkilesimlerinin 6nemli bir bilesenidir.

GLU-150'un ARG-313 ve GLN-310 ile olan baglari, antikorun VP2 ile
etkilesimlerinin diger temel bilesenleridir. Bu baglantilarin farkl agilarda olmasi, antikorun
VP2 proteini ile belirli konumlarda belirli bir bolgeye spesifik bir baghlik sagladigini

gostermektedir.
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Sonug olarak, bu analizler, 5G7 Heavy Chain'in VP2 proteini ile ¢ok yonli bir
etkilesim gosterebildigini ve bu etkilesimin adaptif ve esnek bir yapiya sahip oldugunu
isaret etmektedir. Bu bilgiler, antikor tabanli terapdtik stratejilerin gelistirilmesi ve viriis

enfeksiyonlariin kontrol altina alinmast i¢in 6nemli bir temel olusturabilir.

5G7 LIGHT CHAIN | VP2 BAGLANTI SAYISI | BAGLANTI ACISI
LYS-165 TYR-584 |1 2.2
ALA-161 TYR-584 |1 2.8
TYR-151 LYS-538 |1 1.8
TYR-151 GLU-135 |1 2.0
LYS-154 GLU-135 |1 2.7
GLU-111 THR-265 |1 1.8
SER-10 GLY-264 |1 2.0
SER-9 SER-179 |1 2.7
GLN-6 ASN-180 |2 2.2
1.8
SER-5 ASN-180 |1 2.6
ASN-180 GLY-106 |1 2.2

Tablo 3.9 VP2-5G7-L kompleksinin baglanma noktalar1 ve baglanma agilari

Tim bu sonuglar degerlendirildiginde dort kompleksin de kullanima uygun oldugu
ve VP2 proteinini yiiksek dogrulukla tanimlayabilecegi goriildii. Bununla birlikte 5G7
komplekslerinin baglanma enerjilerinin 8H7 komplekslerine oranla daha yiiksek oldugu
goriildii ve 5G7 komplekslerinin test sirasinda baglanti kararliligin1 daha iyi koruyabilecegi

diistiniildii. Kesin karar1 vermek tizere Haddock analizleri yapildi (Tablo 3.10).
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YAPI | HADDOCK | RMSD from | Van der Electrostatic | Desolvation | Buried Z-Score
score the overall Waals energy energy Surface Area
. . lowest-energy | energy ) _ _ _ _(IOWer
(higher is structure (lower is (lower is (higheris is
better) (higher is better) better) better) better)
(lower is better)
better)
VP2- 2776.5 +/- 14.1 +/- 0.0 -61.7 +/- -95.4 +/-25.7 | -16.6 +/- 2.9 | 2015.2 +/- -2.0
8H7- 106.5 11.6 182.5
H
VP2- -29.8 +/- 6.4 29.1+/-0.1 -91.2+/-6.2 | -91.3+4/-12.1 | -43.5+/-5.7 | 2518.5 +/- -0.4
8H7- 89.1
L
VP2- 812.3 +/-78.1 | 1.1 +/-0.6 -44.7 +/- 4.3 | -156.8 +/- -2.8 +/-1.8 2121.0 +/- -1.7
5G7 L 29.5 2411
VP2- | 829.6 +/-14.1 | 16.8+/-0.1 -84.4 +/-7.5 | -325.3 +/- -13.3 +/- 3808.6 +/- -1.0
5G7 54.8 10.6 60.3
H

Tablo 3.10 VP2 kompleks yapilarinin haddock analiz sonuglar1 gosterilmektedir.

Sonug olarak, bu kapsamli yapisal analiz, VP2 proteini ile 5G7 antikorunun agir
(VP2-5G7 H) ve hafif (VP2-5G7 L) zincirleri arasindaki etkilesimleri ortaya koydu. Giigli
baglanma affinitesini gosteren yiikksek HADDOCK skorlari, hem VP2-5G7 H hem de
VP2-5G7 L'nin VP2 ile etkilesimde bulunma potansiyelinin yiiksek oldugunu gosterdi. Bu
potansiyel, energetik olarak tercih edilen konformasyona yapisal olarak yakin olmalarin
gosteren diisiik RMSD degerleri ile desteklenmektedir. Ayrica, VP2-5G7 H ve VP2-5G7
L'nin, VP2-8H7 kompleksinin agir (VP2-8H7-H) ve hafif (VP2-8H7-L) zincirlerine kiyasla
belirgin avantajlar sundugu goriildi. Bu, VP2-5G7 H ve VP2-5G7 L'nin, diger
komplekslere kiyasla yiliksek Van der Waals enerjilerine sahip olmalaryla
belirginlesmektedir; giiclii bir kovalent olmayan baglanma etkilesimini isaret etmektedir.
Ozellikle, VP2-5G7 L'nin elektrostatik enerji skoru, diger komplekslere gére belirgin bir
avantaj sunarak avantajli elektrostatik tamamlayicilig1 gostermektedir. Buna ek olarak, her
iki zincir i¢in azalmis desolvasyon enerjileri, ¢ziicli kaynakli kararsizlasmanin azaldigini
gostermektedir. Test boyunca likit fazda bulunmasi muhtemel farkli sivilar géz 6niinde
bulunduruldugunda bu degerin 6nemi daha iyi anlasilmaktadir. VP2-5G7 kompleksi
icindeki gomiilii yiizey alanindaki belirgin artis temel bir gézlem olup, bu durum VP2 ile

5G7 antikoru arasinda genis bir ara yiizey etkilesimine isaret etmektedir. VP2-5G7 H ig¢in -

57



1.0 olan Z-Skoru, olumlu bir yapisal uyum olasiligint destekleyerek, stabil kompleks
olusumunun muhtemelligini giiclendirdi. Genel olarak, bu derinlemesine analiz, 5G7
(H69D) antikorunun hem agir hem de hafif zincirlerinin VP2 hedef antijenini yakalamak

icin solid faz antikoru olarak kullanilmasinin daha uygun oldugunu ortaya koydu.

3.4. Optimizasyon calismalari

Calismada, CPV ve CCoV ig¢in ayr1 ayr1 yapilan optimizasyon c¢aligmalarinin in-
vitro asamalar1 inkiibasyon siiresi, yakalayici antikor titresi ve konjugat titresinin
hesaplanmasindan olusmakta idi. Her bir virus igin ayr1 ayr1 yapilan degerlendirmelerde
sabit zaman fonksiyonu (60dk) kullanilarak titre hesaplari i¢in dama tahtasi metodu ile
seri antikor sulandirmalar1 ve seri konjugat sulandirmalar1 test edildi. Sonuglarin
goriintiilenebilmesi i¢in her bir optimizasyon ¢alismasinin sonunda goriintiileme yapildi.
Goriintilleme ile elde edilen grafikler pyton ortaminda hue degeri baz alinarak
olusturulan ti¢ boyutlu grafiklere doniistiiriildii (tablo 3.13) ve hue degerleri baz alinarak
sonuglar degerlendirildi. Bu calisma, her iki virus i¢in de ayri ayri yapilarak degerler

kaydedildi (CPV igin tablo 3.11, sekil 3.9, CCoV igin tablo 3.12, Sekil 3,10).

AB/CJG 1/10 1/20 1/40 1/60 1/80 1/100
11 125 121 118 96 74 49
1/2 111 100 92 61 46 21
1/4 96 83 70 44 18 5
1/8 88 65 52 18 2 0

1/16 70 41 34 7 0 0
1/32 54 20 5 1 0 0
1/64 19 3 0 0 0 0
1/100 5 0 0 0 0 0

Tablo 3.11 CPV ig¢in yapilan titre optimizasyon ¢aligmasindan elde edilen hue degerleri
gosterilmektedir (x ekseni konjugat titresini, y ekseni antikor titresini gostermektedir).
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Hue Degerleri vs. Antikor Titreleri

120 +

100 +

80

60 -

Hue Dederleri

20

T T T T T T T T
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/100
sulandinlan Antikor Titreleri

Sekil 3.9 CPV i¢in yapilan titre optimizasyon ¢alismasindan elde edilen hue degerlerini
gosteren grafik goriilmektedir.

AB/CJG 1/10 1/20 1/40 1/60 1/80 1/100
11 129 118 101 88 69 28
1/2 100 85 72 63 31 5
1/4 88 66 59 42 12 0
1/8 72 45 38 20 1 0

1/16 41 13 4 9 0 0
1/32 18 5 0 0 0 0
1/64 2 0 0 0 0 0
1/100 0 0 0 0 0 0

Tablo 3.12 CCoV i¢in yapilan titre optimizasyon ¢aligsmasindan elde edilen hue degerleri
gosterilmektedir (x ekseni konjugat titresini, y ekseni antikor titresini gostermektedir).
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Hue Degerleri vs. Antikor Titreleri

120 +

100 +

80
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Hue Dederleri

40 -

20

T T T T T T T T
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/100
sulandinlan Antikor Titreleri

Sekil 3.10 CCoV icin yapilan titre optimizasyon ¢alismasindan elde edilen hue
degerlerini gosteren grafik goriilmektedir.

Elde edilen veriler kullanilarak ortak inkiibasyon zamani olan 30dk igerisinde
mikroskop okiilerinde gozle ve ¢ogu kullanicinin sahip olabilecegi yaygin mikroskop
kamerast modelleri ile goriintiileme yapilabilecek antikor ve konjugat titrelerinin
belirlenmesi i¢in math kiitiiphanesini kullanan pyton tabanli yazilan bir kod ile
matematiksel hesaplama yapilarak Nikon n-elements yazilimindan elde edilen optimum
G (green) kodu olan (Adobe RGB) 120 degerini saglayacak ortak bir titre hesab1 yapildi.
Bu hesaplamaya gore CPV igin optimum antikor titresi 1/1 (1mg/ml) ve optimum
konjugat titresi 1/40 iken CCoV igin optimum antikor titresi 1/1 (Lmg/ml) ve optimum
konjugat titresi 1/20 olarak hesaplandi. Bu titrelerde hazirlanan pleyt ve konjugat
karisimi ile elde edilen sonuclar herkes tarafindan anlasilabilir sekilde goriintiilenebildi
(Sekil 3.11 1s1n izlemeli denoising islemi uygulanmis) ve 3 farkli gbzlemcinin rastgele

degerlendirmesinde %100 tutarli sonug gosterdi.
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Sekil 3.11 optimize titrelerde elde edilen test sonuglar1 gosterilmektedir. (1 CPV+/CCoV
+, 2 CPV+/CCoV-, 3 CPV-/CCoV+, 4 CPV-/CCoV-)
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Tablo 3.13 Sekil 3.10°da gosterilen fotograflarin pyton ortaminda olusturulan 3D hue
grafikleri gosterilmektedir.

Tablo 3.13’de gosterilen veriler, optimize edilmis ve yazilimsal olarak temizlenmis
fotograflar kullanilarak elde edildi. Bu grafiklerden hassas bir hue ortalamasi ve piksel
koordinatlarina gére FITC floresansinin odak noktalar1 belirlenerek 1sin izlemeden arta
kalan baz1 ektopik floresans odaklarida (toz, sivi vb.) goriintiiden ayristirildi. Bu yontem
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ile ger¢ek diinya testlerinde alinacak olan ham goriintiilerin de islenebilirligi i¢in kod
(Sekil 3.13) iizerinde bazi degisiklikler yapilarak daha etkin bir kanal filtreleme
saglayacak ve piksel koordinati bazinda hata diizeltme islemlerinide yapabilecek hale
getirildi. Ancak tek bir girdideki piksel sayis1t (5 milyon piksel) ile ortaya ¢ikan ham
verinin islenmesi i¢in gereken sistem arabellegi 64GB smirin1 asti. Bu durumun
giderilmesi i¢in iterasyon bazli hesaplama yapmak iizere GPU ¢ekirdeklerinden
faydalanan ve OpenCV Kkiitiiphanesi tabanli bir eklenti paketi yazilarak islemin grafik
kartinda gerceklestirilmesi saglandi. Ancak bu teknik cok fazla sistem kaynag: tiikettigi
icin rutin islemlerde kullaniminin pratik olmadigina, yanlizca optimizasyon

caligmalarinda kullaniminin etkin fayda saglayacagina karar verildi.

import matplotlib.py

image_path = jpg
image = Image.open(image_path)
width, height = image.size

hsv_image = image.convert('HSV')

hue_data = np.array(hsv_image)[:, :, @]

black_mask = hue_data = @

green_mask = np.logical_and(hue_data >= 608, hue_data <= 180)

green_pixels = np.zeros_like(hue_data)
green_pixels[green_mask] = hue_data[green_mask]

TERMINAL

Sekil 3.13 3D grafiklerin ¢izimi i¢in kullanilan kodun 6rnek goriintiisti

Optimizasyon c¢alismalar1 tamamlandiktan sonra elde edilen veriler toplu halde
degerlendirildi ve hem test kitinin tiretimi hemde kullanimi i¢in optimum parametreler
elde edildi. Son kullanicinin sahip olmasi muhtemel ekipmanlar ile testin saglikli bir
sekilde calisabilmesi ve uygulanabilir olmasi agisindan o6zellikle yakalayic1 antikor
titrelerinin %5 fazlasimin kullanilmast ve yine son kullanicinin test sonuglarini
goriintiilerken 151n izlemeli denoising yapacak donanima sahip olmayabilecegi goz oniine
alinarak floresansin yogunlastirilmasi i¢in konjugat titrelerinin de %S5 oraninda

artirilmasina karar verildi.
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Testin uygulanabilmesi i¢in gereken asgari laboratuvar sartlart;

Dogrudan giines 1s181na maruz kalmayan, miimkiinse karanlik bir ortam saglanmasi
50-100-200pul  hacimlerde otomatik pipetlerin  ve uygun steril tiplerin
bulundurulmasi

FLO470 veya esdeger epiliiminesans tipi floresans mikroskobu bulundurulmasi
olarak belirlenmistir.

Test kitinin {iretimi sirasinda gereken asgari laboratuvar sartlari;

Tam karanlik, giines 15181 izolasyonu yapilmis, dogrusal rehber beyaz led
aydinlatma ve konjugati korumak i¢in kirmizi led aydinlatma sartlarinin saglanmasi
Tim c¢alisma yiizeyleri, malzeme, alet ve ekipmanin dezenfekte edilmesi,
mikropleyt ile temasi olacak her tiirlii malzemenin steril edilmesi

Ortamin tozdan arindirilmasi, gerekli bolgelere steril oOrtiiler Ortiilerek toz
kalkmasinin 6niine gegilmesi

Ortam havasinin hava temizleyici cihaz ve/veya hepa filtreli havalandirma sistemi
ile toz ve mikroorganizmalardan arimdirilmasi

Tiim operatorlerin laboratuvara girmeden 6nce cerrahi hassasiyette temizlenmesi ve
steril koruyucu ekipmanlar kullanmasi

Ozellikle antikor kaplamalari sirasinda laboratuvarm giris ve ¢ikislarinin

kapatilmasi, siradisi hava akimi olusturulmamasi olarak belirlenmistir.

Optimizasyon caligmalarinin sonuglar1 dikkate alinarak hazirlanan, son kullaniciya

yonelik kitin i¢erigi ve muhteviyati tablo 3.13’te verilmistir.

NN

<

Testin uygulama agsamalari su sekildedir;

Ornekleri PBS ile 1/10 oraninda sulandir ve kat1 partikiilleri uzaklastir

Her goze 50ul drnek ekle, pozitif ve negatif kontrol gozlerine 50ul kontrol ekle
Mikropleyti kilitli paket igerisinde 37C° de 30 dakika inkiibe et

300pul 1x yikama tamponu ile 3 sefer yika

Her goze 50ul konjugat ekle (1x hacimde konjugat 1 ve 1x konjugat 2’yi 2x
hacimde konjugat sulandirma tamponu ile karistir)

Mikropleyti kilitli paket i¢erisinde 37C° de 30 dakika inkiibe et

300ul 1x FA yikama tamponu ile 3 sefer yika
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YV V.V V ¥V V V VY

kurumasi islemi ana protokolden cikarildig1 taktirde testin

Mikropleyti havada kurut ve floresans mikroskobunda goriintiileme yap

Testin basindan sonuna kadar harcanan siire;

Orneklerin sulandirilmast 20dk
Orneklerin pleyte yiiklenmesi Sdk
Orneklerin inkiibasyonu 30dk
Pleytin yikanmas1 5dk

Konjugatin pleyte yiiklenmesi 5dk
Konjugatin inkiibasyonu 30dk
Pleytin yikanmas1 5dk

Pleytin kurumasi1 5dk

Toplam 105 dakika olarak belirlendi. Orneklerin hazirlanmasi ve pleytin

dakika oldugu dikkati ¢ekti.

uygulanma siiresinin 80

No Bilesen Kullanim Amaci Icerigi
1 96 Gozli Testin Solid Fazi CPV ve CCoV yakalayici
Mikropleyt antikorlari ile kaplanmis
ve BSA ile bloklanmus,
paketli
2 Ornek Sulandirma | Orneklerin Sulandiriimasi Standart PBS ¢ozeltisi,
Tamponi filtre edilmis
3 Konjugat 1 CPV’nin floresan isaretleme konjugati | Anti-CPV FITC konjugat,
1/10 titrede
4 Konjugat 2 CCoV’un floresan isaretleme Anti-CCoV FITC
konjugat1 konjugat, 1/5 titrede
5 Konjugat Konjugat karisiminin hazirlanmasi %0.09 Sodyum Azid
Sulandirma
Tamponu
6 Yikama Tamponu | Ornek inkiibasyonundan sonra yikama | PBS igerisinde %1
100X isleminin yapilmasi Tween20
7 FA Yikama Konjugat inkiibasyonundan sonra 1 It. Distile su icerisinde
Tamponu yikama igleminin yapilmasi Sodyum Karbonat 11.4qgr,
Sodyum Bikarbonat
33.6gr, Sodyum Kloriir
8.5gr pH 9.0
8 Pozitif Kontrol Test Dogrulamasi PBS i¢erisinde hem CPV
hemde CCoV yoéniinden
pozitif olan stok
siispansiyon
9 Negatif Kontrol Test Dogrulamasi PBS igerisinde hem CPV
hemde CCoV yoniinden
negatif olan stok
stispansiyon

Tablo 3.14 Son kullaniciya yonelik test kitinin i¢erigi ve muhteviyati
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3.5. Gergek diinya testleri

Optimizasyon c¢aligmalarinin tamamlanmasi ile birlikte MIFADA test Kiti
kullanima hazir hale gelmis oldu. Asgari gereklilikleri karsilayan bir laboratuvarda, test
kitinin kullanilabilirliginin degerlendirilmesi igin yapilan testlerde, 1 hafta ile 6 ay
arasinda -20C° sicaklikta dondurulmus halde saklanan diski numuneleri kullanildi ve

herhangi bir 6zel aydinlatma diizenegi kurulmadi.

Koleksiyon igerisinden rastgele 100 ornek secilerek 2 farkli eppendorf tiipii
igerisinde sulandirmalar yapildi ve operatoriin kor sekilde ¢alismasi i¢in orneklere ikincil
bir numaralandirma yapilarak kaydedildi. Toplamda her biri benzersiz bir numara ile
numaralandirilmig ve ayni 6rnegin 2 sefer farkli numaralar ile tekrar ettigi 200 6rnek elde
edildi. Testler tamamlanip sonuglar liste halinde yazilincaya kadar orneklerin gercek
pozitiflik durumlar1 operatdrden gizli tutuldu. Bu testlerde kullanilmak {izere 10 adet kit
hazirlandi.  Optimizasyon ¢alismalarinda elde edilen protokol uygulanarak
gerceklestirilen testler herhangi bir 6zel isleme tabi tutulmadan elde edilen ham
goriintiiler (Tablo 3.14) iizerinden degerlendirilerek liste halinde kaydedildi ve RT-PCR
ile belirlenen gergek pozitiflik durumlari ile karsilastirild (tablo 3.15).

CPV +

CCoV+

CPV/CC
oV +

CPV/CC
oV -

Tablo 3.15 Gergek diinya testlerinden elde edilen goriintii 6rnekleri
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Calisma sirasinda sonucglar degerlendirilirken bir takim hatali yorumlamalarin
yapildig: farkedildi. Bu hatali yorumlamalarin biiyiik ¢ogunlugunun sebebinin mikroskop
alaninin yanlis kadrajlanmasi oldugu ortaya ¢ikti. Floresans mikroskobunun en diigiik
biiylitme orani olan 4X objektif ve 10X okiiler biiylitme katsayisi olan 40X biiyiitmede
goz ile yapilan incelemede mikropleyt goziiniin tamami kadraja girmektedir. Ancak
kamera ile yapilan goriintiileme sirasinda kamera baglanti tiipiiniin 0.5X katsayis1 ve
kameranin prizmaya olan uzakligi ile sensor diizeltme amaciyla uygulanan crop (kirpma)
oranlar1 devreye girdiginde kadraj biiylik oranda kaybedilmektedir. Bu durum goziin
tamaminin kamerada goriintiilenmesine engel olmakta ve sonuclarin yorumlanmasini
zorlastirmaktadir. Daha diisiik biiylitme oranma sahip bir floresans mikroskobu
kullanilarak daha dogru sonuglar alinabilecegi ancak teknik imkanlar dahilinde

goriintiileme tekrarina gidilmesi yolu ile sonuglarin kaydedilmesine karar verildi.

Gergek diinya testlerinde ama¢ MIFADA testinin genel amaci olan kisa siirede
coklu teshisin gergeklestirilmesi oldugundan, goriintiileme sonrasi 151n izlemeli denoising
islemi yapilmadan sonuclarin degerlendirilmesi hedeflendi. Gerek mikroskop okiilerinde
goz ile muayenede, gerekse de mikroskop kamerasi ile yapilan muayenede sonuglar 4
farkl1 gozlemci icin de benzer sekilde yorumlandi. Bu durum, teknik imkanlar1 kisith
laboratuvarlarda dahi testin uygulanabilecegini, herhangi bir yazilim destegi olmadan
sonug alinabilecegini gosterdi. Dolayisiyla testin herkes tarafindan kullanilabilecegine

karar verildi.
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Ornek | Rt- MIFADA | Ornek | Rt- MIFADA | Ornek | Rt- MIFADA | Ornek | Rt- MIFADA
PCR PCR PCR PCR

1 -/- -/- 51 +- | +/- 101 | /- -/- 151 | -/- -/-
2 +/+ +/+ 52 -/- -/- 102 +/- +/- 152 +/- +/-
3 +/+ +/+ 53 -/- -/- 103 +/- +/- 153 +/- +/-
4 +/- +/- 54 +/- +/- 104 -/- -/- 154 +/- +/-
5 +/+ +/+ 55 +/+ +/+ 105 +/- +/- 155 +/- +/-
6 -/- -/- 56 +/- +/- 106 -/- -/- 156 -/- -/-
7 -/ -/ 57 -/ -/= 107 -/= /= 157 -/+ -/+
8 - | +/- 58 B B 108 | -/- -/ 158 | /+ | /+
9 +/- +/- 59 +/+ +/+ 109 -/+ -/+ 159 /= -/
10 -/- -/- 60 +/+ +/+ 110 -/+ -/+ 160 -/+ -/+
11 -/- -/- 61 -/- -/- 111 -/+ -/+ 161 +/+ +/+
12 -/+ -/+ 62 +/+ +/+ 112 +/- +/- 162 +/+ +/+
13 +/- +/- 63 +/+ +/+ 113 +/+ +/+ 163 -/+ -/+
14 +/+ +/+ 64 +/- +/- 114 +/- +/- 164 -/+ -/+
15 +/+ +/+ 65 +/+ +/+ 115 +/- +/- 165 -/- -/-
16 +/- +/- 66 +/- +/- 116 +/- +/- 166 -/+ -/+
17 +/- +/- 67 +/+ +/+ 117 +/- +/- 167 -/+ -/+
18 -/- -/- 68 +/+ +/+ 118 -/+ -/+ 168 -/+ -/+
19 -/- -/- 69 +/+ +/+ 119 -/+ -/+ 169 +/+ +/+
20 H B 70 - | +/- 120 I B 170 | /+ | /+
21 -/- -/- 71 +/- +/- 121 -/- -/- 171 +/- +/-
22 +/+ +/+ 72 +/- +/- 122 +/- +/- 172 -/+ -/+
23 va va 73 -/+ o[+ 123 | -/+ [+ 173 | -/+ -/+
24 -/- -/- 74 ++ | )+ 124 | /- -/- 174 | B v
25 -/- -/- 75 +/+ +/+ 125 +/+ +/+ 175 -/- -/-
26 -/- -/- 76 [+ [+ 126 | +/- +/- 176 | -/+ -J+
27 ya v 77 -/+ [+ 127 | +/- +/- 177 | -/+ i
28 +/- +/- 78 -/- -/- 128 -/- -/- 178 -/+ -/+
29 +/- +/- 79 -/+ -/+ 129 -/+ -/+ 179 -/+ -/+
30 -/- -/- 80 -/- -/~ 130 | -/+ [+ 180 | +/- +/-
31 +/+ +/+ 81 +/- +/- 131 +/- +/- 181 +/+ +/+
32 -/- -/- 82 +/- +/- 132 -/+ -/+ 182 +/+ +/+
33 +/+ +/+ 83 +/+ +/+ 133 -/+ -/+ 183 -/+ -/+
34 /- /- 84 H B 134 |+~ | +/- 184 | +/- | +/-
35 - |+ 85 B B 135 | +/+ | +/+ 185 | -/+ | /+
36 +/- +/- 86 +/+ +/+ 136 -/+ -/+ 186 +/- +/-
37 -/- -/- 87 ++ | 4+ 137 |l |IH 187 | +/- | +/-
38 +/- +/- 88 -/+ -/+ 138 +/- +/- 188 +/- +/-
39 -/- -/- 89 +/- +/- 139 | +/- +/- 189 | -/- ya
40 -/- -/- 90 -/+ -/+ 140 +/+ +/+ 190 -/+ -/+
a H B 91 ++ | 4+ 141 | +/- | +/- 199 [l |IH
42 -/+ -[+ 92 -/+ -/+ 142 +/+ +/+ 192 +/+ +/+
43 +/- +/- 93 -/+ -/+ 143 +/+ +/+ 193 +/- +/-
a4 +/+ +/+ 94 +/+ +/+ 144 +/- +/- 194 -/+ -/+
45 +/+ +/+ 95 -/+ -/+ 145 +/+ +/+ 195 -/- -/-
46 -/- -/- 96 [+ [+ 146 | -/+ [+ 196 | -/+ -J+
47 B B 97 /- -/- 147 |+ |+ 197 | /- -/-
48 +/+ +/+ 98 -/+ -/+ 148 -/+ -/+ 198 +/- +/-
49 +- | +- 99 7 A 149 | +/+ | +/+ 199 | |
50 +/+ +/+ 100 -/+ -/+ 150 +/+ +/+ 200 -/- -/-

Tablo 3.16 Gergek diinya testi RT-PCR ve MIFADA sonuglari gosterilmektedir. Hatali

sonuglar kirmizi ile isaretlenmistir. (CPV/CCOV)
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Daha 6nceden hazirlanan 960 g6z ile yapilan denemelerde RT-PCR ile karsilastirildiginda
MIFADA testinin her 100 6rnegin 94’tinii hem CPV hemde CCoV yoniinden dogru teshis ettigi,
Hatali pozitiflik oraninin %1’den kiigiik, hatali negatiflik oraniin %4, degerlendirilemeyen
sonug oraninin ise %1 oldugu goriildii. Ayni pleytler yazilimsal olarak degerlendirildiginde de

benzer sonuglara ulagildi.

Sensitivite (duyarlilik): gergek pozitif sonuglarin toplam pozitif vakalara yiizdesi olarak
ifade edilen testin dogru pozitif sonu¢ verme yetenegini Olger. Sensitivite asagidaki formiille

hesaplanir:

Sensitivite = (Gergek Pozitif / (Gergek Pozitif + Yanlig Negatif)) * 100
Gergek pozitif sayis1 = 94 (CPV ve CCoV dogru teshisi)

Yanlis negatif sayis1 = 100 - 94 = 6 (dogru teshis edilemeyenler)
Sensitivite = (94 / (94 + 6)) * 100 = (94 / 100) * 100 = 94%

Spesifite (0zgiillik): ger¢ek negatif sonuglarin toplam negatif vakalarin yiizdesi olarak
ifade edilen testin dogru negatif sonu¢ verme yetenegini Olger. Spesifite asagidaki formiille

hesaplanir:
Spesifite = (Gergek Negatif / (Gergek Negatif + Yanlis Pozitif)) * 100
Hatali pozitiflik oran1 %1'den kiigiiktiir, bu nedenle yanlis pozitif sayist ihmal edilebilir.
Spesifite = (Gergek Negatif / (Gergek Negatif + 0)) * 100 = (Gercek Negatif / Gergcek

Negatif) * 100 = 100%

Bu durumda, MIFADA testinin sensitivitesi %94 ve spesifitesi %100 olarak

hesaplanmustir.
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4. TARTISMA

4.1. Bulgularin Anlami ve Yorumlanmasi

Bu calisma boyunca elde edilen veriler saglik, fizik ve miihendislik alanlarinda
yapilan bir ¢cok calisma ve gergeklestirilen bir ¢ok bulus sayesinde ortaya konulmustur. Bu
calisma, farkli bilimsel disiplinler arasinda organik bir isbirligi gerektiren karmagsik

sorunlara yonelik derinlemesine etkilesim ve ¢6ziim odakli bir metodolojiyi benimsemistir.

Fotografeilik teknolojisinin sundugu yiiksek c¢oziiniirliiklii goriintiileme ve detayl
analiz araglari, viruslarin genetik yapisi, evrimi ve davranislar iizerine genis bir bilgi
birikimine sahip viroloji bilimi, bilgisayar programciliginin karmasik veri setlerini analiz
etme ve modelleme yetenekleri ve dogadaki olaylarin temelindeki prensipleri inceleyen
fizik kanunlarini inceleyen fizik bilimi bir araya geldiginde, bilim diinyasinda daha 6nce

benzeri goriilmemis bir sinerji ve ilerleme potansiyeli ortaya ¢ikabilir.

Bu disiplinler arasi yaklasim, her bir bilimsel disiplinin kendi basina ele almasinin
zor oldugu veya yetersiz kaldig1 sorunlara odaklanma kapasitesini arttirarak, bilimde ¢igir
acic1 sonuglara ulasma imkani sunabilir. Ornegin, bir virologun viruslarin genetik
ozellikleri konusundaki bilgisi, bir bilgisayar programcisinin analitik becerileriyle
birlestiginde, viruslarin evrimi ve adaptasyonu gibi karmasik siireglerin daha iyi
anlasilmasini miimkiin kilabilir. Aynm1 zamanda, fotografcilik teknolojisinin sundugu
goriintiileme araglari, bir virologun laboratuvar ¢alismalarini1 destekleyerek, viruslarin

yapisal Ozelliklerine daha derinlemesine bir bakis acis1 kazandirabilir.

Bu c¢alisma, disiplinler arasi isbirliginin sadece belirli bir sorunu ¢dzmekle
kalmayip ayn1 zamanda yeni kesiflere de kapi1 acabilecegini gostermistir. Bu nedenle,
modern bilimde, bilimsel disiplinler arasindaki bu entegre yaklasimin 6nemi giderek
artmaktadir. Her bir bilim dalinin kendi uzmanlik alanindaki sinirlamalar1 asarak, ortak
bir anlayis ve perspektif gelistirilerek, bilimsel arastirmalarda daha kapsamli ve etkili

sonuglara ulagsma potansiyeli ortaya ¢ikmaktadir.

Bu baglamda calisma boyunca elde edilmis verilerin anlamlandirilmas: ve
yorumlanmasi noktasinda yine multidisipliner bir goriis hakim olmustur. Geleneksel test
yontemlerinde ¢cogunlukla gorsel isaretler belirleyici rol oynar. Lateral flow immunassay

tekniginde test ve kontrol bandlarinda olusan sinyaller veya IFAT tekniginde floresansin
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gozle goriilmesi buna bir ornektir (Pedras ve ark 2008, Anna ve ark 2019). Gelisen
teknolojinin teshis biliminde kullanilmaya baglanmasi ile test sonuglar1 da matematiksel
degerler halini almaya baslamistir. Yaygin olarak kullanilan ELISA teknigindeki optik
dansite veya RT-PCR teknigindeki floresans sinyallerinin dijital olarak yorumlanmasi
buna bir 6rnektir (Richards ve ark 2003, Wu ve ark 2014).

Dijital yorumlama ydntemlerinin teshis biliminde siiphesiz ki ¢ok onemli bir yeri
vardir. Ancak bilgisayar algoritmalarinin kesincil bir ¢alisma prensibi oldugundan yorum
yapmaya kapalidir ve degerlendirmesi gereken bilgi kesin ayrimlarla yazilmis olmalidir.
Bir mikropleyt okuyucu cihaz ile ELISA sonuglar1 degerlendirilirken cihazin islemci
birimi mikropleyte gonderilen 151k miktar1 ile optik sensore ulasan 151k miktarini
karsilastirarak mikropleyt goziinde bulunan sivinin optik absorbansini hesaplar ve 0 ile 4
arasinda bir deger olarak ¢ikt1 birimine ulastirir. Bu teknoloji uzun yillardan beri teshis
biliminde kullanilmaktadir ve oldukga giivenilirdir (INNO Corp.). Ancak bu teknik, bu
caligmada gelistirilen MIFADA ’da kullanilabilir nitelikte degildir.

MIFADA testinin yorumlanmasinda yanlizca floresansin varligi veya bir 1sik
sensoriine diisen 15181n olusturdugu elektriksel sinyalin varliginin degerlendirilmesi yeterli
degildir. Cok bolgeli kaplama ile birden fazla virusun tespit edilmesi i¢in ¢ok daha
karmasik  islemlere  gerek  duyulur. Bu noktada  standart  sensorlerden
faydalanilamayacagindan dolay1 goriintii isleme ve makine o6grenmesi teknolojilerine
ihtiya¢ duyulmustur. Diinya capinda renkli ekran ve dijital materyallerin neredeyse
tamaminda kullanilan, en yaygin sekilde kabul gérmiis renk matriksi Adobe RGB’dir. Bu
renk matriksi, dijital olarak gosterilen her bir pikselin tam rengini kirmizi, yesil ve mavi
tonlarinin hangi oranda karistirildigini belirterek belirler. Bu ii¢ rengin her birisi bir renk
kanal1 olarak tanimlanir ve 255 farkli tona boliiniir. Her bir kanalin ad1 ve renk tonu yan
yana yazilarak bir renk ismi olusturulur ve o renk, goriintiileme yapilan monitoriin
ozellikleri gozetilmeksizin iiniversal olarak standardize edilmis olur. Her kanaldaki renk
sayilarinin  kombinasyonlar1 255X255X255 formiilii ile hesaplanir ve 16.581.375
benzersiz rengi tanimlar (Adobe 2005).

MIFADA testinin sonuglarinin bilgisayar ortaminda yorumlanmasinda da bu renk
matriksi kullanilmigtir. Mikroskop kamerasi ile alinan goriintiiler, 15in izlemeli denoising
islemi sonrasinda dijital olarak filtrelenmis ve yesil kanal renk kodlarni baz alip yesil

kanal katkisi olmaksizin olusmus diger tiim renkleri susturarak matematiksel veriler
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kaydeden bir algoritma kullanilmistir. Sonug¢ olarak bu algoritma FITC kaynakli olusan
floresans1 yansima 151k, ektopik floresans veya sekonder sacilim isiklarindan ayirt etmis
ve verilerin en dogru sekilde tanimlanmasi i¢in renk kodu tabanli bu degerlendirmeyi
kullanmistir.  Ancak MIFADA’da birden fazla floresans odaginin beraber takibi
gerektiginden bu algoritma tek basina yetersiz kalmis ve birden fazla odaktan alinan
verinin beraber takibi i¢in makine Ogrenmesi ve 1sin izleme yontemlerinin beraber

kullanilmasi ile yazilmis ikincil bir 6zgiin programa da ihtiya¢ duymustur.

Prototip asamasinda olan bu test yonteminin gelistirilmesinde bu tiir bilgisayar
destekli uygulamalarin kullanilmasi1 ile daha kesin veriler elde edilmis ve insan
goreceliligi ve insan hatast gibi optimizasyon acisindan olumsuzluk olusturabilecek
durumlardan kaginilmistir. Ancak son kullaniciin biitiin bu dijital islemlere ihtiyag
duymadan sonuglari degerlendirebilmesi de gerekmektedir. Bu sebeple yapilan
optimizasyon ¢aligmalarinda tespit edilen yakalayici antikor ve konjugat titrelerinin
iizerinde titreler kullanilmis ve test sonuglarinin floresans mikroskobunda géz ile kolayca
degerlendirilmesi saglanmistir. Insan degerlendirmesinde baz “alman floresans
odaklarmin varligt ve yonii” parametresi, bilgisayar degerlendirmesinde baz alinan
“G120-G175 hue degerindeki piksellerin varligi, kiimelesmesi ve 2D matriksteki yeri”
parametreleri temelde ayni bilgiyi vermekte ve ayni1 sonucu isaret etmektedir. Bu noktada
test sonuglarimin yorumlanmasinda yanlizca bilgisayar temelli degerlendirmeler degil

insan degerlendirmelerinin de kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

4.2. Test Kitinin Klinik Uygulamalardaki Potansiyeli

Giiniimiizde viral teshis yontemleri, genellikle 6zel ekipman ve cihazlar gerektiren
karmagik prosediirler icermektedir. Bu yontemlerin uygulanabilirligi genellikle diisiik
olabilir, ¢iinkii bu ekipmanlar genellikle yiiksek maliyetlidir ve uzmanlik gerektirir
(Harith ve ark 1987, Decaro ve ark 2004, Boonham ve ark 2014). Bu durum, 6zellikle
gelismekte olan iilkelerde saglik hizmetlerine erisimde ve yaygin kullanimda 6nemli

engeller olusturabilir.

Ornegin PCR, viral genomlar1 gogaltmak ve belirli bir virusu tespit etmek icin
yaygin olarak kullanilan bir molekiiler biyoloji yontemidir. Ancak, bu ydntemin
uygulanabilirligi, pahali ekipmanlarin yani sira egitimli personel gerektirmesinden dolay1

sinirli  olabilir. Ayrica, PCR'min uzun siirecleri ve karmasikligi, teshis siirecini
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yavaglatabilir. (Senda ve ark 1995, Koutna ve arl 2003, Mekuria ve ark 2003) Benzer
sekilde ELISA, antikorlar aracilifiyla virus varhigini tespit etmek i¢in kullanilan bir
immiinolojik yontemdir. Ancak, bu yontem genellikle 6zel ekipmanlar ve kontrollii
laboratuvar ortamlar1 gerektirir (Engvall ve ark 1972, Litster ve ark 2012). Ozellikle

sahadaki saglik tesislerinde kullanimi zorlasabilir.

Viral enfeksiyonlar1 teshis etmek icin kullanilan serolojik testler, genellikle belirli
antikorlar1 tespit etmek amaciyla yapilir (Martinez ve ark 2020 Yadav ve ark 2022).
Ancak, bu testlerin dogrulugu ve giivenilirligi, virusun tipine ve bireysel faktorlere baglh
olarak degisebilir. Ayrica, bu testlerin yaygm kullanimi i¢in egitimli personel ve
laboratuvar olanaklar1 gerekebilir. Antijen hizli testler, virusun varligin1 belirlemek icin
spesifik antijenleri tespit eden hizli ve taginabilir testlerdir. Ancak, bu testlerin hassasiyeti
genellikle PCR gibi yontemlere gore daha diisiiktiir ve belirli bir virus tiiriinii tespit etme

yetenekleri sinirli olabilir (Anna ve ark 2019, Martinez ve ark 2020)

Elektron mikroskobu veya floresan mikroskopisi gibi mikroskopi tabanli
yontemler, viruslari gézlemlemek ve teshis etmek ic¢in kullanilabilir (Deerinck ve ark
1994, Gari ve ark 2008). Ancak, bu tiir ekipmanlar genellikle yiiksek maliyetlidir ve

uzmanlik gerektirir, bu da onlarin genis ¢apta kullanilabilirligini sinirlar.

Sonug olarak, viral teshis yontemlerinin uygulanabilirligi, 6zel ekipmanlara ve
uzman personelin varligina bagli olarak degisebilir. Bu durum, ozellikle disiik gelirli
bolgelerde ve acil durumlarda, hizli ve etkili teshisin zorluguna neden olabilir. Bu
sorunlarin ¢oziimii, daha taginabilir, uygun maliyetli ve basit kullanomli teshis
yontemlerinin gelistirilmesi olabilir. Bu ¢alismada gelistirilen MIFADA teknigi ise gerek
iiretim maliyetinin diisiik olusu gerekse de uygulamasinin hizli ve kolay olusu ile kisitl
egitim almis kisilerce bile kullanilabilir. Boylece MIFADA’nin, &zellikle COVID
pandemisi gibi acil durumlarda veya rutin siirli taramalarinda kisith miktarda 6rnek ile
aynt anda birden cok parametreyi/antijeni/antikoru teshis edebilmesi ile 6n plana

cikabilecegi diisiiniilmektedir.

Devlet isletmeleri ve 6zel isletmelerde bulunan hayvanlara 6zellikle ihbar1 zorunlu
hastaliklar (Resmi Gazete 2011) yoniinden her sene siirii taramasi yapildig diigiiniiliirse
bu durum daha iyi anlagilir. Bir hayvanin 6 farkli hastaligi tasiyip tasimadiginin

anlagilmasi i¢in en iyi ihtimalle 6 farkli ELISA yapilmaktadir. ELISA’nin maliyeti,
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uygulama siiresi ve harcanan is giiclii hesaplandiginda, 6 bolgeli olarak hazirlanmis bir
MIFADA testinin kullanilmasinin maliyet olarak ¢ok daha ucuz oldugu ve ELISA ile
kiyaslandiginda 6 kat daha az is giicii ve zaman gerektirdigi goriillmektedir. Bu durum tam
zamanli olarak teshis yapan bir laboratuvarin bir haftalik mesai ile ulagtigi islem hacmine

bir glinde ulagabilmesi anlamina gelir.

Birden fazla hastaligin birlikte hizli teshisi i¢in RT- PCR analizleri de kullanilabilir.
Ayni pleyt lizerinde farkl test setuplar1 hazirlanarak yiiriitiilen veya ayni1 goz igerisinde
birden fazla primer-prob takiminin kullanilmast ile yiritiilen multipleks PCR metodlari
mevcuttur (Pfeffer ve ark 2002, Koutna ve ark 2003, Lam ve ark 2007). Ancak bu
metodlarin maliyet acisindan ¢ok pahali olmasi, 6zel laboratuvar imkanlar1 gerektirmesi,
niikleik asit ekstraksiyonu ve bir ¢ok virusta cDNA sentezi gerektirmesi ve yanlizca
uzman personel tarafindan uygulanabilirligi gibi bir ¢cok dezavantaji bulunmaktadir.
Ayrica ¢ok fazla islem basamaginin bulunmasi, ¢ok fazla hata yapma potansiyeli
yaratmakta ve gerceklesen hatanin kaynaginin tespit edilmesindeki zorluk sebebiyle
uygulayictya ¢ok fazla zaman kaybettirmektedir. Biitlin bu sebeplerden dolay1 viral
teshiste PCR yontemlerinin kullanimi konvansiyonel PCR ve Real Time PCR metodlar1
ile tek bir virusun varligini aramaya yonelmistirr Bu noktada RT-PCR ile
karsilastirildiginda oldukc¢a yiiksek bir sensitivite (%94) ve spesifite (%100) gdstermis
olan MIFADA tekniginin kullanilabilirligi ve uygulama potansiyeli 6n plana ¢ikmaktadir.

Tavakoli ve arkadaglar1 (2017) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, influenza
HINI1 virus antikorlarinin tespiti icin ELISA tabanli mikronétralizasyon (microNT-
ELISA) ve geleneksel HI testlerinin sensitivite ve spesifiteleri karsilastirilmistir.
Mikronétralizasyon ELISA testinin yiiksek sensitivite (%87) ve spesifite (%73) oranlari,
altin standart test sonuglarina yakin bir performans gostermistir. Bu bulgular,
mikrondtralizasyon ELISA'nin influenza HIN1 virilis antikorlarinin tespiti i¢in giivenilir
bir yontem olabilecegini desteklemektedir. Sensitivite ve spesifite degerleri agisindan
MIFADA teknigi ile karsilagtirma yapildiginda daha yiiksek sensitivite (%94) ve spesifite
(%100) degeri elde edildigi goriilmektedir. Her ne kadar teshis hedefleri farkli olsa da
microNT-ELISA teknigine kiyasla MIFADA testi daha yiiksek bagarim gostermistir.

Richards ve arkadaglar1 (2003) tarafindan yapilan c¢alismada, ELISA'nin
performansin1 gastroenterit salginlarina karigan hastalardan alman gaita Orneklerinin
sonuglarini  elektron mikroskobu ve reverse transkripsiyon PCR (Rt-PCR) ile

karsilastirilmistir. ELISA'nin sensitivitesi ve spesifitesi sirasiyla %55.5 ve %98.3 olarak
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bulunmustur. Bu sonuglar, elektron mikroskobunun sensitivitesi ve spesifitesi ile
karsilastirildiginda (%23.9 ve %99.2), ELISA'nin daha yiiksek performansa sahip oldugu
dikkati ¢ekmistir. Farkli test tekniklerinin, farkli ozellikleri ile 6ne ¢iktigin1 ve diger
teknikler ile karsilastirildiginda avantajlar1 ve dezavantajlart oldugunu gosteren bu
calismanin sonuglar1 incelendiginde MIFADA tekniginin de 6zellikle yiiksek spesifite
degerine sahip olmasi ile tanisal dogrulukta 6n plana ¢iktig1 anlagilmaktadir. Bu bulgular,
MIFADA’nin klinik kullaniminda ve hastalik kontrolii ¢cabalarinda etkili bir ara¢ olarak
potansiyelini vurgulamaktadir.

Litster ve arkadaslar1 (2012), Canine Parvovirus ve Canine Distemper Virus serum
antikorlarmi1 tespit etmek i¢in kullanmilan ELISA kitinin tanisal dogruluguna
odaklanmustir. Lister ve arkadaslarina gore, test kitinin saha kosullarinda dogru sonuglar
verdigi gorilmiistiir (CPV: sensitivite %92.3, spesifite %93.5; CDV: sensitivite %75.7,
spesifite %91.8). Litster ve arkadaslarinin ¢alismasiyla kiyaslandiginda, MIFADA teknigi
ile elde edilen sensitivite ve spesifite degerlerinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu
sonu¢ uygun yakalayict antikorlar ile hazirlanacak olan MIFADA testi ile CPV ve CDV
antikorlarini tespit edilmesinin potansiyel etkinligini giiclendirmektedir.

Bu c¢alismada  gelistirilmis olan MIFADA  tekniginin  sonuglarinin
goriintiilenmesinde baz alinan yontem, floresans varhiginin takibi agisindan IFAT
teknigine benzerlik gostermektedir. Yapilan ¢alismalar (Harith ve ark 1987, Gari ve ark
2008, Pedras ve ark 2008) incelendiginde, IFAT tekniginin diger bilinen test
yontemlerine kiyasla daha yiliksek sensitivite ve spesifite degerlerine sahip oldugu
goriilmektedir. Yiiksek sensitivite ve spesifite degerlerine sahip olan MIFADA tekniginin
sonuglar1 da bu sonuglar ile uyumludur. Viral teshiste IFAT tekniginin verimli kullanimi
icin preparat hazirlanmasi, hiicre kiltliriine viral ekim yapilmasi veya enfekte doku
kesitlerinde ¢alisilmasiin gerekliligi bildirilmistir (Hughes ve ark 1988, Coffin ve ark
1995, Madeley ve ark 2002). Bu calismanin sonuglar1 ile ortaya konulan, solid faz
iizerinde cok bolgeli antijen yakalamasi ve bu antijenlerin floresans konjugatlar ile
isaretlenerek likit faz bulunmaksizin goriintiileme yapilabilmesi ile MIFADA teknigi

IFAT tekniginden ayrilmaktadir.

4.3. Test Kitinin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

PCR, molekiiler biyolojide genetik materyalin detayli analizi i¢in temel olan bir
tekniktir. Bu teknik, patojenlerin teshisinde ve genetik materyalin ¢ogaltilmasinda etkili

bir ara¢ olarak one ¢ikar. MIFADA, ¢esitli viruslari es zamanl olarak teshis edebilme
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yetenegi ve diisiik maliyet avantaji ile dikkat cekerken, PCR, yiiksek hassasiyet ve
Ozgiillik ile taninan ancak daha yiiksek maliyetli bir yontemdir. Her iki teknigin
avantajlar1 ve dezavantajlari, performans 6zellikleri, kullanim alanlar1 ve teknik 6zellikler
acisindan ayrintilt bir sekilde ele alindiginda, bu tekniklerin benzersiz 6zellikleri daha net

bir sekilde ortaya ¢ikar.

MIFADA'nin avantajlarindan biri, genis bir patojen yelpazesini ayni anda analiz
edebilme yetenegidir. Bu, 0zellikle hastalik salginlarinin tespitinde veya bir¢ok patojenin
aynt anda var oldugu karmasik klinik durumlarda kullanimimi 6ne c¢ikarir. Ayrica,
MIFADAin diisiik maliyetli olmasi, toplu tarama programlar1 ve genis niifus gruplarinda
kullaniminm1 tesvik eder. Ancak, bu teknigin hassasiyeti, Ozellikle c¢ok diisiik

konsantrasyonlardaki viral titrenin tespiti konusunda PCR kadar yiiksek olmayabilir.

MIFADA'nin dezavantajlar1 arasinda, ¢oklu patojen analizi i¢in gereken kompleks
altyapr ve laboratuvar becerileri bulunmaktadir. Bu durum, teknik uygulama ve iiretim

stireglerini karmasiklastirabilir ve daha uzun egitim siiregleri gerektirebilir.

Ote yandan, PCR, genetik materyali belirli bir hedef bolgeden cogaltma yetenegi ile
bilinir. Bu, diisiik konsantrasyonlardaki genetik materyallerin dahi hassas bir sekilde
tespit edilebilmesini saglar. PCR'nin spesifik prob ve primer kullanimiyla belirli
patojenleri tespit etme yetenegi, Ozellikle tanisal dogruluk agisindan avantaj saglar.
Ancak, yiiksek maliyeti ve tek bir analiz i¢in gereken uzun siire, hizli tarama veya acil

durumlar igin pratik olmayabilir (Mekuria ve ark 2003, Mercier-Delarue ve ark 2014).

PCR'nin avantajlar1 arasinda yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliikk bulunsa da (Lam ve ark
2007), bu teknigin yiiksek maliyeti ve daha karmasik bir laboratuvar altyapisi
gerektirmesi, genis ¢apli kullanimini sinirlayabilir. Ayrica, PCR tabanli testlerin daha

uzun analiz siireleri, sonuglarin alinmasinda gecikmeye neden olabilir.

Sonug olarak, MIFADA ve PCR, viral teshiste 6nemli roller oynayan ancak farkl
avantajlar ve dezavantajlara sahip iki tekniktir. Hangi yontemin tercih edilecegi, testin
amagclari, biit¢e kisitlamalari, kullanilabilirlik ve hedeflenen patojenlerin 6zellikleri gibi
faktorlere bagl olarak dikkatlice degerlendirilmelidir. Bu degerlendirme, en uygun teshis
yaklagimini belirlemek i¢in 6nemlidir ve klinik uygulamalarda etkili sonuglar elde etmek

icin gereklidir.
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4.4. Gelecekteki Arastirma ve Gelistirme Thtiyaclar

MIFADA metodu kullanim kolayligi, hizli teshis yetenegi ve diisiik liretim maliyeti
ile Oon plana ¢ikmistir. Ancak iretim asamasi, benzer bir metot olan ELISA ile
karsilastirildiginda daha hassas ve karmagiktir. Bu iiretim yontemi farklilig: stiphesiz ki ¢ok

bolgeli kaplamanin 6zel gereksinimlerinden kaynaklanmaktadir.

MIFADA testinin tiretiminde her bir mikropleyt goziinlin farkli bolgelerine
birbirinden farkli yakalayic1 antikorlar kaplanmaktadir. Bu calismada el ile yapilan
kaplama sonucunda insan hatalarindan kaynaklanan hiza bozuklugu problemleri, damla
sekillerinin farkliligi, antikorun kaplama sahasindan tagmasi veya her goz i¢in kullanilan
antikor miktarlarinin  bire bir standardizasyonda ayarlanamamasi gibi problemler
yasanmistir. Ayrica mikropipet ile goz iizerine yaklasma acist ¢ok dik olup operatdriin
calisma konforunu olumsuz yonde etkilemis, yorgunluk ve dikkat daginikligi sebepli

sorunlara yol agmuistir.

Biitiin bu sorunlarin iistesinden gelmenin yolu ise siiphesiz ki iiretimin otomatize
edilmesi ve robotik iiretim araglarinin kullaniimasidir. Ug boyutlu matrikste hareket edip
istenilen hacimde s1viy1 mikropleyt yiizeyine piiskiirtecek veya damlatacak bir prob tasiyan
robotik araclarin kullanilmasi ile bu sorunlarin iistesinden gelinebilecegi gibi, tek bir goz
icinde ayn1 anda yliriitiilecek test sayis1 da kaplama bolgelerinin sayisinin artirilmasi ile 64
yada 128’e kadar artirilabilir. Lateral Flow tekniginin hazirlanmasinda kullanilan antikor
baski cihazlar1 veya 1um piksel boyutuna sahip bir inkjet yazici noziilii kullanilabilecek

robotik sistemlere 6rnek teskil edebilir.

Uretim sirasinda karsilasilan bir diger sorun ise ¢alisma ortaminin temizligi idi. Elle
yapilacak olan kaplamada, operatoriin mikropleyte yukaridan bakmasinin gerekliligi
sebebiyle biyogiivenlik kabinleri kullanilamadi. Bu sebeple gorece temiz kabul edilen
laboratuvar ortaminda ¢alisilmast gerekti. Antikor kaplamalarinin ELISA’nin aksine likit
faz altinda degil, kuru olan solid faz yiizeyinde minimal hacimlerde siv1 ile yapilmasi ve
mikropleytin polistiren kaplamasindan kaynaklanan elektrostatik alanin sebep oldugu bir
toz tutma sorunu yasandi. Pleyt zemininde tutulan tozlar floresans goriintiileme sirasinda
goriintii  kirliligine ve ektopik floresansa sebep olarak sonuglarin yorumlanmasini
zorlastirdi, bazi durumlarda ise imkansiz kildi. Bu ¢alismada kirlilik sorunu tam steril hale
getirilmis ve HEPA/ULPA filtre kombinasyonlar1 kullanan havalandirma sistemine sahip

bir laboratuvarda, cerrahi hassasiyette temizlik prensibi ile ¢aligilarak 6nlendi. Ancak bu
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yontem biliylik hacimli test kiti iiretimlerinde oldukca zorlayici ve zaman kaybettirici
olacaktir. Otomatize edilmis robotik kaplama araglarinin kullanimi ile ¢alisma ortami bir
biyogiivenlik kabini igerisine taginabilir ve bu sayede temizlik sorunu ortadan kaldirilabilir.
Insan hatalarin1 da minimuma indirecek bu sistem ile hazirlanan test kitleri daha az goriintii

paraziti olusturacagindan daha tutarli sonuglar verebilir.

Gorilintli isleme sirasinda karsilasilan bir diger biiylik problem ise mikroskobun 1s1k
kaynaginin sebep oldugu yansimanin goriintii izerine diismesi idi. Bu ¢aligmada bu duruma
iki farkl sekilde yaklasildi. Test kitinde kullanilacak antikor ve konjugatin optimum
titreleri ile inkiibasyon siirelerinin optimizasyonu ¢alismalarinda ektopik floresans, optik
interferans ve yansimanin renk kodlarini degistirmesi durumlarindan kaginmak adina GPU
destekli bir 151 izlemeli denoising islemi yapilarak goriintii temizlendi ve daha yiiksek
kalitede fotograflar elde edildi. Ancak gercek diinya testleri olarak tanimlanan, standart
laboratuvar kosullarinda testin kullaniminin taklit edildigi deneme testlerinde yanlizca
gorsel degerlendirme yapilacagi i¢in bu teknik kullanilmadi. Optimize edilmis test kiti ile
yapilan denemelerde bu tiir optik kirlilik sorunlari, sonuglarin degerlendirilmesini
engellememektedir. Ancak ileriki ¢alismalar ile kameradan alinan goriintliniin bilgisayar
tarafindan otomatik olarak degerlendirilmesi ve test sonuglarinin insan gozlemi olmadan
okunmasi i¢in yazilim/donanim sistemleri gelistirildiginde bu optik kirlilik yapay zekanin
hatali kararlar vermesine sebep olabilir. Bunun Oniine ge¢mek icin ise bu c¢alismada
mikropleytlerin arka yiizleri mat siyah boya ile kaplanmis ancak yansima olusumu
engellenememistir. Gelecek calismalarda ticari olarak satilan standart ve parlak yiizeyli
mikropleytler yerine tercihen 151k gegirmez ve mat yiizeyli olup antikor kaplamasina izin
verecek yapida 0zel mikropleytlerin gelistirilmesi ile herhangi bir yazilimsal miidahale

olmadan yiiksek kaliteli goriintiilleme yapilmasi miimkiin olabilir.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma kapsaminda, toplamda 200 adet pozitiflik durumu bilinen gaita 6rnegi
ile pozitif ve negatif kontrol drnekleri kullanildi. Orneklerin bir kism1 hem CPV hem de
CCoV yoniinden pozitifken, bir kismi1 her iki virus i¢in negatif veya bir virus i¢in pozitifti.
Real Time PCR kullanilarak tiim numuneler eva green ile teshis edildi ve pozitiflik
durumlarma gore gruplandirildi. Ozellikle, CPV teshisi igin kullanilan primerin VP2 gen
bolgesini hedef aldigr ve uygun bir 93 bp'lik iirlin uzunluguna sahip oldugu belirlendi.
Primerlerin GC% ve baglanma degerlerinin kabul edilebilir sinirlar i¢inde oldugu
gozlemlendi. Forward primer tizerindeki ATTA sekansinin TAAT sekanst ile
komplementer oldugu ancak minimum self-dimerizasyon limitinin altinda oldugu tespit

edildi.

Benzer sekilde, CCoV teshisi i¢in secilen primerlerin Tm degerlerinin kabul
edilebilir sinirlar iginde oldugu, ancak normal degerlerden biraz daha yiiksek (58) oldugu
belirlendi. Analizler sonucunda, CCoV forward ve reverse primerlerinin potansiyel hairpin
formasyonlar1 olusturdugu, ancak self-dimerizasyon limitinin biraz {izerinde oldugu ancak

bu durumun kullanilmalarinda bir sakinca olusturmadigi belirlendi.

Primerlerin uygunluguna yo6nelik yapilan tiim analizlerden sonra, Real Time PCR
analizleri gercgeklestirildi ve Ornekler pozitiflik durumlarina gore basariyla siiflandirildi.
Sigmoidal sinyallerin alinmasi ve Tm degerlerinin anlamli sonuglar vermesiyle birlikte,
yapilan dogrulama testleri olumsuz bir durumla karsilasmadan basariyla tamamlandi. Bu
sonuglar, seg¢ilen primerlerin ve kullanilan metodolojinin, CPV ve CCoV teshisi konusunda
giivenilir ve etkili oldugunu gosterdi. Bu bulgular, ¢calismanin temel amacina ulasildigini ve

belirlenen hedeflerin basariyla gergeklestirildigini dogrulad.

Anti-CPV antikorlar1 olan 8H7 ve 5H7 antikorlarmin CPV VP2 proteini ile
gerceklestirdigi molekiiler etkilesimler incelendi. Docking islemleri sonucunda elde edilen
veriler, antikorlarin CPV VP2 proteinine olan baglanma enerjileri ve baglanma kalitesi
iizerine detayl1 bir 151k tuttu. Ozellikle, VP2-8H7-H ve VP2-8H7-L komplekslerinin enerji
degerlerinin diisiik olmasi ve gii¢lii bir baglanma potansiyeline sahip olmalar1 dikkati ¢ekti.
Ayn1 zamanda, VP2-5G7-L ve VP2-5G7-H komplekslerinin enerji degerlerinin 8H7
komplekslerine gore daha diisiik olmasi, bu antikorlarin VP2 proteini ile giiglii bir etkilesim

sergileme olasiligin arttirdi.
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Daha fazla anlayis elde etmek amaciyla yapilan modellemelerle baglanti
bolgelerinin analizleri, antijen-antikor komplekslerinin bag yapilar1 ve baglanma
bolgelerini detayli bir sekilde ortaya koydu. Ozellikle, 8H7 antikoru ile CPV2 arasindaki
baglarin incelenmesi, antikorun VP2'ye ¢ok yonlii bir etkilesim sergiledigini gosterdi. Bu
baglant1 verileri, 8H7 antikorunun CPV igin etkili bir yakalayict antikor olarak

kullanilabilecegini destekledi.

8H7 Light Chain'in VP2 ile olan molekiiler etkilesimleri de detayli bir sekilde
incelendi. Ozellikle, belirli amino asitler arasindaki baglantilarin analizi, antikorun VP2'ye
kars1 yiiksek bir affinite gosterdigini ve bu etkilesimin stabil ve gii¢lii oldugunu ortaya

koydu.

Ayrica, 5G7 Light Chain ve 5G7 Heavy Chain'in VP2 proteini ile gergeklestirdigi
molekiiler etkilesimler detayl bir sekilde ele alindi. Bu analizler, 5G7 antikorunun VP2 ile
cok yonlil bir etkilesim gosterebildigini ve bu etkilesimin adaptif ve esnek bir yapiya sahip

oldugunu gosterdi.

Haddock analizleri, VP2-5G7 kompleksinin VP2'yi yiiksek dogrulukla

tanimlayabilecegini ve baglanma kararliligin1 daha iyi koruyabilecegini ortaya koydu.

Sonug¢ olarak, bu derinlemesine yapisal analiz, Anti-CPV antikorlarinin VP2
proteini ile etkilesimlerini ayrintili bir sekilde inceleyerek, bu antikorlarin CPV'ye karsi

potansiyel yakalayici antikorlar olarak kullanilabilirligini gosterdi.

Optimize edilmis test protokolii, CPV ve CCoV i¢in 0zel olarak gelistirilmis
MIFADA asamalarin1 tanimladi. Incelenen viruslar icin gerceklestirilen optimizasyon
caligmalari, inkiibasyon siiresi, yakalayici antikor titresi ve konjugat titresi gibi kritik
faktorlerin belirlenmesini sagladi. Her iki virus i¢in ayr1 degerlendirmeler yapildi ve elde

edilen veriler matematiksel hesaplamalarla degerlendirildi.

Optimizasyon calismalarinda, sabit bir zaman fonksiyonu (60 dakika) kullanilarak
dama tahtas1t metodu ile seri antikor ve konjugat sulandirmalar1 test edildi. Bu siire¢
sonucunda elde edilen veriler, pyton ortaminda hue degerleri baz alinarak olusturulan ii¢
boyutlu grafiklere doniistiiriildii ve sonuglar degerlendirildi. Optimum antikor ve konjugat
titresi hesaplamalari, elde edilen grafiklerin matematiksel analizi ile gergeklestirildi. Bu

hesaplamalara gore, CPV i¢in optimum antikor titresi 1/1 ve optimum konjugat titresi 1/40
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olarak belirlenirken, CCoV i¢in optimum antikor titresi 1/1 ve optimum konjugat titresi
1/20 olarak hesaplandi. Bu titrelerde hazirlanan pleyt ve konjugat karisimi ile elde edilen
sonuglar, 1s1n izlemeli denoising islemi uygulanmis fotograflar kullanilarak gorsel olarak
degerlendirildi ve ii¢ farkli kisinin rastgele degerlendirmesinde %100 tutarli sonuglar

gosterdi.

Elde edilen verilerin toplu halde degerlendirilmesi sonucunda, testin iiretimi ve
kullanim1 i¢in optimum parametreler belirlendi. Bu parametrelerin belirlenmesinde, son
kullanicinin sahip olabilecegi ekipmanlar ve deneyim seviyeleri géz Oniine alinarak pratik

bir kullanim saglanda.

Testin uygulanabilmesi i¢in gereken asgari laboratuvar sartlari, dogrudan giines
151¢1na maruz kalmayan, otomatik pipetlerin ve uygun steril tiplerin bulunduruldugu bir
ortami1 icermektedir. Test kitinin iiretimi sirasinda ise tam karanlik, giines 15181 izolasyonu

yapilmis bir ortam, steril ¢alisma sartlar1 ve 6zel aydinlatma gereksinimleri belirlendi.

Optimizasyon ¢aligmalarinin sonuglarina dayanarak hazirlanan test kitinin igerigi ve
muhteviyat1 detayli bir sekilde sunuldu. Testin uygulama agsamalar1 ise 6rnek hazirlama,
inkiibasyon, yikama, konjugat uygulama ve son olarak floresans mikroskobunda

goriintiileme asamalar1 belirlendi.

Toplam test siiresi, 6rnek hazirlama ve pleytin kurumasi islemleri hari¢ 105 dakika
olarak belirlendi. Ancak bu siireyi 80 dakikaya indirmek i¢in 6rnek hazirlama ve pleytin

kurumasi iglemleri ana protokolden ¢ikarilabilecegi belirtildi.
Calismadaki baz1 6nemli noktalar:
e Test Numuneleri ve Koleksiyonu:
o Diski numuneleri, -20C° sicaklikta dondurulmus halde saklandi.

o Rastgele secilen 100 6rnek, kor sekilde ¢alisma i¢in ikincil bir numaralandirma

ile kaydedildi.
o Her 6rnek, 2 farkli eppendorf tiipii icinde sulandirildi.
e Test Hazirhig:

o 10 adet test kit hazirlandi.
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o Testler, optimizasyon ¢aligmalarinda belirlenen protokol dogrultusunda

gerceklestirildi.
e Goriintiileme Sorunlar1 ve Cozimii:

o Mikroskop alaninin yanlig kadrajlanmasi nedeniyle hatali yorumlamalar

farkedildi.

o Floresans mikroskobunun yiiksek biiylitme oranina sahip olmasi ve kamera

baglant1 tlipiiniin katsayilar1 nedeniyle kadraj kaybi yasandi.

o Daha dogru sonuglar almak amaciyla, diisiik biiylitme oranina sahip bir
floresans mikroskobu kullanilmasi ve goriintiileme tekrarina gidilmesi karari

alindi.

e Test Sonuglar1 ve Degerlendirme:

o MIFADA test sonuglari, ham goriintiiler izerinden degerlendirildi ve liste

halinde kaydedildi.

o RT-PCR ile belirlenen gercek pozitiflik durumlar ile karsilastirildi.

e Testin Uygulanabilirligi ve Sonuglar:

o Gergek diinya testlerinde, 1s1n izlemeli denoising islemi yapilmadan sonuglarin

degerlendirilmesi hedeflendi.

o Gorsel incelemede ve kamera ile yapilan muayenede benzer sonuglar elde

edildi.

o MIFADA testinin her 100 6rnegin 94'iinli dogru teshis ettigi ve sensitivitesinin

%94 oldugu belirlendi.

o Spesifitesi ise %100 olarak hesaplandi. Bu degerlendirme, MIFADA test kitinin
pratik kullanimin1 ve genis bir laboratuvar yelpazesine hitap etme yetenegini
vurgulamaktadir. Daha 6nceki denemelerde, RT-PCR ile karsilagtirildiginda

yiiksek dogruluk oranlar1 elde edilmistir.
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EK-C: Kullanma Klavuzu

Test Prensibi: MIFADA testi ¢ok bolgeli yakalayici antikor kaplamalari ile birden fazla

etkenin es zamanli teshisine imkan saglayan bir testtir. Kit igerisindeki mikropleyt

gozlerinin tamaminda sol tarafta Anti-CPV sag tarafta ise Anti-CCoV antikorlar ile

kaplama yapilmis ve bloklanmistir. Test sonuglarinin alinmasi, drnekte bulunan virusun

kendi yakalayici antikoru tarafindan solid faza baglanmasi ve kendisine spesifik FITC

floresans konjugatla isaretlenmesi ile floresans mikroskobu altinda demonstre edilmesi

prensibine dayanir.

Test Kitinin icerigi:

1.

Test kitinde bulunmayan ihtiyaciniz olacak malzeme ve ekipmanlar:

1.

96 g6zl mikropleyt (kullanima hazir)

Pozitif Kontrol (kullanima hazir)

Negatif Kontrol (kullanima hazir)

Konjugat A (Anti-CPV)

Konjugat B (Anti-CCoV)

Konjugat Sulandirma Tamponu (kullanima hazir)
Ornek Sulandirma Tamponu (kullanima hazir)
Yikama Tamponu (100X)

FA Yikama Tamponu (4X)

Floresans Mikroskobu (FLO470)
Steril Pipet Uglari
5ml Eppendorf Tiipii

Inkiibator
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5. Otomatik Pipet

Test Kkitinin saklanmasi: mikropleyt paketinin ve sollisyonlarin acilmadigi taktirde
tiretim tarihini takip eden 2 sene boyunca +4C° sicaklikta saklanmasi uygundur. Test kiti
soliisyonlarin1 dogrudan 1s18a maruz birakmayiniz veya siddetli 1s1k altinda ¢aligmayiniz.

Tercihen kirmizi 151k altinda ¢alismaniz tavsiye edilir.

Test kitinin hazirlanmasi: Calismadan Once mikropleytin ve tiim c¢ozeltilerin oda
sicakligina gelmesini bekleyiniz. Cozeltileri kontrol ediniz. Tiim ¢ozeltilerin renksiz ve
berrak goriinmesi beklenir. Herhangi bir renk degisikligi veya bulanik goriintii ile

karsilagirsaniz testi kullanmayiniz.

Yikama tamponunun hazirlanmasi: Ornek inkiibasyonu sonrasinda kullanilacak olan
yikama tamponu 100X konsantrasyonda verilmis olup kullanimdan 6nce distile su ile 1X
konsantrasyona sulandirilmasit gerekmektedir. Her 99ml distile su icin 1ml yikama
tamponu ekleyerek karistiriniz. Kesinlikle musluk suyu kullanmayiniz. Tamponun hafif¢e

koptirmesi beklenen bir durumdur.

FA Yikama tamponunun hazirlanmasi: Konjugat inkiibasyonundan sonra kullanilacak
olan FA yikama tamponu 4X konsantrasyonda verilmis olup kullanimdan once distile su
ile 1X konsantrasyona sulandirilmasi gerekmektedir. Her 3ml distile su i¢in 1ml yikama
tamponu ekleyerek karistirmiz. Kesinlikle musluk suyu kullanmayiniz. Tamponun

kopiirmesi veya bulanik bir gériintii olusmasi beklenmedik bir durumdur.

Konjugatin hazirlanmasi: Konjugat A ve Konjugat B c¢ozeltilerinin Konjugat
Sulandirma Tamponu ile sulandirilmasi sonucunda elde edilecek olan konjugat karisimi
kullanmadan en fazla 15 dakika 6nce hazirlanmalidir. Test edilecek her bir gz basina
10ul Konjugat A ve 10ul Konjugat B’yi 30 pl Konjugat Sulandirma Tamponu ile
karistirmiz. Goz basina elde edilecek toplam konjugat hacmi 50ul’dir. Konjugatin
dogrudan 151k gdrmesine izin vermeyiniz veya sulandirilmis konjugati daha sonra

kullanmak {izere saklamayiniz.
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Orneklerin hazirlanmasi: Test edilecek drneklerin oda sicakligina gelmesini bekleyiniz.

Ornek sulandirma tamponunu kullanarak 1/10 oraminda hazirladiginiz ~ 6rnek

sulandirmalarinda kati partikiil bulunmamasina dikkat ediniz. Gerekirse sulandirmalari

santrifiij ederek kati patrikiilleri ayristirimiz. Sulandirilan 6rneklerin yiiksek sicakliga

maruz kalmamasina dikkat ediniz.

Test protokolii:

1. Mikropleytin tiim gbzlerinin temiz ve kuru olduguna emin olun

2. Pozitif kontrol goziine 50ul pozitif kontrol, negatif kontrol goziine 50 ul negatif
kontrol, 6rnek gozlerine de 50 pl sulandirilmis 6rnek damlatin

3. Pleytin tizerini buharlasma olmamasi i¢in bant ile kapatin ve 37C°’de 60 dakika
inkiibe edin

4. Pleyti ters gevirip tiim s1viy1 bosaltin. Ardindan 300 pl sulandirilmis yikama tamponu
ile her bir gozii 3 sefer yikayin. Otomatik yikama cihazi kullanilabilir.

5. Pleyt gozlerinde herhangi bir sivi kalmadigima emin oldun. Her bir goze 50 pl
konjugat karisimi ekleyin. Bu asamadan itibaren pleytin dogrudan 1s1ga maruz
kalmamasina dikkat edin

6. Pleytin tizerini buharlasma olmamasi i¢in bant ile kapatin ve 37C°de 60 dakika
inkiibe edin

7. Pleyti ters g¢evirip tiim siviyr bosaltin. Ardindan 300 pl sulandirilmis FA yikama
tamponu ile her bir gézii 3 sefer yikaymn. Otomatik yikama cihazinin yikama noziilleri
tampon icinde bulunan NaCL sebebiyle zarar gorebilir. Kullanmadan 6nce iiretici
firmaya danisin

8. Pleyt gozlerinde sivi kalmamasint saglayin ve pleyti 5-15 dakika boyunca havada
kurutun

9. Floresans mikroskobunda FLO470 filtresi ile sonuglar1 degerlendirin
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Sonugclarin degerlendirilmesi: FLO470 filtresi ile sonuclar1 degerlendirirken siyah
zeminde yesil renkli, dairesel ve tek parca halinde goriilen floresans odaklarinin varligt
parametresi takip edilecektir. Floresans odaklar1 goziin sol tarafinda ise 6rnek CPV, sag
tarafinda ise CCoV yoniinden pozitiftir. Goziin her iki tarafinda da floresans odaklarinin
bulunmasi 6rnegin hem CPV hem CCoV yoniinden pozitif oldugunu, herhangi bir
floresans odagmin bulunmamasi ise drnegin hem CPV hem de CCoV yoniinden negatif
oldugunu gosterir. Degerlendirme goz ile yapilacaksa yiiksek 151k siddeti kullanilmasi

tavsiye edilir.

ONEMLI NOT!!!

G0z veya kamera ile yapilan degerlendirmelerde gordiigiinliz goriintiiniin ayna tersi olup
olmadigin1 mutlaka kontrol ediniz. Kamera ile yapilan degerlendirmelerde ayna tersi
diizeltme fonksiyonunun kullanilmasi, goz ile yapilan degerlendirmelerde ise pleytin

mikroskoba ters sekilde yerlestirilmesi tavsiye edilir.
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