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1001 – BİLİMSEL VE TEKNOLOJİK ARAŞTIRMA PROJELERİNİ DESTEKLEME PROGRAMI
PROJE BAŞVURU FORMU

Başvuru formunun Arial 9 yazı tipinde, her bir konu başlığı altında verilen açıklamalar göz önünde bulundurularak hazırlanması ve ekler hariç toplam 20 sayfayı geçmemesi beklenir. Değerlendirme projenin özgün değeri, yöntemi, yönetimi ve yaygın etkisi başlıkları altında yapılacaktır. Araştırma proje önerisi değerlendirme formuna ulaşmak için tıklayınız.
	Proje Başlığı: XXXX

	Proje Yürütücüsü:XXXX

	Projenin Yürütüleceği Kurum/Kuruluş:XXXXX


ÖZET
Türkçe ve İngilizce özetlerin projenin (a) özgün değeri, (b) yöntemi, (c) yönetimi ve (d) yaygın etkisinin ana hatlarını kapsaması beklenir. Her bir özet 450 kelime veya bir sayfa ile sınırlandırılmalıdır. Bu bölümün en son yazılması önerilir. 
	Yersinioz ve Vibriosiz hastalıkları sırasıyla Türkiye`de tatlısu ve deniz balıkları yetiştiriciliğinde en çok balık kaybına neden olan iki hastalıktır. Yersinia ruckeri alabalıklarda (Oncorhynchus mykiss) yersinioz hastalığının, Listonella anguillarum (Vibrio anguillarum) ise deniz balıklarında vibriosiz hastalığının etkenidir. Bu hastalıklardan kaynaklanan kayıpları önlemek için farklı antibiyotikler yada inaktive edilmiş aşılar kullanılmakta fakat bakterilerin antibiyotiğe direnç oluşturması ve inaktif aşıların yeterli korumayı sağlayamaması nedeniyle istenen oranda basarı sağlanamamaktadır. Ekibimizin uzun dönemdeki amacı; Türkiye’de balık hastalıkları nedeniyle oluşan kayıpları en aza indirmektir. Bu projenin amacı ise yersinioz ve vibriosiz hastalıklarına karşı canlı atenüe asılar geliştirmektir. Bu amaçla, Y. ruckeri ve L. anguillarum bakterilerinin aroA ve aroC genleri mutasyona uğratılacak ve mutan bakterilerin balıklardaki hastalık yapma gücü (virülans) ve hastalık koruma etkinlikleri (efikasite) belirlenecektir. Temel hipotezimiz; genel aromatik amino asit biyosentez ağı (aro) genleri mutasyona uğratılan Y. ruckeri ve L. anguillarum balıklarda çoğalma ve hastalık yapma yeteneklerini kaybedecekler ve canlı aşı olarak kullanılabileceklerdir.

Aşağıdaki spesifik hedefler izlenerek, projenin amacına başarılı bir şekilde ulaşması sağlanacaktır.

1. Y. ruckeri ve L. anguillarum bakterilerinin aroA ve aroC genlerinin mutasyona uğratılması: Y. ruckeri RB0708 ve L.

anguillarum LMG10861 bakterilerinin aroA (5-enolpiruvilshikimate-3-fosfat sintaz) ve aroC (2,3-dihidroksibenzoik asit) genlerinin 5' ve 3' bölgeleri amplifike edilecek ve daha sonra overlap PZR yöntemi ile mutasyona uğratılan bu genler özel bir plazmide (pDS132) yerleştirilecektir. Bu plazmid Y. ruckeri ve L. anguillarum'a aktarılacak ve çift homolog rekombinasyon sonucu wild tip genler mutan genlerle yer değiştirecektir. Bu aşamanın başarıyla tamamlanması sonucu hastalık yapma etkinliği azaltılmış yada yok edilmiş aşı adayları suşlar elde edilecektir.

2. Mutant Y. ruckeri ve L. anguillarum bakterilerinin balıklar üzerindeki virülans ve efikasite özelliklerinin belirlenmesi:

Elde edilen mutant Y. ruckeri ve L. anguillarum'un alabalıklarda yersinioz ve vibriosiz oluşturma potansiyelleri, balıkların mutant bakterilerle enfekte edilmesi, ölüm oranlarının hesaplanması ve bağışıklık sisteminde moleküler düzeyde oluşan tepkinin ölçülmesi ile belirlenecektir. Mutant Y. ruckeri ve L. anguillarum'un genç alabalıklarda yersiniyöz ve vibriosize karşı koruma sağlayıp sağlamadığı ise aşılama yapılan balıkların 1, 3, 6, 9, 12 ay sonra yabani tip Y. ruckeri RB0708 ve L. anguillarum LMG10861 ile enfekte edilmesi ile anlaşılacaktır.

Bu atenüe canlı aşıların alabalıklarda hastalık yapan yabani tip Y. ruckeri ve L. anguillarum a karşı büyük oranda bağışıklık kazanımı sağlaması ve dolayısıyla hastalık oluşum ve yayılımını engellemesi beklenmektedir. Bu çalışmaların başarıyla tamamlaması sonucunda, balık yetiştiriciliğinde hastalıklar nedeniyle oluşan kayıpların büyük oranda azalması ve yetiştiriciliğin karlılığının artması beklenmektedir. Balık hastalıklarıyla klasik yöntemlerle mücadele genellikle etkisiz ve çok pahalı olmaktadır.

Kullanılan antibiyotiklere karşı bakterilerde direnç oluşumu ya da kimyasal maddelerin çevre kirliğine sebep olması ise diğer istenmeyen durumlardan bazılarıdır. Bu nedenlerden dolayı, balık hastalıklarıyla aşılamaya dayalı stratejiler kullanarak mücadele edilmesi, su ürünleri üretiminin güvenliğinin ve devamlılığının sağlanması açısından oldukça önemlidir. Bu projenin Türkiye su ürünleri üretim sektörünün gelişmesine katkıda bulunması ve yerli aşı üretim çalışmalarına öncülük etmesi beklenmektedir.
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	Summary
Yersinia ruckeri and Listonella anguillarum cause yersiniosis and vibriosis in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss),

respectively. These two bacterial diseases are the main causes of high mortalities and severe economic losses in freshwater and marine aquaculture in Turkey. To treat and prevent these diseases, antibiotics and inactive vaccines have been used. However, use of antibiotics can cause antibiotic resistance in bacteria, while inactive vaccines do not provide prolonged protection against yersiniosis and vibriosis. Our long term goal is to prevent fish diseases in Turkey. The objective of this research is to develop live attenuated vaccines against yersiniosis and vibriosis. To this aim, aroA and aroC genes of Y. Ruckeri and L. anguillarum will be mutated and virulence and efficacy of these mutants will be characterized. Our main hypothesis is that Y. ruckeri and L. anguillarum with mutations in their aromatic amino acid biyosenthesis network (aro) will loose their abilty to cause infections in fish and these will be used as live vaccines.

To accomplish the aim of this research, we will complete the following specific objectives.

1. Mutation of Y. ruckeri and L. anguillarum aroA aroC genes: : 5' and 3' regions of Y. ruckeri and L. anguillarum aroA (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate syntheses) and aroC (2, 3-dihydroxybenzoic acid) genes will be amplified and DNA fragments mutated by overlap extension PCR will be cloned into a suicide plasmid (pDS132). This plasmid will be transferred to L. anguillarum and Y. ruckeri for replacing wild type genes with mutated aroA and aroC genes via homologous recombination. Successful completion of this phase is expected to yield live attenuated vaccine candidates.

2. Determination of virulence and efficacy of mutated Y. ruckeri and L. anguillarum: Virulence of mutant Y. Ruckeri and L. anguillarum will be determined by infecting juvenile rainbow trout with mutant bacteria and calculating fish mortalities and immune responses in fish. Similarly, efficacy of mutant Y. ruckeri and L. anguillarum will be determined by vaccinating fish with mutant bacteria and then challenging the same fish with wild type Y. ruckeri RB0708 and L. anguillarum LMG10861 1, 3, 6, 9, 12 months after vaccination.

It is expected that these live attenuated vaccines will provide resistance against the wild type Y. ruckeri and L. anguillarum infections in trout, and thus, prevent onset and progress of diseases. Successful completion of this study is expected to prevent fish losses due to Y. ruckeri and L. anguillarum infections and increase the profitability of aquaculture. Contend with fish diseases using traditional methods is generally ineffective and expensive. For example, formation of antibiotic resistance in bacteria against antibiotics, and chemical contamination of environment are some of the undesirable outcomes. For these reasons, prevention of fish diseases using vaccination strategies is important for ensuring the profitability and sustainability of aquaculture production. It is our expectation that this project will contribute to development of aquaculture in Turkey and lead to domestic vaccine production efforts.
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1. ÖZGÜN DEĞER 
 1.1. Konunun Önemi, Projenin Özgün Değeri ve Araştırma Sorusu veya Hipotezi
Proje önerisinde ele alınan konunun kapsamı ve sınırları ile önemi literatürün eleştirel bir değerlendirmesinin yanı sıra nitel veya nicel verilerle açıklanır.
Özgün değer yazılırken projenin bilimsel kalitesi, farklılığı ve yeniliği, hangi eksikliği nasıl gidereceği veya hangi soruna nasıl bir çözüm geliştireceği ve/veya ilgili bilim veya teknoloji alan(lar)ına kavramsal, kuramsal ve/veya metodolojik olarak ne gibi özgün katkılarda bulunacağı literatüre atıf yapılarak açıklanır. Kaynaklar http://www.tubitak.gov.tr/ardeb-kaynakca sayfasındaki açıklamalara uygun olarak EK-1’de verilir.
Projenin araştırma sorusu ve varsa hipotezi veya ele aldığı problem(ler)i açık bir şekilde ortaya konulur.
	D vitamininin kalsiyum homeostazisi ve kemik metabolizmasındaki fonksiyonları uzun yıllardan beri iyi bilinmektedir. D vitamini aslında farklı yapıdaki steroid molekülleri tanımlayan genel bir terimdir. Ergokalsiferol (vitamin D2) ve kolekalsiferol (vitamin D3) sırasıyla bazı bitkisel ve hayvansal gıdalarla alınabilen formlar olup, vitamin D3 aynı zamanda güneş ışığının UV etkisi ile deride kolesterolden sentez edilmektedir. Bu formlar karaciğerde 25-hidroksilaz enzimi etkisiyle 25-hidroksivitamin-D (kalsidiol) (25-D)’ye dönüştürülür ve 25-D dolaşımda bulunur. Plazma kalsiyum düzeyinin azalması halinde, paratiroid bezlerden paratiroid hormon (PTH) sentezi uyarılır. Kan düzeyi artan PTH, böbrek dokusunda bulunan 25-hydroxyvitamin D3 1-alfa-hidroksilaz (CYP27B1)’i aktive eder ve bu enzimin etkisi ile dolaşımdaki 25-D, böbreklerde 1,25-dihidroksivitamin-D3 (kalsitriol) (1,25-D)’ye dönüştürülür. Vitamin D’nin biyolojik aktif formu olan 1,25-D’nin plazma düzeyindeki artış, bağırsaklardan kalsiyum emilimini ve PTH ile birlikte de kemiklerden kalsiyum mobilizasyonunu artırır. 1,25-D, etkinliğini vitamin D reseptörleri (VDR)’ne bağlanmak suretiyle gösterir. Plazma kalsiyumunun normal düzeye ulaşması ise PTH’nın inhibisyonuna ve ayrıca tiroid bezinden kalsitonin sekresyonuna neden olur. Artan kalsitonin osteoklastları inhibe ederek kemiklerdeki kalsiyum rezorbsiyonunun durdurulmasını ve ayrıca PTH’yı baskılamak suretiyle plazma kalsiyum düzeyinin normal düzeyde kalmasını sağlar (Aydoğan, 2007).

Uzun yıllar boyunca CYP27B1’in sadece böbrek dokusunda bulunduğu ve dolayısıyla 1,25-D’nin sadece böbreklerde üretildiği kabul edilmiştir. Ancak sonraki yıllarda 25-D’nin, 1,25-D’ye dönüşümünü sağlayan CYP2B1’in sadece böbreklerde değil, böbrekler dışında makrofajlarda, dentritik hücrelerde ve diğer bazı dokularda da bulunduğu ortaya konulmuştur (Hewison vd., 2007; Townsend vd., 2005; Bikle vd., 1986; Schauber vd., 2007; Tangpricha vd., 2001; Kemmis vd., 2006; Adams vd., 1986). İn vitro olarak immün sistemin uyarıldığı durumlarda makrofaj ve dentritik hücrelerde bulunan bu CYP2B1’in ekstrarenal bir 1,25-D üretimini gerçekleştirdiği belirlenmiştir (Townsend vd., 2005; Schwartz vd., 1998). Daha da önemlisi, 1,25-D’nin üretimini yapabilen makrofaj ve dentritik hücreler de dahil olmak üzere immün sistemdeki birçok hücrenin aynı zamanda VDR’ne de sahip olduğu gösterilmiştir (Bhalla vd., 1983; Provvedini vd., 1983; Kreutz vd., 1993). Yakın dönemde ise 1,25-D’nin bu hücrelerdeki VDR’ler aracılığı ile immün cevapta ve immünmodülasyonda önemli rollerinin olduğu gösterilmeye başlanmıştır. Liu vd. (2006) yaptıkları invitro çalışmada, antijenik uyarıların makrofajların sahip oldukları Tool-like reseptörler üzerinden, hem makrofajlardan 1,25-D sentezi yapan CYP27B1 gen ekspirasyonunu, hem de VDR ekspirasyonunu arttırdığını belirlemişlerdir. D vitaminin doğal bağışıklıktaki etkinliği sadece bu lenfopoetik sistem hücreleri ile sınırlı olmayıp, epitel hücrelerinde de benzer rollere sahiptir. Bu şekilde D vitamininin geniş bir yayılım gösteren doğal bağışıklıkta önemli olduğu, organizmaya girmiş etkenlerle mücadelenin yanı sıra, bu etkenlerin dış ortamdan organizmaya girişlerinin engellenmesinde de etkili olduğu ileri sürülmüştür (Bikle, 2009).

Doğal bağışıklıktaki bu önemli rolleri dışında D vitamininin kazanılmış bağışıklık üzerinde de önemli rolleri olduğu gösterilmiştir. Kazanılmış bağışıklık kısaca, antijen sunan hücrelerce (makrofaj, dentritik hücre gibi) kendilerine sunulan patojenler ile, T lenfositlerin sitokinleri ve B lenfositlerin de immunoglobulinleri sentezleyerek yaptıkları sırasıyla, hücresel ve humoral mücadele olarak tanımlanabilir (Abbas ve Lichtman, 2011). T lenfositlerinden T helper (Th) ve özellikle de Th1 ve Th2 hücreleri bu şekildeki antijen spesifik immün cevabın şekillenmesinde merkezi bir role sahiptir. Th1 ve Th2 birbirlerinin fonksiyonlarını düzenlerler ve normal bir immün cevabın şekillenmesinde bu iki alt grubun biribiriyle dengeli olarak çalışması gereklidir. Th1, interferon-γ (INF-γ), tümör nekrotize edici faktör-α (TNF-α) ve interlökin-2 (IL-2) sitokinlerini salgılayarak etkinliğini gösterir (Romagnani, 2000). Tümör hücrelerine ve hücre içine yerleşen patojenlere (viruslar da dahil olmak üzere) karşı güçlü bir immün cevabın oluşması için Th1 hücrelerinin aktivasyonu çok önemlidir (Abbas ve Lichtman, 2011; Romagnani, 2000). Th1 hücrelerinin organizmanın kendi proteinlerini yanlışlıkla antijenik özellikte kabul ettiği durumlarda ise, otoimmün hastalıklar şekillenmektedir (Romagnani, 2000). Th2 hücreleri ise daha çok hücre dışında yaşayan bakteriler (bakterilerin çoğu) ve parazitler tarafından uyarılarak IL-4, IL-5, IL-10 gibi sitokinler salgılarlar ve bu şekilde antikor aracılı immün cevabın oluşmasına neden olurlar (Romagnani, 2000; Coffman vd., 1991; Cantorna vd., 2004). Hem Th1 hem de Th2 hücreleri 1,25-D’nin direkt olarak hedeflediği hücrelerdendir (Cantorna vd., 2004). 1,25-D’nin Th1 hücrelerinin proliferasyonunu ve bu hücrelerden salgılanan INF-γ ve IL-2 üretimini baskıladığı, buna karşın Th2 hücrelerinin proliferasyonunda ve bu hücrelerden salgılanan IL-4, IL-5 ve IL-10 gibi sitokinlerin üretiminde ise artışa neden olduğu belirlenmiştir (Mahon vd., 2003).

Yukarıda vurgulandığı gibi, ekstrarenal 1,25-D sentezinin hem doğal hem de kazanılmış bağışıklık fonksiyonlarının düzenlenmesinde rolü olduğu in vitro çalışmalarla ortaya konulmuştur. 

Bu durumda, in vivo olarak hem antijenik uyarıma bağlı hem de uyarımın olmadığı şartlarda hangi düzeyde bir ekstrarenal 1,25-D sentezinin yapıldığı sorusu akla gelmektedir. 

Antijen uyarımının olmadığı şartlarda anefrik insan ve hayvanlarda ekstrarenal 1,25-D sentezinin araştırıldığı birkaç çalışma olup, bunlarda da tartışmalı sonuçlar bulunmaktadır (Brumbaugh vd., 1974; Reeve vd., 1983; Shultz vd., 1983; Lambert vd., 1982; Dusso vd., 1988; Littledike ve Horst, 1982). Bu çalışmalardan birinde anefrik insanlardaki ekstrarenal 1,25-D analizlerinde, ölçülebilir sınırlar içerisinde değerlerlere rastlanılmamıştır (Brumbaugh vd., 1974). Yine akut nefrektomize ratlara radyoaktif olarak işaretlenmiş 25-D verilmiş ancak invivo olarak 1,25-D sentezinin şekillenmediği belirlenmiştir (Reeve vd., 1983; Shultz vd., 1983). Bu iki çalışmanın tam aksine, anefrik insanlarda (Lambert vd., 1982; Dusso vd., 1988) ve anefrik domuzlarda (Littledike ve Horst, 1982) yapılan diğer çalışmalarda, 25-D verimesinin, az ama ölçülebilir düzeyde bir ekstrarenal 1,25-D artışına neden olduğu ortaya konulmuştur. 

Antijenik uyarıma bağlı olan in vivo ekstrarenal 1,25-D sentezi hakkındaki bilgi ise sadece anefrik sarkoidozlu bir insanda serumda ölçülebilir düzeyde bir 1,25-D artışının olduğunun belirlendiği bir vaka bildirimine dayanmaktadır (Barbour vd, 1981). Bu vakada ortaya konulan ekstrarenal 1,25-D artışının hiperkalsemiye de yol açtığı belirlenmiştir. Bu durumun sarkoidoz gibi granulamatoz hastalıklara özgü bir durum olduğu ve 1,25-D sentezinin granulamatoz dokulardan kaynaklandığı vurgulanmıştır (Adams ve Gacad, 1985; Adams vd., 1983). Tarafımızca yapılan bir çalışmada ise viral bir enfeksiyon modeli olarak Koriza Gangrenoza Bovum’lu sığırlarda sağlıklı kontrollere göre önemli düzeyde serum 1,25-D artışı olduğu belirlenmiş, bununla birlikte artan 1,25-D’nin yukarıdaki araştırıcıların bildirdiklerinin aksine hiperkalsemiye yol açmadığı ve kalsiyum homeostazisindeki mekanizmalarla ilişkisiz olduğu ortaya konulmuştur (Dabak vd., 2012). Ancak Koriza Gangrenoza Bovum’lu hayvanların anefrik olmaması nedeniyle bu 1,25-D’nin ekstrarenal kaynaklı olabileceği sadece bir varsayım olarak ileri sürülebilmiştir. Diğer bir invivo araştırmada, ineklerde (anefrik olmayan) deneysel meme enfeksiyonu oluşturulmuş ve meme dokusunda ve makrofajlardaki VDR’lerde bir artış olup olmadığı araştırılmıştır (Nelson vd., 2010). Bu araştırmada enfekte meme dokusundaki makrofajların VDR’lerinde artış olduğu, daha önceki in vitro çalışmaların sonuçlarını teyit eden bir şekilde ortaya konulmuştur. Bunun yanında enfekte meme dokusunda lokal bir 1,25-D artışının da olabileceğinin moleküler bulgularına rastlanmıştır. Meme dokusunda artan 1,25-D’nin sütteki miktarının da dolayısıyla artmış olması gerekir düşüncesiyle ölçüm yapılmış, ancak sütte 1,25-D’ye rastlanılamamıştır. Bunun nedeni olarak da sadece, süte geçen 1,25-D’nin muhtemelen sütte dilüe olduğu ve bu nedenle tespit edilemediği yorumunda bulunulabilmiştir. 

Gelinen noktada, antijenik uyarımlara bağlı olarak ekstrarenal 1,25-D’nin sistemik dolaşımdaki düzeyinin ne derecede arttığının ve olası bir 1,25-D artışının kalsiyum homeostazisi ile ne derecede ilişkili olduğunun eksperimental invivo çalışmalarla ortaya konulması oldukça önem kazanmıştır. Antijenik uyarımlara bağlı olarak dolaşımdaki ekstrarenal 1,25-D düzeyinde hangi düzeyde bir artış olacağının ve olası bir artışın kalsiyum homeostazisi ile ne derecede ilişkili olduğunun belirlenebilmesi ancak anefrik canlılarda deneysel antijenik uyarım modellerinin oluşturulması ile mümkün görülmektedir. Deneysel çalışmalarda antijenik uyarım modeli olarak sık kullanılan yöntemlerden birisi lipopolisakkarit (LPS)’nin vücuda enjekte edilmesi ile oluşturulan modeldir. Gram negatif bakteri duvarında bulunan LPS’nin vücuda enjeksiyonundan sonra kısa süre içerisinde başta sitokin düzeylerindeki artışlar olmak üzere antijenik uyarımın etkileri ortaya çıkmaktadır (Langdon vd., 2010; Bison vd., 2009; Lang vd., 2003; Hawes vd., 1992; Renaud vd., 2011). Bu proje önerisinde ratlara bilateral nefrektomi yapılacak ve böylece böbreklerdeki 1,25-D üretimi tamamen engellenecektir. Bu ratlara LPS enjeksiyonu uygulandıktan sonra, dolaşımda 1,25-D analizi yapılacaktır. Plazma 1,25-D’nin yarı ömrünün 4-6 saat olduğu (Holick, 2009) göz önüne alındığında, bilateral nefrektomiden 12 saat sonra plazmada belirlenebilecek 1,25-D ancak ekstrarenal kökenli 1,25-D olacaktır. Deney gruplarında (nefrektomi yapılan ve LPS uygulanan) LPS uygulaması sonrasında, kontrol gruplarına göre (nefroktomi yapılan ancak LPS uygulanmayan) plazma 1,25-D düzeyinde ortaya çıkabilecek olası bir artış, antijenik uyarımın dolaşımda gerçekten ne düzeyde bir ekstrarenal 1,25-D artışına neden olduğunun kontrollü bir çalışma ile ilk defa ortaya konulmasını sağlayacaktır. Ayrıca dolaşımdaki olası 1,25-D artışının kalsiyum homeostazisinde, böbreklerden sentez edilen 1,25-D ile aynı davranışları gösterip göstermediği yani hiperkalsemiye yol açıp açmadığı da kalsiyum paneli analizleriyle ortaya konulacaktır. Ancak bu sayede antijenik uyarımlar sırasında sentezlenmesi olası ekstrarenal 1,25-D hakkında gerçek bir değerlendirme yapabilmek mümkün olacaktır. Ekstrarenal 1,25-D’nin böbreklerden üretilen 1,25-D’den farklı olarak kalsiyum metabolizmasını etkilemediğinin in vivo olarak ortaya konulması ise çok daha önem arzedecektir. Çünkü in vitro olarak ekstrarenal 1,25-D’nin bakteriler üzerindeki etkinliği bildirilmiştir (Liu vd., 2006; Komatsuzawa vd., 2006; Midorikawa vd., 2003; Rook vd., 1986). Ekstrarenal 1,25-D invitro olarak monositlerde Mycobacterium tuberculosis’in üremesini engellemiştir (Rook vd., 1986). Yine invitro olarak ekstrarenal 1,25-D’nin makrofajlarda antimikrobiyel bir peptid olan cathelicidin sentezine neden olduğunu ve cathelicidinin ise hücre içindeki Mycobacterium tuberculosis etkenlerini öldürdüğü ortaya konulmuştur (Liu vd., 2006). Cathelicidinin diğer bakteri türleri ve hatta viruslar üzerinde de etkili olduğu vurgulanmıştır (Komatsuzawa vd., 2006; Midorikawa vd., 2003; Rook vd., 1986; Howell vd., 2004; Bergman vd., 2007; Steinstraesser vd., 2005). İnvivo olarak ortaya konulabilecek hiperkalsemiye yol açmayan ekstrarenal kökenli 1,25-D’nin bu farklı özelliği ile enfeksiyon hastalıklarında bir ilaç olarak kullanılabilmesi bile gündeme gelebilecektir (Bu ihtimalin en önemli iki dayanağı, plasentadan sentezlenen ekstrarenal 1,25-D’nin de kalsiyum homeostazisine katılmaması (Liu ve Hewison, 2012; Evans vd., 2004) ve Koriza Gangrenoza Bovum’lu sığırlarda artan 1,25-D’nin kalsiyum homeostazisinden bağımsız olmasıdır (Dabak vd., 2012). Bu proje önerisi ile aynı zamanda çeşitli organ ve dokularda immünohistokimyasal olarak ve ELISA ile VDR, CYP27B1 ve 1,25-dihydroxyvitamin D3 24-hydroxylase (CYP24A1) (1,25-D’nin yıkımını sağlayan enzim) artışları olup olmadığı da belirlenerek, dolaşımda artması olası ekstrarenal 1,25-D’nin üretiminin kaynakları hakkında veriler ortaya konulacaktır.
D vitamini ile enfeksiyon hastalıkları arasında bir ilişkinin olabileceği düşüncesi çok uzun yıllardan beri dile getirilmişse de, bu konudaki bilimsel veriler son 30 yıl içerisinde ortaya konulmaya başlanmıştır. Özellikle tüberküloz hastalığı ile D vitamini yetersizliğinin bir ilişkisi olabileceği bildirimleriyle başlayan bu süreçte, bazı enfeksiyonlarda D vitamininin dolaşımdaki formu olan 25-D ölçümlerine dayanan klinik ve saha çalışmaları yapılmıştır. Bu çalışmalarda sadece 25-D’nin yeterli düzeyde olmasının enfeksiyonlarda etkili olabileceği ifade edilebilmiştir. Çünkü 25-D, D vitaminin aktif formu olmayıp, sadece organizmadaki D vitamininin yeterlilik durumu hakkında fikir verebilmektedir.   
Son yıllarda ise aslında ekstrarenal 1,25-D’nin antijenik uyarıma cevaptaki önemli fonksiyonları in vitro yapılan çalışmalarda ortaya konulmaya başlanmıştır. Ancak antijenik uyarımın hangi düzeyde bir ekstrarenal 1,25-D üretimine neden olduğu ve dolaşımda belirlenmesi olası ekstrarenal kaynaklı bir 1,25-D artışının, kalsiyum homeostazisi üzerinde böbreklerde üretilen 1,25-D ile aynı davranışları gösterip göstermediğinin ortaya konulduğu kontrollü in vivo bir çalışma bulunmamaktadır. 

Önerilen bu kontrollü deneysel çalışmada, renal 1,25-D üretimi durdurularak (anefrik ratlarda) LPS ile oluşturulacak olan antijenik uyarım modeli ile:

1. Antijenik uyarımın plazma 1,25-D konsantrasyonunda ölçülebilecek düzeyde bir ekstrarenal 1,25-D üretimine neden olup olmadığı,  

2. Plazmadaki olası ekstrarenal kaynaklı bir 1,25-D artışının, kalsiyum homeostazisi üzerinde, böbreklerde üretilen 1,25-D ile aynı davranışları gösterip göstermediği yani kısaca hiperkalsemiye neden olup olmadığı,

3. Olası ekstrarenal 1,25-D üretiminin kaynaklarının belirlenmesi için çeşitli organ ve dokularda VDR, CYP2B1 ve CYP24A1 artışlarının olup olmadığı, in vivo olarak ilk defa ortaya konulacaktır.
Bunların belirlenmesi ile ekstrarenal 1,25-D üretiminin enfeksiyonlardaki önemi hakkında önemli veriler elde edilmiş olacaktır. Böylece enfeksiyonlar sırasında sentezlenmesi olası ekstrarenal 1,25-D hakkında gerçek bir değerlendirme yapabilmek mümkün olacaktır. Özellikle hiperkalsemiye yol açmayan ekstrarenal kökenli 1,25-D artışının belirlenmesi durumunda, bu molekülün in vivo davranış biçimlerinin araştırılmasının önü açılacaktır. Bu molekülün enfeksiyonlarda tedavi amacıyla kullanılabilir olup olmayacağı gündeme gelecektir.



1.2. Amaç ve Hedefler
Proje önerisinin amacı ve hedefleri açık, ölçülebilir, gerçekçi ve proje süresince ulaşılabilir nitelikte olacak şekilde yazılır.
	Bu projenin amacı, bilateral nefrektomi yapılacak olan ratlarda lipopolisakkarit (LPS) uyarımı sonrası dolaşımdaki ekstrarenal 1,25-dihidroksivitamin D3 (1,25-D) düzeyinin belirlenmesi, olası bir plazma ekstrarenal 1,25-D artışının kalsiyum homeostazisi ile ilişkilerinin araştırılması ve olası 1,25-D üretiminin kaynakları hakkında verilerin ortaya konulmasıdır. 

Bu amaç doğrultusunda, bilateral nefrektomi ile böbreklerden sentezlenen 1,25-D üretimi tamamen durdurulmak suretiyle oluşturulacak kontrollü deneysel hayvan modelinde aşağıdaki hedeflere ulaşılacaktır:

1. LPS uyarımının dolaşımdaki ekstrarenal 1,25-D düzeyinde neden olacağı değişikliklerin belirlenmesi,

2. Dolaşımdaki olası ekstrarenal kaynaklı bir 1,25-D artışının veya diğer değişikliklerin, dolaşımdaki 25-hidroksivitamin-D (25-D), kalsiyum, fosfor, paratiroid hormon (PTH), kalsitonin düzeylerindeki değişikliklerle olan ilişkilerinin ortaya konulması. Böylece, dolaşımdaki olası ekstrarenal kaynaklı bir 1,25-D artışının, kalsiyum homeostazisi üzerinde, böbreklerde üretilen 1,25-D ile aynı davranışları gösterip göstermediğinin belirlenmesi,

3. Çeşitli organ ve dokularda vitamin D reseptörleri (VDR), 25-hydroxyvitamin D3 1-alpha-hydroxylase (CYP27B1) ve 1,25-dihydroxyvitamin D3 24-hydroxylase (CYP24A1) değişiklikleri olup olmadığının ortaya konulması ve böylece olası ekstrarenal 1,25-D üretiminin kaynaklarının invivo belirlenmesi,




2. YÖNTEM
Projede uygulanacak yöntem ve araştırma teknikleri (veri toplama araçları ve analiz yöntemleri dahil) ilgili literatüre atıf yapılarak açıklanır. Yöntem ve tekniklerin projede öngörülen amaç ve hedeflere ulaşmaya elverişli olduğu ortaya konulur. 

Yöntem bölümünün araştırmanın tasarımını, bağımlı ve bağımsız değişkenleri ve istatistiksel yöntemleri kapsaması gerekir. Proje önerisinde herhangi bir ön çalışma veya fizibilite yapıldıysa bunların sunulması beklenir. Yöntemlerin iş paketleri ile ilişkilendirilmesi gerekir.
	2.1. AŞI ETKİNLİĞİ İLE İLGİLİ ÇALIŞMALAR (1. Deney düzeni)

2.1.1.Test edilecek aşılar

Proje kapsamında Türkiye’de satışa sunulan farklı üretici firmalara ait 4 adet BVDV aşısı test edilecektir.  Bu aşıların içerikleri aşağıda sunulmuştur.  Aşılar ticari olarak temin edilecektir.

Tablo 2: Araştırmada kullanılacak BVDV aşıları ve bazı özellikleri*
AŞI NO

BİLEŞİMİ

Aşı suşu

Aşı tipi

1

BVDV

BVDV-1a 

İnaktif

2

BVDV

BVDV-1a 
inaktif

3

BVDV , BHV-1, BRSV, PI-3, Hemofilus somnus
BVDV-1a ; BVDV-2 
İnaktif

4

BVDV, BHV-1, BRSV, Pastorelloz, Leptosipiroz

BVDV-1a, BVDV-2

İnaktif

2.1.2. Hayvanlar

Proje kapsamında toplam 25 adet sığır kullanılacaktır.  Araştırma BVDV enfeksiyonu görülmeyen ve BVDV aşılaması yapılmamış bir işletme olan ..Ü Veteriner Fakültesi Hayvan Sağlığı Araştırma ve Üretim Merkezinde gerçekleştirilecek olup, sığırlar öncelikle BVDV antijen ve antikorları yönünden test edilerek negatif olduğu teyit edilecektir.  Her bir aşı için 5 sığırdan oluşan gruplar hazırlanacak ve kontrol grubu olarak da 5 hayvan ayrılacaktır.  Gruplar ayrılırken yaş ve cinsiyetleri dikkate alınacaktır. Hayvanların aşılama sonrası bakım ve beslemeleri yarı açık sundurma sisteminde standart bakım besleme şartlarında gerçekleştirilecektir. 

2.1.3. İmmunizasyon

Eşit şartları taşıyacak şekilde hazırlanan gruplardan her biri farklı bir aşı için ayrılacaktır.  Buna göre aşılar yukarıda verilen sırayla gruplara uygulanacaktır. Aşı uygulamaları üretici firmanın önerdiği prospektüse göre IM veya DA yolla yapılacaktır. Kullanılacak olan aşıların tamamı inaktif virus aşıları olduğu için booster doz uygulamasına gereksinim duymaktadır. Dolayısıyla sığır immunizasyonları 4 hafta arayla 2 kez yapılacaktır.

2.1.4. Serum örnekleri

Tüm hayvanlardan aşılamadan önce (0.gün), ve aşılamadan sonra 15., 45. ve 60. günlerde  (toplam 4 kez) kan örnekleri alınarak serum ayrılacaktır.  Elde edilen serum örnekleri inaktive edildikten (56°C 30dk) sonra test edilinceye kadar (<-20°C) ‘de muhafaza edilecektir. 

2.1.5. BVDV saha izolatları ve kontrol viruslar
1. deney düzeninde sığırların değişik BVDV aşılarıyla aşılanması ve lokal izolatlara karşı oluşan humoral bağışıklık düzeylerinin belirlenmesi hedeflenmektedir. Dolayısıyla 1. deney düzeninde kullanılacak viruslar lokal izolatlardan oluşmaktadır.  

1. Deney düzeninde BVDV Türkiye izolatları arasından seçilecek toplam 11 izolat kullanılacaktır. Bunlardan 10 tanesi daha önce genetik karakterizasyonu yapılmış olan izolatlar arasından seçilecektir. Kalan 1 izolat ise 2008 yılında aşılı işletmelerde görülen vakalardan elde edilen izolatlar arasından seçilecektir. Bu amaçla en çok ölüm olaylarının görüldüğü işletmeden elde edilen izolat kullanılacaktır. 

Genetik karakterizasyonu yapılmış izolatların seçimi: Şekil 1. de görüldüğü üzere bu izolatlar 7 genetik alt gruba dağılmaktadır (BVDV-1a, -1b, -1d, -1f, -1h, -1l, -2b) Araştırmada bu alt grupların her birinden en az 1 virus yer alacaktır. BVDV-2b ve -1h alt gruplarında sadece 1 izolat vardır, dolayısıyla bu izolatlar direkt olarak çalışmaya dahil edilecektir. Diğer BVDV-1 suşlarının belirlenmesinde ise daha önce monoklonal antikorlarla belirlenen epitopik özelliklerinden yararlanılacaktır (Yeşilbağ ve Burgu, 2006). BVDV-1a, -1b, -1d ve -1f alt gruplarında en fazla sayıda monoklonal antikorla reaksiyon veren suş seçilecektir. İzolatlarımızın yoğun olarak yeni bir genetik alt grupta (BVDV-1l ) toplanması nedeniyle bu alt gruba ağırlık verilecek ve bu izolatlardan 4 tanesi kullanılacaktır.  Bu 4 izolatın belirlenmesinde aşağıdaki kriterler uygulanacaktır.

a. BVDV-1l altgrubunda yer alan izolatlar 4 çoğrafi bölgeden elde edilmiştir (Tablo 1). Her çoğrafi bölgeden 1 izolat alınacaktır

b. Bölge içinde seçim yapılırken izolatların daha önce monoklonal antikorlarla belirlenmiş olan epitopik özelliklerine ilişkin veriler kullanılacak ve en fazla sayıda monoklonal antikorla reaksiyon veren suş seçilecektir

Proje çalışmalarında kontrol viruslar (pozitif kontrol) olarak NADL (BVDV-1a),  0712/80 (BVDV-1) ve Gi-2 (BVDV-2) suşları kullanılacaktır. Proje kapsamında kullanılacak virus suşlarının tamamı ..ÜVF Viroloji AD Laboratuvarında bulunmaktadır.  

2.1.6. Hücre kültürü, virusların üretilmesi ve titrasyonu

Araştırma kullanılacak viruslar MDBK hücre kültüründe üretilecektir.  ATCC orijinli olan hücre hattı %10 fötal dana serumu (FDS) ilave edilmiş vasat (DMEM) içinde hazırlanacaktır.  Hücre kültürü ve FDS kullanım öncesinde BVDV kontaminasyonu yönünden kontrol edilecektir. Gerek bu kontrollerde gerekse virusların üremelerinin teyidi ve titrasyonu aşamalarında immunoperoksidaz tekniği (immunoperoksidaz monolayer assay -IPMA-) kullanılacaktır.    Flasklarda üretilen viruslar (-80)°C’de dondurulup-çözüldükten sonra 3000rpm de 30 dk santrifüj edilecek ve süpernatant alınıp porsiyonlanarak yine (-80)°C de muhafaza edilecektir. Virusların titrasyonu standart teknikle logaritma 10 tabanına göre yapılacak ve her bir virus için DKID50 değerleri belirlenecektir. 

2.1.7. İmmunoperoksidaz monolayer assay (IPMA) 

Test temel olarak Özkul ve ark (2002) tarafından bildirildiği şekilde uygulanacaktır.  Bölüm 2.1.6 da belirtildiği gibi üretilen viruslar 24 gözlü pleytlerde hazırlanan hücre kültürüne 100μl hacimde inokule edilecektir.  Pleytler %5 CO2 li ortamda 48-72 saat inkübasyonu süresini takiben +80 °C de 1 saat süreyle fikze edilecek ve peroksidaz enzimi ile işaretli anti-BVDV konjugatı ile muamele edilecektir. Bu konjugat kendi laboratuarımızda işaretlenmiş olup kullanıma hazırdır.  Oda sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde 1 saatlik inkübasyonu takiben boşaltılan pleyt gözleri 1:3 PBS ile yıkanacak ve substrat solüsyonu (H2O2 %0.05, AEC/DMF (2mg :0.3ml), Na-asetat buffer 4.7ml) eklenecektir. Oda sıcaklığında 20 dk bekledikten sonra invert mikroskopta değerlendirilecektir. Testte pozitif gözlerde kırmızı-kahverengi hücre içi boyanmaların oluşması beklenmektedir.

Bu aşamada yapılan işlemlerle virusların enfeksiyözitesi teyit edildikten sonra enfektif güçleri belirlenerek testlerde kullanıma hazır hale getirilmiş olacaktır.

2.1.8.  Nötralizasyon- immunoperoksidaz monolayer assay (N-IPMA) ve antikor titrelerinin belirlenmesi 

(Virus suşları arasındaki antijenik-serolojik farklılıkların belirlenmesinde antijen-antikor (Ag-Ab) bağlanmasını temel alan testler (örneğin immunofloresan, immunoperoksidaz vb testler) kullanılabileceği gibi, virus nötralizasyonu temeline dayanan testler de kullanılabilir. Virusların epidemiyolojik olarak izlenmesi veya virus suşlarının epitop düzeyinde karakterizasyonları yapılırken Ag-Ab bağlanması temeline dayanan testler öncelikle tercih edilen yöntemlerdir. Ancak viruslar arasındaki serolojik ilişkiler ve kros-koruma çalışmalarında virus nötralizasyonu temeline dayanan teknikler tercih edilir.

Virusların nötralizasyonu genel olarak yüzey proteinlerine karşı oluşan antikorların bu proteinler üzerinde yer alan epitoplara bağlanması ile ilişkilidir. Böylece epitopların hedef hücre yüzeyindeki reseptörlere bağlanarak virus replikasyon siklusunu başlatması engellenmiş olur. Her bir epitop monospesifik antikor (monoklonal antikor) tarafından bloke edilir. Ancak monoklonal antikorların tek başına virus nötralizasyonu gerçekleştirebilmesi zayıf bir olasılıktır. Çoğunlukla birden fazla epitopun bloke edilmesi gerekir. Dolayısıyla virus nötralizasyonu, serolojik yakınlıkların belirlenmesi ve kros-korunma çalışmalarında poliklonal serumlar kullanılır (Avaloz-Ramirez ve ark 2001, Becher ve ark 2003). Bu nedenle virus nötralizasyonu temeline dayanan ve poliklonal immunserumların kullanıldığı testler klasik yöntemlerden biri olmasına karşın serolojik yakınlıklar ve gerçek koruma düzeyini verebilmesi açısından en geçerli yöntemlerdir. Değişik pestivirus suşları arasındaki serolojik benzerlik veya farklılıkların ortaya konulmasına yönelik olarak özellikle kros-nötralizasyon testlerinin uygulandığı bir çok çalışma bulunmaktadır (Dekker ve ark 1995, Paton ve ark 1995, Pellerin ve ark 1994, Avalos-Ramirez ve ark 2001, Becher ve ark 2003) 

Proje kapsamında yapılacak serolojik analizlerde projenin amacına en uygun yöntem olan virus nötralizasyon tekniği kullanılacaktır.  Ele alınan BVD virus suşları non-sitopatojen karakterde olduğu için, bu virusların üremelerinin tespiti standart virus nötralizasyon testi ile gösterilememektedir. Bu nedenle nötralizasyon testi modifiye edilerek değerlendirme aşaması IPMA ‘da olduğu gibi yapılacaktır. Buna göre serum örnekleri mikrotitrasyon pleytinde ayrılan 2 sırada 50 μl hacim içerisinde 1:4 sulandırmadan başlayarak Log2 tabanına göre sulandırılacaktır. Üzerine 100DKID50 oranında sulandırılmış virus süspansiyonundan eşit hacimde (50 μl) eklendikten sonra %5 CO2‘li inkübatörde 37°C de 1 saat süreyle nötralizasyona bırakılacaktır.  Süre sonunda tüm gözlere MDBK hücre süspansiyonundan (300.000 hücre/ml) 50 μl ilave edilecek ve aynı şartlarda inkübasyona kaldırılacaktır.  Bu testlerde kontrol virus olarak non-sitopatojen karakterdeki BVDV-0712/80 suşu, kontrol serum olarak da daha önce virus nötralizasyon yöntemiyle tespit ettiğimiz BVDV antikorları yönünden pozitif ve negatif olan sığır serumları kullanılacaktır.  Yetmiş iki saatlik inkübasyon süresi sonrasında tüm gözlerdeki içerik boşaltılacak ve pleytler 1:3 PBS ile yıkandıktan sonra +80°C de 1 saat süreyle fikze edilecektir. Takip eden basamaklar bölüm 9.1.7. de açıklandığı şekilde yürütülecektir. Test sonunda hücre içi kırmızı-kahverengi boyanmaların tespit edilemediği gözler BVDV antikorları yönünden pozitif olarak; boyanmanın tespit edildiği gözler ise negatif olarak değerlendirilecektir.  Virus üremesinin bloke edildiği dolayısıyla boyanmanın gözlenmediği en son sulandırma değeri serum örneğinin antikor titre değeri olarak kaydedilecektir. 

Bu uygulama denemede kullanılan tüm hayvanlardan 0., 15. 45. ve 60. günlerde elde edilen serum örnekleri için yapılacak ve her bir serum örneği araştırmanın 1. deney düzeninde kullanılan 11 virus suşuna karşı test edilecektir. 

Bu aşamada, test edilen aşıların BVDV Türkiye suşlarına karşı oluşturduğu antikor titre değerleri elde edilmiş olacaktır.

2.1.9. İstatistik analizler

Her deneme grubunda bulunan tüm hayvanlardan elde edilen titre değerlerinin geometrik ortalaması alınarak, o gruba uygulanan aşının oluşturduğu ortalama antikor titre değeri belirlenecektir. Değişik gruplarda elde edilen titre değerleri arasındaki farkın önemlilik kontrolü Student t  testi ve Ki kare testi ile yapılacaktır

2.2. SEROLOJİK İLİŞKİLERLE İLGİLİ ÇALIŞMALAR (2. Deney düzeni)
2. deney düzeninde (1.deney düzeninden tamamen bağımsız olarak) tavşanlarda yürütülecek immunizasyon çalışmalarıyla yalnız Türkiye izolatlarını içeren BVDV-1l alt grubunun diğer alt gruplarla olan serolojik yakınlıkları/farklılıkları belirlenmesi amaçlanmaktadır. Bu amaçla dünyada yaygın olarak görülen ve aşı üretiminde kullanılan alt gruplarla (BVDV-1a, -1b) birlikte Türkiye’de varlığı gösterilmiş olan diğer BVDV-1 alt grupları (BVDV-1d, -1f, -1h, -1l ) değerlendirmeye alınacaktır. Böylece tavşan immunizasyon çalışmalarında 6 virus ile immunizasyon yapılmış olacaktır.

2.2.1. Tavşan immunizasyonunda kullanılacak viruslar  

Tavşanlarda yapılacak immunizasyon çalışmaları için yukarıda belirtilen 6 adet alt grubun her birinden seçilen 1 adet virus suşu kullanılacaktır. Bunlardan BVDV-1l suşunun seçimi epitopik özellikler temel alınarak yapılacaktır. Buna göre daha önce 16 monoklonal antikor kullanılarak yapılan epitop düzeyindeki karakterizasyon çalışmalarında en fazla sayıda monoklonal antikorla pozitif reaksiyon veren suş immunizasyon çalışmalarında kullanılacaktır. Diğer alt gruplardaki virus suşlarının seçimi Bölüm 2.1.5’de açıklandığı gibi yapılacaktır.
Bu suşlar Anabilim Dalı Laboratuvarımızda mevcuttur. 

2.2.2. Antijen hazırlama

Yukarıda açıklanan 7 alt gruba ait viruslar bölüm 2.1.6. da açıklandığı şekilde üretilip 2.1.7 de açıklandığı şekilde kontrol edildikten sonra antijen hazırlama aşamasına geçilecektir.  Bu aşamada viruslar öncelikle ultrafiltrasyonla konsantre edildikten sonra inaktive edilecek, takiben protein miktarı spektrofotometrik olarak belirlenerek -20 °C de muhafaza edilecektir.

2.2.3. Deney hayvanları

Bu aşamadaki immünizasyon çalışmalarında Yeni Zelanda tavşanları kullanılacaktır.  Toplam 28 tavşan, 4 er hayvandan oluşan 7 gruba ayrılacak ve her gruba ayrı bir antijenle immunizasyon uygulanacaktır. Altı deney grubuna Bölüm 2.2.1 de belirlenen viruslarla immunizasyon yapılırken 1 grup knotrol grubu olarak ayrılacaktır. Tavşanlar …. Üniversitesi Deney Hayvanları Ünitesinden temin edilecek, deneyler de aynı birimde gerçekleştirilecektir. 

2.2.4. İmmünizasyon protokolü

Çalışmanın bu aşamasında her bir izolat için 4 adet Yeni Zellanda tavşanı subkutan (sc) ve intraperitonal (ip) olarak 2 hafta aralıklarla immunize edilecektir. İlk üç enjeksiyonda antijenler eşit hacimde komplete adjuvant ile karıştırılarak SC yolla verilecektir. Son iki enjeksiyon ise IP olarak sadece saf antijen kullanılarak veya incomplate adjuvanla birlikte yapılacaktır. Her enjeksiyonda 200µg antijen /0,5 ml hacimde hazırlanarak kullanılacaktır. Son enjeksiyondan sonra immunize edilen tavşanlardan 1., 2., ve 3. haftalarda kan serumu örnekleri alınacak ve antikor düzeyindeki yükseliş indirekt ELISA yöntemi ile belirlenecektir.  

2.2.5. ELISA

İmmunize edilen tavşanlarda homolog antijene karşı yeterli düzeyde antikor oluşumu home made-indirekt ELISA protokolü ile belirlenecektir.  Bu amaçla immunizasyonda kullanılan her bir antijen ELISA pleytine kaplandıktan (karbonat buffer içinde bir gece +4°C) sonra %1 BSA’lı PBS ile bloklanacak ve test edilecek serumlar ilave edilerek 37°C de 1 saat inkübe edildikten sonra 3 kez PBS ile yıkanıp tür spesifik (anti-tavşan) HRPO konjugatı eklenecektir. Tekrar aynı şartlarda inkübasyonu takiben 3 kez yıkama yapılacak ve OPD substratı konulacaktır. Oda sıcaklığında 30dk karanlık bir ortamda inkübe edildikten sonra reaksiyon 0,18 M sülfirik asitle durdurulacak ve elde edilen optik dansite değerleri 450nm dalga boyunda ölçülecektir.   

Bu aşamada yapılan analizler tavşanlarda immunizasyonla homolog antijene karşı yeterli bağışıklık oluşmasının takibini sağlayacaktır.

2.2.6. Kanların toplanması

Bölüm 2.2.4 de açıklandığı şekilde immunize edilen ve antikor gelişimi teyit edilen tavşanlardan kan toplanarak serumları ayrılacaktır. İnaktive edilen (56°C 30 dk) serumlar kullanılıncaya kadar (-20) derecede muhafaza edilecektir.

2.2.7. Çapraz reaksiyon düzeylerinin belirlenmesi 

Elde edilen hiperimmun serumlar (6 adet) immünizasyonda kullanılan 6 virusa karşı test edilerek kros reaktif antikor titreleri belirlenecektir. Bu amaçla bölüm 2.1.8 de açıklandığı şekilde nötralizasyon- immunoperoksidaz monolayer assay (N-IPMA) tekniğinden yararlanılacaktır. Virus grupları arasındaki serolojik yakınlık düzeyini verecek olan R değeri aşağıdaki formüle göre hesaplanacaktır (Becher ve ark 2003).  

                             A suşunun B antiserumuyla verdiği titre X B suşunun A antiserumuyla verdiği titre
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                              A suşunun A antiserumuyla verdiği titre X B suşunun B antiserumuyla verdiği titre  

Bu bölümde yapılan çalışmalarla, immünizasyonda kullanılan BVDV genetik alt grupları ile BVDV-1l alt grubunun serolojik ilişkileri ortaya konulmuş olacaktır.




3. PROJE YÖNETİMİ
3.1. Yönetim Düzeni: İş Paketleri (İP), Görev Dağılımı ve Süreleri

Projede yer alacak başlıca iş paketleri, her bir iş paketinin kimler tarafından hangi sürede gerçekleştirileceği “İş-Zaman Çizelgesi” doldurularak verilir. Her bir iş paketinde görev alacak yürütücü, araştırmacı ve personel ayrıntılı olarak belirtilir. Literatür taraması, gelişme ve sonuç raporu hazırlama aşamaları, proje sonuçlarının paylaşımı, makale yazımı ve malzeme alımı ayrı birer iş paketi olarak gösterilmemelidir. 
İŞ-ZAMAN ÇİZELGESİ (*)
	İP No
	İP

 Adı/Tanımı
	Kim(ler) Tarafından Yapılacağı
	AYLAR

	
	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21
	22
	23
	24

	 1
	Malzeme ve deneklerin temini
	Yürütücü

Araştırmacılar

Bursiyer
	 X
	X 
	X 
	X 
	X 
	X 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 2
	Hayvan deneylerinin planlanan şekilde yapılması
	Yürütücü

Araştırmacılar

Bursiyer
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 X
	 X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 3
	ELISA ve biyokimya analizlerinin planlanan şekilde yapılması ve yorumlanması
	Yürütücü

Araştırmacılar

Bursiyer
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 X
	X 
	X 
	X 
	X 
	X 
	X 
	X 
	 X
	X
	 X
	X 
	X 
	X 
	X 
	X 

	4 
	Histolojik ve immünohistokimyasal çalışmanın planlanan şekilde yapılması ve yorumlanması
	Yürütücü

Araştırmacılar


	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 X
	X 
	X 
	X 
	X 
	X 
	X 
	X 
	 X
	X
	 X
	X 
	X 
	X 
	X 
	X 


(*) Çizelgedeki satırlar gerektiği kadar genişletilebilir ve çoğaltılabilir.
3.2. Başarı Ölçütleri 

Projenin tam anlamıyla başarıya ulaşmış sayılabilmesi için İş-Zaman Çizelgesinde yer alan her bir ana iş paketinin hedefi, başarı ölçütü ve projenin başarısındaki önem derecesi aşağıdaki Başarı Ölçütleri Tablosu’nda belirtilir.

Başarı ölçütü olarak her bir iş paketinin hangi kriterleri sağladığında başarılı sayılacağı açıklanır. Başarı ölçütü, ölçülebilir ve izlenebilir nitelikte olacak şekilde nicel veya nitel ölçütlerle (ifade, sayı, yüzde, vb.) belirtilir.
BAŞARI ÖLÇÜTLERİ TABLOSU (*)
	İP No
	İş Paketi Hedefi
	Başarı Ölçütü
	Projenin Başarısındaki Önemi (%)**

	
	
	
	

	1
	Malzeme ve deneklerin temini
	Deneye başlanılması için tüm hazırlıkların tamamlanması
	%10

	2
	Hayvan deneylerinin planlanan şekilde yapılması
	En az hayvan kaybı
	% 30

	3
	ELISA ve biyokimya analizlerinin planlanan şekilde yapılması ve yorumlanması
	Test prosedürüne bağlı olarak deney ve kontrol gruplarına ait sonuçların elde edilmesi ve yorumlanması
	% 30

	4
	Histolojik ve immünohistokimyasal çalışmanın planlanan şekilde yapılması ve yorumlanması
	Deney ve kontrol grupları arasındaki farklılıkların sistematik olarak ortaya konulması ve yorumlanması
	% 30


 (*) Tablodaki satırlar gerektiği kadar genişletilebilir ve çoğaltılabilir.
 (**) Sütun toplamı 100 olmalıdır.
3.3. Risk Yönetimi
Projenin başarısını olumsuz yönde etkileyebilecek riskler ve bu risklerle karşılaşıldığında projenin başarıyla yürütülmesini sağlamak için alınacak tedbirler (B Planı) ilgili iş paketleri belirtilerek ana hatlarıyla aşağıdaki Risk Yönetimi Tablosu’nda ifade edilir. B planlarının uygulanması projenin temel hedeflerinden sapmaya yol açmamalıdır.

                                                       RİSK YÖNETİMİ TABLOSU (*)
	İP No
	En Önemli Riskler
	Risk Yönetimi (B Planı)

	İP2
	Beklenmeyen bir hastalık çıkışı, gruplar arasında dengeyi önemli ölçüde bozacak şekilde beklenmeyen ölüm olayları vb olağanüstü durumlar
	Yeni deneme grupları oluşturularak veya gerekli ise yeni bir işletme ortamında deney aşamasının tekrarlanması



	İP2
	Serolojik analizlerde yaşanacak problemler


	Testlerin tekrarlanması

	İP2
	Test edilecek viruslarla ilgili problemler


	Virusların ana stoktan yeniden üretilip hazırlanması

	İP3
	Test protokolündeki aksaklıklar
	Bu durumun daha çok bölüm 2.2.7 da uygulanacak olan N-IPMA tekniğinde tavşan serumlarından kaynaklanan bir toksik etki şeklinde gündeme gelebileceği değerlendirilmektedir. Böyle bir aksaklık durumunda poliklonal antikorların protein G purifikasyonunun yapılması, ve test yöntemi değiştirilerek kros reaktif antikor düzeyinin indirekt ELISA ile ölçümü yapılacaktır.  Bu çalışmalarda bölüm 2.2.2 de hazırlanan antjijenler ve anti-rabbit konjugatı kullanılacaktır. 


	İP3
	Tavşanlarda yeterli antikor yanıtına ulaşılamaması
	İlgili grupta Freund’s complate adjuvantla yeniden immunizasyon yapılacaktır




   (*) Tablodaki satırlar gerektiği kadar genişletilebilir ve çoğaltılabilir.
3.4. Araştırma Olanakları

Projenin yürütüleceği kurum ve kuruluşlarda var olan ve projede kullanılacak olan altyapı/ekipman (laboratuvar, araç, makine-teçhizat, vb.) olanakları belirtilir.

ARAŞTIRMA OLANAKLARI TABLOSU (*)
	Kuruluşta Bulunan Altyapı/Ekipman Türü, Modeli

(Laboratuvar, Araç, Makine-Teçhizat, vb.)
	Projede Kullanım Amacı

	Deneysel Araştırmalar Merkezi (Üniversite)
	Hayvan deneylerinin yapılması

	Çeker ocak
	Örneklerin yakılması

	Hassas terazi
	Örneklerin tartımı

	Saf su cihazı
	Analizlerde kullanılacak saf su üretimi

	Protein analiz seti
	Ham protein analizi

	Selüloz tayin cihazı
	ADF ve NDF analizi

	Isıtıcı tabla
	Yaş yakma

	pH metre
	pH ölçümü ve standart hazırlama

	Kül fırını
	Kuru yakma


(*) Tablodaki satırlar gerektiği kadar genişletilebilir ve çoğaltılabilir.

4. YAYGIN ETKİ
4.1. Projeden Beklenen Yaygın Etki 

Proje başarıyla gerçekleştirildiği takdirde projeden elde edilmesi öngörülen ve beklenen yaygın etkilerin neler olabileceği, diğer bir ifadeyle projeden ne gibi çıktı, sonuç ve etkilerin elde edileceği aşağıdaki tabloda verilir.

PROJEDEN BEKLENEN YAYGIN ETKİ TABLOSU
	Yaygın Etki Türleri
	Projede Öngörülen ve Beklenen Çıktı, Sonuç ve Etkiler

	Bilimsel/Akademik 

(Makale, Bildiri, Kitap Bölümü, Kitap) 
	Farklı LAB türleri veya tür içerisindeki farklı bakteriler karbonhidrat

metabolizmasını başlangıç kültürün genetik kapasitesine göre farklı metabolitlere, farklı miktarlarda dönüştürebilmektedir. Farklı

çevrelerden izole edilen izolatlar zaman içerisinde kazandıkları

genetik özellikler (kromozom veya plazmit) ile metabolit dönüşümünde başlangıç kültürü olarak kullanılan suşlardan daha

etkin bir metabolik aktiviteye sahip olabilmektedirler. Metabolit üretimleri incelenen doğal izolatlar (Str. thermophilus ve Lb. plantarum) endüstriye başlangıç kültürü olarak önerilebilecektir.

Dolayısıyla bu çalışma ile yoğurt endüstrisine, genetik özellikleri ve

aroma üretim kapasiteleri belirlenmiş aroma geliştirici suşlar kazandırılacaktır ve Üniversite sanayi işbirliğini gelecekte geliştirecektir.
Bakterilerden izole edilecek plazmitler, klonlama ve ekspresyon

kapasitelerine göre Lactococcus, Lactobacillus ve S. thermophilus.

türlerinde klonlama vektörleri olarak kullanılabilecektir. Ayrıca bu

plazmitlerin dar konakçı aralığına sahip olabilme özellikleri ile aşı

transferinde kullanılabilme potansiyelleri vardır. Plazmitler, Gıdalarda oluşturulacak modifikasyon için gıdaya özgü vektör olarak integrasyon özelliğinden faydalanma potansiyeline sahip

olabilir. En önemli özellikleri olan fermente gıda üretiminde bazı

metabolitleri kodlama özellikleri ile katkı sağlayabileceklerdir. 

Yapılacak projede, metabolik mühendislik teknolojisi ile S. thermophilus’taki dört adet genin (adhB, als, pfl/pflA ve glyA) over

ekspresyon tekniği ile aromatik bileşenlerin daha fazla üretimi

sağlanacaktır. Bunun ile gıda bileşenleri (diasetil, asetat vs.) moleküler yolla üretilebilecek, aynı zamanda bu bileşenler gıda

katkı ve koruyucu maddesi olarak önerilebilecektir. Yapılacak çalışma metabolit üretim çalışmalarına temel teşkil edebilecek ve

bu konuda yüksek lisans ve doktora öğrencileri yetiştirilmesine

zemin hazırlayacaktır. Proje ile genç bilim insanlarına yeni moleküler tekniklerin kazandırılacak ve indeksli dergilerde yayınlanacak çıktıları oluşturacaktır.

	Ekonomik/Ticari/Sosyal

(Ürün, Prototip, Patent, Faydalı Model, Üretim İzni, Çeşit Tescili, Spin-off/Start- up Şirket, Görsel/İşitsel Arşiv, Envanter/Veri Tabanı/Belgeleme Üretimi, Telife Konu Olan Eser, Medyada Yer Alma, Fuar, Proje Pazarı, Çalıştay, Eğitim vb. Bilimsel Etkinlik, Proje Sonuçlarını Kullanacak Kurum/Kuruluş, vb. diğer yaygın etkiler)
	Diğer taraftan endüstride halen kullanılmakta olan suşların metabolit üretme sorunları izole edilmiş suşlardaki plazmitler aktarılarak ticari suşların aroma sentez özellikleri arttırılmış olacaktır. Fermentasyonda kullanılan LAB’ın oluşturduğu metabolitler, fermente süt ürünlerinde ideal fermentasyonu oluşturmasının yanında gıdaları küflere ve laktik olmayan gram

pozitif bakterileri karşı korumaktadır. LAB doğal olarak sadece laktik asiti inhibasyon seviyesinde üretmektedir ancak diğer metabolitlerinde inhibasyon seviyesinde olması gıda güvenliği

açısından da önemlidir. İzole edilecek ve genetik kapasitesi aromatik metabolitler yönünden istenilen özellikte olan suşlar ülke

ekonomisine katkı sağlayacak ve fermentasyon endüstrinin sorununu giderebilecek potasiyeldedir.


	Araştırmacı Yetiştirilmesi ve Yeni Proje(ler) Oluşturma 

(Yüksek Lisans/Doktora Tezi, Ulusal/Uluslararası Yeni Proje)
	Projede izole edilen, genetik tanımlamaları, içerikleri belirlenen suşlar, doğal suşlar ve proje kapsamında genetik modifikasyon ile

oluşturulacak suşlar, numaralandırılacak ve laboratuvarımızdaki mikroorganizma kültür koleksiyonunda -80°C’de saklanacaktır. Suşlar bilimsel çalışma yapacak bilim insanlarının kullanımına genetik içerikleri ile birlikte sunulacaktır.


4.2. Proje Çıktılarının Paylaşımı ve Yayılımı 

Proje faaliyetleri boyunca elde edilecek çıktıların ve ulaşılacak sonuçların ilgili paydaşlar ve olası kullanıcılara ulaştırılması ve yayılmasına yönelik yapılacak olan toplantı, çalıştay, eğitim, web sitesi ve benzeri etkinliklerin aşağıdaki tabloda verilmesi beklenir.

PROJE ÇIKTILARININ PAYLAŞIMI VE YAYILIMI TABLOSU (*)
	Etkinlik Türü (Toplantı, Çalıştay, Eğitim, Web sayfası, vb.)
	Paydaş / Olası Kullanıcılar
	Etkinliğin Zamanı ve Süresi

	Çalıştay/Tarla Günü


	Tarımsal Araştırma Enstitüleri

Sektör ve sanayi araştırıcıları
	Mayıs 2019

	
	
	

	
	
	


  (*) Tablodaki satırlar gerektiği kadar genişletilebilir ve çoğaltılabilir.
BELİRTMEK İSTEDİĞİNİZ DİĞER KONULAR

     Sadece proje önerisinin değerlendirilmesine katkı sağlayabilecek bilgi veya veri (grafik, tablo, vb.) eklenebilir. 
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