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MDBK HUCRE KULTURUNDE IBR VIRUSUNUN MORFOLOJISININ
ELEKTRON MIKROSKOBIK INCELENMESI

Feray Alkan! Ibrahim Burzu?

Electron microscopic investigatien of IBR virus in MDBK cell cultures.

Summary: Morfology of IBR viral particles was investigated in thin
section. of MDBR cclls. Viral particles being in different veplication stages
were seen in nucleus and cyloplasm. Virus particles in nucleus were approxima-
tely 80-90 nm in diameter and generally characierized by a central electron dense
core and a surrounding capsid of similar electron density. Some of viral particles
had an clectron density. Some of viral paticles had an electron -- dense and ho-
mogeneous core while others consisted of empty capsids. On the other hand,
IBR viral particles found in cytoplasm were generally enicloped and measured
about 150-160 nm in diameter.

It is detected that nucleocapsids formed in nucleus were enveloped when
the particle passing through the nuclear membrancs into the cytoplasm. The
cyloplasmic membranes have been seemed having a similar role together with
nuclear membran in the envelopment process of nucleocapsid. It was also noted
that nuclear membran sclf-cnlarged and reduplicated in some slides.

When the results of this research is compared to those of obtained from
similar studies, it is concluded that all herpesviruses have the same structural
components, depending upon the replication stage. :

Ozet: IBR virusunun morfolojisi, enfekte hiicre kiiltiirlerinin ince kesit-
lerinde incelendi. Hiicrelerin ¢okirdek we sitoplazmalarinda dedisik replikasyon
asamasinda bulunan virus pactikiilleri goriildi. Hiicre cekivdedinde bulunan
virus partikiillerinin yaklasik 80-90 nm g¢apa sahip, gencllikle merkezi yogun
bir kisim  (dzse core) ve onu gecreleyen benzer clektron yogunluga sahip kapsit
ile sanly oldugu teshit edildi. Bazi virus partikiillerinde mokezi ¢ekirdzl yoktu
ve partikiiller “bog” goriiliiyordu. Bazi partikiiller ise tamamen “dolu’ goviinim-
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deydi. Hiicre stoplazmasinda bulunan virus partikilleri ise genellikle zarle ve
yaklagik 150-160 nm capa sahipti.

Hiicrenin gekirdedinde olugan niikleokapsitin hiicre gekirdck membramm
gegerken zarlandige saptandr. Niikleokapsitin zarlanmasinda gekirdzk memb-

ram yamnda sitoplazmik zarlanmamn da vol oynadife belirlendi.Cekirdek zari-

mn genisleyerek iistiiste paketlenmis oldugn goriildii (Reduplikasyon).

tirmalarla larsilagtinddiginda, herpesviruslar grubu icinde bulunan tiim virus-
larda, replikasyonun asamalarina bagl olarak aym yapisal gelismelerin oldugu
gorildii.

Giris

Sigirlarin. IBR virusu, herpesviridac familyasinin alphaherpes
viruslar alt grubunde bulunmakta olup, herpesviruslarin genel 6zcl-
likleriri tasimaktadir (6,9).

Bu arastirma sonuglan heipesviruslarin morfolojileriyle ilgili diger arag-
Herpesvirus viriorlan yaklagtk 150 nm ¢apinda ve zarhdirlar.

Lipoprotein yapisindaki zar, yaklagik 8 nm uzurlugurda peplomerlerc

sahiptir. Zarin yapisina bagl olarak virus bazen pleomorfik goriilebi-

lir ve ¢ap1 120-200 nm arasinda degisir (6).

Herpesviruslar ¢ift iplik¢ilikli DNA igerirler. Bu sebeple virus
replikasyonu hiicrenir ¢ekirdeginde gergeklesir. Hiicreye giren bir
virus partikiiliinder olgur viruslarin omusumuna dek, bir dizi kimyasal
ve morfolojik degisiklikler olugmaktadir. Herpesviruslar zar {izerinde
bulunar. peplomerleri ile hiicre reseptorlerine adsorbe olarak, hiicre-
rir fagositik vakuolleri ya da virus zarmun hiicre zarina fuzyonu yo-
luyla, hiicrerin sitoplazmasira penatre olur. Daha sonra virus DNA’s1
ve proteir. kompleksi serbest kaln ve virus DNA’st hiierenin gekirdegire
girer. Hiicre ¢ekirdegi iginde, virus DNA’s1 ile kapsit protcirlerinin
sentczlenmesinden sonra, yeni sentezleren DNA olgurlagmamug
kapsit proteirleri ile birlesir. Virusun olgurlasmas: gekirdek zarlarir-
dan nukleokapsitin gegisi ile tarhamlarar. Olgur: virus daha soara
sitoplazmadaki vakuollere gé¢ eder. Virusun hiicre digina gikigt isc
vakuolar membranlarir fuzyonu ve exositozis ya da sitolizis ile olmak-
tadir. Herbir erfektce hiicve vaklagik olarak 10° virus parvukiili dret-
mektedir (6}. '

Erfekte hiicre kesitlerinde herpesviruslarin morfolojileriyle ilgili
arastirmalar niikleokapsitin hiicre ¢ekirdeginde geligtigini ortaya koy-

-
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mugtur. Cekirdekte bulunan partikiller gercllikle dense core ile onu
cevreleyen berzer elektron yogurluga sahip kapsitter olugmustur.
Bazi partikiiller ise dense core icermez ve “bog” gorintimde iken,
bazilart tamamen “dolu” goriiniime sahiptiv (1,3,5,13,20,23,24,25).
Hiicre ¢ekirdegindeki virus partikiilii sayisi ile partikillerin morfolo-
jilerinin enfekte eden virusa ve enfekte edilen hiicreye gore farkhiliklar
gosterdigi bildirilmistir(9). Watson ve ark. (25) ise partikiillerin mor-
folojileririn tamamen kesite ilgili olduguru ve bos bir nukleokapsitin
ilerleyer kesitlerde derse core igerdigini belirtmiglerdir.

Hiicrenin sitoplazmasinda, periniiklear arahkta ve hiicreler ara-
sinda bulurar virus partikiilleri zarh ve cekirdekte bulurar. partikiille-
re oranla daha biyiiktiirler (3, 16,21). Gelisimini tamamlayan niikleo-
kapsitin zarlarmasi c¢ekirdek zarindar sitoplazmayva gegisi sirasir-
da olmaktadir (1,2,8,10,11,21). Onrccleri zarh viral partikiillerin sade-
ce sitoplazmada gorillmesi sebebivle zarlanmanin sitoplazmada olug-
tugu diigiiniilmiis ise de, periniiklear arhkta zarli virus partikillerinin
gorilmesi ve ¢ekirdek zarinda reduplikasyorun saptanmasindan son-
ra, herpesviruslarin zarlenmasinda gekirdek zarmin roli kesinlesmis-
tir(9). Herpesviruslann, ¢ekirdek zarmnin yarssira sitoplazmik eleman-
lardar da zarlandigi bildirilmigtir (8, 11,15,21)

Herpes viruslar grubu iginde yer alan viruslarin benzer biyiik-
liikklerde oldugu saptanmugtir. Cekirdekte bulunan partikiillerin ge-
nellikle 40-50 nm ¢apinda dense core igeren 90 nm gapinda, sitoplaz-
mada bulunan partikillerin ise vaklagik 120-150 nm ¢apimnda olduk-
lar1 bildirilmigtir. (9).

Bu ¢aligmada, IBR virus ile enfekte MDBK hiicrelerinin ince
kesitlerinde virusun replikasyon asamalarina bagh olarak gosterdigi
morfolojik degisimlerin incelenmesi ve elde edilen verilerin diger her-
pes viruslar ile karsilastinilmas) amaglanmustir. '

Materyal ve Metot

Hiicre kiltivii :  Aragtirmada Madin darby bovine kidney
(MDBK) hiicre kiiltiirii kullanddi. Hicreler 94 10 inaktive edilmis
dana serumu iceren Eagle MEM vaszu ile tretildi.

Virus : IBR virusunun refercns susu olan IBR Colorado sugu
kullamlda.
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250 ml'lik hiicre iirctme sisclerirde tretilen hiicreler, 1 ml IBR
Colorado virusu (10%%/ml} ile enfckte edildi. 1 saat adsorbsiyondan
sonra, hiicrelerir. yiizeyleri PBS ile yikardi ve hiicre liretme siselerine
9, 2 fotal dana serumu iceren Eagle MEM vasat: ilave edildi.

Elektron Mikroskobi: IBR Colorado virusu ile cnfekte ediler hiicre
kiiltiirlerinde % 20 sitopatolojik effekt olustuktar. sor.ra, hiicreler trip-
sir. erizimi ile hiicre iirctme sisesinden ayrilerak, santrifiij tiptire ak-
tarildi ve 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Dibe ¢oken hiicreler
pH: 7.2°de 0.1 M PBS icinde hazirlanan 95 Ilik glutaraldehit ile
30 dakika tesbit cdildikten sorra, tekrar 10 dakika 1000 rpm’de sartri-
fiij cdildiler. Hiicreler 30 dakika cocadylate tamponda bekletilerek,
veniden 1000 rpm de 10 dakika santrifi) edildi. Sartrifij tiptinin
dibinde kalan hiicrelerin iizerire, 50°C dolayinda crimis %, 2 ‘lik
agardan 0.015 ml miktarinda damlatilarak, tiip igerigi temiz bir lam
tizerine dokildii. Agar lam izerinde irce bir kitle halinde donduk-
‘tan sonra kiigiik pargalar halinde (1.5-1 mm2) kesilerck, % 1 lik
ozmik asitte teshit edildi. Siirenin sonunda bu pargalar dereceli alkol-
lerden gegirilerck Araldit M de bloka alindi. LKB Ultratome IT1 ile
bu bloklardan aliran ince kesitler, Reynolds(18) yontemi ile boyand:
ve Carl Zeiss EM 9 S-2 moedel elcktron mikroskopta incelendi.

Bulgular

IBR Coilorado ile enfektc edilmis hiicrelerin EM incelenmesinde
hiicrenin gekirdek ve sitoplazmas: ile hiicreler arasi ortamda bulunan
virus partikiillerinin degisik yapisal gelismeler gosterdigi belirlendi.

Enfekte hiicrelerin gekirdeklerinde gerellikle ¢ok sayida virus
partikilii ile yer yer gekirdek zarira yakin olarak yerlegmis kromatin
adaciklarr saptandi ($ckil 1). Bazi hiicrelerde virus partikiilleri hiicre
cckirdegi iginde dagilmig durumda iken, bazilarinda gekirdek zarinmn
ic yiziine yakin dagiim gosterdikleri belirlendi. Virus partikiilleri,
bir merkezi dense core ve onu gevreleyen, benzer elektron yogunluga
sahip kapsit ile karckterize olarak belirlendi. Kapsit ile dense core’un
daha diisiik elektron yogunlugura sahip bir bosluk ilec ayrnldigi sap-
tand1. Mecrkezi dense core oval yada yuvarlak gorinimli ve yaklagik
35-40 nm capa sahipti. Virus partikiillerinin cap1 ise yaklagik 80-
90 rm olarak belirlendi. Baz1 virus partikiillerinin i¢inde dersc core
yoktu ve virus “bog’ gériniimdeyken, bazilarinin tamamer. “dolw’
goriiniime sahip oldugu saptandi (Sekil 2;.
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Sckil 1. MDBK hicresinde intraniklear aggregatlar ve viral partikiller.

A: Intrantklear aggregatlar, oklar: viral partikaller. X 28500.
Figure 1. Intranuclear aggregates in the nucleus of MDBK cell and some viral
particles near this arca. '

A: Intranuclear aggregates, arrows: viral particles. X 28500.

o Hiicrenir. sitoplazmasinda buluran virus partikiilleri ise genecllikle
zar ile sarilmis, yaklaélk 150-160 nm caph olarak belirlendi. Sitop-
lazmadaki virus partikiillerinin bazen sitoplazmada dagmik halde,
hazen de bir yada birkacinm endoplazmik kesecikler - icinde bulur-
dugu saptardr {Jckil 3).

Periruklear arahkta zarh viruslarm varlign belirlendi (Sekil 4).
Bazi hiicrelerin gekirdek zarlaririn genigleyerek, st tste paketlenmis
gorinim- aldigr ve bu sahalarnn valarinda genellikle ¢ok sayida viral
partikiiliin bulundugu gorilda ($ckil 5).

Bazi erfckte hicrelerin sitoplazmasinda zarsiz partikiillerin bu-
lundugu ve partikiilllerin sitoplazmik vezikiillerden zarlandigr saptands
(Sekil 6).

Hiicreler arasinda da ¢ok sayida virus partikili gorildia. Bu
partikiillerin zarll ve yaklagk 150-160 nm gapa sahip olduklari be-
lirlendi (Sekil 75.
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Sekil 2. Hicre gekirdeginde nukleokapsitler a: dense core igeren kapsit, b: homojen

clektron dense igerikli kapsit, c¢: “boy” kapsit X 19000.
Figure 2. Nucleokapsits in the nucleus a: capsids with visible core and halo, b:

capsids with homogencous electrondense contents, ¢: “empty” capsids. X 19000.
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Sekil 3. Sitoplazmik vakuollerde zarh viral pariikiller (oklar) X 29450.

Figure 3. Enveloped viral particles within the cytoplasmic vacuoles (arrows). X 29450,

Sckil 4. Periniiklear arahkta zarh vivel partikiller (oklar). X 33250.

Figure 4. Enveloped viral particles into the perinuclear arca (arrows). X 33230,
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Sekil 5. Reduplike olnus nuklear membranlar {oklary. X 32300.
Figure 5. Reduplicated nuclear membranes (arrows). X 32300.

X e

Sekil 6. Viral partikillerin sitoplazmik membranlardan zarlunmasy (oklart. X 20220

Figure U. Vieal partickes envelopment of cytoplusmic membranes (arvows). X 20250
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aRNCH PN :

Sekil 7. Hiicreler arasinda zarli viral partikiller. (oklar) X 28500.

Figure 7. Linveloped viral particles in the extracellular arco. farrows) X 28360,

Tartisma

Enfekte hicreleriry ince kesitlerivin incelermesiyle ilgili calig-
malar gencllikle viruslari: morfolojileririn arastuilmasi amacira yi-
neliktir. Ayrica belirgin sitopzatolojik effekt olusturmadar treyen vi-
ruslarin neden oldugu erfeksiyonlar ile hiicrelerde bulurar endojen
viruslarmn teshiti amacivla da bu yirtemdenr vararlamlmaktadic(7).

Bu arastirmada, IBR virusunur Colorado susu ile. enfekie edilen
-hiicrelerin gekirdeklerinde gerellikle zara yakin yealesim gosteren ag-
’ g y b sim g g
gregatarn varhgr saptandi. Lucké timor cxplantlannda(22), Hee-
pes simple: ile enfekte irsan ve hayvarlarin beyinlerivin kesitlerinde
3, 19, 24) yada herpes simplex virus ile enfekte ediler hiicrelerde (11
b 3 7 AN
ve 1BR ilc enfekte foral dana bobrek hiicre kesitlerinde (8) de berzer
kromatin aggregatlarin varlig:r bildirilmistir. Yapilan cahsmalarda
ggret g Gals
aggregatlarin enfeksiyonur ilk zamanlaninda olustugu, erfeksivondan
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6rce (3H) thymidine ile isaretlenmis hiierclerin otoradyograf ik irce-
lenmesinde bu yapilarin DNA igerdigi ve aggregatlann yeri virus
partikiilleririn olusumuyla ilgili yapilar olahilecegi bildirilmistir (9).

Hiicrenin cekirdeginde buluran virus partikiilleri 3 farkh yap:
gostermistir. Merkezi dense core ve onu cevreleyen berzer elcktrorn.
yogurluga sahip kapsit, merkezi derse corc igermeyen “hog’  kapsit
ve “dolu’ gériinen partikiiller. IBR virusu ve herpesviruslar grubunda
bulurar. viruslarin morfolojilerine iliskir arastirmalarda da saptaran
bu farkl yapisal gelismelerle ilgili degisik goriiler one sriilmiistir.
Bazi araguricilar enfekte eder virusa ve crfekte edilen hiicreye bagh
olarak, hiicrerin cekirdegindeki virus partikiilii sayist ile partikillerin
morfolojileririr fackliliklar gosterdigiri bildirirken (9}, Watsor ve ark
195) partikillerin morfelojisinin tamamen kesitc bagh oldugunu, hosg
bir niikleokapsitir ilerleyer. kesitlerde merkezi dense core igerdigini
bildirmislerdir.

Hiicre cekirdegirir ig ve dig zarlar arasinda zarh virus partikiil-
lerinir. saptanmasi, zarh partkiillerin perirtklear aralifin yansira
hiicrelerin sitoplazmasinda ve hiicreler arasinda da gériilmesine kar-
gn hiicrerin ¢ekirdeginde rastlarmamasi, IBR virusurun hiicrenin
cekirdeginde baglayan gelisimirin, riikleokapsitin cekirdek zarim
gecerken zarlanmasi ile tamamlandigini ortaya koymaktadir. Nitckim,
Castro(2), Seo (21) ve Armstrong (1) da IBR virusurun geligimirin
hiicre cekirdek zarindan virusun gegisi ile tamamlandigint bildirmigler-
dir. Jasty ve Chang (8) isc gekirdek zari ile zarlanma yarisira, ¢ekir-
dek zarimi agan partikiillerir. sitoplazmada zarlandifiry saptammglar-
dir. Bu aragtirmada bazi crfekte hiicrelerin sitoplazmasinda zarsiz
partikiillerin  bulurdugu ve partikiillerin sitoplazmik vezikillerden
zarlandh@t goriildi. Lecstma ve ark. (11) da HSV virusu ile erfekte
ediler. memeli sirir dokusu hiicrclerirde, Pol ve ark. (15) aujeszky vi-
rusu ile erfekte rasal epitel hiicrelerinde, Nii ve ark. (13) HSV ile
erfekte ediler. irsar. amrion hiicrelerirde gekirdek zari yanisira sitop-
lazmik zavlanmanr olduguru saptanuslardir. Leestma ve ark. (11)
bu vezikiillerin muhtemeler: golgi aparatt yada LR keselerinden
kayraklardigirn bildirmislerdir. Jasty ve Chang (8) IBR virusu ile
enfekte ediler. dana bébrek hiicrcleririn ¢ekirdek zarlarnnir reduplike
olarak, birbiri tizerire paketler.mis goriiniim kazardigiry ve bu memb-
ran yapilarl arasinda zarh virus partikiilleririn bulurduguru bildir-
mislerdir. Bu ¢abgmada da Jasty ve Chanrg(8)in bildirdigi gibi baz
hiicrelerin cekirdek zarlariran reduplikasyoru saptarmigtir. Berzer
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bulgular HSV, aujesky, equin herpes virus ile cr.fekte hiicrelerde (4),
cytomegalovirus ilc erfekte hiicrelerde (14) ve lucké tiimér explant-
larirda (22) da bildirilmigtir. Skirer ve Mizel (22) lucké tiimér cx-
plantlarinda, Darlington ve Moos (4) HSV ile erfekte BHV--1 hiic-
relerinin gekirdeklerinde keseler iginde zarh viruslanin bulurduguru,
bu olugsumlarin muhtemeler: hiicrerin i¢ zanrin reduplikasyonu so-
rucu olustuguru ve ¢ekirdek i¢ zart ile baglantili oldugunu bildirmis-
lerdir.

Viral morfolojiyle ilgili calismalarda dikkati cecken éremli bir
vapt intraruklear kdstal form olusumudur. Kristal yvapt olusumu
lucké tamoér explavtlarinda {22}, HSV {13) ve carine herpes virus
(16, 17) ile erfekte hiicrelerde bildirilmistir. Poste(16) ve Poste ve
ark. (17) carine herpes virusu ile erfekte kopek bobrek hicreleririn
% 307unda kristal yapr olugminuru septamiglardir. Arastinialar (17)
ayrica herpes viruslarda kristal yapr olusumunun virusur in vitro pa-
saj sayist ile iligkili olduguru, ¢ok sayida ir vitro pasajlanan virus-
larin kristal yapr olusturmadigint belirtmislerdir. Munz ve Gochel
(12) isc izole cdiler 4 herpesvirusur EM incelemesinde kristal yapi
olusumu gérmediklerini ve ircelener viruslanir sadece 8-14. pasaj
asamasinda olduguru bildirmislerdir. 1BR virusu ile enfekte hiicrelerde
bugiine kadar kristal yapt olusumu bildivilmemis olup, bu ¢aliymada
da cnfekte hiicrelerde kristal form goriilmemistir.

Bu aragtirmaran sonuglart 1BR virus ve diger herpesviruslarin
morfolojileriyle ilgili arastirmalar ile karplastinldiginda, herpesvirus-
lar grubu iginde buluran tim viruslarda replikasyor asamalarira
bagh olarak benzer yapisal gelismelerin oldugu gorilmistiir.
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