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OZET

Yazici, Merve. (2021). Hazara Viriisin Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriisii Igin
Model Organizma Olarak Arastirilmasi. Molekiiler Tip ABD. Doktora Tezi. istanbul

Hazara viriisii (HAZV), Bunyavirales siifinin Nairoviridae ailesinin Orthonairoviriis
cinsinden olup Kirim Kongo Kanamali Atesi Virisii (KKKAV) ile ayni cinse
mensuptur. KKKAV’nin neden oldugu Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) hastaligi
icin herhangi bir koruyucu veya terapdtik tedavi olmamasi viriisii yiiksek risk grubuna
sokup biyogiivenlik seviyesi (BSL) 4’te ¢alisilmasmi gerektirmektedir. Ote yandan,
aynit serogrubun bir iiyesi olan HAZV, insanlar i¢in bir patojen olarak rapor
edilmemistir. Bu sebeple HAZV, KKKAV i¢in model teskil etmekte ve BSL-2’de
calisilmaya izin vermektedir.

KKKAV ve HAZV S segmentlerinin kodladiklart NP’ler birbirlerine aminoasit
diizeyinde %59 oraninda benzerlik gostermektedir. KKKAV gibi pek ¢ok bunyaviriiste
NP, yiiksek immun cevap olusturmakta ve virlise karsi olusan antikorlarin tespitinde
kullanilmaktadir. HAZV ve KKKAV arasindaki benzerlikleri karakterize etmek ve
HAZV’yi KKKAV infeksiyonuna model olarak kullanabilmek i¢in tim viriisiin ve
HAZV NP’sinin ¢alisilmasi 6nem arz etmektedir.

Bu caligsmada, iki viriisiin insan, fare ve tavsanda olusturdugu humoral immun yanit
benzerlikleri arastirilmigtir. Bu amagla, viriislere ve NP proteinlerine karsi olusan
antikorlar enzim immunoassay (EIA) ve western blot yontemleriyle karsilastirilmistir.
Negatif kontrol olarak ise immiinize edilmemis fare ve tavsan serumlar1 ya da saglikli
insan serumlart kullanilmistir. Enzim immunoassay ve western blot testleri HAZV ve
KKKAV’ye karst olusan antikor yanitinde yliksek oranda bir capraz tepkimenin
varligin1 ortaya konmustur. Bu sonuglar, HAZV ve KKKAV NP'lerinin ve tiim viriisiin
humoral immiin yanitta 6nemli benzerlikler paylastigin1 ve HAZV'nin KKKAYV i¢in bir
model olarak kullanilma olasiliginin altin1 ¢izmektedir.

Anahtar Kelimeler: KKKAV, HAZV, nikleoprotein, capraz tepkime humoral
immiinite.

Bu calisma, Bezmialem Vakif Universitesi BAP birimi tarafindan desteklenmistir. Proje
No: 6.2017/27 ve 4.2019/12



Xviii

ABSTRACT

Yazici, Merve. (2021). Investigation of Hazara Virus as a Model for Crimean Congo
Hemorrhagic Fever Virus. Istanbul University, Institute of Health Science, Institute of
Experimental Medical Research, Department of Molecular Medicine. PhD Thesis.
Istanbul.

Hazara virus (HAZV) is a member Nairoviridae family and belongs to the same
serogroup as Crimean-Congo hemorrhagic fever virus (CCHFV), which is considered a
severe public health threat. The absence of any preventive or therapeutic treatment
against the CCHF disease places the virus in the high-risk group and required to study at
biosafety level (BSL) 4. On the other hand, HAZV, a member of the same serogroup,
has not been reported as a pathogen for humans. For this reason, HAZV constitutes a
model for CCHFV, taking into account it’s serological and phylogenetic similarity to
CCHFV, and allows it studied in BSL-2.

The NPs encoded by CCHFV and HAZV S segments are 59% similar to each other. In
many bunyaviruses such as CCHFV, NP creates a high immune response and is used to
detect antibodies against the virus. It is worthwhile to study the whole virus and HAZV
NP to characterize the similarities between HAZV and CCHFV and utilize HAZV as a
model for CCHFV infection.

In this study, antigenic similarities between the two viruses were demonstrated by
antibodies produced in different species (mouse and rabbit) against whole CCHFV and
CCHFV NP, as well as CCHF convalescent human sera. For this purpose, whole virus
HAZV and HAZV NP and as positive control CCHFV NP were used as antigens to
conduct enzyme immunoassays (EIA) and western blotting with the above-mentioned
antibodies. As a negative control, non-immunized rabbit or healthy human sera were
used. As a result of the tests performed, a strong cross-reaction between HAZV and
KKKAV was revealed. These results have drawn the preference for HAZV and
CCHFAV NP' and the whole virus for significant similarities in humoral immune
response and that HAZV can be used as a model for CCHFV. These results underlined
that HAZV and CCHFV NPs and the whole virus share important similarities in
humoral immune response and that HAZV can be used as a model for CCHFV.

Key words: KKKAV, HAZV, nucleoprotein, cross-reaction, humoral immmunity

This work was funded by Bezmialem Vakif University Research Council (BAP). Proje
No: 6.2017/27 ve 4.2019/12



1. GIRIS VE AMAC

Kirim-Kongo kanamali ates viriisti (KKKAV) negatif sarmalli bir RNA viriisii
olup Bunyavirales sinifinin Nairoviridae ailesine mensuptur. Tarihte ilk tespit edilen
Kirim-Kongo atesi (KKKA) hastaligr salgini, 1944 yazinda, Kirim yarimadasinin
Alman isgali altindaki bdlgelerini yeniden isgal eden Sovyet birliklerinin, yiiksek
kanama ve sok insidansi ile akut atesli bir hastalik gegirmesiyle gerg¢eklesmistir [1-4].
Yaklasik 200 askeri personel hastaneye kaldirilmis ve bunlarmm %10'u Slmiistiir.
1960'larin  sonlarinda, Kirim'daki bu hemorajik hastalik etkeninin Belgika
Kongosu’ndaki (Demokratik Kongo Cumbhuriyeti) hemorajik hastaligin etkenine benzer
oldugu kesfedilmis ve bu patojene Kirim-Kongo kanamali atesi viriisii ad1 verilmistir
[5]. Dogada Ixodid tiirii keneler araciligiyla tasinmakta olan KKKAV, Tiirkiye,
Balkanlar, Giiney-Dogu Avrupa, Ortadogu, Afrika ve Asya’da endemiktir. KKKA en
sik, infekte bir kenenin isirmasiyla tarim isgileri arasinda ve daha az 6l¢iide infekte
hayvanlarin kanmma ve dokularina maruz kalan mezbaha c¢alisanlarinda, ya da infekte
hastalarin viicut sivilariyla temas sonrasi saglik personeli arasinda goriilmektedir.
KKKA, hafif, non-spesifik atesli bir sendromdan vaskiiler sizinti, ¢oklu organ
yetmezligi, sok ve kanamaya kadar ilerleyebilen siddet spektrumuna sahiptir. Vaka
6lim oranlart salginlar arasinda farklilik gosterirken tipik olarak %S5 ile %30 arasinda
degismektedir [6, 7]. Hastaliga karsi heniiz koruyucu ya da Onleyici bir tedavinin
bulunmamasi, KKKAV’nin ancak biyogiivenlik seviyesi (BSL) 4 olan laboratuvarlarda
calisilmasini zorunlu kilmakta ve virlisiin ¢alisilmasini kisitlamaktadir. Ayni zamanda
virlislin asil tehdit olusturdugu iilkelerin gelismekte olan iilkeler olmasi, virtisle alakali

calismalarin yavas ilerlemesine sebep olmaktadir.

Hazara viris (HAZV), Bunyavirales smifinin Nairoviridae ailesinin
Orthonairovirus cinsinden olup KKKAYV ile aymi serogruptandir. Calisilmasi igin
yiiksek biyogiivenlik seviyesi gerektiren ve en 6dnemli insan patojenlerinden biri olan
KKKAV’nin [8] aksine HAZV’nin, insanda ya da hayvanlarda hastalik yaptig
raporlanmamustir. Ik defa, 1964 yilinda Pakistan’in Hazara bdlgesindeki Ixodes
redikorzevi tiirii kenelerden izole edilen HAZV'nin diinya ¢apindaki dagilimi genis
capta incelenmemistir. Ancak HAZV'ye kars1 antikorlar yabani kemirgen serumlarinda

tanimlanmistir [4, 9, 10]. Daha az kisitlayici BSL 2 kosullarinda calisilabilen HAZV,



20

KKKAV’ye serolojik ve filogenetik benzerligi gz Oniinde bulundurularak KKKAV
icin model olabilecegi ifade edilmektedir. HAZV, KKKAYV i¢in potansiyel bir model
olmasima ragmen, viriisiin biyolojisi ve immiinolojisi derinlemesine incelenmemistir
[11, 12]. HAZV ve KKKAYV dahil olmak iizere birkag Nairovirus arasindaki antijenik
benzerlikler kirk yil 6nce ele alinmis; fakat bu bilgiler daha sonralari dogrulayici
caligmalarla desteklenmemigtir. Casal ve arkadaslarinin 1980 yilinda yaptigi bir
calismada nairoviriislerin yapisal 6zellikleri incelenmistir. Bu ¢aligmada, notralizasyon
ve hemagliitinasyon inhibisyonu yoluyla KKKAV ve HAZV arasindaki capraz
tepkimenin varligi ifade edilmistir [10]. 1980’de Foulke ve arkadaslari tarafindan
yapilan bagka bir ¢aligmada, HAZV’nin KKKAYV i¢in ¢apraz koruma sagladig ifade
edilmis, ancak bu bilgi de yayinlanmamis bir gozlem olarak kalmistir [13]. Bu
raporlardan on yil sonra, iki viriisiin niikleoproteinlerini (NP) kodlayan DNA sekansi
arasindaki benzerlik ve zayif bir antijenik ¢apraz reaksiyon varligi, Marriot ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir caligmada gosterilmistir [14]. Yakin tarihli bir
calismada, KKKAV ve HAZV'nin bagisikligi zayiflamis farelerde benzer patoloji
gosterdigi ve her iki viriisiin de embriyolu tavuk yumurtalarini 6liimciil etkiledigi ortaya
konmustur [15]. Bildirilen g¢alismalar oldukc¢a simirhidir ve HAZV ve KKKAV'nin
bireysel protein seviyelerinde antijenik benzerlikler paylastigin1 ve ayrica HAZV'nin
KKKAYV ig¢in kapsamli bir model olarak hizmet edebilecegini kesin olarak belgelemek
icin yeterli degildir.

Bu c¢alismada, s6z konusu calismalardan hareketle, HAZV’nin KKKAV igin
model olma potansiyeli tiim virtislerin ve virtislerin kodladigi NP’lerin olusturdugu
stvisal immun cevaplar arasindaki benzerlikler iizerinden adreslenmistir. Bu amacla
HAZV, memeli hiicre hattinda c¢ogaltilmis ve ardindan titresi belirlenerek
saflastirilmistir. Saflastirilan virlis, EIA’da yakalayici antijen olarak kullanilmis ve
KKKA geciren hasta serumlarina ek olarak KKKAYV ile bagisiklanmis fare ve tavsan
serumlarindaki KKKAV’ye 6zgii antikorlarla ¢apraz tepkime varligi ortaya konmustur.
Ayni sekilde Hazara JC 280 susu NP’si E. coli’de iiretilmis ve ardindan saflagtirilmistir.
Enzim immun analizlerde, KKKAV-NP'ye kars1 gelistirilmis poliklonal fare antiserumu
ve KKKAV'ye kars1 gelistirilmis tavsan ve fare poliklonal antiserumu kullanilmis ve iki
viriistin  anti-NP  humoral immiin yanitlarindaki giicli antijenik benzerlikler
gosterilmistir. Ayrica antijen olarak HAZV ile enfekte olmus hiicre lizati western

blotlamada antijen olarak kullanilmis ve HAZV-NP, KKKAV'ye kars1 gelistirilmis
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tavsan ve fare poliklonal antiserumu ile tepkime vermistir. Boylelikle, HAZV ile infekte
hiicrelerde iiretilen otantik HAZV NP ile KKKAV NP arasindaki ¢apraz tepkimenin
varligi ortaya konmustur. Bu sonuglar, HAZV ve KKKAV NP'lerinin degisik tiirlerde
olusturdugu sivisal bagisik yanitlar arasinda onemli benzerlikler bulundugu ve

HAZV'nin KKKAYV ig¢in bir model olma potansiyelini gostermektedir.
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2. GENEL BILGILER

2.1.1. KKKAY ve HAZV’nin kesfi

1944-1945 yillar1 arasinda, Kirim Yarimada’sinda yaklasik 200 Sovyet askeri
personel arasinda ciddi kanamalarla seyreden salgin bir hastaliga, Kirim kanamali atesi
(KKA) hastalig1 ad1 verilmistir. Pirojenik tedavi gerektiren psikiyatrik hastalarda, Kirim
kanamal1 ates viriisii olarak adlandirilan, KK A hastalarindan izole edilen filtrelenebilir
bir ajanla infeksiyonun ardindan indiikklenen KKA benzeri klinik semptomlarin
gozlenmesiyle bir viral etiyoloji belirlenmistir [8]. Viral ajan ilk defa 1967°de
Astrahan’da, KKA hastalarindan alinan orneklerin yeni-dogan beyaz fare beynine
inokulasyonuyla izole edilmistir. Izole edilen sus (Drozdov) serolojik caligmalar1 ve
cesitli cografi bolgelerdeki farkli salginlardan izole edilen viriislerin karsilastiriimasini
miimkiin kilacak antikor ve antijenlerin gelistirilmesine izin vermistir [9]. M.P.
Chumakov ve Jordi Casals arasindaki isbirligi, 1945’te Kirim’da izole edilen viriisiin
1956’da Kongo ve Uganda’da hastalardan elde edilen li¢ Kongo viriis susundan
antijenik olarak ayirt edilemez olmasi, viriisiin Kirim-Kongo kanamali ates viriisii
(KKKAV) olarak tekrar adlandirilmasiyla sonuglanmustir [4]. Viral ajan, benzer
zamanlarda Hyalomma plumbeum (Hyalomma marginatum), kenelerinden elde edilen

suspensiyonlarda tespit edilmis ve virlisiin vektoriiniin keneler oldugu belirlenmistir [9].

KKKAV’nin identifikasyonu ve karakterizasyonu son 50 yilda gergeklesmesine
ragmen, KKKA benzeri semptomlar 12. ylizyila kadar uzanan bir tarihte Tacikistan
bolgesinde belgelendirilmistir. Belirtiler idrar, kusmuk, balgam, rektum ve karin
boslugunda kanamay:r kapsamakta ve sert, kiiclik eklem bacaklilar hastaligin
yayitlimindan sorumlu tutulmaktadir [10]. Cok yakin gegmise dek, KKKA
Ozbekistan’n giineyindeki yerli ydre halki tarafindan ii¢ farkli isimle tanmnmistir. Bu da
sunu gostermektedir ki KKKAYV, {izerinde yapilan son ¢alismalara ve elde edilen tiim

bilgilere ragmen, ylizyillardir insan kanamali atesinden sorumlu 6nemli ajanlardan

biridir [4].

Hazara orthonairovirus (HAZV) ilk defa 1970 yilinda Bat1 Pakistan’in Hazara
bolgesinin Kagan Vadisi’ndeki yar1 arktik arazide yasayan Alticola roylei tiirii tarla
faresinden toplanan kenelerden izole edilmistir. Erken serolojik testler, bu ajanin

KKKAYV ile baglantili fakat farkli bir viriis oldugunu gostermistir [11]. KKKAV
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infeksiyonu ile uyumlu olarak, HAZV infeksiyonu yeni dogan farelerde beyin i¢i viriis
inokulasyonu sonrasi Oliimciil bir hastalikla sonuglanmig ve karaciger ve beyin
dokusunda yiiksek miktarda viral yiik tespit edilmistir [12]. Ancak, HAZV nin insanda
infesiyona ya da hastaliga neden olduguna dair hi¢bir kanit bulunmamaktadir ve cografi

dagilimina ait yeterli bilgi mevcut degildir.

2.1.2. KKKAYV ve HAZV’nin simiflandirilmasi

KKKAYV ve HAZV, 2017 yilinda dogrusal, tek sarmalli, negatif ya da ambisens
RNA genomunda sahip viriisleri tanzim etmek i¢in olusturulmus olan Bunyavirales
smifinin Gyeleridir [13]. Baglangigta, 9 aile tanimlanmistir, ancak yeni kesfedilen
tiirlerin verimli bir sekilde siniflandirilmasina izin vermek adina en son Leishbuvidae
ve Tospoviridae ailelerinin de eklenmesiyle bu say1 2019 yilinda 12’ye ¢ikarilmistir
[14]. Su anda bu smifta Bunyavirales sinifin1 en genis taksonomik grup olmasini
saglayan 287’si belirlenmis yaklasik 500 isimlendirilmis izolat bulunmaktadir.
Bunyavirales smifinin olusturulmasindan Once bunyaviriisler, 5 cinsten olusan
Bunyaviridae ailesi i¢inde siniflandirilmistir (Nairovirus, Orthobunyavirus, Hantavirus,

Phlebovirus and Tospovirus).

Hem KKKAV hem de HAZV, Nairoviridae ailesinin iiyeleridir ve ayrica 13
farkli viriisle birlikte ortonairovirus cinsinde siniflandirilmistir (Sekil 2.1-1). Bu cins
icerisinden dikkate deger 6rnekler arasinda, cinsin bir tiirii olan Dugbe orthonairovirus
ve koyun ve kecilerde % 90 6liim oranina ve énemli ekonomik bozulmaya neden olan

Nairobi Koyun Hastaligi orthonairovirusu bulunmaktadir [15].

2.1.3. Bulas yollari, vektorler ve konakgilar

KKKAV ¢esitli Ixodid (sert) tiirii keneler araciligiyla anneden yavrularina
(transovarian) ve larvadan nimf ve erigskin formlara (transstadiyal) olarak bulasan
zoonotik bir infeksiyon ajanidir. KKKAYV, tatarcik sinegi gibi diger eklem bacaklilardan
da izole edilmis olsa da, bunun infekte bir memeliden yakin zamanda beslenme
kaynaklt oldugu diisiiniilmektedir [16]. KKKAV, yumusak kenelerde muhafaza
edilmemektedir. Deneysel infeksiyon, bu tiir kenelerin virlisii dokulara yaymadigini
veya virlisiin transstadiyal formda muhafaza edildigini géstermektedir [17, 18]. Viriis
kenelerin, bahar ve yaz aylar1 boyunca kiiciik ya da biiyiik memeli konak¢ilardan
sagladigi kan oOgilinlerinde ¢ogalir. Ixodid tiirii keneler, KKKAV’nin tiim yasam

dongiisiiniin her seviyesinde ev sahipligi yapmakatadir. Insanlar gecici olarak
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KKKAV’nin devamini saglamaktadir. Ancak insan, viriis i¢in zorunlu olmayan ve

‘nihai-son-dead-end’ konaktir [7].

Aile »| Cins »| Tir
Arenaviridae Orthonairovirus _’ Artashat orthonairovirus
Cruliviridae Shaspivirus Chim orthonairovirus
Fimoviridae Striwavirus Kirim-Kongo kanamali ates orthonairovirus
Hantaviridae Dera Ghazi Khan orthonairovirus
Leishbuviridae Dugbe orthonairovirus
Mypoviridae Estero Real orthonairovirus
Nairoviridae Hazara orthonairovirus
Peribunyaviridae Hughes orthonairovirus
Phasmaviridae Kasokero orthonairovirus
Phenuiviridae Keterah orthonairovirus
Tospoviridae Nairobi koyun hastaligi orthonairovirus
Wupedeviridae Qalyub orthonairovirus
Sakhalin orthonairovirus
Tamdy orthonairovirus
Thiafora orthonairovirus

Sekil 2.2-1: HAZV orthonairovirus (HAZV) ve Kirim-Kongo kanamah ates

orthonairovirus (KKKAV)nin Bunyavirales takimi i¢inde simflandirilmasi.

Sekilde gorildigi gibi HAZV ve KKKAV Bunyavirales takimi, Nairoviridae ailesi ve Orthonairovirus cinsinde
siniflandirilmaktadir. Orthonairoviriis cinsine mensup tiim tiirler listelenmistir.

Kenede ilk infeksiyon, infekte bir konaktan kan emildiginde gerceklesmektedir.
KKKAV kenenin ilk o6nce midgut duvarindaki hiicreleri infekte edip burada
cogalmaktadir [19]. Viriis miktarinin en yiksek oldugu tiikiiriik bezleri ve iireme

organlar1 dahil olmak iizere birden fazla dokuya yayilim daha sonra ger¢eklesmektedir.

Infekte disiler viriisii transovaryal bulas yoluyla yavrulara tasiyabilirler.
Hyalomma tiirii kene larvalar1 yumurtadan g¢iktiktan sonra ilk kan Ogiinlerini kiiglik
memeliler ya da kuslardan saglarlar. ilk beslenmenin ardindan, nimf bu kii¢iik konagi
birakir ve deri degistirerek yetiskin formuna doniisiir. Yetigkin keneler besinlerini daha
biiyiik bir konak¢1 hayvandan saglar ve beslenme siiresinde ¢iftlesir. Disi keneler daha
sonra diiser ve yumurtlama i¢in uygun bir yer bulur ve bu dongii tekrar eder [20].
Hyalomma tiirlerinin sematik yasam dongiisii sekil 2.1-2°de gosterilmistir. Konak
infeksiyonu serolojik testlerle belirlenebilir. Bu yontem, KKKAV’nin dolasimda oldugu
bolgelerde oldukga faydalidir. Pek ¢ok yabani ve evcil hayvan tiiriinde, at, esek, koyun,
sigir ve devekuslarinda ¢ok diisiik seviyede viral replikasyon tespit edilmistir [17, 21-
23].
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Sekil 2.2-2: Hyalomma tiirlerinin tam yasam dongiisii.

Hyalomma tiirlerinin tam yasam dongiisii i¢in biiyiik ve kiigiikbas konakgilar gereklidir. KKKAYV ile infekte bir kene
viriisii tiim yasam dongiisii boyunca tasir ve viriisii dikey olarak yavrulara gegirilebilir. Insanlar, yasam dongiisiiniin
herhangi bir agamasinda infekte olmus bir kene tarafindan 1sirilma sonucu infekte olurlar, ancak yetigskin Hyalomma

tiirlerinin ¢ogu insan infeksiyonundan sorumlu oldugu oldugu diisiiniilmektedir.

Kuglarm, Hyalomma tiirii larva ve nimfler i¢in muhtemel infekte kan kaynag:
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak, infekte kene ile temasi1 sonrasi kuslarin viremik
hale geldigine dair kanit bulunmamistir. Kuslardan izole edilen kenelerin KKKAV
pozitif oldugu ortaya konmustur. Ancak, kuslarin kendilerinin viral replikasyon ig¢in
konakg1 oldugu diistiniillmemektedir [4]. Dolayisiyla, KKKAV’nin bulasinda kuslarin
olas1 roliniin KKKAV pozitif kenelerin kiiresel dagilimini arttirmak oldugu

sOylenebilir.

Insanlara bulas, viriisle infekte keneler tarafindan insanlarm 1sirilmasiyla
meydana gelir. Hyalomma tiirti kenelerin iki konakli yasam dongiisii artan KKKA
vakalarindan sorumlu olabilir. Hyalomma tiirti keneler igin hem kii¢iik hem de
bliylikbas memeli konakgilar nerede bol ise insandaki infeksiyon oram1 o kadar
diigiiktiir. Ancak kiigiik konakgilara kiyasla biiyiikkbas konake¢1 sayisindaki dengesizlik
insan vakalarini arttirmaktadir. Kirim’daki Sovyet askeri personeli arasinda ortaya ¢ikan
salgin sebebinin bu oldugu varsayilmaktadir. Son donemlerde yabani tavsan

popiilasyonlar1 ¢ogalmasina ragmen ¢iftlik hayvanlarinin sayisi keskin bir sekilde
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azalmistir. Bu da Hyalomma tiirii kenelerin beslenecegi insan harici biiyiikk memeli
konake¢1r sayisinin  eksilmesi anlamina gelmektedir. Orduda gorilen KKKA
vakalarindaki ani artis Hyalomma tiirii kenelerin insanlari alternatif besin kaynagi
olarak kullanmasmin sonucu gibi goriilmektedir. Kene 1siriklarina ek olarak, insana
bulas hastaligin ilk 7-10 giinliik evresinde infekte bir hastanin kan ya da viicut sivisiyla

dogrudan temas yoluyla da gerceklesebilmektedir.

2.1.4. KKKAV’nin epidemiyolojisi ve cografi dagilim

KKKAYV, kesfinde bu yana 140’tan fazla salgindan ve 6000°den fazla vakadan
sorumlu olan Dang (Dengue) hummasi viriisiinden sonra tibbi agidan en yaygin ve en
onemli ikinci arboviriistiir [24]. Salginlar, Cin’den Afrika’ya kadar genis bir cografi
alandan meydana gelmistir ve son donemde Hindistan, Avrupa ve Orta Dogu’da da

vakalar rapor edilmistir (Sekil 2.1-3) [4, 25-27].

Kirim Kongo Kanamah Atesi Viriisiiniin Cografik Yayilim

50" Kuzey Enlemi: Fyvlommg cisi Kenelerio cofirali yayulim sinen

Hyatawwa ctun bearlerts achp
KEKCH ‘win virodo ik & sevobefih loaan ve velode varigy
Vills .49 aram KKK olgen

3 e B v 50 ve oot KKKH gase

# viceld Health
k‘_v Organization
W 1

17 A g neerved

Sekil 2.2-3: Kirinm-Kongo kanamal ates viriisiiniin cografik yayilimi.

Soluk sar1 renkli iilkeler Hyalomma cinsi kenelerin varlig: bildirilen bolgelerdir. Sart renkli iilkelerde KKKA vakalari
raporlanmamistir ancak KKKAV kenelerden ve hayvanlardan izole edilmistir ya da serolojik ¢aligmalar KKKAV
varligini ortaya koymaktadir. Turuncu iilkeler yillik 4-49 KKKA vakasi raporlamaktadir. Kirmiz1 iilkeler ise yillik
50’den fazla KKKA vakasi bildirmektedir. Gri renkli iilkelerin iistiindeki yatay ¢izgi, Hyalomma cinsi kenelerin en
kuzeydeki dagihm smimmi gostermektedir. Resim DSO tarafindan 2017 yilindaki rapordan adapte edilmistir.

(https://www.who.int/health-topics/crimean-congo-haemorrhagic-fever/#tab=tab 1)
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Bununla birlikte, KKKAV'nin gergek cografi dagilimi muhtemelen siirveyans
sistemlerinin olmamasi nedeniyle mevcut tahminlerin 6nerdiginden daha genistir. Viriis
veya insan KKKA vakalarina iligkin ilk raporlar, bilinenden daha genis dagilimi
destekleyen ve gilinlimiizde uygulanan siirveyans sistemleri ile uyumludur [28]. Buna
ek olarak, endemik iilkelerdeki vakalar yildan yila artmaktadir. 2016 ve 2018 yillar
arasinda Afganistan'daki KKKA vakalar1 iizerine yapilan bir arastirma, 2016'da 163,
2017'de 245 ve 2018'de 483 vaka ile vakalarin yildan yila arttigini bildirilmistir [29] .

Avrupa Hastalik Onleme Merkezi tarafindan Ingiltere ve Norveg'te ilk kez
Hyalomma keneleri tespit edilmesiyle birlikte daha Once virlisten etkilenmeyen
iilkelerde de yeni vakalar bildirilmesi kene vektoriiniin artan cografi dagiliminin bir
sonucu olabilir [30, 31]. Buna ilaveten, bazi iilkeler endemik bolgelere seyahat eden ve
bu bolgelerden ziyarete gelen KKKA hastalar1 raporlamistir. Birlesik Krallik, biri 2012
yilinda Afganistan’dan digeri ise 2014 yilinda Bulgaristan’dan donen iki KKKA vakasi
bildirmistir [32, 33]. Modern ¢agda, uluslararasi seyahatin kolayligi goz Oniine

alindiginda, ilk vakalarimi bildiren ilkelerin sayisinin artmasi kaginilmazdir.

2.1.5. Kirnm-Kongo Kanamal Atesi Teshisi

Ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR), immiinofloresan
analizi (IFA), antikor ve antijen yakalayic1 EIA ve virlis izolasyonu dahil olmak iizere
bircok KKKA teshisi yontemi mevcuttur. KKKAV’nin BSL 4’te ¢alisilmasi
zorunlulugu sebebiyle, viriis izolasyonu nadiren bir teshis araci olarak kullanilmaktadir.
Teshiste oncelikli tercih edilen bir yontem, infeksiyonu en erken ve en yiiksek seviyede
algilama hassasiyetine sahip oldugu i¢in RT-PZR’dir [34]. Bununla birlikte, KKK A’ ’nin
RT-PZR ile teshisine yonelik zorluklar, KKKAV’nin tiim suslarin1 kapsayan korunmus
bir gen dizisinin belirlenmemis olmasindan kaynaklanmaktadir [35, 36]. Bu sebeple
Onerilen tan1 yontemi, RT-PZR gibi bir niikleik asit amplifikasyon testi ile birlikte EIA
gibi bir immiinolojik testin bir kombinasyonudur [36, 37]. Hem niikleik asit
amplifikasyonu hem de immunolojik yaklagimlar, KKKA salgin bdlgelerinde genel
olarak bulunmayan orta veya yiiksek diizeyde biyolojik muhafaza altyapisi
gerektirmektedir. Bu nedenle hizli tani testleri, salgin bolgesinde ilk tarama igin bir
secenek sunmaktadir. Hizli tani testleri, niikleik asit amplifikasyonu ve immiinolojik

temelli testler ile benzer prensipleri kullanmasina ragmen genellikle bir saat i¢inde ¢ok
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daha hizli tan1 saglayan bir akis formati kullanmaktadir. Hizli tani testlerinin
dezavantaji, ciddi ve oliimciil KKKA vakalarinda gozlenen disiik serolojik yanit

nedeniyle diisiik duyarlilik géstermeleridir [38].

2.1.6. Klinik Belirtiler ve Tedavi Secenekleri

Insanlar genellikle kene 1sirmasi ya da kontamine hayvan ile temas sonrast KKKAV
ile infekte olurlar. Aynm1 zamanda hastane infeksiyonlar1 da yaygindir ve Avrupa, Asya ve
Afrika'dan saglik ¢alisanlarinin KKKA’ya yakalandigi belgelenmistir [39, 40]. KKKA
infeksiyonu genellikle liimciildiir ve bildirilen vakalarin %3-30'u 6limle sonuglanir.

Ancak izole salginlarda %70 gibi 6nemli 6l¢iide yiiksek 6liim oranlari da goriilmiistiir
[4, 41, 42].

KKKA'nin klinik ilerlemesi 4 farkli evrede kategorize edilmektedir; kulugka,
pre-hemorajik evre, hemorajik dénem ve nekahat donemi. Bu asamalarin siiresi,
infeksiyonun kaynagina bagli olarak degismektedir; kene 1sir1g1 yoluyla bulasta en kisa
kulugka siiresi (2-3 giin) gozlenirken, infekte hayvan kaniyla (5 giin) veya insanla (5-6
giin) temas yoluyla bulasta bu siire degiskenlik gostermektedir [21]. Pre-hemorajik evre
ortalama 3 giin siirmektedir. Ancak, bu siire¢ 1 ila 7 giin arasinda degiskenlik
gostermektedir [4]. Pre-hemorajik evre sirasinda ates, bas agrisi, kas agrisi ve bas
donmesi semptomlar1 yaygindir ve bazi vakalarda ishal, bulanti ve kusma da
goriilmektedir [21, 41, 43, 44]. Hemorajik faz hizla gelisir ve 2 ila 3 giin siirer ve deri
altt kanama kaynakli petesi semptomlari ile mukozada ve ciltte hematom goriiniimii,
hemorajik faz ile iliskilidir. Burun, gastrointestinal sistem, rahim ve idrar yolundan
kanama da yaygin olmakla birlikte vajinal, dis eti ve beyin kanamasi1 da belgelenmistir
[21, 45]. Nekahat donemi, hastaligin ilk belirtilerinden yaklasik 10 ila 20 giin sonra
hayatta kalanlarda meydana gelmektedir. Bununla birlikte, bu fazdaki semptomlar
arasinda tasikardi, kararsiz nabiz, isitme ve hafiza kaybi, polindrit ve gegici tam sag

kayb1 goriilmesine ilave olarak semptomlar bunlarla sinrili degildir.

KKKA'"in ilk taniminm1 ve daha sonra neden olarak KKKAYV ile iligkisini takip
eden yaklasik 80 yil zarfinda, destekleyici bakim KKKA hastalar1 i¢in tedavinin temel
dayanag1 olarak kullanilmistir. Glinlimiizde KKKA’ya 6zgii lisansh as1 ya da herhangi
bir terapdtik tedavi bulunmamaktadir. Ancak etkinligi tartisilsa da ribavirin potansiyel
bir anti-viral ajan olarak gosterilmistir ve genel destekleyici bakim sirasinda kullanimi

DSO tarafindan tavsiye edilmektedir. Ribavirin, hedef hiicre i¢inde ribavirin-trifosfata
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(RTP) doniiserek fosforilasyona ugrayan bir guanozin analogudur [46]. RTP daha sonra
viral RNA'ya bagli RNA polimeraz (RdRp) tarafindan replike RNA zincirine dahil
edilmektedir. Baslangicta polioviriis ile gosterildigi gibi zincir uzamasinin veya zincir
sonlandirmasimin inhibisyonuna neden olan ribavirin, uzun bir zaman Hepatit C
virlisiiniin tedavisinde kullanilmistir [47, 48]. Bir siire 6nce STAT-1 nakavt fare
modelinde, infeksiyonun erken asamalarinda diisiik viral titrelerle uygulandiginda
ribavirinin KKKAV c¢alen¢ sonrast koruyucu bir rolii oldugu gosterilmistir [49].
Bununla birlikte, interferon (IFN) nakavt fare modelinde, ribavirin ve T-705 olarak da
bilinen baska bir niikleotid analogu favipiravirin uygulandiginda KKKAYV ile ¢aleng
sonrast hayatta kalan fare sayisinin oldukga diisiik oldugu goézlenmis ve ribavirinin
klinik olarak anlamli bir etkiye sahip olmadigi belirtilmistir [50]. Bu ¢alismada,
favipiravirinin, infeksiyonun erken evresinde kullanilmasa bile hastalarin kiigiikk bir

yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli klinik yarara sahip oldugu gosterilmistir.

Giliniimiizde diinya ¢apinda onaylanmis bir as1 olmamasina ragmen, potansiyel
bir KKKA as1 adayr Bulgaristan'da iiretilmistir. Yenidogan fare beyinlerinde ¢ogaltilan
viriis, kloroform muamelesi ve 58°C'de isitilarak inaktive edilmektedir ve ardindan
aliminyum hidroksit ile absorbe edilmektedir [51]. 1953 ve 1974 wyillar1 arasinda
Bulgaristan'da %17'lik bir 6liim oraniyla 1105 KKKA vakasi rapor edilmistir. 1974'te
uygulanan bir bagisiklama programinin ardindan, ayni donemde (1974'ten 1996'ya)
vaka sayis1t %11,4'lik bir 6lim oraniyla 279'a diismiistiir ve yillik vakalar nispeten
diisiik sayida kalmistir (yilda <20 vaka) [52, 53]. Bununla birlikte, bu as1 yalnizca
gelistirildigi Bulgaristan'da kullanim iznine sahiptir. Giivenlik endiseleri ve iiretim
maliyetleri nedeniyle risk altindaki niifusa sahip diger iilkelerde onay standartlarini
karsilamadigi belirtilmektedir. Potansiyel as1 adaylarina dair ¢alismalar halen devam
etmektedir. En umut verici adaylardan biri, IbAr10200 susunun tam uzunluktaki S ve L
genom segmentlerini igeren ancak M segmentinin dahil olmadigi plazmid aracili
transfeksiyon sistemiyle iiretilen viral replikon partikiiliidiir (VRP). Interferon o/B-
reseptor nakavt (IFNAR-/-) farelerin kullanildigi ¢alismada, VRP’nin tek bir dozunun
uygulanmasinin ardindan gerceklestirilen birden fazla KKKAV susu (IbAr10200,
Umman-97 ve Tiirkiye) ile ¢alen¢ sonrasi farelerin %100’liniin higbir klinik belirti
olmaksizin viriis tehdidinden kurtuldugu gésterilmistir [54]. Onceki diger ¢alismalarda,
IFNAR-/- farelerde KKKAV c¢alenci sonrasi tam koruma gosterilse de bunun i¢in birden

fazla doz gerekmis ve birden fazla susa karsi tam koruma saglanamamigtir [55-58].
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KKKAV’ye kars1 liretilmis bir diger as1 ise hiicre kiiltiirii tabanl tiretilmis ve formalin ile
inaktive edilmistir. Bu inaktif asinin bagisiklanmis farelerde fare beyni tabanli iiretilmis
olan viriisten saha giiclii ve saglam bir bagisik yanitinin yani sira yiiksek titede notralizan
antikor olusumunu sagladigi ortaya konmustur. Bu asmin (IFNAR-/-) farelerde %80

oraninda koruyuculuga sahip oldugu gosterilmistir

2.2. Viriis

2.2.1. Viriisiin Yapisi
KKKAYV ve HAZV, konak¢i1 kaynakli bir zara sahiptir ve yaklagik 80 ila 100 nm
capinda genis kiiresel viriyonlardir [59]. Yapisal glikoproteinler Gn ve Ge, ylizeyden 5
ila 10 nm uzayarak zardan c¢ikint1 yapar ve giris faz1 sirasinda hiicresel reseptorlere
baglanmadan sorumludur [60]. Viriyon iginde, viral genom segmentleri, viral
niikleoprotein (NP) ve RdRp i¢inde kapsiillenmektedir. HAZV viryonunun bir semasi
ve KKKAV ve HAZV'nin elektron mikrograflari, viriislerin kiiresel yapisini ve goreceli

boyutlarin1 detaylandirarak Sekil 2.2-1’de gosterilmistir.

2.3. Viral Genom Yapisi

KKKAV ve HAZV genomu, sirasiyla viral NP, glikoprotein prekiirsorii-onciisii-
(GPP) ve RdRp'yi kodlayan kiigiik (S), orta (M) ve biiyiik (L) olarak adlandirilan ii¢ tek
sarmalli RNA (ssRNA) segmentinden olusur. KKKAV S segmentinin, bir ambisense
kodlama stratejisi kullanarak yapisal olmayan ek bir proteini (NS'ler) kodladig:
bildirilmigtir [59]. Farkli cografi bolgelerden elde edilen KKKAV suslar
karsilagtirildiginda S, M ve L segmentler sirasiyla niikleotid sekansi bazinda %20, %31
ve %22 oraninda farklilik g6zlenmektedir. Amino asit bazinda bu farklilik sirasiyla %8,
%27 ve %10°dur [60]. Her gen boliimiiniin agik okuma g¢ergevesi (ORF), 5' ve 3'
terminallerinde kodlanmayan bolgeler (NTR) ile ¢evrilmektedir. Bu NTR'ler, viral RNA
sentez aktiviteleri i¢in promotdr gorevi goren Cis-etkili sinyaller icermektedir [61, 62].
NTR dizilerinin ayrica viral RNA'nin (VRNA) RNP olusturmak tizere enkapsidasyonu
ve bu RNP’lerin viriyonlara paketlenmesi dahil olmak tizere viral yasam dongiisiinde ek
rolere sahip oldugu varsayilmaktadir [63]. Her bir segmente 6zgii NTR’lerin uzunlugu
degiskenlik gostermekte, ancak VRNA’nin 5° terminalindeki NTR’ler her zaman 3’
NTR’lerden daha uzun niikleotid sekansina sahip oldugu belirtilmektedir. Her iki
terminaldeki dokuz niikleotid dizisi (5-UCUCAAAGA ve 3'AGAGUUUCU)

segmentler arasinda ve farkli nairoviriisler arasinda tamamen korunmustur. La Crosse
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virisi (LACV) gibi viriislerde promotor gorevi yapmak flizere viral RdRp'ye

A) B)

r Glikoprotein Ge¢ q Glikoprotein Gn

Niikleoprotein Bl RdRp R

baglanmay1 saglayan sa¢ tokasi goriiniimii olusturmaktadir [64].
Sekil 2.3-1: A) HAZV ve KKKAYV viryonunun sematik temsili

A) HAZV ve KKKAYV viriyonunun sematik temsili. Glikoprotein igeren viral zar ve RNP yapisini olugturan
niikleoprotein, viral RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) ve RNA yapisindaki genlerin olusturdugu ii¢c genom
segmenti gosterilmektedir. B) HAZV viriyonlarinin Punch v.d., 2018 tarafindan elde edilen elektron mikrografi,
6lgtim skalas1 100 nm. C) KKKAV viriyonlarinin Martin, Lindsey-Regnery v.d., 1985 tarafindan bildirilen elektron
mikrografi. Sekil Punch ve ark., 2018’den adapte edilmistir.

2.4. Viriis Tarafindan Kodlanan Proteinler

2.4.1. S segment

HAZV ve KKKAV'in S segmenti, viral niikleoproteini kodlarken; KKKAV’ nin
ayrica yakin zamanda bir ambisense kodlama stratejisi kullandigi ve yapisal olmayan -
non-structural — NSs’i kodladig: belirtilmistir [59].

2.4.1.1. HAZV ve KKKAYV Niikleokapsid Proteinleri
Hem KKKAV hem de HAZV NP'nin yapisi, bir¢ok grup tarafindan ¢alisilmistir
[65-68]. Hem KKKAV hem de HAZV NP, globiiler ve arm-kol domaini olmak tizere
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iki farkli domaine sahip olmasi nedeniyle biiyiik benzerlikler gostermektedir (Sekil 2.3-
1).

Kol domaininin globiiler domaine gore agisinin, iki alan arasindaki esnek bir
baglayici bolge nedeniyle degisken oldugu diistiniilmektedir. HAZV NP’de iki domain
birbirine bir alfa sarmali olan al3 ve 187 ila 196. rezidiilerden olusan halka ile

baglanmaktadir [68].

Kol domainin esnek dogasi, belki de en agik sekilde KKKAV NP’nin kristal
yapilarinda gosterilmistir; IbAr10200, Bagdat-12 ve YL04057 suslariin kristal yapisi
¢oziilmiis ve timiiniin, kol domainin farkli bir yonelimde oldugu ortaya konulmustur
[65, 66, 69]. Bu degisken pozisyonlarin NP’nin RNA’ya baglanma yetenegi gibi farkli

fonksiyonel etkileri olabilecegi bildirilmistir.

RNP olusumu sirasinda, HAZV NP ve KKKAV NP monomerleri, oligomerleri
olusturmak tizere diger monomerlerle etkilesime girmektedir. HAZV NP i¢in, kol
domaininde bu etkilesimde Leu279, Trp 263, Lys 275, Val271, Glu270 ve Phe216
olmak tizere 6 amino asidin ve global domain {izerinde ise Pro355 amino asidinin gérev
aldig1 belirlenmistir [68]. Global domaindeki prolin amino asidi, kol domainindeki 6
asidin olusturdugu hidrofobik bir cep iginde bulunmaktadir. Kol ve kiiresel domainler
arasindaki bu etkilesim tarzi, KKKAV NP oligomerlerinde de gozlenmektedir. Bu
etkilesimin, NP'nin uzun sarmal zincirli oligomerlerinin olusumundan sorumlu
olabilecegini ve bunlarin RNP olusumundaki rolleriyle islevsel olarak ilgisi olabilecegi
diigiiniilmektedir [67]. NP'nin RNA'y1r baglayip baglamadigi veya RNP olusumu
sirasinda ilk dnce oligomerleri olusturup olusturmadigi bilinmemektedir. Hem HAZV
NP hem de KKKAV NPmnin RNA baglama potansiyeli ortaya konmustur. HAZV
NP'nin yiizey elektrostatik potansiyeli grafiginin ¢izilmesiyle, herhangi bir RNA’nin
bozulmasini engelleyen iki Onemli alan ve birden fazla pozitif yiikk bolgesi
tamimlanmistir [68]. KKKAYV ile yapilan karsilastirmalar, platform ve cep boélgelerinin
korundugunu gostermektedir [65, 69]. Kolun esnek yapist ve platformun kol alanina
yakinlig1 g6z Oniine alindiginda, kolun esnekliginin, RNA baglanmasin1 ve RNP'lerin
olusumunu diizenleyen bir "gecit" mekanizmasi olarak hareket etmesi miimkiindiir.
RNA'nin  baglanabilecegi  potansiyel  bolgelerin  tanimlanmistir.  Ancak,
DNA/RNA:protein etkilesimlerini inceleyen bir elektroforetik mobilite deneyinde,
KKKAV’nin 24 niikleotidlik bir ssRNA fragmentine baglanmada zayif afinite
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gosterdigi belirlenmistir [66]. S6z konusu ¢aligmada saflastirilmis monomerik KKKAV
NP kullanildigr i¢in KKKAV NP oligomerlerinin RNA'ya daha kolay baglanmasi
miimkiindiir. Ayrica, 5' ve 3' uglarindaki NTR'lerin birbirlerine komplemanter olmasi
vRNA'y1 dairesel hale getiren bir dSRNA panhandle yapisinin olusumunu sagladigi da

distiniilmektedir.

Sekil 2.4-1: HAZV NP ve KKKAYV NP’nin kristal yapisinin karsilastirilmasi.

A) HAZV NP ve B) KKKAV NP ‘nin kristal yapisi karsilagtirildiginda, hem kol hem de globiiler domain yapisinda
iki molekiil arasindaki yiiksek oranda benzerlikler goriilmektedir. Sekil Surtees ve ark., 2015 ten adapte edilmistir.

KKKAV’nin bu dsRNA yapisina baglanma yeteneginin in vitro analizi,
KKKAV NP’nin hem HAZV hem de KKKAV vRNA’ya baglanabilmesi ancak
Hantavirus cinsinden Andes viriis vVRNA’sina baglanamamasi nedeniyle KKKAV
NP’nin sap (stalk) domaini ile VRNA panhandle yapis1 arasinda yiiksek bir etkilesimin
oldugunu gostermistir [70].

2.4.1.2. HAZV NP ve KKAYV NP’nin ek rolleri
RNP formasyonuna ek olarak, son yapilan ¢aligmalarda hem HAZV NP hem de

CCHFV NP’nin iki sarmal1 birbirine baglayan kol domaininin ucunda yer alan sirasiyla
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29DQVD?"? ve 2°DEVD?® kaspaz-3 béliinme motifini eksprese eden bolgeler
tanimlanmistir. Bu motifin biyolojik rolii belirsiz olmasina ragmen, HAZV NP ya da
KKKAV NP ile saflastirilmis aktif kaspaz-3’iin in vitro analizi, NP’nin 20 ve 32 kDa
agirh@inda iki triine ayrildigini géstermektedir [65, 67, 68]. Bu nedenle NP'nin, ¢ok
sayida kaspaz motifi ekspresyonu yoluyla kaspaz-3 boliinme seviyelerini azaltabilen ve
bdylece apoptozun ilerlemesini geciktirebilen Junin niikleoproteinine benzer bir sekilde
bir substrat tuzagi olarak davranmasi beklenmektedir [71]. Pro-apoptotik tiimor
baskilayic1 p53'tin DNA viriisii SV40 tarafindan inhibisyonu ve efektdr kaspazlarin
bakuloviriis p35 proteini tarafindan dogrudan inhibisyonu apoptozu geciktiren viriislerin

mekanizmalarina 6rnek olarak verilebilir [72, 73].

Konak hiicre proteinleri ile etkilesime ek olarak, HAZV NP ve KKKAV NP'nin
diger Bunyavirales iiyeleriyle birlikte hiicresel niikleik asitlerle etkilesime girdigi
gosterilmistir. KKKAV NP'nin, hem tek hem de ¢ift sarmalli DNA'da Mn?*, Co?* veya
Mg?* katyonlarmin mevcudiyetinde spesifik olmayan bir dizide intrinsik niikleaz
aktivite gosterdigi daha Onceki calismalarda ortaya konmustur. Bu niikleaz aktivitesi,
tek veya cift sarmalli RNA'yr par¢alayamamas: sebebiyle DNA’ya 06zgiidiir. Bu
aktiviteden sorumlu amino asitler, bolgeye yonelik mutajenez yoluyla Y374, R384,
E387, K411, H453 ve Q457 olarak tanimlanmis ve her birinin endoniikleaz aktivitesi
tizerinde degisken etkiye sahip oldugu gosterilmistir [66]. Bu aminoasitler, KKKAV'nin
kiiresel domainindeki pozitif yiiklii bir cep i¢inde bulunmaktadir. HAZV, Kupe viriisii
(KUPV) ve Erve viriisii (ERVEV) lizerindeki diger yapisal analizlerin tiimiinde benzer
pozitif ylklii cepler tanimlanmis; ancak ERVEV'de bir dongii bolgesinin cebe giris
tizerinde katlanmasiyla solvent erigimini engelledigi goriilmiistiir. Bu yapisal blokaj,
endoniikleaz aktivitesi ile iligkilidir. Ciinkii hem KUPV hem de HAZV, KKKAV’ye
benzer seviyelerde endoniikleaz aktivitesi sergilerken, ERVEV o6nemli 6lciide daha

diisiik enzimatik aktivite géstermistir [67].

Yapisal bir protein olan NP'ye ek olarak, KKKAV S segmentinin de yakin
zamanda ikinci bir yapisal olmayan NS proteinini eksprese ettigi bildirilmistir [59].
KKKAV NSs'lerin ORF'si, KKKAV NP'in ORF'si ile oOrtiisen ve pozitif yonde
kodlanmis 150 amino asitlik bir {irlinii ifade etmektedir. KKKAV NSs'lerin ektopik
ekspresyonu, aktif kaspaz 3/7 ve bolinmiis poli(ADP-riboz) (PARP) tespiti ile

apoptotik yolaklarin aktivasyonuna yol agmaktadir. NS'lerin Leul27 ve Leul3 amino
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asitlerinin mutajenezi sonucu, membran potansiyelinin bozulmasi yoluyla apoptozun
tetiklendigi, sitokrom C'nin sitoplazmaya salindigi goriilmiistir. HAZV'de NSs
ekspresyonu igin boyle bir kanit yoktur. Ancak benzer bir pozisyonda bir ORF
mevcuttur. HAZV’de NSs ekspresyonuna yonelik bir calisma, NSs’in bu viriisler

arasinda paylasilan bir 6zellik olup olmadigini belirlemek agisindan ilging olabilir.

NSs'lerin ifadesi, Bunyavirales’lerde sadece KKKAV'ye 6zgii degildir. Ailenin
tiiri olan Bunyamwera viriisiinde (BUNV) NSs ekspresyonu, sivrisinek hiicrelerinde
BUNV replikasyonu i¢in elzemdir [74]. BUNV NSs, ayrica interferon diizenleyici
faktor 3 araciligiyla apoptozu geciktirmekte ve BUNV infeksiyonunun erken
evrelerinde hiicre 6liimiinii 6nleyerek bagisiklik sistemini inhibe etmektedir [75]. Rift
Vadisi Atesi Virlisii (RVFV) NSs’i de ayni sekilde, transkripsiyon faktorii IIH ile
etkilesim yoluyla konak¢i hiicre transkripsiyonunu inhibe etmektedir [76]. Insanlari
infekte etmeyen Tospoviridae ailesi iiyeleri de NSs eksprese etmektedir. Bunyavirales
ailesi igineki Tospoviriislerden Tomato spotted wilt virus (TSWV), ambisense kodlama
stratejisi kullanarak NSs kodlamakta ve NSs hem konuk¢1 bitki hiicrelerinde hem de

bocek vektoriinde bir viriilans faktorii olarak tanimlanmaktadir [77, 78].

2.4.1.3. Antijenik benzerlik acisindan HAZV NP ve KKKAV NP

HAZV ve KKKAV dahil olmak iizere birkag Nairovirus arasindaki antijenik
benzerlikler kirk yil once ele alinmig; fakat bu bilgiler daha sonralar1 dogrulayici
caligmalarla desteklenmemistir. Casal ve arkadaslarmmin 1980 yilinda yaptigir bir
calismada nairoviriislerin yapisal 6zellikleri incelenmistir. Bu ¢alismada, notralizasyon
ve hemagliitinasyon inhibisyonu yoluyla KKKAV ve HAZV arasindaki capraz
tepkimenin varlig1 ifade edilmistir [79]. 1980’de Foulke ve arkadaslari tarafindan
yapilan bagka bir ¢aligmada, HAZV’nin KKKAV i¢in ¢apraz koruma sagladig: ifade
edilmis, ancak bu bilgi de yaymlanmamis bir gozlem olarak kalmistir [80]. Bu
raporlardan on yil sonra, iki viriisiin niikleoproteinlerini (NP) kodlayan DNA sekansi
arasindaki benzerlik ve zayif bir antijenik ¢apraz reaksiyon varligi, Marriot ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada gosterilmistir [81]. Yakin tarihli bir
calismada, KKKAV ve HAZV'nin bagisikligi zayiflamis farelerde benzer patoloji
gosterdigi ve her iki viriislin de embriyolu tavuk yumurtalarini 6liimciil etkiledigi ortaya
konmustur [82]. Bildirilen g¢alismalar olduk¢a smirlidir ve HAZV ve KKKAV'nin

bireysel protein seviyelerinde antijenik benzerlikler paylastigini ve ayrica HAZV'nin
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KKKAYV ig¢in kapsamli bir model olarak hizmet edebilecegini kesin olarak belgelemek
icin yeterli degildir.

S6z konusu calismalardan hareketle bu tezimizde iki virtisiin NP’leri arasindaki
capraz tepkimenin varligt ve humoral immiin yanittaki benzerlik adreslenmis ve
sonuglarimiz yayinlanmistir [83]. Calismamizda, HAZV NP ve KKKAV NP E. coli’de
tiretilmis ve KKKA geciren hasta serumlarinin birincil antikor olarak kullanildigi enzim
aracili immiin assay (EIA) yonteminde yakalayici antijen olarak kullanilmistir. Test
sonucuna gore, yakalayict antijen olarak HAZV NP’nin kullanildigi EIA nin duyarlilig
%80 iken, KKKAV NP’nin kullanildigi EIA’nin duyarliligit %90 olarak tespit
edilmistir. Bu sonuglar, iki virlisiin NP’leri arasinda giiglii bir ¢apraz tepkimenin
varligin1 gilincel yontemlerle kanitlamakta ve BSL-2 kosullarinda caligilabilen
HAZV'nin KKKAV i¢in kiymetli bir model olabilecegi tezini giiglendirmektedir. Iki
viriisiin NP’leri arasindaki ¢apraz tepkimenin varlig1 son yapilan ¢alismamizla ortaya
konmasma ragmen, glikoproteinleri arasindaki antijenik benzerlik sorusu halen

cevaplanmay1 beklemektedir.

2.5. M segment
M segmenti, KKKAV 6zelinde Gn ve Gc yapisal glikoproteinleri ve GP160,
GP85, GP38, NSm, GPmuc ve proGc olmak iizere yapisal olmayan glikoproteinleri
karmasik bir post-translasyonel modifikasyonlar yoluyla, 1689 amino asitli bir
poliprotein olarak M segmentinden kodlamaktadir (Sekil 2.4-1) [84, 85].
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Sekil 2.5-1 KKKAYV glikoprotein prekiirsoriiniin hiicresel proteazlar tarafindan islenmesi.

A) KKKAV M segmenti, tiim yapisal ve yapisal olmayan glikoproteinlerin tiiretildigi 1689 amino asitlik bir
poliprotein olarak ifade edilmektedir. GPP'nin birincil boliinmesi, iCLIP'ler ve sinyal peptidazlar (kirmizi oklar)
araciligiyla gergeklesmektedir. B) Birincil béliinme ile, yapisal olmayan hiicre i¢i preGn, NSm ve preGce proteinleri
ortaya ¢cikmaktadir. SKI-1/S1P (yesil ok), SKI-1/S1P benzeri (siyah ok) ve furin (mavi ok) ile bolinme, yapisal Ge ve
Gn proteinlerini, yapisal olmayan sekrete proteinler GP160/85 ve GP38'i ve karakterize edilmemis GPmuc ve proGe

proteinleri ortaya ¢ikarmaktadir. Sekil Bergeron ve ark., 2008’den adapte edilmistir.

HAZV M segmentinin kodladig1 yapisal glikoproteinlerin molekiiler agirliklart
84, 45 ve 30 kDa olarak bildirilmis, ancak bu veri dogrulanmamistir [80].

2.5.1.1. GPP’nin islenmesi

GPP, yapisal ve yapisal olmayan trlinleri olusturmak iizere konakg¢i hiicre
proteazlar1 tarafindan boliinmeyi kolaylastirmak i¢in yogun sekilde glikosile
edilmektedir. Bu, serin proteazlarin proprotein doniistiiriicii ailesi tiyelerinin GPP'yi
islemesini saglamaktadir [86]. GPP'nin N-terminal bolgesi, sentezi sekresyon yoluna
yonlendiren bir sinyal peptidi icermektedir. Bu sinyal peptidinin tam sekanslar1 susa
Ozgldiir ve sinyal araciligiyla boliinmenin susa bagli olarak 21-27. amino asitler
arasinda meydana geldigi tahmin edilmektedir [84]. Sinyal peptidi, oldukca degisken bir
miisin benzeri domain (MLD) i¢inde yer almaktadir. KKKAV'nin Matin susu MLD'si,
1-248 amino asitleri tarafindan kodlanmaktadir. Bu alanin (243-248) bes C-terminal
amino asidi, %14.3 ila %37.2 arasindaki niikleotid degiskenliginden kaynaklanan %23.8
ila %56.4 arasindaki aminoasit farkliligi ile M ORF'nin geri kalanina gore oldukga
degiskenlik gostermektedir [84, 87]. Sinyal peptidinin 1 ila 24’iincli aminoasitler
arasinda oldugu ve sekresyon yolaginda ¢ikarildigi tahmin edilmektedir. KKKAV
GPP’sinin tam islenme siireci ¢oklu hiicresel proteazlar ve kapsamli co- ve post-
translasyonel modifikasyonlar gerektirmektedir. GPP’nin diger dizi analizleri, 5 adet
transmembran domaini ve 3’1 Ge’de, 1’1 Gn’de, 2°si GP38’de ve 4’1 de yukarida anilan

MLD’de de olmak tizere 10 adet N-bagh glikozilasyon bolgesi ortaya ¢ikarmistir [84].

GPP'ye yonelik bir dizi birincil kesim olayi, preGn, NSm ve preGc'yi
olusturmaktadir. Bu kesimlerin, 2. ve 4. transmembran domainine yakin bir yerde
meydana geldigi ve intramembran kesim proteazlarinin (iCLIP'ler) etkisine bagli oldugu
bildirilmektedir (Sekil 1-6, A) [84, 88]. preGn, NSm ve preGc’den olusan bu iiriinler,
preGn’nin MLD’sinin O-glikozile oldugu Golgiye gitmekte ve ardindan ya ER’de ya da
cis-Golgi’ye giden yolda GP160/85 ve Gn’i de ortaya ¢ikaran belirli bir RRLL
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motifinden subtilisin kexin isozim 1/site-1 proteaz (SKI-1/S1P) tarafindan erken
sekresyon yolaginda boliinmektedir (Sekil 1-6, B) [89]. PreGc'den olgun Gc'nin
tiretilmesiyle sonug¢lanan boliinme olayindan sorumlu proteaz bilinmemektedir. Ancak
Guanarito arenaviriisiiniin SKI-1/S1P tarafindan sorumlu boliinme bolgesi olan RKPL
motifinin varligi, KKKAV preGe’si iizerinde benzer bir proteazin etkili olabilecegini
diisiindiirmektedir [90]. GP160/85, daha sonra GP38 ve MLD arasinda bulunan bir
RSKR motifinde furin tarafindan trans-Golgi aginda islenmektedir (Sekil 2.4-1) [84,
91]. Bunun yanm sira, KKKAV’ye model olarak kullanilan HAZV’nin kodladig
glikoproteinler Foulke ve arkadaglari tarafindan yapilan tek bir calismayla
aydinlatilmaya c¢alisilmigs ve bu konuda s6z konusu verileri dogrulayan bagimsiz
calismalar gdzlenmemistir. Iki viriisin M segmentinden kodlanan proteinlere kars
olusan antikor yanit1 benzerliginin var olup olmamasinin ortaya ¢ikarilmasi, HAZV nin

KKKAYV i¢in model olma potansiyelini de ortaya koyacak bir diger ¢alisma olacaktir.

2.6. L segment

HAZV ve KKKAV'™in L segmentlerinin her ikisi de yaklasik 12 kb
uzunlugundadir ve 11835 niikleotit ORF, 76 niikleotit 3' NTR ve 253 niikleotit 5' NTR
icermektedir [92]. Iki viriisin de ORF’si, yaklasik 448 kDa'lik bir poliproteini
kodlamakta, bu da onu diger bunyaviriis L proteinlerinden dnemli 6l¢iide daha biiyiik
kilmaktadir (Sekil 2.5-1) [93]. L segmentin kodladigi RdRp'nin N terminal bolgesi, de-
ubikitinasyon (DUB) ve immiin kaginmada ek rollere sahip, fonksiyonel bir yumurtalik
timorii (OTU) benzeri proteaz domainini kodlamaktadir [94]. Bu OTU domaininin bir
minigenom sisteminde RNA replikasyonu i¢in zorunlu olmadigi, ancak infeksiy6z
viriisiin eldesi agisindan gerekli oldugu gosterilmistir [95, 96]. Bu domainin daha sonra,
RdRp’nin interferon uyarict gen (ISG) 15 ve ubikitin (Ub)'ye baglanarak bir IFN
antagonisti olarak hareket ettigi ve hiicresel bagisiklik yanitini baskiladigi gosterilmistir
[97].

KIRIM-KONGO KANAMALI AES VIRUS(U L PROTEINI
(3945 aa, 448 kDa)

_ OTU_}——————[ endonikieaz | | RdRp _ |———F&

Sekil 2.6-1: L-proteinlerindeki fonksiyonel alanlar
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Kirim-Kongo Kanamali Ates Viriisiiniin L-proteini (3945 aa, 448 kDa), N-terminalde bir OTU alam igermektedir.
KKKAV L proteini i¢in yapisal bilgiler smirhdir ve noktali kutular ve gizgilerle belirtilmistir. islevsel alanlarin
boyutlar1 dlgekte gosterilmemistir. Gorsel Gotte, M. 2020°den adapte edilmistir.

Gilincel bir g¢alismada KKKAV’nin tam uzunluktaki L proteini bdcek
hiicrelerinde, OTU domaini ise bakteride eksprese edilmistir. Yapilan c¢alismada,
kromatografik yontemlerle saflastirilan tam uzunluktaki L proteinin ve OTU domainin,
Lys48- ve Lys63-bagli poli-ubikutin zincirlerini pargaladigi gosterilmistir. Ayrica,
ubikuitin analogu CC.4, KKKAYV ile iligkili tam uzunluktaki L proteininin DUB
aktivitesini benzer Ol¢lide inhibe etmektedir. DUB aktivitesinin inhibisyonu, RNA
sentezinin uzamasini etkilememekte, RNA sentezinin inhibisyonu ise DUB aktivitesini
etkilememektedir. Her iki bolge de birbirinden islevsel olarak bagimsiz gériinmektedir
[98].

Tam uzunluktaki Orthonairovirus L protein yapisi heniiz x-151n1 kristalografisi
ile bagsarili bir sekilde ¢ozlilmemistir. Fakat bunyaviriislerden LACV'nin polimerazi, 5'
ve 3' NTR'lerle kompleks halinde elektron mikroskop ve x-igin1 kristalografisi ile
¢Oziilmiistiir [64]. Ilging bir sekilde, 5' ve 3' NTR'lerin son 9 bazinin komplementer
dogasina ragmen bir kok halka yapisi olusturdugunu ve daha 6nce influenza viriisii i¢in
tanimlanan sekilde 3' NTR'nin RdRp'ye baglandigini gostermistir [99]. 5' ve 3' NTR'ler
arasinda bir "pan-handle" yapisi olusturmak ig¢in komplementer Watson-Crick baz
eslesmesini  kullanmak yerine NTR'lerin polimeraza bu sekilde baglanmasi,
Bunyavirales 6zelinde RNP'lerin dairesellestirilmesi i¢in alternatif bir mekanizma
onermektedir. Bu c¢alismalara ek olarak, Lassa ve Machupo arenaviriis polimerazlarinin
yapilar1 ¢oziilmiis ve LACV ve influenza virlisii polimerazlarina benzer mimari

sergiledigi gosterilmistir [100].

2020 yilinda yayimlanan bir calismada, HAZV OTU’nun kristal yapisi
¢oziilmils ve diger nairoviral OTU-substrat kompleksleri ile karsilastirildiginda HAZV
OTU’nin ubikitine baglanmasinda bazi siirpriz farkliliklarla karsilagilmistir. KKKAYV,
DUGV, ERVEV ve KUPEV’in de dahil oldugu bir¢ok nairoviriis OTU’su ubikitine
(Ub) ya da ISG15’e baglanmada genel olarak yiiksek benzerlik gosterirken; HAZV
OTU, Ub’ye farkli bir oryantasyonda baglanmaktadir [101]. Bu ¢alismadan elde edilen
sonuglar infeksiyon boyunca OTU’nun roliinii daha iyi anlamak i¢cin HAZV’yi bir

model sistem olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cozeltiler ve Tamponlar

3.1.1. 0,1 M Sodyum Kilorid
5,844 g sodyum klorid (NaCl 58,44 g/mol) tartilarak 100 ml deiyonize suda

¢oOzdiriilerek hazirlanmistir.

3.1.2. 2 M Potasyum Klorid
149,1 g potasyum klorid (KCI 74,55 g/mol) tartilarak 200 ml deiyonize suda

¢Ozdiriilerek hazirlanmistir.

3.1.3. 1 M Magnezyum Siilfat
120,366 g magnezyum siilfat (MgSO4 120,366 g/mol) tartilarak 1 litre deiyonize

suda c¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.

3.1.4. 1 M pH:8 Tris-HCI Cozeltisi
121,14 g Tris-HCI (121,14 g/mol) tartilarak 900 ml deiyonize su eklenerek
manyetik balik yardimiyla ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan HCI ile pH 8’e ayarlanmig ve

hacim 1 litreye ¢ikarilmistir.

3.1.5. 1 M Etilendiamintetraasetikasit Cozeltisi
29,2g Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (292,24 g/mol) tartilarak 90 ml

deiyonize su ile ¢oziilmiistiir. Ardindan HCI ile pH 8’e ayarlanmis ve hacim 100 ml’ye

tamamlanmastir.

3.1.6. %50 Glukoz Cozeltisi
25 g glukoz tartiliarak 50 ml deiyonize su ile ¢ozdiiriilmiistir. Ardindan 0,45

pum’lik filtreden gecirilerek sterilize edilmistir.

3.1.7. Kanamisin Stok Cozeltisi
0,5 g kanamisin tartilarak 10 ml deiyonize suda ¢ozdiiriilmiistiir. 0,22 pm’lik
filtreden gegirilen 50 mg/ml kanamisinporsiyonlar halinde -20 C’de muhafaza

edilmistir.

3.1.8. Luria-Bertani (LB) Siv1 Besiyeri
Tripton 10 g/L
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Maya ekstrakti 5¢g/L
NaCl 10 g/L

Besiyerinden 0,5 litre hazirlamak tlizere 12,5 g tartilmis ve 500 ml deiyonize suda
¢ozdirilmistiir. Elde edilen besiyeri 121°C’de otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Soguyan besiyeri +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.1.9. Kanamisin Iceren LB Sivi Besiyeri
Hazirlanmis LB sivi besiyerinin 50 ml’sine 50 pl 50 mg/ml kanamisin ¢dzeltisinden

eklenmis ve kullanilana kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.10. %30 Gliserollii Luria-Bertani Sivi Besiyeri
3.1.8’de acgiklandig1 iizere hazirlanan LB sivi besiyerinin 10 ml’sine 3 ml

gliserol eklenerek hazirlanmis ve +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.11. LB Broth Agar

Tripton 10 g/L
Maya ekstrakti 5¢g/L
NaCl 10 g/L

Yukaridaki kimyasallar1 karigim olarak igeren LB Broth’tan 12,5 g ve son
konsantrasyonu %1,5 olacak sekilde 7,5 g bakteriyel agardan tartilarak karigim 500 ml
deiyonize suda ¢ozdiriilmiistiir. Elde edilen karisim 121°C’de otoklavlanmis ve donma
sicakligina diismeden petri kaplarina dagitilmistir. Katilasan LB agar kati besiyeri
37°C’de bir giin bekletilmis ve kontaminasyon kontrolii yapilmistir. Kontrolden gegen

besiyerleri +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.12. Kanamisin Iceren LB Broth Agar
3.1.8°de tarif edildigi gibi hazirlanan besiyeri antibiyotik eklenebilecek kadar
sogudugunda ml’de 50 pg olacak sekilde kanamisin ¢ozeltisinden eklenmis ve petri
kaplarina dagitilmigtir. Agar katilastiktan sonra besiyeri igeren petri kutular1 37°C’lik
inkiibatorde bir gece bekletilerek sterilite kontrolii yapilmis ve daha sonra +4°C’de

saklanmustir.

3.1.13. SOC Siv1 Besiyeri
Maya ekstrakti 59/L
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Tripton 20 g/L
1 M NacCl 10 ml/L
2,5M KCI 1 ml/L
2 M MgSOs4 20 ml/L

Yukaridaki kimyasallar birlestirildikten sonra hacim 490 ml’ye deiyonize su ile
tamamlanmis ve pH:7,5’e ayarlanmistir. 121°C’de otoklavlanan besiyerine %20’lik
steril glukoz ¢6zeltisinden 10 ml eklenmistir. 37°C’de bir gece bekletilen besiyerine
sterilite kontrolii yapilmis ve ertesi giin porsiyonlanarak kullanilana kadar -20°°C’de

muhafaza edilmistir.
3.1.14. Tris-EDTA Cozeltisi
0,5M Tris pH 8 10 ml1/500 mi
1MEDTApHS8 2 mi/500 ml

250 ml Tris-EDTA ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 5ml Tris ve 1 ml EDTA
karistirilarak deiyonize su ile 250 ml’ye tamamlanmustir. 121°C’de otoklavlanan ¢ozelti

oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.1.15. TNE cozeltisi

1 M Tris-HCI pH 7 10 ml1/500 mi
1 M NaCl 50 ml
05MEDTApPH7 2 ml/500 ml

Tris-HCI, NaCl ve EDTA eklendikten sonra hacim 500 ml’ye tamamlanmis ve
0,45 um’lik filtreden gegirilerek sterilize edilmistir.

3.1.16. %20 Siikroz Cozeltili TNE
20 g stikroz TNE ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlanmis, ¢ézdiiriilmiis ve 0,45

um’lik filtreden gecirilerek sterilize edilmistir.
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3.1.17. Karboksimetilseliiloz ¢ozeltisi (CMC)
%1,6 CMC c¢ozeltisi hazirlamak amaciyla 1,6 g CMC bir beherde tartilip
otoklavlanmistir. Ayr1 bir beherde 100 ml deiyonize su tartilmis ve otoklavlanmistir. Su

ceker ocak altinda CMC’ye eklenmis ve gece boyunca karistirilmistir.

3.1.18. 0.5 M Kalsiyum Klorid Cozeltisi
55,49 g kalsiyum Kklorid (CaCl, 110,98 g/mol) tartilmis ve 500 ml deiyonize

suda ¢ozdiriilmiistiir. 121°C’de otoklavlanan ¢ozelti +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.19. %15 Gliserol iceren 0.1 M Kalsiyum Klorid Cézeltisi
1,1 g CaCl, (110,98 g/mol) tartilmis ve 85 ml deiyonize suda ¢ozdiiriilmistiir. 15 ml
gliserol ile 100 ml’ye tamamlanan ¢ozelti 121°C’de steril edildikten sonra +4°C’de

muhafaza edilmistir.

3.1.20. 5x TBE Cozeltisi

Tris 54 g/L
Borik asit 27.5g/L
0.5M pH 8 EDTA 20 ml/L

Tiim bilesenler karistirildiktan sonra karisim 900 ml deiyonize suda ¢ozdiiriilmiis ve

ardindan 1 litreye tamamlanmistir.

3.1.21. PBS Cozeltisi

NaCl 8¢
KCI 029
Sodyum Fosfat Dibazik (Na2HPO,) 144 ¢

Potasyum Fosfat Monobazik (KH2PO,) 0,24 g

Tiim bilesenler 900 ml deiyonize suda ¢ozdiiriildiikten sonra HCI ile pH 7,4’¢
ayarlanmigtir. Hacmi deiyonize su ile 1 litreye tamamlanan karigim 121°C’de

otoklavlandiktan sonra oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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3.1.22. 1 M IPTG Cozeltisi
1,19 g izopropil -D-1- Tiyogalaktopiranozid (IPTG) (238,30 g/mol) tartilmis ve
50 ml deiyonize suda ¢Ozdiiriildiikten sonra kullanilmak iizere porsiyonlanarak -

20°C’de muhafaza edilmistir.
3.1.23.0,5M Tris pH 6,8
Tris 6 9/100 ml
Tris 60 ml distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra hidroklorik asit ile pH:6,8 olacak
sekilde ayarlanmis, ardindan hacim 100 ml’ye tamamlanip +4°C’de saklanmustir.
3.1.24. Akrilamid/BIS
Akrilamid 43,89/150 ml
N’-N’-bis-metilen-akrimalid 1,2 /100 ml
Yukaridaki kimyasallar belirtilen miktarlarda karistirildiktan sonra hacim 150

ml’ye tamamlanmis ve elde edilen ¢ozelti +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.25. %20 SDS Cozeltisi
200 g sodyum dodesil siilfat (SDS) 800 ml deiyonize suda ¢6zdiiriilmiis ve

hacim 1 L’ye tamamlandiktan sonra oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
3.1.26. 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
Tris-HCI 121,14 g

24,2 g Tris-HCI 250 ml deiyonize su ile ¢ozdiiriilmiis ve ardindan HCI ile
pH:8,8’e ayarlanmigtir. Hacim deiyonize su ile 300 ml’ye tamamlanmis ve ¢ozelti

+4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.27. %1 Bromofenol Mavisi
100 mg bromofenol mavisi tartilmis ve 10 ml deiyonize su ile ¢oziilmistiir.

Hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.1.28. SDS Yiikleme Tamponu
1M Tris pH 6,8 0,625 ml

Gliserol 2,5ml

%5 SDS 4 ml
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%1 Bromofenol Mavisi 0,4 ml

Tim bilesenler 2,475 ml distile suda ¢Ozdirilmiis ve sonrasinda oda
sicakliginda muhafaza edilmistir. Ornek hazirlama sirasinda hazirlanan tampondan 475
ul 50 pl B-merkaptoetanol ile birlestirilmis ve ornek ile 1:1 oraninda karistirtlarak

hazirlanmistir.

3.1.29. 10x SDS Yiiriitme Tamponu

Tris 15.15¢g
Glisin 729
SDS 50

Tim bilesenler ¢ozdiriildiikten sonra karistmin hacmi deiyonize su ile 0,5
litreye tamamlanmistir ve tampon c¢okelti olmamasi icin oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

3.1.30. %10 APS
50 mg amonyum persiilfat (APS) 0,5 ml distile su ile ¢ozdiiriilmiis ve hazirlanan

karisim maksimum bir ay siire ile +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.31. Coomasie Boyama Tamponu

Metanol 20 m1/50 ml
Asetik asit 5ml/50 ml
Coomasie Mavisi R250 0,05 mi/50 ml

Tim kimyasallar birlestirildikten sonra hacim deiyonize su ile 50ml’ye

tamamlanmis ve +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.32. Coomasie Uzaklastirma Tamponu
Metanol 80 m1/200 ml

Asetik asit 20 m1/200 ml
Tiim kimyasallar birlestirildikten sonra hacim deiyonize su ile 200 ml’ye

tamamlanmis ve hazirlanan tampon ve +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.33. Denatiire Parcalama Cozeltisi
Sodyum fosfat monobazik (NaH2PO4) 6 g/500 ml
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0,5 M pH 8 Tris 10 ml1/500 mi
1 M NacCl 150 ml

Ure 240,24/500 ml
Tween 20 5 ml/500

Tim kimyasallar birlestirildikten sonra ¢o6zelti 250 ml deiyonize suda
¢Ozdiiriilmiis ve pH 8,5’a ayarlanmistir. Hacim distile su ile 500 ml’ye tamamlanmis ve

0,45 pm’lik filtreden gegirildekten sonra kullanima hazir hale getirilmistir.

3.1.34. Denatiire Yikama Cozeltisi

NaH2PO4 6 9/500 ml
0,5 M pH 8 Tris 10 ml1/500 ml
1 M NacCl 150 ml

Ure 240,24/500 ml
Tween 20 5 ml1/500 ml
Imidazol 0,68 g/500 mi

Tiim kimyasallar birlestirilir ve 250 ml distile su ile ¢ozdiiriiliir. pH 8,5’a
ayarlanir ve hacim 500 ml’ye tamamlanir. Cozelti 0,45 pm’lik filtreden gegirilerek

sterilize edilir ve oda sicakliginda muhafaza edilir.

3.1.35. Denatiire Eliisyon Cozeltisi
Imidazol 8,51 g/500 mi

3.1.34°de belirtilen Imidazol hari¢ tiim bilesenler 250 ml deiyonize suda
¢ozdiriliir. Yukarida belirtilen miktarda imidazol eklendikten sonra pH 8,5’a ayarlanir
ve hacim 500 ml’ye tamamlanir. Tampon 0.45 pm’lik filtreden gegirilir ve kullanima

hazir hale gelir. Cozelti oda sicakliginda muhafaza edilir.

3.1.36. Western Blot Transfer Cozeltisi
Tris 1,515 g/500 ml

Glisin 7,2 g/500 ml

Metanol 100 mI/500 ml
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Tiim kimyasallar birlestirilmis ve hacim deiyonize su ile 500 ml’ye

tamamlanmistir. Cozelti +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.37. Western Blot Yikama Cozeltisi (TBST)

05MTrispH7,4 40 ml/500 ml
NaCl 4,5 g/500 mi
Tween 20 1 ml/500 ml

Tiim kimyasallar birlestirilmis ve hacim deiyonize su ile 500 ml’ye

tamamlanmistir. Tampon kullanilmak {izere +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.38. Western Blot Antikor Hazirlama Tamponu
3.1.37°de hazirlanan TBST c¢ozeltisine son konsantrasyonu %35 olacak sekilde

suit tozu eklenir ve her kullanimda taze hazirlanir.

3.1.39. EiA i¢in Karbonat Tamponu
Sodyum Karbonat (Na2COz) 0,795 ¢

Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) 1,465 g

Sodyum bikarbonat ve karbonat yukarida belirtilen miktarlarda birlestirilmis ve
400 ml deiyonize suda ¢ozdiiriilmiistiir. pH 9.6’ya ayarlandiktan sonra hacim 500 ml’ye

tamamlanmis ve +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.40. EiA Yikama Céozeltisi (PBST)
3.1.21te tarif edildigi gibi hazirlanan PBS tamponuna litrede 500 pl olacak

sekilde Tween 20 eklenir ve +4°C’de muhafaza edilir.

3.1.41. EiA Antikor Hazirlama Tamponu
3.1.41°de tarif edildigi gibi hazirlanmis PBST tamponuna son konsantrasyonu
%>5 olacak sekilde siit tozu eklenmis ve iyice karistirildiktan hemen sonra kullanilmastir.

Her kullanim igin taze hazirlanmistir.

3.2. Kullanmilan Biyolojik Materyaller

3.2.1. Vektorler
Hazara NP JC280 susu niikleoproteinini kodlayan agik okuma cercevesi pET-
30b(+) [Addgene, Cambridge, MA, USA] vektoriine klonlanmastir.



3.2.2. Bakteri suslari

Plazmid DNA yapilari, kompetan Escherichia coli (E. coli) hiicreleri araciligiyla
cogaltilmistir. Kullanilan suslar, pET-30b(+) HAZV NP
TOP10 (invitrogen) veya BL21(DE3) suslaridr.

3.2.3. Memeli hiicre hatlar1

Insan adrenal korteks karsinoma hattindan tiiretilen SW13 hiicreleri ve bebek

stoklarin hazirlanmasi i¢in kullanilmistir.

3.2.4. Hazara viriis susu

iceren calisma i¢in One Shot™

hamster bobrek hattindan tiiretilen BHK-21 hiicreleri deneysel prosediirlerde ve viral

Hazara viriis JC 280 susu Ingiltere Halk Sagligi kurumundan temin edilmistir.

3.3. Cihaz ve Sarf Malzeme Listesi

Tablo 1: Tez calismasinda kullanilan cihaz, ekipman ve sa

rf malzeme

Kurulusta Bulunan Altyapy/Ekipman Tiirii,
Modeli

(Laboratuvar, Arag, Makine-Techizat, vb.)

Tezde Kullanim Amaci

Class II Biyolojik Giivenlik kabinleri

Hiicre kultird

Normal (Heratherm™ Compact Microbiological
Incubators) ve CO2 Etiivler (Thermo Scientific™

Forma™ Series 3)

Bakteri ve hiicre kultiuri

AKTA™ pure Kromatografi sistemi

Rekombinant protein eldesi

Ultrafiltrasyon, diafiltrasyon sistemi

Rekombinant protein eldesi

Masaiistli, sogutmali ve siiper santrifiijler

(Beckman, Avanti)

Rekombinant protein eldesi

Ultrasantrifiij (Beckman The Optima™ XPN)

Viriis saflastirilmasi

Buzdolaplar1 ve derin Dondurucular -20 , -80, -150
(Thermo Scientific™ Forma™ High-Performance
Auto Defrost Lab Freezers, Thermo Scientific TSX
Series Ultra-Low Freezers, Thermo Scientific™

ULT10140-9-D Cryogenic Chest Freezer)

DNA, RNA, sus ve

ayraclarin saklanmasi
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Spektrofotometre Optik dansite 6l¢timii

Nanodrop Spektrofotometresi (Thermo Scientific™DNA, RNA, protein miktar

NanoDrop™ 8000) tayini

pH Metre Cozelti hazirlama

Distile su cihazi Mono ve bidistile su eldesi
PCR ve RT-PCR Cihaz1 PCR calismalari

Yatay elektroforez sistemi PCR sonucu goriintiileme
Dikey elektroforez sistemi Protein ekspresyon analizi

Kemiliiminesans goriintiileme sistemi (Fusion FX o
\Western blot analizi

Solo S)

Jel goriintiileme sistemi (Biorad GelDoc XR+) PCR sonucu goriintiileme
Pipet seti (20, 200, 1000 ul) Genel

Vortex Genel

Sonikator Rekombinant protein eldesi
INormal ve sogutmali santrifiij Genel

Hassas Terazi Genel

Buz makinasi Klonlama

ELISA Yikayicist Enzim Immunoassay
ELISA Okuyucusu Enzim Immunoassay
Normal ve Inverted Mikroskoplar Hiicre Kiltiirti

3.4. Yontemler

3.4.1. Hazara JC280 Niikleoprotein Sekansinin Belirlenmesi

Hazara virlis JC280 susu S segmentini kodlayan gen sekansi yapilan
calismalarda ortaya ¢ikarilmis ve NCBI Gen bankasina bildirilmistir (Erisim Numarasi:
NC_038711). S segmentin kodladig1 niikleoprotein ORF’si NCBI ORFFINDER web
sayfasi kullanilarak elde edilmistir (Tablo 2 ve Tablo 3).

3.4.2. Hedef Genin Eldesi ve Klonlanmasi
Hazara JC280 Niikleoproteinini kodlayan gen sekansi direkt Hazara viriisten
elde edilmistir. Bu amagla oOncelikle Hazara viriis BHK-21 hiicrelerinde iiretilmis,

ardindan infekte hiicre lizatindan RNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen RNA’lar
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Revers Transkriptaz enzimi araciligiyla ¢cDNA’ya c¢evrilmis ve ardindan cDNA,

klonlanacak hedef gene 6zgii primerlerle PZR yardimiyla ¢ogaltilmistir.

Tablo 2: Hazara JC280 Niikleoproteini Kodlayan Aminoasit Sekansi

Hazara JC280 NP

MENKIVASTKEEFNTWYKQFAEKHKLNNKYTESASFCAEIPQLDTYKY
KMELASTDNERDAIYSSALIEATRFCAPIMECAWASCTGTVKRGLEWF
DKNKDSDTVKVWDANYQKLRTETPPAEALLAYQKAALNWRKDVGFS
IGEYTSILKKAVAAEYKVPGTVINNIKEMLSDMIRRRNRIINGGSDDAP
KRGPVGREHLDWCREFASGKFLNAFNPPWGEINKAGKSGYPLLATGL
AKLVELEGKDVMDKAKASIAQLEGWVKENKDQVDQDKAEDLLKGV
RESYKTALALAKQSNAFRAQGAQIDTVFSSYYWLWKAGVTPVTFPSV
SQFLFELGKNPKGQKKMQKALINTPLKWGKRLIELFADNDFTENRIYM
HPCVLTSGRMSELGISFGAVPVTSPDDAAQGSGHTKAVLNYKTKTEVG
NPCACIISSLFEIQKAGYDIESMDIVASEHLLHQSLVGKRSPFQNAYLIK

GNATNINII

Tablo 3: Hazara JC280 Niikleoproteini Kodlayan Genin Niikleotid Sekansi

HAZV NP Native Sekans

ATGGAGAACAAGATTGTTGCCAGTACTAAGGAAGAGTTCAACACCTG
GTACAAGCAGTTTGCTGAGAAACACAAACTGAACAACAAGTACACGG
AATCTGCATCCTTTTGTGCCGAAATTCCTCAGCTCGACACCTACAAGT
ACAAGATGGAGCTAGCCAGCACGGACAATGAGAGGGACGCCATCTAC
AGCTCAGCACTCATTGAGGCCACCCGATTCTGTGCTCCTATCATGGAG
TGTGCATGGGCTTCCTGCACTGGGACAGTTAAAAGAGGTCTGGAATG
GTTCGACAAAAACAAAGACTCTGACACCGTGAAGGTCTGGGATGCCA
ACTACCAAAAGCTAAGAACAGAGACACCGCCTGCTGAGGCATTACTG
GCATACCAGAAAGCCGCCCTCAACTGGAGAAAGGATGTCGGCTTCTC
CATTGGGGAGTACACCAGTATACTAAAAAAGGCAGTGGCGGCAGAGT
ATAAGGTGCCAGGGACAGTGATCAATAACATCAAAGAAATGCTCAGC
GATATGATTCGACGCAGGAACAGGATCATCAACGGTGGCTCCGATGA
TGCGCCAAAGAGAGGGCCTGTTGGGCGTGAGCATCTTGACTGGTGCA
GAGAGTTTGCCTCAGGCAAATTTTTGAATGCTTTCAACCCTCCTTGGG
GAGAGATTAACAAGGCAGGTAAATCTGGGTACCCTCTCTTGGCCACG
GGATTAGCAAAGCTGGTTGAGCTAGAGGGGAAAGACGTGATGGACAA
GGCCAAGGCAAGCATTGCACAACTTGAAGGATGGGTCAAAGAGAACA
AAGACCAAGTCGACCAAGACAAGGCAGAAGACCTCCTAAAAGGGGT
GAGAGAAAGCTACAAGACTGCCCTGGCTCTGGCAAAGCAGTCGAACG
CCTTCCGTGCCCAGGGAGCTCAAATAGACACTGTGTTCAGCAGCTACT
ACTGGCTTTGGAAGGCAGGAGTGACACCAGTCACCTTCCCATCTGTGT
CCCAATTCCTTTTCGAGCTGGGTAAGAACCCCAAGGGACAGAAAAAA
ATGCAAAAGGCACTCATCAACACCCCTCTCAAATGGGGAAAAAGGCT
CATTGAACTGTTTGCTGATAACGACTTCACAGAGAACAGAATCTACAT
GCACCCCTGTGTGCTAACATCTGGAAGAATGTCCGAGCTTGGAATATC
GTTTGGAGCCGTGCCCGTCACCAGTCCCGATGATGCCGCCCAAGGGTC
CGGGCACACAAAGGCAGTCCTCAACTATAAGACCAAGACCGAGGTCG
GCAACCCGTGTGCCTGCATCATTTCAAGCCTCTTTGAGATCCAAAAAG
CAGGTTATGACATTGAGAGCATGGATATAGTCGCCTCTGAACATCTTC
TCCATCAATCTCTTGTGGGGAAGCGCTCGCCCTTCCAAAACGCCTACC
TCATTAAAGGCAATGCCACCAACATCAACATCATCTAG
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3.4.2.1. Hazara JC280 Viriisiin Hiicre Kiiltiiriinde Uretimi

Bu amagla, Ingiltere Halk Saglig1 kurumundan temin edilen Hazara JC 280 susu
ile ilk olarak 10 ml hiicre iiretme vasati icerisinde 10x10° adet BHK-21 hiicreleri infekte
edilmistir. Infeksiyondan {i¢ giin sonra hiicre kiiltiir siipernatant1 toplanarak 7000
RPM’de 7 dk boyunca sentrifiijlenmis ve viriis hiicreden uzaklastirilmistir. Viriis iceren
ist sivi 150000xg’de 4h sentrifiijlenmis ve elde edilen pelet 1ml PBS igerisinde
cozdiirlilerek gelecek deneylerde kullanilacak stok viriisiin eldesi i¢in -80°C’de
muhafaza edilmistir. Ayn1 zamanda infekte hiicre lizat1 da hedef genin eldesi amaciyla

kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.4.2.2. Viriis titresinin belirlenmesi (Plaque Assay)

Bir adet T75 hiicre kiiltiir flaskina %10 FBS igeren DMEM icerisinde SW13
hiicreleri ekilmistir. Hiicreler %90-100 yogunluga ulastiktan sonra tripsinle kaldirilmis
ve %10 FBS iceren DMEM igerisinde kuyu basi 300.000 olacak sekilde 6 kuyulu
plakalara dagitilmistir. 24 saat sonra %90-100 yogunluga ulasan 6 kuyulu plakalardaki
SW 13 hiicreleri, serumsuz vasat icerisinde 10 kat seri diliisyonla hazirlanan 1 ml viriis
(102 10®) ile infekte edilmistir. Infekte hiicreler 15 dakikada bir 6ne arkaya ve saga sola
karistirllarak 1 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Ardindan viriis iceren vasat
uzaklastirllmis ve hiicreler 2 defa PBS ile yikanmistir. %1,6 oraninda dH20 igerisinde
hazirlanan karboksimetilseliiloz (CMC) ile %20 FBS iceren 2xDMEM 1:1 oraninda
karistirtlmis ve her kuyucuga 2’ser ml olacak sekilde 6 kuyulu plakalardaki kuyulara
eklenmistir. 6 giin sonra 6 kuyulu plakalardaki viriis hiicre karisimi %3,7 formaldehit ile
2 saat boyunca oda sicakliginda fikse edilmis ve ardindan %1 kristal violet ile
boyanmistir. Olusan plak formlar1 ¢iplak gozle sayilarak PFU birimindeki viriis titresi

beirlenmistir.
3.4.2.3. Hazara Viriisiin Saflastirilmasi
Viriisiin saflastirilmasi igin su adimlar izlenmistir:

1) HAZV igeren infekte hiicre siipernatantt %20 siikroz ile ultrasantrifiijde

150000xg’de SW32Ti rotoru kullanilarak 4 saat santrifiijlenmis ve yogunlastirilmistir.

2) Yogunlastirilan HAZV, Hi Trap Capto™ Core 700 1ml (Cytiva) kolonundan
GE Life Sciences AKTA Pure cihazi yardimiyla gecirerek saflagtirilmistir.
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Saflagtirilan ve UV ve Bradford yontemi yardimiyla miktar1 belirlenen viriis
KKKAV ile HAZV arasindaki capraz tepkime varligini gostermek amaciyla EIA’da

yakalayici antijen olarak kullanilmistir.

3.4.2.4. RNA izolasyonu

Baslik 3.4.2.1°de elde edilen HAZV infekte hiicre lizat1 1 ml Trizol ile muamele
edilmis ve lizis i¢in oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir. Ardindan ¢eker ocak
altinda 500 pl kloroform eklenmis ve vortekslendikten sonra 10000 rpm’de +4°C’de 10
dk santrifiijlenmistir. RNA igeren ist sivi 1:1 oraninda baglanma soliisyonu %96
safliktaki etanol ile birlestirilmistir ve oda sicakliginda 1 dk inkiibe edilmistir. Elde
edilen sivi RNA baglama kolonundan gecirilmis ve ardindan yikama soliisyonlariyla
muamele edilmistir. Son asamada RNA 50 pl RNase/DNase icermeyen su ile elue
edilmistir. RNA, absorbansa dayali saflik ve miktar tayini yapilmasinin ardindan -
20°C’de muhafaza edilmistir. Tiim asamalarda Easy-spin™ (DNA free) Total RNA
Extraction Kit ile (iNtRON Biotechnology Inc, Korea) tanimlanan protokol takip

edilmistir.

3.4.2.5. cDNA Sentezi
Bashik 3.4.2.4’te elde edilen RNA SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit
kullanilarak tek iplikli cDNA’ya ¢evrilmistir. Bu amagla 1 ng RNA random primer ve
revers transkriptaz enzimi aracilifiyla kitin belirledigi kosullarda cDNA’ya ¢evrilmistir.
Tiim asamalarda RNA SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit’in (Bioline, UK) belirledigi
protokol ve malzemeler kullanilmistir. Elde edilen cDNA hedef geni PZR’da tiretmek

amaciyla kalip olarak kullanilmis ve ya da -20°C’de muhafaza edilerek kullanilmistir.

3.4.3. Klonlama Stratejilerinin Belirlenmesi

Hazara virlis JC280 susu niikleoproteinin iiretilmesi amaciyla bakteriyel
ekpresyon sisteminin kullanilmasi tercih edilmistir. Bu amagla 3’ucunda 6 adet Histidin
(6xHis) aminoasidi kodlayan pET-30b(+) vektorii kullanilmig ve hedef protein C
terminalinde saflastirilmay1 saglayacak 6xHis barindirir halde Escherichia coli’de
tretilmistir. Bu klonlama stratejisinde vektordeki coklu kesim bdlgesinini taniyan
restriksiyon kesim enzimleri kullanilmigtir. Bu amacgla hem hedef gen hem de vektor

ayni enzimlerle kesilmis ve ardindan ligaz enzimi araciligiyla iki parga birlestirilerek
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PET-30b(+) HAZV NP vektorii elde edilmistir. Klonlamada kullanilan enzimler Ndel ve
Xhol’dir.

3.4.3.1. Klonlamada Kullanilan Primerlerin Tasarlanmasi
HAZV NP JC280 susu niikleoproteinini kodlayan niikleotid sekans1 goz oniinde
bulundurularak hedef geni PZR ile ¢ogaltmak amaciyla Forward (F) ve Revers (R)
primerler tasarlanmistir. Direksiyonel klonlamay1 gergeklestirmek i¢in Forward primere
Ndel kesim bolgesi, Revers primere ise Xhol kesim bolgesi primerlerle eklenmistir.
Primerler tasarlanirken primer c¢iftlerinin heterodimer olusturma olasiliklar, G/C

oranlar1 ve erime sicakliklari (Tm) dikkate alinmigtir (Tablo 4).

Tablo 4: Klonlama i¢in tasarlanan primerler

pPET-30b(+) HAZV NP Tm G/C
primerleri

Forward Primer 5’ GGAATTCCATATGGAGAACAAGATTGTTGC 3 60°C %40
Reverse Primer 5’ CCGCTCGAGGATGATGTTGATGTTGGTG 3’ 64°C %54

3.4.3.2. Hedef Genin PZR ile Cogaltilmasi
Bu amagla baslik 3.4.2.5 elde edilen cDNA yapilan PZR’da kalip olarak
kullanilmistir ve hedef gen Tablo 3-4’te belirtilen primerler ve Tablo 3-5’te belirtilen
kosullarda ¢ogaltilmistir. Hedef geni ¢ogaltmak i¢in ‘proof reading’ aktivitesine sahip
RANGER DNA Polymerase (Bioline, UK) enzimi ve bilesenleri iireticinin talimatlarina

uygun olarak kullanilmistir.

Tablo 5: HAZV NP genini ¢ogaltmak icin PZR kosullar

PET-30b(+) HAZV NP

Denatiirasyon 3’ 95°C
Denatiireasyon 10’ 95°C
)
g Baglanma 30"’ 55°C
A
X
9 Uzama 2’ 72°C

Son Uzama 10’ 72°C
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3.4.3.3. PZR’da ¢ogaltilan hedef genin temizlenmesi

PZR ile elde edilen hedef gen klonlamada kullanilmak iizere temizlenmesi
IntronBio Fragment DNA Piirifikasyon Kiti (iNtRON Biotechnology Inc, Korea) ile
iireticin talimatlarina takip edilerek gergeklestirilmistir. Bu amacgla 50 ul’lik PZR
reaksiyon tirliniine 250 pl BNL tamponu eklenmis ve karisim vortekslenmistir. DNA
baglama kolonundan gecirilen karigim, kitte bulunan yikama tamponlariyla temizlenmis
ve son asamada 50 pl molekiiler dereceli su (MGW) kullanilarak elue edilmistir.
Absorbansa dayali saflik ve miktar tayini yapilan hedef gen kullanilana dek -20°C’de

muhafaza edilmistir.

3.4.3.4. Klonlamada kullanilacak vektoriin eldesi

Klonlamada kullanilacak pET-30b (+) vektorii igerisinde baska bir gen bulunir
halde ticari olarak Addgene, Cambridge, MA, USA firmasindan temin edilmistir. Elde
edilen vektor TOP10 E.coli hiicrelerine kanamisinli agar besiyeriyerine transforme
edilmis ve pozitif transformantlardan tek koloni 5 ml kanamisinli s1v1 besiyerinde 16
saat 250 rpm’de calkalanarak biylitiilmustir. pET-30b(+) vektorii igeren biiyiimiis
koloniye baslik 3.4.3.12°de tarif edildigi gibi plazmid DNA izolasyonu yapilmis, saflik
ve miktar tayininin ardindan klonlamada kullanilacak vektorii elde etmek tizere Ndel ve
Xhol enzimleriyle kesime ugratilmistir. Bu amagla 3 pg plazmid DNA 100 pul reaksiyon
tamponu igerisinde 1’er iinite enzim (New England Biolabs (UK), Inc.) ile iireticinin
talimatina gore 37°C’de gece boyunca kesime ugratilmistir. Klonlamada kullanilmak
tizere linearize edilmis vektor %0,7°lik hazirlanmis agaroz jelde kontrol edilmis ve
kontroliin ardindan tiim reaksiyon hacmi tekrar jele yliklenerek jel eliisyonu baslik
3.4.3.6’da belirtildigi sekilde yapilmistir. Jel eliisyon yapilarak elde edilen vektoriin

saflik ve miktar tayini yapilmis ve klonlamada kullanilmistir.

3.4.3.5. Agaroz Jel Elektroforez
Baslik 3.1.20°de tarif edildigi sekilde 5XTBE, deiyonize su ile 1XTBE’ye
diisiiriiliir. Istenilen yiizdeligi hazirlamak {izere belirli miktarda agar tartilir ve 100 ml
IXTBE ile ¢ozdiriliir. Mikrodalga firinda 2 dk isitilir ve sogumaya birakilir.
Donmadan 6nce 3pul etidyum bromiir (EtBr) eklenir ve karisim jel kalibina dokdiliir.
Tarak yerlestirildikten sonra donmaya birakilir. Katilasan agar igerisinde 1XTBE
bulunan jel yiirlitme tankina yerlestirilir ve tarak nazik¢e agar1 yirtmadan ¢ikarilir. 6X

jel ylirlitme boyas1 ornek ile karistirilir ve 6rnekten 10ul kuyuya yiiklenir. Analiz edilen
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DNA’nin boyutuna baglh olarak 6rnek 120 voltta 40 dk yiritiliir. Yiritilen jel

ultraviyole 15101 altinda EtBr araciligiyla goriintiilenir.

3.4.3.6. Agaroz Jelden DNA Ekstraksiyonu

Klonlamada kullanilacak vektor ya da insert kesim sonrasi agaroz jele yiiklenir
ve yiiriitiiliir. Istenilen biiyiikliige denk gelen DNA parcas1 ultraviyole 15in altinda
bistiirii ile en az agaroz jel alinacak sekilde kesilir. Kesilen jel tartilir ve Zymoclean™
Gel DNA Recovery Kit yardimiyla iireticinin talimatlarina gore temizlenir. Saflik ve
miktar tayinin yapilmasinin ardindan kullanilana dek -20°C’de muhafaza edilir. Kesim
sonrast jelden saflagtirllacak DNA fragmanlart ultraviyole 1sik altinda temiz bistiiri
kullanilarak kesilir. IntronBio Fragment DNA Piirifikasyon Kiti {ireticinin talimatlari

dogrultusunda kullanilarak DNA jelden saflastirilir.

3.4.3.7. Ligasyon Reaksiyonu
Ndel ve Xhol enzimleriyle kesilen ve safsizliktan arindirilan vektor ve insert 1:3
oraninda ve toplam DNA miktar1 100 ng’1 asmayacak sekilde ligasyon reaksiyonuna
ugratilmistir. 1 pl ligaz enzimi igerecek sekilde hazirlanan reaksiyon, 16 °C’de gece
boyu inkiibe edilmistir. Reaksiyon sonrasi ligaz enzmimi 65°C’de 20 dk inkiibe edilerek

inaktive edilmis ve reaksiyonun 5 ul’si transformasyon ugratilmistir.

3.4.3.8. Bakterilerin Kompetan Hale Getirilmesi

Kompetan bakteriler, transformasyonda kullanilmak {izere hazirlanmistir. Bu
amacla -80°C’de muhafaza edilen bakteri stogu antibiyotik icermeyen LB agar pleyte
ekilir ve biiyiimek iizere 37°C’de gece boyu inkiibe edilir. Ertesi giin biiyliyen
kolonilerden tek koloni segilir 50 ml LB s1v1 besiyerine ekilerek 37°C’de 250 rpm’de
OD600 0,4-0,6 degerine ulasana dek biiyiimeye birakilir. OD600 0,4-0,6 ulastiginda
hiicreler alinir ve 10 dk buzda inkiibe edilir. Sogutulan hiicreler 10000 rpm’de 5 dk
¢oktiiriiliir. Stipernatant (SN) dokiiliir ve ¢oktiiriilen hiicreler 10 ml 100 mM kalsiyum
klorid ile resuspense edilir. 20 dk buzda bekletildikten sonra hiicreler tekrar 10000
rpm’de 5 dk santrifiij edilir ve SN dokiiliir. Coktiirtilen hiicreler %15 gliserol igeren 100
mM kalsium klorid ile ¢ozdiiriiliir ve onceden -80°C’de sogutulmus mikrosantrifiij
tiiplerine 200’er ul porsiyonlanarak kullanilmak iizere -80°C’ye kaldirilir. Tiim deney
boyunca kompetanlig1 yitirmemesi i¢in hiicrelerin buzdan ayrilmamasina 6zenle dikkat

edilir [102].



57

3.4.3.9. Transformasyon

Kompetan hiicreler -80°C’den direkt buza ¢ikarilir ve 10 dk erimeye birakirilir.
50 ul kompetan hiicreye gerekli miktarda plazmid DNA’s1 ya da ligasyon iiriinii
yavase¢a eklenir ve 20 dk buzda inkiibe edilir. Su banyosunda 42°C’de 2 dk 1s1 sokuna
ugratilir ve buzda 5 dk bekletilir. DNA eklenen kompetan hiicrelere SOC besiyerinden
250 pl eklenir ve hiicreler 37°C’de 250 rpm ¢alkalama hizinda 1 saat biiylimeye
birakilir. Bir saat sonra uygun diren¢ genini iceren LB agar pleyte 100-200 pl ekim
yapilir ve37°C’de bir gece biiylimeye birakilir.

3.4.3.10. Pozitif Koloni Sec¢imi

Uygun antibiyotikli LB agar besiyerinde ertesi giin biiyiiyen kolonilerden
hangisinin hedef geni igerdigini belirlemek iizere iki yontem uygulanir. ilk yontem
koloni PZR’dir ve ikinci yontem ise kesim enzimleriyle dogrulamadir. Koloni PZR i¢in
istenilen sayida koloni segilir ve segilen koloninin yaris1 50 ul MGW’de resuspende
edilir. Cozelti 95°C’de 5 dk kaynatilir ve 10000 rpm’de 1 dk santrifiijlenir. Plazmit
DNA igeren list sivi PZR’da kalip olarak kullanilir ve hedef geni ¢ogaltacak uygun
primerlerle reaksiyona sokulur. Hedeflenen gene 6zgili bant agaroz jelde gosterildikten
sonra PZR ile dogrulanan koloninin kalan diger yarist uygun antibiyotikli sivi LB
besiyerine aliir ve 37°C’de 250 rpm’de gece boyu biiylimeye birakilir. Ertesi giin
biiyiiyen koloniden plazmit DNA izolasyonu yapilir ve kesim ile analiz edilerek se¢ilen

koloni ikinci bir yontemle daha dogrulanmis olur.

3.4.3.11. Bakteri Stoklanmasi
Koloni PZR ve kesim reaksiyonu ile dogrulanan koloniler uygun antibiyotik
iceren s1vi besiyerinde 37°C’de 250 rpm’de gece boyu biiylimeye birakilir. Ertesi giin
bliyliyen koloni son konsantrasyonu %15 gliserol igerecek sekilde LB siv1 besiyerinde

stoklanir ve -80°C’de muhafaza edilir.

3.4.3.12. Plazmid izolasyonu
Plazmid DNA izolasyonu IntronBio (iNtRON Biotechnology Inc, Korea)
izolasyon kiti kullanilarak {ireticinin talimatlarina gore gergeklestirilmistir. Bu amacla
plazmit DNA izolasyonu yapilacak bakteri stogu -80°C’den ya da LB agar pleytteki tek
koloniden 6ze yardimiyla alinacak ve uygun antibiyotik iceren LB sivi besiyerine

ekilecektir. 37°C’de 250 rpm’de 16-18 saat inkiibe edilen 5 ml’lik bakteri kiilttirii 10000
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rpm’de 3 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriilecek ve pelet RNase iceren 250 pl reslipansiyon
sollisyonu ile iyice c¢oOzdiiriilecektir. Reslispende edilen pelete 250 pl parcalama
soliisyonu eklenecek ve karisim 5-10 defa alt {ist edilecektir. Oda sicakliginda 3 dk
inkiibe edilen karisima 350 pl nétralizasyon soliisyonu eklenecek ve karisim 5 dk buzda
inkiibe edilecektir. Karigim, 10 dk 13000 rpm’de ve +4°C’de ¢oktiiriilecek ve plazmit
DNA igeren lst siv1 kit dahilinde gelen kolonlardan gegirilecektir. Yikama iglemlerinin
ardindan pelette biriken DNA kolona MGW eklenmesiyle elde edilecektir. Absorbansa
dayali saflik ve miktar tayini yapilan plazmit DNA deneylerde kullanilmak iizere -
20°C’de muhafaza edilecektir.

3.4.3.13. Bakteriyel Ekspresyon

Hedef geni igerdigi koloni PZR ve kesim enzimleriyle dogrulanan plazmitler
ekspresyonun  gerceklestirilecegi  bakteri suslarina transforme edilir. Pozitif
transformantlar kesim enzimleriyle dogrulandiktan sonra hedef geni iceren plazmitler
gliserol igeren LB sivi besiyerinde stoklanir ve -80°C’ye kaldirilir. Ekspresyonu
optimize etmek amaciyla -80°C’de stoklanan bakteriden 6ze yardimiyla bir miktar
uygun antibiyotigi igceren LB sivi besiyerine alinir ve primer bakteri kiiltiirii olarak
kullanilmak tizere 37°C’de 250 rpm’de gece boyu inkiibe edilir. 16-18 saat sonra
OD600 1-1,5 arasmma ulastiginda primer kiiltiir ekspresyon yapilacak LB sivi
besiyerinde 1:50 oraninda seyreltilir ve 37°C’de 250 rpm’de inkiibasyon ile kiiltiir
baslatililir. OD600 0,4-0,6 arasina ulastiginda, kiiltiir son konsantrasyonu 1 mM olacak
sekilde IPTG ile indiiklenir. Indiiklemeden 3 saat sonra kiiltiir sonlandirilarak buz
tizerine alinir. Kiiltiir, SDS-PAGE ekspresyon seviyesini analiz etmek ilizere +4 °C’de
10000 rpm’de 5 dk ¢oktiiriiliir ve 2 defa soguk 1XPBS ile yikanir. Pelet ve SN ayri

analiz edilir.

3.4.3.14. Ekspresyon Analizi
Yapilan bakteri kiiltlirlinde hedef genin kodladigi hedef proteininin {iiretilip
tiretilmedigi SDS-PAGE dikey jel elektroforezi, western blot ve enzim immunoassay
(EIA) ile analiz edilir.

3.4.3.15. SDS-PAGE icin Ornek Hazirlama
Hedeflenen proteinin 55 kDa olmasi sebebiyle yigic1 jelin (stacking)

konsantrasyonu %8 ve ayirici jelin (resolving) konsantrasyonu ise %12’dir. Bu amacla
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asagida tabloda (Tablo 3-6) belirtilen oranlarda kimyasallar ile Bio-Rad SDS jel dokme
sistemi (Bio-Rad Laboratories, Inc.) kullanilarak jel hazirlanir. Verilen miktarlar 10 ml

hacim i¢in gegerlidir.

Tablo 6: SDS-PAGE Jel Elektroferezi i¢cin Jel Hazirlanmasi

Jel % Su (ml) 30% 1.5M Tris- | 10% SDS | 10% TEMED*(uL)
akrilamit | HCI, pH 8.8 | (uL) APS*(uL)
(ml) (ml)

8% 4,6 2,6 2,6 100 100 10

12% 3,2 4,0 2,6 100 100 10

*APS ve TEMED en son eklenmek zorundadir.

Yigici jelde 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 yerine 0,5 M Tris-Cl pH 6,8 kullanilir.

3.4.3.16. SDS-PAGE Jel Elektroferezi icin Orneklerin Hazirlanmasi
Ekspresyon sonrasi bakteri kiiltiirii analiz edilmek iizere su basamaklar izlenerek
hazirlanmistir. 50 pl SDS 6rnek hazirlama ¢ozeltisi tizerine pipet ucu ile bakteri peleti
eklenir ve iyice karistirildiktan sonra 10 dk 95°C’de kaynatilir. Kaynatilan 6rnekler
13000 rpm’de 1 dk coktiiriiliir ve iist stividan 10 pl analiz i¢in kullanilir. Hedef proteinin
slipernatanta salindig1 diisiiniiliiyor ise bakteri kiltiirii ¢oktiiriiliir ve st sivi 1:1
oraninda SDS oOrnek hazirlama c¢ozeltisi karistirilir ve 95°C’de 5 dk kaynatilir.

Kaynatilan 6rneklere santrifiijlenir ve 10 ul’si analiz i¢in kullanilir.

3.4.3.17. SDS-PAGE’te Orneklerin Yiiriitiilmesi

SDS-PAGE jel elektroforezi i¢in Orneklerin hazirlanmasinin ardindan jel
yiiriitme i¢in SDS-PAGE jel yiiriitme tanki (Bio-Rad Laboratories, Inc.) hazirlanir. SDS
yiriitme ¢ozeltisi 1X’e seyreltilir ve karsilikli iki jel tanka yerlestirilir. Ardindan
jellerdeki taraklar ¢ikarilir ve hazirlanan 6rneklerden 10’ar pl her bir kuyuya yiiklenir.
Protein biiyiikliigiinii gérmek i¢in ilk kuyuya 2,5 pl protein marker yiiklenir. Tankin
kapagi iletken kablolarin yoniine dikkat ederek kapatilir ve glic kaynag ilk 6nce S0V 20
dk’ya, ardindan 200 V 40 dk’ya ayarlanir ve yiiriitme islemi gergeklestirilir.

3.4.3.18. Jellerin Coomassie Boya ile Boyanmasi
Yiirlitme sonrasi jeller iki cam arasindan dikkatlice ¢ikarilir ve 1s1ya dayanikli

bir kutuda lizerine yarim parmak kaplayacak sekilde Coomassie boyama tamponu
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eklenir. Mikrodalga firinda diigiik programda 1 dk kaynatilir ve 15 dk oda sicakliginda
orbital galkalayicida inkiibe edilir. Ardindan Coomassie boyama tamponu uzaklastirilir
ve jeller 1 defa deiyonize su ile yikanir. Yikamanin ardindan jellerin iizere Commassie
boya uzaklastirma tamponu eklenir ve jeller 1s1ya dayanikli bir kutuda tekrar 1dk diisiik
programda mikrodalga firinda isitilir. Isitmanin ardindan jellerin iizeri boyanin daha
cabuk uzaklasmasini saglamak amaciyla peceteyle kapatilir ve jeller 2 saat siireyle
orbital ¢alkalayici lizerinde bekletilir. Boyanin uzaklastirilmasinin ardindan jellere

beyaz 151k iizerinde analiz edilir.

3.4.3.19. Bakteri Par¢alanmasi (Denatiire Kosullarda)

Hedef protein ekspresyonunun SDS-PAGE’te analiz edilmesinin ardindan
bakteri kiiltiir peletine parcalama tamponu eklenir ve iyice ¢ozdiiriiliir. 3 defa -80°C’de
dondurup ¢ozdiirmenin ardindan %50 giicle 3 defa 1 dk sonikasyona ugratilir ve 1 dk
buzda bekletilir. Pelet berraklasincaya dek yaklasik 2 saat oda sicakliginda tiip revolver
yardimiyla inkiibe edilir. Berraklasan hiicre peleti 50000%g’de 30 dk santrifiij edilir ve

ust s1v1 -20°C’de muhafaza edilir.

3.4.3.20. Hizh Protein Sivi Kromatografisi ile Protein Piirifikasyonu

Bu amagla, FPLC-AKTA PURE Sistemi (Global Life Sciences Solutions, USA)
kullanilmistir. 50000%g’de 30 dk santrifiij edilen parcalanmig hiicre peleti saflagtirma
prosediirii i¢cin hazir hale getirilmistir. 6XHis araciligiyla piirifikasyon i¢in HisTrap
excel 1ml (Cytiva, USA) kolonu, viriis piirifikasyonu i¢in HiTrap Capto Core 700
(Cytiva, USA) kolonu kullanilmistir. Cihaz agilir ve tiim sistem (A1l ve B1) ddH20O’dan
gecirilir. Kolon sisteme baglanir ve drnek hangi tamponun igerisindeyse kolon ve Al
sistemi ayni tamponla equilibre edilir. Ornek hangi tamponda elde edilecekse Bl
sistemi o tampondan (elusyon tamponu) gecirilir. Sistem hazir olduktan sonra 6rnek
pompasindan kolona 6rnek gecisi 0.5 ml akisla gegirilir. Ornek bittikten sonra kolon
equilibrasyon tamponuyla yikanir ve ardindan kolondan elusyon tamponu gegiririlerek
saf protein fraksiyonlanir. Her bir fraksiyon saflik derecesini analiz etmek {izere SDS-
PAGE ile elektroforez edilir. Cihaz kapatilmadan 6nce kolon ve tiim sistem ddH20’dan
gecirilir. Kolon ve sistem son olarak %20 etanolden gecirilir ve sistem kapatilir. Kolon

+4°C’de muhafaza edilir.
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3.4.3.21. Diyaliz
SDS-PAGE’de saflig1 analiz edilen proteinler saflik oranlarina gore birlestirilir
ve parcalama ve eliisyon soliisyonlarindan kaynaklanan iire ve imidazolden
uzaklastirmak i¢cin PBS’e kars1 diyaliz edilir. Bu amagla her bir safliktaki fraksiyon
diyaliz tiipiine (SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 10K MWCO, 22 mm, Thermo Fisher
Scientific, USA) aktarilir. Her 12 saatte bir diyaliz tamponu PBS degistirilir ve 6rnek 48
saat diyaliz edilir. Diyaliz sonrasi proteinin absorbansa dayali saflik ve miktar tayini

yapilir ve aliquotlanarak -20 °C’de muhafaza edilir.

3.4.3.22. Western Blotlama

Analiz edilecek proteinler SDS-PAGE ile elektroforez edilir. Elektroforezin
ardindan jeller camdan dikkatlice alinir ve ddH>O’da 5 dk c¢alkalanarak yikanir. Jel,
suyun ardindan transfer tamponu ile 5 dk yikanir. Transfer i¢in jel boyutunda tiste 5 kat
ve alta 5 kat olmak ftizere filtre kagidi kesilir. Ayni sekilde jeldeki proteinlerin
aktarilacagi PVDF ya da nitroseliiloz membran da jel boyutunda kesilir. 5 kat filtre
kagid: transfer kasetin alinir ve transfer tamponu ile 1slatilir. Uzerine membran konulur
ve membran da transfer tamponu ile 1slatilir. Jel, 1slatilan membran iizerine yerlestirilir
ve lizerine 5 kat filtre kagidi konulur. Transfer kasetinin kapagi kapatilir ve 25 V’de 7
dk transfer edilir. Bu amac¢ ic¢in kullanilan cihaz Trans-Blot® Turbo™ Transfer

sistemidir.

Transferin ardindan membran ilk once ddH2O ile, ardindan TBST ile 5 dk
calkalanarak yikanir. Yikamalarin ardindan membran bloklama tamponunda oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edilir. Birincil antikor bloklama tamponunda istenilen
konsantrasyonda hazirlanir ve membran birincil antikor ile gece boyu +4°C inkiibe
edilir. Ertesi giin membran oda sicakliginda 5 defa 5dk TBST ile yikanir. Ardindan
bloklama tamponu i¢inde istenilen konsantrasyonda hazirlanan ikincil antikor ile 1 saat
oda sicakliginda inkiibe edilir. Inkiibasyonun ardindan membran 5 defa 5 dk TBST ile
yikanir. Goriintiilemede ikincil antikora konjuge edilmis héalde bulunan HRP
(horseradish peroxidase) enziminden faydalanilir. HRP’nin, goriintiileme soliisyonunda
bulunan luminol ile reaksiyonu kemiliiminesans aracili goriintiillemeyi saglamaktadir.
Bu amagla ECL Western Blot substrati (Thermo Fischer Scientific, USA) {ireticinin
talimatina gore kullanilmistir. Goriintiileme Fusion FX Solo cihazi kullanilarak

gergeklestirilmistir.
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3.4.3.23. EIA

Saflastirilan  protein EIA  kaplama  soliisyonu igerisinde  istenilen
konsantrasyonda hazirlanir ve 96 kuyulu plakaya kuyu bas1 100 ul olarak dagitilir. Gece
boyu +40C’de inkiibe edilen antijenler plakaya tutunur. Ertesi giin EIA bloklama
tamponundan her kuyuya 200 pl eklenerek 2 saat oda sicakliginda inkiibasyon ile
bloklama yapilir. Bloklama tamponu her bir kuyunun 3 defa 300 ul PBST ile
yikanmasiyla uzaklastirilir ve birincil antikor EIA bloklama soliisyonu igerisinde
istenilen konsantrasyonda hazirlanir. Hazirlanan antikordan duplike olarak kuyulara
100’er pl eklenmesiyle deney siirdiiriiliir. Plakalar 37°C’de 1 saat inkiibe edilir ve
inkiibasyonun ardindan tabandaki antijene baglanmayan antikorlar plakalarin 3 defa 300
ul PBST ile yikanmasiyla uzaklagtirilir. Ikincil antikor EIA bloklama soliisyonu
icerisinde istenilen konsantrasyonda hazirlanir. ikincil antikordan her bir kuyuya 100’er
ul ekelenir ve plakalar 37°C’de 1 saat bekletilir. inkiibasyonun ardindan plakalar 3 defa
300 pl PBST ile yikanir. Yikama sonrasi ikincil antikorda bulunan HRP ile reaksiyona
girecek TMB’den (tetrametil benzidin) her bir kuyuya 100’er pl eklenir. 10 dk sonra
reaksiyon her kuyuya 2N H2SO4’ten 100 pl eklenmesiyle sonlandirilir ve reaksiyonun
absorbansa dayali dlglimii 450 nm dalga boyunda iMark™ Microplate Absorbance

Reader cihazi kullanilarak yapilir.

3.4.3.24. KKKAV (+) ve KKKAV (-) Insan Serumlari

Calismada kullanilan Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriisii ile infekte, tanisi
Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu tarafindan yapilan PZR ve laboratuvarimizca yapilan
VectoBest KKKAV Antijen testi ile konulan hasta serumlar1 pozitif kontrol, VectoBest
Antijen testi sonucu Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriisii yoniinden negatif oldugu
teyit edilen serum oOrnekleri negatif kontrol olarak kullanilmistir. Yapilmis olan
Western blotlama ve EIA deneylerinde daha 6nce Bezmialem Vakif Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastahanesi’ne ¢esitli amaclarla bagvuran hastalardan elde edilmis ve yapilan

testlerden sonra elden ¢ikarilmasi planlanmis arsiv serum 6rneklerini kullanilmistir.

3.4.3.25. Anti-KKKAYV NP fare, anti-KKKAYV Fare ve Tavsan Serumlari
Anti-KKKAV fare serumu ve inaktif KKKAV Kelkit06 susu Erciyes
Universitesi'nden Prof. Dr. Aykut Ozdarendeli tarafindan saglanmistir. Anti-KKKAV
tavsan ve anti-KKKAV NP fare serumu laboratuvarimizda gergeklestirilen daha onceki

caligmalar sirasinda elde edilmistir (E. Karaaslan, N. S. Cetin, M. Kalkan-Yazici, S.
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Hasanoglu, F. Karakecili, A. Ozdarendeli, A. Kalkan, A. O. Kili¢, M. Z. Doymaz,
yayma gonderilmistir). Anti-KKKAV tavsan serumu 2 adet beyaz Yeni Zelanda
yetigkin tavsanin inaktif KKKAV Kelkit06 susu ile bagisiklanmasiyla elde edilirken;
anti-KKKAV NP fare serumu 6-8 haftalik erkek Balb/ tiirii farenin KKKAV-NP ile

bagisiklanmasiyla elde edilmistir.

3.4.3.26. Etik Kurul Onay1

Insan deneylerinin calisma protokolleri, Bezmialem Vakif Universitesi'nin
Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu onayiyla gergeklesmistir (onay
numaralar1 08/137 ve 4.2019/12)).

S6z konusu arastirmada Bezmialem Vakif Universitesi Yasam Bilimleri ve

Biyoteknoloji Enstitiisii biinyesindeki laboratuvar imkanlarindan faydalanilmastir.

3.4.3.27. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 6 OS X versiyon 6.0.1 (GraphPad
Software, San Diego, CA) programi kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki
anlamlilik  Wilcoxon, Mann-Whitney U testi ya da iki kuyruklu student t testi
kullanilarak yapilmistir. Tiim karsilastirmalar i¢in giivenirlilik aralig1 %95 ve anlamlilik

icin p degeri <0.05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.1. Hazara JC280 Viriisiin Uretilmesi

4.1.1.1. Hazara JC280 Viriisiin Hiicre Kiiltiiriinde Uretimi
Bu amagcla, Public Health England’den temin edilen Hazara JC280 susu ile ilk
olarak 10 ml hiicre tiretme vasati icerisinde 10x10° adet BHK-21 hiicreleri infekte
edilmistir. Infeksiyondan {i¢ giin sonra hiicre kiiltiir siipernatant1 toplanarak 7000
RPM’de 7 dk boyunca santrifiijlenmis ve viriis hiicreden uzaklastirilmistir. Viriis i¢eren
iist stvinin bir kismi gelecek deneylerde kullanilacak stok viriisii tiretmek amaciyla -
80°C’de muhafaza edilitken diger kismi ise 150000xg’de 4h santrifiijlenerek

yogunlagtirilmistir.

4.1.1.2. Viriis Titresinin Plak Deneyi ile Belirlenmesi

Bir adet T75 hiicre kiltiir flaskina %10 FBS iceren DMEM igerisinde SW13
hiicreleri ekilmistir. Hiicreler %90-100 yogunluga ulastiktan sonra tripsinle kaldirilmis
ve %10 FBS igeren DMEM igerisinde kuyu basi 400000 olacak sekilde 6 kuyulu
plakalara dagitilmistir. Ertesi giin %70-80 yogunluga ulasan 6 kuyulu plakalardaki
SW13 hiicreleri, serumsuz vasat icerisinde 10 kat dillisyonla hazirlanan 1 ml viris ile
infekte edilmistir. Infekte hiicreler 1 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Ardindan
viriis igeren vasat uzaklastirilmis ve hiicreler 2 defa PBS ile yikanmistir. %1.6 oraninda
karboksimetilseliiloz (CMC), %20 FBS iceren 2XDMEM ile 1:1 oraninda karistirilmis
ve 2’ser ml olacak sekilde 6 kuyulu plakalardaki her bir kuyuya eklenmistir. 6 giin sonra
6 kuyulu plakalardaki viriis hiicre karisimi %3,7 formaldehit ile 2 saat boyunca oda
sicakliginda fikse edilmis ve ardindan %1 kristal violet ile boyanmistir. Olusan plak
formlar1 gozle sayilarak PFU birimindeki viriis titresi beirlenmistir (Sekil 3.4-1).Titresi

belirlenen viriis gelecek deneylerde kullanilmak iizere -80°C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.4-1: Hazara viriis titresinin plak deneyi ile belirlenmesi.

Viriisiin 106 PFU/ml titreye sahip oldugu goriilmiistiir.

4.1.1.3. Hazara Viriisiin Saflastirilmasi
Viriisiin ~ saflagtirilmas1  i¢in  su adimlar izlenmistir: %20 siikroz ile
ultrasantrifiijde 150000xg’de 4 saat ¢oktiirerek yogunlastirma ve HiTrap Capto Core
700 (Cytiva, USA) kolonu kullanilarak GE Life Sciences AKTA Pure cihazi yardimiyla
saflagtirma (Sekil 3.4-2). Saflastirilan ve absorbansa dayali miktar tayini yapilan
HAZV, KKKAYV ile arasindaki ¢apraz tepkime varligin1 gostermek amaciyla EIA’da

kullanilmastir.

hareeQd0st 052
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"

Sekil 3.4-2: HAZYV, HiTrap Capto Core 700 kolonu kullamlarak saflastirilmstir.

Grafikteki mavi isaretli pik. saf viriise aittir.
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4.1.2. HAZV ve KKKAV Arasindaki Capraz Tepkimenin Saf HAZV
Kullanilarak Gosterilmesi

4.1.2.1. KKKA Konvalesan insan Serumu ile Enzim Immiino Assay (EIA)

Hazara JC280 susu ile KKKAV arasinda capraz tepkime varlig1 ya da yoklugu
coklu KKKAYV ile infekte hasta serumlar1 kullanilarak EIA yontemiyle test edilmistir.
Bu amagla 31 adet KKKAYV ile infekte hasta serumu ve kontrol olarak KKKAV
yoniinden negatif olan 18 adet hasta serumu duplike ¢alisilmistir. Birincil antikorlar
insan serumlarinin bloklama tamponunda 1:100 oraninda seyreltilmesiyle hazirlanmig
ve kuyu basi 100 pul olacak sekilde kullanilmistir. HRP ile konjuge edilmis anti-insan
IgG-HRP ikincil antikoru Abcam firmasinin (ab81202) katalog numarali antikorunun
1:1000 oraninda bloklama tamponunda seyreltilmesiyle hazirlanmis ve kuyu basi1 100 ul
olacak sekilde kullanilmistir. Reaksiyon abcam firmasinin (ab171523) katalog numarali
TMB ELISA Substrati ile ortaya cikarilmis ve 2N H2SO4 ile sonlandirilmistir.
Absorbansa dayali reaksiyon Ol¢iimii 450 nm dalgaboyunda yapilmistir. Kontrol
hastalarindan 3 tanesi dislanarak 15 saglikli insan verisi ile 2XSD cut-off degeri
hesaplanmistir. Bu amagla 15 adet negatif kontrol optik dansite (OD) verilerisinden
standart sapma (SD) hesaplanmistir: SD; 0,079. Tiim negatif kontrol OD verilerinin
ortalamasi alinmistir; 0,239. Cut-off degeri 2XSD+ortalama formiiliiyle hesaplanmistir.
2XSD cut-off: 0,398. 31 hastadan 25’1 cut-off’un istiinde kalmistir ve saf HAZV
temelli EIA sensitivitesi %80, spesifitesi ise %83 olarak hesapanmistir. Yapilan
EIA’nin ardindan KKKAYV pozitif hastalarinin %80°1 cut-off degerinin iizerinde kalmis
ve iki viriis arasindaki capraz tepkime varligi EIA yardimiyla gosterilmistir (Sekil 3.4-
3). Her bir veri, optik degerlerin ortalamasi alinarak hesaplanmis ve birbirinden
bagimsiz iki deney duplike olarak g¢alisilmistir. Gruplandirilmis EIA verileri Mann-
Whitney U testi kullanilarak karsilastirilmis ve anlamli bulunmustur (p<0,0001).
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Sekil 3.4-3: Saf HAZV ve KKKA konvalesan sera kullanilarak c¢apraz tepkimenin EIA

yontemiyle gosterilmesi.

96 kuyulu plaka kuyu basi 0,5 pg/kuyu ultra saf HAZV le kaplanmis ve KKKAV (+) insan ve kontrol olarak saglikli
insan serumu ile test edilmistir. Kullanilan 31 adet KKK A konvalesan seradan 25°i cut-off tizerinde kalmistir. 18 adet
saglikli insan serumundan 3 adet serum diglanmig 15 adet saglikli insan verisi ile SD ve 2XSD cut-off degeri
hesaplanmistir. Bu verilere gére yapilan EIA’nin sensitivite ve spesifitesi sirasiyla %80 ve %83’tiir. EIA verileri

istatistiksel olarak Mann-Whitney U testi ile karsilagtirilmis ve anlamli bulunmustur (p<0,0001).

4.1.2.2. KKKAYV ile immiinize Tavsan Serumu ile Enzim immiino Assay
(EIA)

Hazara JC280 susu ile KKKAYV arasinda ¢apraz tepkime varlig1 ya da yoklugu
KKKAYV ile bagisiklanmis ve kontrol olarak bagisiklanmamis tavsan serumlari
kullanilarak EIA yontemiyle test edilmistir (Sekil 3.4-4). Tavsan serumlar1 ekibimiz
tarafindan daha onceki caligmalarinda kullanilmak {izere tiretilmistir. Bu amacla 96
kuyulu plakalara farkli konsantrasyonlarda ultra saf HAZV kaplanmis ve KKKAYV ile
bagisiklanmis ve bagisiklanmamis tavsan serumlart ile duplike olarak galigilmistir.
Birincil antikor 1:100 oraninda bloklama tamponu i¢inde hazirlanmis ve kuyu bas1 100
ul duplike olarak kullanilmistir. HRP ile konjuge edilmis anti-fare 1gG-HRP ikincil
antikoru Santa Cruz firmasinin sc2030 katalog numarali antikorunun 1:5000 oraninda
bloklama tamponunda seyreltilmesiyle hazirlanmis ve kuyu bas1 100 pl olacak sekilde
kullanilmistir. Reaksiyon abcam firmasiin (ab171523) katalog numarali TMB ELISA
Substrat1 ile ortaya ¢ikarilmis ve 2N H2SO4 ile sonlandirilmistir. Absorbansa dayali
reaksiyon Ol¢iimii 450 nm dalgaboyunda yapilmistir. Tabanda 0,5 pg/kuyu antijen
kullanildiginda SD degeri 0,012; ortalama 0,06 ve 2XSD cut-off degeri 0,081’dir.
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Tabanda 1,0 pg/kuyu antijen kullanildiginda SD degeri 0,025; ortalama 0,068 ve 2XSD
cut-off degeri 0,119’dur. Tabanda 2,0 pg/kuyu antijen kullanildiginda SD degeri 0,05;
ortalama 0,092 ve 2XSD cut-off degeri 0,193’tiir. EIA verileri ti¢ farkli kombinasyon
icin de Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilastirilmis ve anlamli bulunmustur
(p<0,0001).
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Sekil 3.4-4: Saf HAZV ve KKKAYV ile bagisiklanmis tavsan serumu kullanilarak ¢apraz

tepkimenin EIA yontemiyle gosterilmesi.

96 kuyulu plaka kuyu basi 0,5; 1,0 ve 2,0 pg/kuyu ultra saf HAZV ile kaplanmig ve KKKAYV ile immiinize ve kontrol
olarak saglikli tavsan serumu kullanilarak test edilmistir. EIA verileri istatistiksel olarak Mann-Whitney U testi ile

kargilastirilmig ve anlamli bulunmustur (p<0,0001).

4.1.2.3. KKKAY ile Immiinize Fare Serumu ile Enzim immiino Assay (EIA)

Hazara JC280 susu ile KKKAV arasinda capraz tepkime varlig1 ya da yoklugu
KKKAYV ile bagisiklanmis ve kontrol olarak bagisiklanmamis fare serumlari
kullanilarak EIA yontemiyle test edilmistir (Sekil 3.4-5). KKKAYV ile bagisiklanmig
fare serumu Erciyes Univesitesi 6gretim iiyesi Prof. Dr. Aykut Ozdarendeli tarafindan
saglanmistir. Bu amagla 96 kuyulu plakalara farkli konsantrasyonlarda ultra saf HAZV
kaplanmis ve KKKAYV ile bagisiklanmis ve bagisiklanmamis fare serumlari ile duplike
olarak calisilmigtir. Birincil antikor 1:100 oraninda bloklama tamponu iginde
hazirlanmis ve kuyu bag1 100 pl duplike olarak kullanilmistir. HRP ile konjuge edilmis

anti-fare 1gG-HRP ikincil antikoru Santa Cruz firmasinin sc2030 katalog numarali
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antikorunun 1:5000 oraninda bloklama tamponunda seyreltilmesiyle hazirlanmis ve
kuyu bast 100’er ul olacak sekilde kullanilmigtir. Reaksiyon abcam firmasinin
(ab171523) katalog numarali TMB ELISA Substrati ile ortaya ¢ikarilmis ve 2N H2SO4
ile sonlandirilmistir. Absorbansa dayali reaksiyon Ol¢iimii 450 nm dalgaboyunda
yapilmigtir. Tabanda 0,5 pug/kuyu antijen kullanildiginda SD degeri 0,012; ortalama
0,058 ve 2XSD cut-off degeri 0,084’tiir. Tabanda 1,0 pg/kuyu antijen kullanildiginda
SD degeri 0,007; ortalama 0,06 ve 2XSD cut-off degeri 0,076 dir. EIA verileri iki
farkli kombinasyon i¢in de Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilastirilmis ve
anlaml: bulunmustur (p<0,0001).

Sekil 3.4-5: Saf HAZV ve KKKAYV ile bagisiklanmis fare serumu kullamlarak c¢apraz
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tepkimenin EIA yontemiyle gosterilmesi.

96 kuyulu plaka kuyu bast 0,5 ve 1,0 pg/kuyu ultra saf HAZV ile kaplanmis ve KKKAYV ile immiinize ve kontrol
olarak saglikli fare serumu kullanilarak test edilmistir. EIA verileri istatistiksel olarak Mann-Whitney U testi ile

karsilastirilmis ve anlamli bulunmustur (p<0,0001).

4.1.3. HAZV JC280 susu Niikleoproteinin Uretilmesi
HAZV JC280 susu niikleoproteinini iiretmek amaciyla proteine ait gen

sekansinin HAZV’den elde edilmesi hedeflenmistir.

4.1.3.1. HAZYV JC280 susu Niikleoproteinin Klonlanmasi
HAZV JC280 susu niikleoproteinine (HAZV NP) ait gen sekansint HAZV’den
elde etmek amaciyla BHK-21 hiicreleri 1/1000 viriis/hiicre oraninda HAZV ile infekte
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edilmistir. Infeksiyondan ii¢ giin sonra infekte hiicre lizatindan RNA izolasyonu easy-
spin™ (DNA free) Total RNA Extraction Kit (iNtRON Biotechnology Inc, Korea) kiti
yardimiyla yapilmistir. Izolasyon sonrasi toplamda 2 ug RNA, SensiFAST™ cDNA
Synthesis Kit yardimiyla tek iplikli cDNA’ya ¢evrilmistir. Elde edilen cDNA’in 2 ul’si
HAZV NP’nin 5 ve 3 terminal bolgelerine 6zgili primerlerin kullanildigi PZR’da kalip
olarak kullanilmistir. PZR sonucu HAZV NP’yi kodlayan DNA sekansi elde edilmis ve
%0.7°1ik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 3.4-6).

15
kb

Sekil 3.4-6: PZR ile ¢ogaltilan HAZYV NP geninin agaroz jelde analizi.

HAZV NP’yi kodlayan DNA sekansi NP’ye 6zgii primerlerle ve dogru okuma kapatisene sahip polimeraz araciligiyla
cogaltilmigtir. HAZV NP’yi kodlayan acik okuma gergevesi 1455 baz ¢ifti uzunlugundadir. Kullanilan marker Neb
markasina ait Quick-Load® 1 kb Plus DNA Ladder’dir

PZR ile ¢ogaltilan ve agaroz jelde dogrulanan HAZV NP’yi kodlayan DNA sekans1
IntronBio Fragment DNA Pirifikasyon Kiti (iNtRON Biotechnology Inc, Korea)
yardimiyla temzilenmis, miktar tayini yapilmis ve direksiyonel klonlamay1 saglayacak
Ndel ve Xhol enzimleriyle kesilmistir. Enzimler, kesimin ardindan 65°C’de 20 dk

inkiibe edilerek 1s1 ile inhibe edilerek hedef gen klonlamaya hazir héle getirilmistir.

4.1.3.2. Klonlama Kullanilacak Vektoriin Eldesi
Klonlamada bekteriyel expresyon plazmidi olan pET-30b(+) vektorii (Addgene,
Cambridge, MA, USA) kullanilmistir. Daha onceki ¢alismalar i¢in ig¢inde baska bir
genle satin alinmis olan vektor, HAZV NP’yi klonlamak tiizere Ndel ve Xhol
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enzimleriyle kesilmis ve bos plazmid %0,7’lik agaroz jelden elde edilmistir (Sekil 3.4-
7).

55kb
uzunlugundaki
bos pET-30b (+)

IMX NP geni

Sekil 3.4-7: pET-30b (+) vektoriiniin agaroz jelde goriintiilenmesi.

Ticari olarak elde edilen pET-30b(+) vektorii Ndel ve Xhol enzimleriyle kesilmis ve bos vektor jelden ellde
edilmistir. Bos pET-30b (+) vektorii 5,5 kilobaz, IMX NP geni ise 1,6 kilobaz uzunlugundadir. Kullanilan marker
Neb markasina ait Quick-Load® 1 kb Plus DNA Ladder’dir

4.1.3.3. HAZV NP’sini Kodlayan DNA Sekansmmin pET-30b(+) Vektoriine
Klonlanmasi

Uglarinda Ndel ve Xhol kesim enzimlerini kodlayan sekanslarin bulundugu gene
0zgii primerlerle cogaltilan HAZV NP’yi kodlayan ORF, uglarinda ayni1 enzim kesim
bolgeleri bulunan pET-30b (+) vektor ile ligasyona ugratilmistir. Ligasyon iirlinii, eldesi
hedeflenen HAZV NP’yi kodlayan DNA sekansini igeren pET-30b(+) plazmidini
(HAZV NP pET-30b(+) ¢ogaltmak amaciyla kompetan E.coli TOP10 hiicrelerine
transforme edilmistir. ik segilim 100 mikrogram/ml kanamisinli LB agar pleytlerinde
yapilmis, ayni zamanda elde edilen kolonilerin HAZV NP genini icerip icermedigi
miniprep Urliniiniin Ndel-Xhol enzimleriyle kesilmesiyle de gosterilmistir (Sekil 3.4-8).
PET-30 (+) vektoriine klonlanmis HAZV NP geni (pET-30b (+) HAZV NP) sekil 3.4-

9’da gosterilmistir.
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1.5 Kb

HAZV NP

Sekil 3.4-8: Pozitif transformant kolonilerin Ndel ve Xhol kesiminin agaroz jelde analizi.

Elde edilen kolonilerden 4 tanesi kanamisinli LB sivibesiyerinde biiyiitiilmiis ve miniprep yapilmistir. Plazmid
DNA’lar Ndel ve Xhol enzimleriyle kesilmis ve iki koloninin kesilmeyen plazmit kaynakli transformasyon sonucu
IMX NP genini igerdigi, diger iki koloninin ise HAZV NP genini igerdigi gen uzunluluklarindaki boyut farki
araciligiyla goriilmistir. IMX NP geni 1,6 kb, HAZV NP geni ise 1,45 kb uzunlugundadir. Kullanilan marker Neb
markasina ait Quick-Load® 1 kb Plus DNA Ladder’dir.

Sekil 3.4-9: pET-30b (+) vektoriine klonlanmis HAZV NP geni haritasi.
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4.1.3.4. HAZV NP’nin Bakteride Uretimi

Hedef proteini E. coli’de agiklanmak ve saflastirmak amaciyla E. coli TOP10’e
klonlanmisg pET-30b HAZV NP plazmidi, ekspresyon bakteri suslar1 olan C43(DE3) ve
BL21(DE3) ekspresyon suslarina transforme edilmis ve ilk se¢ilim 100 mikrogram/ml
kanamisinli LB agar pleytlerinde yapilmistir. Her bir sustan 3’er adet koloni se¢ilmis ve
pilot ekspresyon yapilmistir. 10 ml hacminde baslatilan kiiltiirler, OD600 dalga
boyunda absorbans degeri 0,4-0,6 degerleri arasina ulastiginda son konsantrasyonu 1
mM olacak sekilde IPTG ile indiiklenmistir ve analiz edilmek iizere birer saat arayla
I’er ml 6rnek alinmistir. Ekspresyon indiiklenme isleminden 3 saat sonra sonlandirilmis
ve Ornekler SDS-PAGE’de analiz edilmistir (Sekil 3.4-10). Ekspresyon sonrasi
BL21(DE3) bakterilerinde yliksek seviye HAZV NP ekspresyonu goriilmiis ve yiiksek

diizeyde protein elde edebilmek icin pilot ekspresyon temel alinarak 900 ml kiiltiir ile

ekpresyon yapilmistir.
1. Koloni 2. Koloni 3. Koloni
ca3 (DE3) BL21(DE3) M €43 (DE3) BL21(DE3) M  C43 (DE3) BL21 (DE3)

35 kDa
HAZV NP

1h 2'h ¥'h Oh ¥h 283'h  Oh 1'h 2'h 3'h 'h 2'h2'h O'h t'h 2'h 3'h 2h 1'h 2Zh3h

Sekil 3.4-10: BL21(DE3) ve C43(DE3)'e transforme edilen pET-30b (+) HAZV NP pilot

ekspresyonunun SDS-PAGE Jel elektroforezi ile analizi.

Pilot expresyon 10 ml kiiltiirde yapilmig ve IPTG indiiklemesinin ardindan 6rneklerden saat bagi 1’er ml alinmugtir. 1
ml 6rnek 5000 rpm’de 3 dk santrifiijlenmis ve pelet SDS-PAGE ile analiz edilmistir. Analiz sonrast 55 kDa
biiytikliigiindeki HAZV NP hedef proteininin en fazla BL21(DE3) bakterilerinde eksprese edildigi goériilmiistiir.
Marker olarak GangNam-STAIN™ Prestained Protein Ladder kullanilmustir.

4.1.3.5. HAZV NP’nin Saflastirilmasi
Ekspresyon sonrast kiiltir 7000 RPM’de 3 dk santrifiijlenerek iist sivi
uzaklastirllmis ve HAZV NP iceren bakteri peleti 8M iire iceren lizis tampon ile
resiispende edilmistir. Elde edilen soliisyon ii¢ defa dondurulup ¢6zdiiriilmiis, %50 giic
ile sonikasyona ugratilmis ve ardindan oda sicakliginda hafif calkalama ile 2 saat

inkiibe edilmistir. C Terminal 6XHis barindiran HAZV NP nikel iyonlar1 araciligiyla
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saflagtirilmak tizere HisTrap excel 1ml (Cytiva, USA) kolonu GE Life Sciences AKTA
Pure cihazi yardimiyla gecirilmis ve saflastirilmistir. Saflastirilan fragmentler SDS-
PAGE ile analiz edilmistir (Sekil 3.4-11). Saflastirilan proteine 6zgii kromatogram sekil
3.4-12’de gosterilmistir. Saflastirilan protein, enzim immiinoassay testinde yakalayici

antijen olarak kullanilmistir.

Saf Fraksiyvonlar

e ——

M 1B5 1C1 1C2 1C3 1C4

Sekil 3.4-11: AKTA Pure cihaz1 yardimiyla nikel afinite kromotografisine dayalh HisTrap
Excel kolonu ile His-Tag barindiran HAZV NP protein piirifikasyonu
fraksiyonlarimin SDS-PAGE ile analizi.

Analiz sonrast 55 kDa biiyiikligiindeki HAZV NP hedef proteinine (1B5-1C4) ait saf fraksiyonlar goriintiilenmistir.
Marker olarak GangNam-STAIN™ Prestained Protein Ladder kullanilmustir.

A280 () Baglanmayan protein  Yikama Eliisyon

550

400

200

100 }\/ )

0
ml 0 20 40 60 80 9%

Sekil 3.4-12: AktaPure HAZV NP piirifikasyon grafigi.
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4.1.4. KKKAV NP Uretimi ve Saflastiriimasi

S6z konusu projede HAZV’nin KKKAYV i¢in model organizma olup olmayacagi
tiim viriise ve iki viriisiin niikleoproteinlerine (NP) yonelik hiimoral antikor yaniti
benzerligi iizerinden arastirilmustir. iki viriisiin NP’leri arasindaki antijenik benzerlik
sorusunu tam olarak cevaplayabilmek i¢cin HAZV NP ile yapilan deneylerin KKKAV
NP ile gergeklestirilmesi icap etmektedir. Bu sebeple daha o6nceki projelerde
kullanilmak iizere iiretilmis olan KKKAV NP, s6z konusu ¢alismalarda kullanilmistir.
KKKAV NP fiiretimi 6zetle su sekilde gergeklesmistir: KKKAV NP {iretimi igin,
GenBank'tan (erisim no. GQ337053) alinan KKKAV Kelkit06 NP'min (1.449 bp)
niikleotid dizisi bakteriyel ekspresyon icin optimize edilmis halde sentetik olarak
sentezlenmis ve pUC19'a (GenScript USA Inc., Nanjing, China) klonlanmistir. KKKAV
NP, Gere¢ ve Yontem’de tarif edildigi lizere HAZV rNP ile ayni kosullar altinda
eksprese edilmis, saflastirilmig, diyaliz edilmis ve ve EIA i¢in pozitif kontrol olarak

kullanilmistir (Karaaslan ve vb, yayin asamasinda).

4.1.5. HAZV ve KKKAV Arasindaki Capraz Tepkimenin HAZV NP ve
KKKAYV NP Kullanilarak Gosterilmesi

4.1.5.1. KKKA Konvalesan insan Serumu ile Enzim immiino Assay (EIA)

Hazara JC280 susu NP’si ile KKKAV Kelkit06 NP’si arasinda capraz tepkime
varligi ya da yoklugu KKKA gecirmis hasta serumlari kullanilarak EIA yontemiyle
analiz edilmistir. Iki viriisiin kodladigi NP’ler arasindaki antikor yaniti benzerligini
ortaya ¢ikarmak iizere 96 kuyulu plakalar kuyu bas1 0.1 pg/100 pl olacak sekilde
HAZV NP ve KKKAV NP ile kaplanmistir. Bu amacla 20 adet KKKA konvalesan
insan serumu ve kontrol olarak 20 adet KKKAV yoniinden negatif insan serumu
kullanilmistir. Birincil antikorlar insan serumlarmin bloklama tamponunda 1:100
oraninda seyreltilmesiyle hazirlanmis ve kuyu bas1 100 pl olacak sekilde kullanilmistir.
HRP ile konjuge edilmis keci anti-insan 1gG-HRP ikincil antikoru BioRad firmasinin
(5172-2504) katalog numarali antikorunun 1:10000 oraninda bloklama tamponunda
seyreltilmesiyle hazirlanmis ve kuyu bast 100 pl olacak sekilde kullanilmistir.
Reaksiyon abcam firmasinin (ab171523) katalog numarali TMB ELISA Substrat: ile
ortaya c¢ikarilmis ve kuyu bas1 100 pul 2N H2SO4 ile sonlandirilmistir. Absorbansa
dayali reaksiyon Ol¢iimii 450 nm dalgaboyunda yapilmistir. Kontrol hastalarindan 2
tanesi dislanarak 18 saglikli insan verisi ile 2XSD cut-off degeri hesaplanmistir. Bu

amagla 18 adet negatif kontrol optik dansite (OD) verisinden standart sapma (SD)



76

hesaplanmistir: HAZV NP ve KKKAV NP temelli EIA i¢in sirasiyla SD; 0,0181 ve
0,028’dir. Ortalama deger sirasiyla 0,055 ve 0,068’dir. Cut-off degeri 2XSD+ortalama
formiiliiyle hesaplanmistir ve HAZV NP ve KKKAV NP temelli EIA i¢in sirasiyla cut-
off degeri 0,091 ve 0,125’dir. HAZV NP temelli EIA sonucuna gore 20 KKKA
hastasinin 16’s1 cut-off degerinin tizerinde kalirken, KKKAV NP temelli EIA verisine
gore 20 KKKA hastasiin 18’1 cut-off degerinin iizerinde kalmistir. Bu sonuglara gore
HAZV NP temelli EIA’nin sensitivite ve spesifitesi sirasiyla %80 ve %90 iken;
KKKAV NP temelli EIA sensitivite ve spesifitesi %90’dir (Sekil 3.4-13 ve 3.4-14). Bu
sonuglar, KKKAV ve HAZV NP’leri arasinda ikna edici seviyede capraz tepkime
varligimi ortaya koymaktadir. Her bir veri, optik degerlerin ortalamasi alinarak
hesaplanmis ve birbirinden bagimsiz iki deney duplike olarak ¢alisiimistir.
Gruplandirilmis EIA verileri Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilastirilmis ve
anlaml1 bulunmustur (p<0,0001).

HAZV NP

1.04

.54

Optik Dansite (450 nm)

0 10 20 30
Kontrol insan sernmu KKKAV (+) insan serumu

Sekil 3.4-13: Saf HAZV NP ve KKKA konvalesan sera kullanilarak capraz tepkimenin

EIA yontemiyle gosterilmesi.

96 kuyulu plaka kuyu bast 0,1 pg/kuyu ultra saf HAZV NP ile kaplanmis ve KKKAV (+) insan ve kontrol olarak
saglikli insan serumu ile test edilmistir. Kullanilan 20 adet KKKA konvalesan seradan 16’st cut-off iizerinde
kalmustir. 20 adet saglikli insan serumundan 2 adet serum diglanmis 18 adet saglikli insan verisi ile SD ve 2XSD cut-
off degeri hesaplanmistir. Bu verilere gore yapilan EIA’nin sensitivite ve spesifitesi sirastyla %80 ve %90’dir. EIA

verileri istatistiksel olarak Mann-Whitney U testi ile kargilagtirilmig ve anlamli bulunmustur (p<0,0001).
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Sekil 3.4-14: Saf KKKAV NP ve KKKA konvalesan sera kullanilarak capraz tepkimenin

kontrolii.

96 kuyulu plaka kuyu bas1 0,1 pg/kuyu ultra saf KKKAV NP ile kaplanmig ve KKKAV (+) insan ve kontrol olarak
saglikli insan serumu ile test edilmistir. Kullanilan 20 adet KKKA konvalesan seradan 18’1 cut-off lizerinde kalmigtir.
20 adet saglikli insan serumundan 2 adet serum diglanmig 18 adet saglikli insan verisi ile SD ve 2XSD cut-off degeri
hesaplanmustir. Bu verilere gore yapilan EIA’nin sensitivite ve spesifitesi %90’dir. EIA verileri istatistiksel olarak

Mann-Whitney U testi ile kargilagtirilmig ve anlamli bulunmustur (p<0,0001).

4.1.5.2. KKKAV ile bagisiklanmis tavsan ve fare serumu ile capraz
tepkimenin gosterilmesi

HAZV NP ve KKKAV NP arasindaki c¢apraz tepkimeyi gostermek amaciyla
inaktif KKKAYV ile bagisiklanmis tavsan (Sekil 3.4-15) ve fare (Sekil 3.4-16) serumu
kullanilmistir. Bu sebeple 96 kuyulu plakalar tavsan serumu igin 10 pg/kuyu; fare
serumu i¢in Ipg/kuyu HAZV NP ile kaplanmistir. Tavsan serumu 1:200 oraninda, fare
serumu ise 1:100 oraninda seyreltilerek primer antikor olarak kullanilmistir. Tavsan
serumu i¢in HRP ile konjuge edilmis 2030 katalog numarali Santa CruzBiotechnology,
Inc firmasina ait ikincil antikor 1:5000 oraninda kullanilirken; fare serumu i¢in HRP ile
konjuge edilmis 2005 katalog numarali Santa CruzBiotechnology, Inc firmasina ait
ikincil antikor 1:1000 oraninda kullanilmistir. . Reaksiyon abcam firmasinin (ab171523)
katalog numarali TMB ELISA Substrat1 ile ortaya ¢ikarilmis ve kuyu bast 100 ul 2N
H2S04 ile sonlandirilmistir. Absorbansa dayali reaksiyon Ol¢iimii 450 nm
dalgaboyunda yapilmistir. EIA verileri, iki kuyruklu eslestirilmemis t testi ile

karsilastirilmis ve anlamli bulunmustur.
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Sekil 3.4-15: HAZV NP ve KKKAV NP arasindaki antijenik benzerligin KKKAYV ile

immiinize tavsan serumu ile gosterilmesi.

96 kuyulu plaka 10 pg/kuyu saf HAZV NP ile kaplanmis ve KKKAYV ile bagisiklanmis tavsan serumlarina karsi EIA
yontemiyle test edilmistir. Negatif kontrol olarak bagisiklanmamis tavsan serumu kullanilmistir. Serum diliisyonu
1:200°diir ve cut-off degeri 0,176 olarak hesaplanmustir. EIA verileri, iki kuyruklu eslestirilmemis t testi ile

kargilagtirilmis ve anlamli bulunmustur.
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Sekil 3.4-16: HAZV NP ve KKKAV NP arasindaki antijenik benzerligin KKKAYV ile

immiinize fare serumu ile gosterilmesi.

96 kuyulu plaka 1 pg/kuyu saf HAZV NP ile kaplanmig ve KKKAYV ile bagisiklnamis fare serumlarina karsi EIA
yontemiyle test edilmistir. Negatif kontrol olarak bagisiklanmamis fare serumu kullanilmistir. Serum diliisyonu
1:100°diir ve cut-off degeri 0,131 olarak hesaplanmustir. EIA verileri, iki kuyruklu eglestirilmemis t testi ile

kargilagtirilmis ve anlamli bulunmustur.
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4.1.5.3. KKKAV NP ile bagisiklanmis fare serumu ile ¢apraz tepkimenin
gosterilmesi

HAZV NP ve KKKAV NP arasindaki ¢apraz tepkimeyi gostermek amaciyla
KKKAV NP ile bagisiklanmis fare serumu kullanilarak titrasyon EIA yontemiyle test
edilmistir. Bu amagla 96 kuyulu plakalar 1 pg/kuyu saf HAZV NP (Sekil 3.4-17) ve
kontrol olarak ayn1 miktarda saf KKKAV NP (Sekil 4-18) ile kaplanmistir. Pozitif ya da
negatif serum Ornekleri 1:1000 oranindan baglayarak 1:32000’e kadar 2 kat seri olarak
seyreltilmistir. Ikincil antikor olarak HRP ile konjuge edilmis 2005 katalog numarali
Santa CruzBiotechnology, Inc firmasina ait ticari antikor 1:1000 oraninda kullanilmistir.
Reaksiyon abcam firmasinin (ab171523) katalog numarali TMB ELISA Substrat: ile
ortaya cikarilmis ve kuyu basi 100 ul 2N H2SO4 ile sonlandirilmistir. Absorbansa
dayali reaksiyon dl¢iimii 450 nm dalgaboyunda yapilmistir. EIA verileri, iki kuyruklu

eslestirilmemis t testi ile karsilastirilmis ve anlamli bulunmustur.

HAZWV NP
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Sekil 3.4-17: KKKAV NP ile immunize fare serumu ile titrasyon EIA.

96 kuyulu plakalar 1 pg/kuyu HAZV NP ile kaplanmis ve KKKAV NP ile bagisiklanmig fare serumuna karsi EIA ile
test edilmistir. Pozitif ve negative serumlar 2 kat seyreltme ile 1:1000’den bagslayarak 1:32000’¢ kadar bloklama
tampon i¢imde seyreltilmigtir. Serumlar duplike olarak c¢aligilmistir. Anti-KKKAV NP fare serumu 1:32000
diliisyonda dahi HAZV NP’yi yakalayabilmistir. Cut-off degeri 0,069°dur ve her pozitif serumlarin OD degeri her br
diliisyonda cut-off degerinin iizerinde kalmustir. Ilk diliisyondaki EIA verileri, iki kuyruklu eslestirilmemis t testi ile

kargilastirilmis ve anlamli bulunmustur.
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Sekil 3.4-18: KKKAV NP ile immunize fare serumu ile titrasyon EIA.

96 kuyulu plakalar kontrol olarak 1 pg/kuyu KKKAV NP ile kaplanmig ve KKKAV NP ile bagigiklanmis fare
serumuna karst EIA ile test edilmistir. Pozitif ve negative serumlar 2 kat seyreltme ile 1:1000’den baslayarak
1:32000’¢ kadar bloklama tampon i¢imde seyreltilmistir. Serumlar duplike olarak ¢aligilmustir. Anti-KKKAV NP fare
serumu 1:32000 diliisyonda dahi HAZV NP’yi yakalayabilmistir. Cut-off degeri 0,053 tiir ve her pozitif serumlarin
OD degeri her bir diliisyonda cut-off degerinin iizerinde kalmustir. Ilk diliisyondaki EIA verileri, iki kuyruklu

eslestirilmemis t testi ile karsilagtirilmig ve anlamli bulunmustur.

4.1.6. Capraz Tepkimenin Western Blotlama Ile Gosterilmesi

KKKAV ve HAZV arasindaki antijenik iligskiyi arastirmak i¢in anti-KKKAV
fare ve tavsan serumlari; anti-KKKAV-NP fare serumlar1 western blotlama birincil
antikor olarak kullanilmistir (Sekil 4-19 A). Bu calismalarda HAZV ile infekte edilmis
hiicre lizati ve negatif kontrol olarak infekte edilmemis hiicre lizati esit
konsantrasyonlarda antijen olarak kullanilmis ve iki viriisiin NP’leri arasindaki ¢apraz
tepkimeyi ortaya koyan 55 kDa biiyiikliiglindeki HAZV NP tiim pozitif serumlarda
tespit edilmistir (Sekil 3.4-19 B).
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Sekil 3.4-19: Capraz tepkimenin western blotlama ile gosterilmesi.

A) Saf HAZV NP SDS-PAGE’de yiiriitiilmiis ve nitroseliloz membrana transfer edilmisti. KKKAV ile
bagisiklanmig/infekte olmus fare ve insan serumlar;; KKKAV NP ile bagisiklanmis fare serumu ve antii-His tag
antikoru ile isaretlenmistir. (+) KKKAV ile infejte ya da immiinize; (-) saglikli ya da naif. B) HAZV ile infekte ya da
infekte olmamig hiicre lizati SDS-PAGE’de yiiriitiilmiis ve nitroseliilloz membrana transfer edilmistir. KKKAv ile
bagisiklanmus fare ya da tavsan serumlar1 birincil antikor olarak kullanilmistir. M: Marker: Marker olarak GangNam-
STAIN™ Prestained Protein Ladder kullanilmustir. (+); HAZV ile infekte hiicre lizati, (-); infekte olmamis hiicre

lizati.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada sunulan veriler, farkli tiirlerdeki humoral immiin yanit araciligiyla
HAZV ve KKKAYV arasindaki antijenik benzerlikleri inkar edilemez bir sekilde ortaya
cikarmigtir. HAZV ve KKKAV NP’leri arasindaki giiglii ¢apraz tepkime varligi tim
KKKAYV ve KKKAV NP ile bagisiklanmig fare ve tavsan poliklonal serumlarinin yani
sira KKKA konvalesan hasta serumlar1 kullanilarak gdsterilmistir. iki viriisiin NP’leri
arasindaki capraz tepkimenin dogrulanmasi yukarida listelenen birincil antikorlarla
HAZV NP’nin EIA ve western blotlamada antijen olarak kullanilmasiyla
gerceklestirilmistir. Ayrica, NP nin antijenik otantitesi HAZV ile infekte hiicre lizatinin
antijen olarak kullanildigr western blotlamada inaktif KKKAV ve KKKAV NP ile
bagisiklanmis fare serumlarinin birincil antikor olarak kullanilmasiyla ortaya
cikarilmistir. Bu sebeple s6z konusu tez ¢alismasi, iki virilis arasindaki anti-NP hiimoral

immiin yanit benzerligini kanitlayan ilk rapor 6zelligini tasimaktadir.

KKKA hastaliginin yiiksek 6lim orani ve herhangi bir kabul edilmis bir
tedavisinin ya da asisinin olmamasi, KKKAV’yi halk sagligi adina ciddi bir tehdit
haline getirmistir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO), BSL-4 laboratuvarlarinda galigiimasi
gereken KKKAV’yi, oncelikli ¢alisilmasi gereken patojenler listesine eklemistir [103].
Bununla birlikte, genetik olarak KKKAYV ile iligkili olan HAZV insan patojeni degildir
ve BSL2 kosullarinda c¢alisilabilir. HAZV ilk defa 1964 yilinda, Pakistan’in Hazara
bolgesinde bulunan Ixodes redikorzevi tipi kenelerden izole edilmis ve KKKAYV ile ayn1
serogrupta smiflandirilmistir [104]. Bu sebeple HAZV, KKKAV i¢in potansiyel bir
model olabilir. Buna ragmen HAZV’nin biyolojisi ve immiinolojisine dair ¢aligmalar
oldukga sinirhdir [12, 105].

HAZV ve KKKAV de dahil olmak {izere diger nairoviriisler arasindaki antijenik
benzerlikler 40 yi1l onceki galismalarla adreslenmis ve enteresan sekilde bu galismalar
farkli aragtirmalarla dogrulanmamistir. Casal ve arkadaslar1 tarafindan 1980 yilinda
gerceklestirilen bir ¢alismada nairoviriislerin yapisal ozellikleri ele alinmistir [79]. Bu
arastirmada KKKAV ve HAZV arasindaki capraz tepkime varligi ndtralizasyon ve
hemaglutinasyon inhibisyon deneyleriyle ortaya konmustur. Foulke ve arkadaslari
tarafindan 1981°de gerceklestirilen bagka bir calismada HAZV’nin farelerde
KKKAV’ye karsi capraz koruma sagladigi gozlem olarak belirtilmistir [80]. Bu
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raporlardan 10 yil sonra, iki viriisiin S segmentleri arasinda sekans benzerligi ve zayif
miktarda antijenik capraz tepkime varligi 1992 yilinda Marriott ve arkadaglar
tarafindan yapilan bir arastirmayla gosterilmistir [106]. Giincel bir arastirmada KKKAV
ve HAZV’nin immiin yetersiz farede benzer patoloji gosterdigi ve iki viriisiin de
embriyo tavuk yumurtasinda 6limciil etki gosterdigi raporlanmigtir [82]. 2020 yilinda
HAZV ile yapilan bir calismada koyun ve sigirlarin HAZV ile infekte edilemedigi s6z
konusu hayvanlarda herhangi bir klinik semptom, viremi ya da viriise 0zgii antikor
olusmamasi yoluyla gosterilmistir [107]. Bunun sebebi, yapilan ¢alismada infeksiyonda
yeterli miktarda infektif viriis kullanilmamasi, uygulamanin yapildigr bolge ya da
kenelerin dogal infeksiyonda tiikiiriikle beraber viriisii hayvana zerk etmesi ve bu
tiikiiriikte dogal infeksiyonu baslatacak faktorlerin olabilme ihtimali sayilmakla beraber
tim bu ihtimaller tamamiyla varsayimlardir. Bu sebeple bu tiir ¢alismalarin farklhi
calismalar ve ekipler tarafindan dogrulanmasi faydali olacaktir. S6z konusu
caligmalardan ayr1 olarak, HAZV’nin KKKAV’ye kars1 potansiyel kullanimina dair
ayrintili calismalar mevcut degildir. Raporlanan bu calismalar oldukca sinirlidir ve
HAZV ve KKKAV’nin protein seviyesinde antijenik benzerlikler paylastigini ve
HAZV’nin KKKAYV i¢in kapsamli bir model olabilecegini kanitlamaya yeterli degildir.
Bu c¢alisma HAZV JC280 susu NP’sini kullanarak bu noktayr adreslemeye yonelik
gergeklestirilmistir.

Bir¢ok RNA viriisiinde, viral NP’ler hiimoral ve hiicresel immiin yanit1 stimule
edebilirler [108]. RNA viriislerinde NP’ler bircok role sahip en baskin proteindir ve
olgun viriiste RNP yapisin1 olusturmaktadir [109]. Iki viriisiin NP’lerinin kristal yapis1
¢oziilmiis ve ikisinin de birbirine esnek bir bolgeyle bagli bir globiiler ve iki kol
domaini tasiyarak birbiriyle ¢akistigt ve yapisal ve kimyasal olarak birbirine benzer
oldugu gosterilmistir [68]. iki viriisiin NP’si de viriis biiyiimesinde aktif rol oynayan 1s1
soku protein 70 ile etkilesime girmektedir [110]. HAZV NP ile yapilan proteomik
caligmalar NP’nin hiicre savunma mekanizmasi, hiicre metabolizmas1 ve morfolojisi
gibi zorunlu hiicresel siireclere ve dinamik hiicre biliylimesine katildigini gdstermistir
[111]. Ayrica bunyaviriislerde NP, dominant antijen olarak tanindigi i¢in T ve B hiicre
yanitini tetiklemektedir. Ebola, Hanta, kizamik ve Rift Valley viriis gibi pek c¢ok viriise
kars1 gelistirilen as1 formiilasyonlarinda NP antijenik hedef olarak secilmis ve koruyucu
oldugu gosterilmistir [112-114]. So6z konusu tez ¢alismasinda HAZV NP
kullanildiginda %80 sensitivite ve %90 spesifiteye sahip; KKKAV NP kullanildiginda
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ise %90 sensitivite ve spesifiteye sahip KKKAYV ile indiikklenmis IgG’ye 6zgli EIA
sistemi gelistirilmistir. Bu ¢alisma KKKAV’den kurtulmus hasta serumlar1 araciligiyla
iki viriis arasinda gii¢lii bir ¢apraz tepkime varhigim1 gostermektedir. KKKAV NP’ye
kars1 antikorlarn tespiti NP’yi tanida kullanilabilecek kiymetli bir antijen haline
getrmektedir [115, 116]. Buna ilaveten, farkli tiirlerde humoral immiin cevap yoluyla
tespit edilen iki virlisiin NP’leri arasindaki benzerlik bu proteinlerin benzer antijenik
epitoplara sahip oldugunu ve B hiicreleri i¢in uygun antijenik yapilar tasidigini
gostermektedir. NP gibi birgok internal proteine karsi gelisen antikorlar nétralizan
aktivitiye sahip olmayabilir fakat kompleman aracili hiicre lizisi, artmis dendritik hiicre
fonksiyonu ve diismiis viral replikasyonu gibi infeksiyona karsi immiin yanita katki
saglayacak yolaklar1 aktive edebilir [117]. Tiim bu sonuglarla beraber, infeksiyonun
doga siireci boyunca NP’ye 6zgii azimsanmayacak bir antikor yaniti olugsmakta ve CD*
T hiicreleri iki NP’yi de farkl tiirlerde taniyabilmektedir. Bu veriler ayni zamanda
HAZV’nin KKKAV’ye kars1 gelisen hiicresel ve hiimoral immiin yaniti ¢alismak igin
model olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger yandan s6z konusu ¢iktilar HAZV nin
KKKAYV icin BSL2 sartlarinda ¢alisilabilecek bir model oldugunu da gostermektedir.

Calismamizin sinirlamalarindan biri antijenik proteinlerin epitoplar ile ilgilidir.
llgili viral proteinlerin kesin epitoplarini haritalamak ¢alismanin kapsami agisindan
ideal olabilirdi. Bu wveriler, antijenik benzerlikler acisindan yapisal bir temel
olusturmaktadir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alisma ile, iki viriisin NP'leri ve tim viriis arasindaki
benzerligi hiimoral bagisiklik tepkisi agisindan incelenmistir. iki viriisiin NP’lerinin
tetikledigi adaptif immiin yanit yani T hiicre yaniti ileri ¢alismalarla ele alinmahidir ve
KKKAV’ye karst potansiyel as1 calismalarinda HAZV NP’nin  daha detayh

aragtirmalara konu olmas yararli olacaktir.
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