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KIRKLARELI iLINDEN ELDE EDILEN Dobrava-Belgrade
Orthohantavirus iZOLATININ YENi NESIL DiZILEME iLE TUM GENOM
DIZILEMESI VE GENETIK KARAKTERIZASYONU

Mert Erdin
Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali

OZET

Ortohantaviriisler insanlara ¢ogunlukla, bu viriislerin tasiyicilari da olan, kiigiik
memeliler araciligi ile bulasmaktadir. Orthohantaviriisler bulunduklar: bolgelere gore genetik
cesitlilik gosterdikleri icin, bu viriislerin tiim genom dizileme (TGD) ile genetik
karakterizasyonlarmin yapilmasi, olasit enfeksiyon etkeni orthahantaviriisiin tam anlamiyla

belirlenmesinde biiyiik 6nem tagimaktadir.

Daha 6nce ekibimiz tarafindan Igneada, Kirklareli ilinden toplanan kemiricilerden 8
tanesinde Dobrava-Belgrade orthohantavirus (DOBV) pozitifligi belirlenmistir. Bu
pozitiflikler, kemiricilerin akciger dokularindan yapilan yapilan polimeraz zincir tepkimesi

(PZT) ve sanger dizileme ile saptanmuigtir.

Bu ¢alisma kapsaminda, DOBV’iin her li¢ segmentinin de tiim genom dizilemesinin
yapilmasi hedeflenmistir. Bu kapsamda, ribozomal RNA eliminasyon ve RNA Kkiitliphane
hazirlik kitleri ile kiitiiphane hazirligi yapilmistir. Olusturulan kiitiiphaneler Illumina MiSeq
sistemine alinarak dizileme islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen dizilerin farkli izolatlar ile

filogenetik analizleri yapilmistir ve DOBV Igneada izolatinin farkliliklar1 ortaya konmustur.

Bu calisma sonucunda, Tiirkiye’den ilk defa DOBV tiim genom dizileri elde edilmistir.
Bu caligmada elde edilen diziler direkt tasiyic1 konak dokusundan elde edilmistir ve boylece,
L segment icin ilk defa hiicre kiiltiirii yapilmadan diziler elde edilmistir. Bununla birlikte, elde
edilen dizilerin filogenetik analizleri sonucunda, Tiirkiye’de Kirklareli ilinde bulunan DOBV

izolat1 Yunanistan’in DOBV Ano-Poroia susu ile en yakin iligkili olarak bulunmustur. Ayni



zamanda, yapilan “SimPlot” analizleri sayesinde yerel DOBV izolatinin Balkanlarda

hangi izolatlar ile benzerlik gosterdigi ortaya konmustur.

Anahtar Kelime: Dobrava-Belgrade Orthohantavirus; Yeni Nesil Dizileme; Tim Genom
Dizileme; Genetik Karakterizasyon



WHOLE GENOME SEQUENCING AND GENETIC
CHARACTERIZATION OF Dobrava-Belgrade Orhohantavirus ISOLATE
FROM KIRKLARELI PROVINCE WITH NEXT GENERATION
SEQUENCING

Mert Erdin

Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences, Department of Microbiology and
Clinical Microbiology

ABSTRACT

Ortohantaviruses are transmitted to humans mostly through small mammals, which are
also carriers of these viruses. Because orthohantaviruses show great genetic variability
through regions, it is of great importance to determine of genetic characterization with whole

genome sequencing.

Dobrava-Belgrade orthohantavirus (DOBV) positivity has been shown in 8 rodents
which were from Igneada region, Kirklareli province, with the previous work of our team.
These positivity has been detected by performing PCR and Sanger sequencing from the lung

tissues of the rodents.

The aim of this study is the whole genome sequencing of all three segments of DOBV.
Therefore, rRNA depletion kit and RNA library preparation kit were used to prepare the
libraries for whole genome sequencing. After that, Illumina MiSeq system was used for
sequencing of libraries. Finally, phylogenetic trees of the sequences were constructed with the

sequences of different DOBYV strains to determine the differences of DOBV Igneada strain.

As a result, whole genome sequences of DOBV were obtained from Turkey for the very
first time. The complete sequences of all three segments were obtained directly from lung tissue
and thus, complete L segment sequence became the only sequence that has this unique property

for DOBV on NCBI GenBank database. The phylogenetic analysis has shown that there is a



close relation between DOBV Igneada strain from Kirklareli province from Turkey and
DOBV Ano-Poroia strain from Greece. SimPlot analysis has shown the similarities between
DOBYV Igneada strain and other DOBV strains from the Balkans.

Keywords: Dobrava-Belgrade Orthohantavirus; Next Generation Sequencing; Whole
Genome Sequencing; Genetic Characterization



1.  GIRIS VE AMAC

Hantaviridae ailesinin bir Gyesi olan Orthohantaviriisler, zarfli, negatif polariteli, tek
iplikli ve ii¢ segmentten olusan RNA viriisleridir. Bu viriislerin asil konaklar1 kemiriciler ve
kiiciik memeliler iken, insanlar tesadiifi konaklardir. insanlar tasiyicilarin salgilarina maruz
kalmalartyla viral partikiillerin solunmasi ya da tasiyici konak ile temas sonucunda enfekte
olmaktadirlar (1).

Orthohantaviriislerin epidemiyolojik bakimdan dagilimlari, tasiyict konagin cografik
olarak dagilimina gore degismektedir. Bu sebeple, Orthohantaviriisler temel olarak iki gruba
ayrilmaktadirlar: Yeni Diinya Orthohantaviriisleri ve Eski Diinya Orhohantaviriisleri. Yeni Diinya
Orthohantaviriisleri, Kuzey ve Giliney Amerika kitalarinda goriilir ve bu viriisler insanlarda
Hantaviris Pulmoner Sendromuna (HPS) sebep olmaktadirlar (2). Eski Diinya
Orthohantaviriisleri, Avrupa, Asya ve Afrika kitalarinda dagilim gdstermektedir ve insanlarda
Renal Sendromlu Kanamali Atesi (RSKA) etkenidirler. Bunlara ek olarak, Eski Diinya
Orthohantavirusleri grubunda yer alan Puumala orthohantavirus (PUUV), insanlarda epidemik
nefropati (EN) ad1 verilen, hafif bir klinik tabloya sebep olan, enfeksiyona neden olmaktadir
().

Orthohantavirtslerin alt tlrlerinden PUUV, Dobrava-Belgrad orthohantavirus
(DOBYV), Tula orthohantavirus (TULV) ve Seoul orthohantavirus (SEOV) tasiyicilart olan
kemirici tirlerinden Myodes glareolus, Apodemus flavicollis, Apodemus agrarius, Microtus
arvalis ve Rattus norvegicus iilkemizde de dagilim gostermektedir (3-6). Bu kapsamda, daha
once yapilan calismalarda, 2009 yilinda Zonguldak ve c¢evresinde RSKA vakalarinin
bildirildigi bir salgin, 2010 yilinda Bat1 Karadeniz bolgesinde Giresun ilinde serolojik olarak
iki hasta DOBV tamsi aldign ve 2011 yilinda Istanbul ilinin Avrupa kisminda DOBV
enfeksiyonunun goriildiigii bir vaka bildirilmistir. ileriki ¢aligmalarda da Kirklareli ve
Erzurum illerinden toplanan kemiricilerde molekiler temelli yontemler ile DOBV ve TULV
pozitiflikleri gosterilmistir (7-12).

Gegmis yillarda ekibimiz tarafindan yapilan galismalar sonucunda Kirklareli ilinde
bulunan pozitiflikler, bu bdlgeyi orthohantaviriislerin varligt bakimindan o6nemli hale
getirmistir. Bu ¢alisma sonucunda hem serolojik olarak hem de molekiiler olarak pozitiflikler
bulunmus ve bulunan bu pozitifliklerin DOBV oldugu dogrulanmigtir. S-, M- ve L-
segmentlerin kismi olarak dizileri Sanger dizileme ile elde edilmis ve yapilan filogenetik

analizler sonucunda, bu bdlgeden elde edilen DOBV izolatlarinin Balkan ve Avrupa



izolatlartyla benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Fakat, bu bolge cesitli cografik ozellikleri
barindirmasi ve konumu dolayisiyla Avrupa ile Asya arasinda bir bariyer gorevi gormektedir.
Bundan dolayr da burada bulunan orthohantaviriis tiirlerinde her iki kitada goriilen
orthohantaviruslerin genetik o6zellikleri bir arada gorilebilmektedir (11). Bu sebeple;
Kirklareli ilinde bulunan DOBYV pozitifliklerinin tiim genom dizisinin elde edilmesi ile tam
anlamiyla bir genetik karakterizasyonunun yapilmasi ve tiim segment dizileri iizerinden
filogenetik analizlerin yapilmasiyla, virlis kokeninin Avrupa ve Asya suslarindan
farkliliklarinin ve benzerliklerinin daha net bir sekilde ortaya konmasi hedeflenmistir. Ayrica,
M- segment iizerinden kodlanan viral zarf glikoproteinlerindeki aminoasit degisikliklerinin
tim genom Uzerinden belirlenmesi sonucunda, antijenik farkliliklar veya benzerlikler ortaya
konmasi1 amacglanmaktadir. Bu sayede, ileride meydana gelebilecek potansiyel DOBV
salginlarinda kullanilabilecek, 6zgiilliigli ve duyarliligt DOBV yerel izolati i¢in ¢ok daha
yiksek olan molekiiler ve serolojik kit tasarimini hedefleyen projeler ile bu enfeksiyonlarin
patogenezine yonelik genetik 6n veriler elde edilmis olacaktir.

Yeni nesil dizileme (YND) icin kullanilabilecek ¢ok fazla sayida sistem ve yontem
bulunmaktadir. Kemiriciler ve kiigiik memeliler gibi birgok 6nemli zoonoz etkenine tasiyicilik
yapan konakgidan viral zoonoz etkeninin belirlenmesi olduga zorlayici olabilmekle beraber, ikinci
nesil dizileme yéntemi olan lllumina sistemleriyle tim genom dizilerini elde etmek gunimdiizde
miimkiin hale gelmistir. (13) Bu sistemlerle RNA viriisiinlin tiim genom dizisi elde edilmek
isteniyorsa, RNA kullanimiyla hazirlanan kiitliphane hazirlik  kitlerinin ~ kullanilmasi
gerekmektedir. Bunun sebebi ise, RNA viriislerinin 5’ ve 3’ uglarinda kodlanmayan bdélgelerin
(NCR) bulunmasidir ve bu bdlgeler, cDNA sentezi sirasinda kaybedilmektedir. Tam anlamiyla
tim genom dizilerinin elde edilmesi isteniyorsa, RNA {iizerinden YND islemlerinin
gerceklestirilmesi gerekmektedir (13-14). Bu baglamda, ekibimiz tarafindan daha dnce yapilan
calisma kapsaminda toplanan kemiricilerin akciger dokularindan, toplam RNA izolasyonu
yapilmis ve daha oOnce elde edilen bu RNA’lar bu ¢alismada kullanilmistir. DOBV pozitif
RNA’lar ile Illumina MiSeq sistemlerinin kullanilmasiyla YND isleminin ger¢eklestirilmesi ve
ardindan elde edilen ham verilerin de biyoinformatik analizlerle islemlenip, DOBV’iin tiim genom

dizisinin elde edilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1.  Orthohantavirus
2.1.1. Tarihge

Orthohantaviriislerin tip diinyasinda giindeme ilk olarak geldikleri olay, 1950-1953
yillar1 arasinda gerceklesen Kore Savasi sirasinda 3000 Birlesmis Milletler askerinin “Kore
Kanamali Atesi” olarak adlandirilan Hantaviriis enfeksiyonuna maruz kalmasiyla olmustur
(15-16).

Bu gelismeye ragmen, viriis uzun bir siire belirlenememistir. Ilk kez 1978 yilinda
etken virilis, Dr Lee ve ark. tarafindan, Apodemus agrarius’un akciger dokularindan izole
edilmistir ve Hantaan virus (HTNV) olarak adlandirilmistir (17). Bunlara ek olarak, kanamali
atesin hafif formu olan EN ilk olarak 1930’lu yillarda adindan s6z ettirse de etiyolojik ajan
PUUYV, 1980 yilinda Finlandiya’da Myodes glareolus adli kemiricide belirlenmistir (18). Asya
ve Avrupa kitalarmin farkli bolgelerinden hantavirtslerin bildirilmesi sonucunda, 1983
yilinda Diinya Saglik Orgiitii bu viriislerin sebep oldugu hastaliga Renal Sendromlu Kanamali
Atesi adin1 vermistir (19).

Hantaviriis enfeksiyonlarinin tip diinyasinda adlarindan sz ettirmelerine sebep olan
diger bir olay ise, 1993 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nin dort bir kdsesinde salginlarin
meydana gelmesidir. Bu salginlar sonucunda olusan hastaliga, HPS ad1 verilmistir (20). Bunu
takiben, HPS etkeni olan Sin Nombre virus (SNV) ve Andes virus’un da dahil oldugu diger
patojenik virtisler, 1993 yilinda Kuzey ve Giinay Amerika’dan bildirilmistir (21).

1997 yilinda Dokuz Eyliil Universitesi’nde hantaviriislerle ilgili serolojik bir ¢aligma
gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda bulunan seropozitif oOrnekler, Tiirkiye’den
bildirilen ilk hantaviriis pozitiflikleri olma 0Ozelligini tagimaktadir (22). 2009 yilinda
Karadeniz bolgesinde Hantaviriis insan salgini meydana gelmistir (23). Bu gelismeler
sonucunda, Tiirkiye’deki Hantaviriis calismalari artis ve hizlanma gostermistir.

2.1.2. Smiflandirma

Adindan siirekli Hantaviriis olarak bahsedilen RSKA ve HPS etkeni olan ajanlarin
adlandirmas1 ve simiflandirmasi, Uluslararast Viral Taksonomi Komitesi’nin 2018 kararina
gore degismistir. Bu karar sonucunda, Hantavirus olarak anilan viriislerin isimlendirmesi
Orthohantavirus olarak degistirilmistir ve simiflandirmasinda ise, Hantavirus Bunyavirales

takiminda yer alan bir aile olarak kabul edilerek Hantaviridae olmustur.



Orthohantaviriisler ayn1 zamanda tasiyicisi olan kemiricilerin iiyesi olduklar1 alt
ailelere gore simiflandirilmaktadirlar. Buna gore; Murinae ve Arvicolinae alt ailelerinde yer
alan kemiriciler RSKA ve EN etkeni olan viriisleri tagirken, Neotominae ve Sigmodontinae alt
ailelerinde yer alan kemiriciler HPS etkeni olan orthohantaviriisleri tagimaktadir (24).

2.1.3. Genom Organizasyonu

Orthohantaviriisler, li¢ segmentten olusan, negatif polariteli, tek iplikli RNA iceren
virtislerdir (25). Her segment 3’ ve 5” ug¢larinda kodlanmayan bolgeler (NCR, “non-coding
region”) igerirken, bu kodlanmayan boélgelerin ortasinda ise acgik okuma dizileri (AOB)
bulunmaktadir. Bunun yaninda, virlistin genom biiyiikligi 12 kb’dir. Orthohantaviriis
genomunu olusturan ii¢ segment kiicik (S), orta (M) ve biyik (L) seklinde
isimlendirilmektedir (26). (Sekil 1)

\ WRNA

8 Trimeric N protein

% Spike complex (Gn and Gc)

Sekil 1: Orthohantavirus genom organizasonu (2)

S segment, biiyiikligi 1.67 — 2.06 kb arasinda degisen bir segmenttir ve viral
niikleokapsidi olusturan bir protein olan N proteinini kodlamaktadir. Bunun yaninda, bu segment,
yapisal olmayan bazi proteinleri de kodlamaktadir ve bu proteinler zayif interferon inhibitori
ozelligi gostermelerinin yaninda, tam anlagilamamis olsa da bir takim diger gorevleri de
mevcuttur. S segment tarafindan kodlanan bu yapisal olmayan proteinler, Hantaviridae ailesinde

yaygin olarak goriiliir ve interferon antagonizmi ile baglantilidirlar (2, 27).

M segment, biiyiikliigii 3.62 — 3.70 kb arasinda degisen bir segmenttir ve glikoprotein
onciillerini kodlamaktadir. Bu glikoprotein onciilleri, zarf glikoproteinlerini olusturmak {izere
Gn ve Ge (eski bilinen adiyla G1 ve G2 glikoproteinleri) adi verilen glikoproteinleri olusturur.

Bu zarf glikoproteinleri de, zarf yapisinin lizerinde bulunan, dort-kath katlanma simetrisi



gosteren ve her bir glikoproteinden dort adet bulunan basak komplekslerini olusturmaktadir.
Bu basak kompleksleri, viriisiin hiicreye baglanmasi ve hiicre icerisine aktarilmasinda gorev

almaktadir (2, 27).

L segment, biiyikligi 6.35 — 6.56 kb arasinda degisen bir segmenttir ve bu
segmentten, viral replikasyonda gorev alan RNA-bagimli RNA polimeraz (RdRp) enzimi
kodlanmaktadir. Bu enzim polimeraz aktivitesi sayesinde viral replikasyonda yer almasinin
yaninda, helikaz, endoniikleaz ve transkriptaz aktiviteleri ile de viral yasam dongiisiiniin

cesitli asamalarinda rol oynamaktadir (2, 27).

Orthohantavirtslerin genom organizasyonlarinda goriilen en 6nemli 6zelliklerinden
birisi, her bir segmentte bulunan NCR’larin “Tava Sap1 Yapist” adi verilen 6zel bir yapi
olusturmalaridir. Bu olusum, viral replikasyon ve transkripsiyonun baglatilmasinda rol
oynamaktadir. Ayni zamanda, kapsidasyon asamasinin baslamasinda da gorev aldigi

bildirilmistir (2, 27).

2.1.4. Orthohantaviriislerin Yasam Déngiisti

Orthohantaviriisler, pulmoner endotel hiicrelerini, monositleri ve makrofajlar1 enfekte
etmektedirler. Sahip olduklar1 viral glikoproteinler (Gn ve Gc) ile konagin hiicre yiizey
reseptorlerine  (integrinler ve adezyon molekiilleri) tutunmaktadirlar.  Patojenik
orthohantaviriis tipleri, hiicreye giriste B3 integrinleri reseptor olarak tercih ederken, patojenik

olmayan orthohantavir(s tipleri 1 integrinleri kullanmaktadirlar (27).

Orthohantaviriislerin yasam dongiisii, virionun hiicre ylizey reseptorlerine baglanarak
hiicre igerisine alinmasiyla baglamaktadir. Bu olay iki sekilde gerceklesebilmektedir: Klatrin

Bagimli alinim ve Klatrin Bagimsiz alinim mekanizmalari (2).

Klatrin bagimli alinimin mekanizmasi temelde hiicrenin virion yapisin bir kilif ile sararak
hiicre igerisine almasidir. Virion enfeksiyonu gergeklestirirken, konak hiicre yiizeyinde klatrin
kapli bir ¢ukur olusur ve virion bu bolgeye tutunarak hiicreye giris yapar. Sonugta, virion konak
hiicreye klatrin kaph vezikiil (CCV) araciligi ile alinir. Bir Eski Diinya orthohantaviriisii olan

HTNYV, yasam domgiisiinde CCV araciligi ile hiicreye giris mekanizmasini kullanmaktadir
).

Klatrin bagimsiz alinimda ise, herhangi bir klatrin kapli vezikiil kullanilmamaktadir.

Bunun yerine, virion dogrudan konak hiicre reseptorleri ile etkilesime gecerek reseptorlere



baglanmakta ve ardindan, virion endositoz yoluyla hiicre icerisine alinmaktadir. Yeni Diinya
orthohantaviriisi olan Andes orthohantavirus (ANDV) yasam dongiisiiniin hiicreye girisi

asamasinda klatrin bagimsiz alinim mekanizmalarini kullanmaktadir (2).

Alinimin ardindan, virionlar dnce erken endozoma alinirlar ve ardindan ge¢ endozoma
doniisiim gerceklesir. Bu endozom evresinde virion, diisiik pH (erken endozomda pH 6.0 — 6.5
iken, ge¢ endozomda ise pH 5.0 — 6.0) nedeni ile hiicresel reseptorlerden ayrilir. Bu diisikk pH
konsantrasyonu Gc glikoproteininde konformasyonel degisiklige neden olmaktadir ve bu
durum da, Gc fiizyon halkasinin endozomal membrana baglanmasini saglamaktadir. Ge flizyon
halkasinin endozomal membrana baglanmasinin ardindan, genetik materyalin sitoplazmaya

salinmasiyla transkripsiyon ve replikasyon agamalar1 baslar (2).

Orthohantaviriis genomundan viral RNA’larin sentezi, transkripsiyonu ve replikasyonu
icermektedir. Bu islemlerin ikisi de RdRp enzimi tarafindan gergeklestirilir. Negatif polariteli,
segmentli RNA viriislerinin transkripsiyonunda, viral mRNA transkripsiyonunun baslamasi i¢in
“Kep hirsizlig1” adi verilen islemin gerceklesmesi gerekmektedir. Bu siireg, viral proteinlerin
sitoplazmik siire¢ bolgelerine (P cisimcikleri) yerlesmesini igerir ve bu bolgede, viral proteinler
konak mRNA’larmin kep bdlgelerine baglanarak bu konak mRNA’larin1 degredasyona
stirtiklerler. Bu islemler biitiiniiniin sonucunda da iki farkli mekanizma meydana gelebilir.
Bunlardan ilki, N- veya RdRp bagli mRNA onciillerinin viral replikasyonun gerceklesecegi
bolgeye transferidir. Viral replikasyonun gergeklesecegi bolge ise, endoplazmik retikulum (ER)
ile golgi arasinda yer alip, ER-Golgi aracili bolge (ERGIC) adin1 almaktadir. Bir diger alternatif
ise, viral RNA sentezinin gerceklestigi sitoplazmik siire¢ bolgelerinin ve olusturulan
riboniikleoproteinlerin (RNP) viral birlesme bdlgelerine aktarilmasidir. Bu tasinim N proteinleri
ve konak hiicre aktin ve mikrotiibiilleri arasinda olusan etkilesim aracilig1 ile ger¢eklesmektedir.

“Klatrin bagimli alinim” bu mekanizmay1 kullanmaktadir (2, 27).

Konak hiicre mRNA’s1 viral kullanim i¢in RdRp’1in endoniikleaz aktivitesi sayesinde
replikasyon bolgesinde islenir. Bu iglenme, viral RNA’nin transkripsiyonu i¢in 10-15 bazlik
keplenmis Onciillerinin eklenmesini icermektedir. Bu islemlerin bagka bir alternatif yolu ise,
sitoplazmik siire¢ bolgelerinde yer alan hiicresel endoniikleazlarin konak hiicre mRNA’sindan
keplenmis Onciillerini olusturabilmeleridir. Konak hiicreden kdkenlenen onciillerler 3’ ucunda
bir guanin (G) rezidiisiine sahiptirler ve bu rezidii, viral RNA’nin terminusundaki AUC

tekrarinin sitozini (C) ile eslesmektedir. Bazlar basarili bir sekilde viral RNA’ya eklendikten
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sonra, yeni olusan RNA birkac¢ baz geri kayar ve viral RNA’nin 3’ ucundaki komplementer
niikleotidler yeniden siralanirlar. “Baslangic ve Yeniden Siralanma” dongiilerinin
tekrarlanmasi, yeni olusturulan mRNA’da, vRNA’nin tekrarlanan terminal dizilerin

olusumuna yol agar (27-28).

Replikasyonda, VRNA’nin ilk olarak komplementer RNA’ya (cRNA) c¢evrilmesi
gerekmektedir. Bu ¢evrimin ardindan cRNA ¢ogaltma islemi i¢in kalip olarak kullanilabilir.
cRNA, viral mRNA’dan en 6nemli iki 6zelligi ile farklilik gostermektedir. Bunlardan ilki,
CRNA sentezinin keplenmis Onciillere ihtiya¢ duyulmaksizin gerceklestigi diisiiniilmektedir.
Bir digeri ise, viral mRNA N proteini ile kaplanmis sekilde bulunmaz iken; cRNA, vVRNA
gibi N proteini ile kaplanmis sekilde bulunmaktadir. cRNA’nin sentezinde de, “Baslangi¢ ve
Yeniden Diizenlenme” mekanizmasi kullanilmaktadir. Bu durumda, vRNA’nin C rezidiisiine
bir trifosforillenmis G’nin (pppG) baslangi¢ i¢in baglanmasindan sonra, pppG RdRp’a baglh
kalmast ve ardindan pppG’nin kesilmesi ile, cRNA’nin monofosforillenmis 5’ ucu
olusturulmus olur ve bu durumda cRNA, vRNA’nin replikasyonu i¢in kullanilir. Diger
taraftan, pppG’nin RdRp’a bagl kalmamas1 ve kesilmemesi sonucunda ise, pppG bagli cRNA
transkripsiyon islemlerinin gergeklestirilmesi i¢in kullanilir (2, 27-28). (Sekil 2)

@
3 AUCAUCAUCUGAGG iy _3“AUCAUCAUCUGAGG
Oncillerin Eklenmesi 1]
G GUAG
ppp or —/ ppp or—/
m’GpppN, m’GpppN,_
Yeniden Duzenlenme
3 AUGAUCAUCUGAGG  Replikasyon
5" -pUAG 3-AUCAUCAUCUGAGG
GUAG
ppp Or—/
i "GpppN
3-AUCAUCAUCUGAGG ] M-PPPR,

|11 Transkripsiyon
m’GpppN,GUAG

Sekil 2: Viral genomun replikasyon ve transkripsiyon asamalari (2)

Viral genom replike edildikten sonra N proteini ile kaplanir. VRNA ve cRNA’nin
kaplanmasi, trimerik N proteininin olusumunda amino- ve Kkarboksi-terminal reziddleri
arasindaki etkilesim ile baglar. Bu olusan trimerik N proteininin, VRNA’da NCR’larin

olusturdugu tencere sap1 yapisini spesifik olarak tanimasi ile vVRNA nin kaplandigi

11



diistinilmektedir. Bu spesifik tanima her bir Orthohantavirus tiirii ig¢in 6zeldir ve olusturulan

tencere sap1 yapisi sadece orthohantaviriislerde goriilmektedir (2, 27-29).

vRNA’ya baglanan trimerik N proteini baglandiktan sonra konformasyonel yapisini
degistirir ve bu sayede daha fazla N proteininin baglanmasina olanak saglanmis olunur. Bu
islemlerin ardindan tek bir VRNA segmenti iceren riboniikleoproteinlerin (RNP) olusumu
saglanir. RNP’lerin olusumunun ardindan viral birlesmenin son bulmasi i¢in zarf yapisinin ve
glikoproteinlerin eklenmesi gerekmektedir. Bu islemde iki sekilde gerceklestirilebilir.
Bunlardan ilki Golgi igerisinde gerceklesmektedir ve Golgi aygitinda son haline gelen virion,
bir konak hicre sekresyon sistemi olan ekzositoz araciligi ile konak hiicreyi terk eder. Bir
digeri ise, RNP’lerin plasma membraninda mikrodomain olarak adlandirilan 6zel bdlgelere
gelmesinin ardindan, olgun virionun olugmasi i¢in, RNP’lerin plasma membranindan
glikoproteinleri tasiyan zarf yapisini alarak, konak hicreyi tomurcuklanarak terk etmesi
seklindedir (2, 27-29). (Sekil 3)

Baglanma Endositoz

% Klatrin Klatrin Bagimsiz

P
7
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S o
A 4 p S, P 3
b 4 \
9 o ’
X =t D 4
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Membraninda
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48

Fizyon

cRNA
VRNA
TEINA 5) Transcription/

Replication

Golgi aygitinda/ig
Membranlarda
Birlesme

Nucleus ( \\/
Sekil 3: Orthohantavirus yasam dongiisii (29)
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2.1.5. Dobrava-Belgrade orthohantavirus Rezervuarlart ve Bulag Yollari

Gegmis yillara kadar orthohantaviriis tasiyicilarinin sadece kemiriciler oldugu
diistiniilmesine ragmen, son yillarda yapilan c¢alismalar1 gostermistir ki, orthohantaviriisler
kiiciik memeliler olarak adlandirilan gruba dahil olan bocekgiller, kostebekler ve hatta

yarasalar ile de tasinmaktadir (30).

Eski Diinya orthohantaviriisleri Avrupa ve Asya kitalarinda yayilim gosteren
tagiyicilarla dagilim gostermektedir. Bu tasiyicilar da genel anlamda dort kemirici cinsi ve iki
bocekgil ailesi ile smirlidir. Bu dort tiir Myodes spp., Microtus spp. Apodemus spp. ve Rattus
spp. seklindeyken, Soridae ve Talpidae bocekgeil aileleri ile taginim goriillmektedir (26).

Bu tasiyicilardan Apodemus spp. Avrupa kitasinda genis yayilim gosteren, degisken
bir ekolojiye ve evrime sahiptir. Bu kemirici tiirii RSKA’nin yiikksek mortalite oraniyla sert bir
formuna sebep olan DOBYV i¢in ana rezervuar olarak gosterilmistir (26). Bunun yaninda, 1950
yillarinda yiiksek mortalite oranina sahip, agir seyreden RSKA olgular1 bildirilmistir ve
ardindan, 1992 yilinda Slovenya’da Dobrava koyiinde yakalanan Apodemus flavicollis
tirtinde etiyolojik etken belirlenmistir. Devaminda karakterizasyonu yapilan bu etkene,
bulundugu yere ithafen Dobrava virus adi verilmistir (31). Bu ¢alisma sayesinde, DOBV igin
ana rezervuarin Apodemus flavicollis oldugu diisiiniilse de devaminda yapilan caligmalar
sonucunda, sadece Apodemus flavicollis tiiriiniin degil Apodemus spp. tirlerinin de DOBV

icin tagtyict oldugu gosterilmistir (26).

DOBV tasiyicist olarak Apodemus agrarius’un gosterilmesi, Rusya’nin Avrupa
kitasindaki topraklarinda bulunan Tula bolgesinde gerceklestirilen bir c¢alisma sonucunda
olmustur. Bu ¢alisma kapsaminda, bu bolgeden toplanan Apodemus agrarius tird kemiricilerde
DOBYV taranmisg, ardindan yapilan molekiiler ve filogenetik analizler sonucunda yeni bir DOBV
soyu belirlenmistir (32). Bu ¢aligmanin ardindan, bu DOBV soyunun Orta Avrupa bolgesinde
dagilim gosteren A. agrarius tiirii kemiricilerde bulundugu ve daha 6nceki DOBV soyundan farkli
olarak, RSKA’nin nispeten daha 1liml bir tipine sebep oldugu gosterilmistir. Bunun sonucunda,
A. flavicollis tirt kemiricide belirlenen DOBV soyuna DOBV-Af, A. agrarius turd kemiricide

belirlenen DOBV soyuna ise DOBVAa ad1 verilmistir (33-34).

Bu iki DOBV soyunun iizerine, Estonya’nin Saaremaa adasindan toplanan A. agrarius
tiuri  kemiricilerde DOBV taramasi yapilmis ve sonucunda, DOBV-benzeri bir virls

belirlenmistir. Yapilan molekiiler ve filogenetik analizler sonucunda, bu soy yeni bir viriis
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olarak belirlenmis ve adina da Saaremaa virus (SAAV) adi verilmistir. Ayrica bu viriisiin,
Orta Avrupa’da yapilan serolojik ¢alismalar sonucunda, ii¢ kisideki RSKA’da etken olarak
belirlenmistir (35-37). Bir diger DOBV soyu ise Rusya’nin Sochi bélgesinde yiirtitiilen bir
calismada, A. ponticus tiirii kemiricide bulunmustur (38).

Orthohantaviriisler konak¢inin salya, idrar ve diskilar1 sayesinde olusan aerosoller ile
cevreye sagilmaktadir. Bu aerosollerdeki viral partikiillerin insanlar tarafindan inhalasyonu
sonucunda enfeksiyon gergeklesebilmekle beraber, konake¢i kemirici ile direkt temas, kemirici
1sirmas1 ve yemek kaynaklarinin paylasilmasi ile de insanlara bulas s6z konusudur (39-40).
Konakgilarda ve insanlarda meydana gelen orthohantaviriis enfeksiyonlar1 gesitli sebeplere

bagli olabilmekle beraber, farkli faktorlere bagli olarak da degisebilmektedir (41). (Sekil 4)
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Sekil 4: Viriisiin bulasinda etkili olan ¢evresel kaynakli, kemirici kaynakli ve insan kaynakli
faktorler. Enfekte olan kemiricilerin (kirmizi ile isaretli) salyalar1 ve viicut sekresyonlar
sonucunda olusan aerosoller ¢evreye dagilmakta ve ardindan diger kemiricilerin ve insanlarin
bu aerosollerdeki viral partikiilleri solunum yoluyla almas1 sonucunda enfeksiyon dongiisii

tekrardan baglamaktadir (41).
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2.1.6. Kilinik

Orthohantavirtsler RSKA ve HPS olmak tizere iki farkli klinik tabloya sebep
olmaktadir. HPS Yeni Diinya orhohantaviriisleri tarafindan olusturulurken, RSKA Eski
Diinya orthohantaviriisleri tarafindan olusturulmaktadir. Orthohantaviriislerin sebep oldugu bu
klinik tablolar arasindaki farklilik temelde farkli vaskiiler yataklarin etkilenmesinden
kaynaklanmaktadir. RSKA tablosunda renal medulla kapilleri etkilenirken, HPS tablosunda
pulmoner kapilleri etkilenmektedir. Bunun yaninda, her iki tablonunda baslangi¢c semptomlari
benzerlik gostermektedir. Genel olarak tiim orthohantaviriis enfeksiyonlarmin baslangig
semptomlar1 aniden baslayan yiiksek ates, halsizlik ve kirginlik, miyalji ve grip benzeri
semptomlar seklindedir. 1ki tablo arasindaki diger yaygin semptomlar ise, vaskiiler

gecirgenligin artisi sonucu olusan hipotansiyon, trombositopeni ve 10kositoz olarak

belirtilmektedir (42-44).

RSKA’nin klinigi etiyolojik etkenin tipine gore az belirgin, hafif veya ilimli ve agir
olmak tiizere farkli sekillerde olabilmektedir. HTNV veya DOBV gibi etkenler %5-15
mortalite oraniyla agir bir klinige sebep olurken, SEOV oldukg¢a hafif ve PUUV ile SAAV
%1°den az olan mortalite oraniyla ilimli bir klinige sebep olurlar. Bu kliniklerin tipleri, ayn1
zamanda virtstin farkli bolgelerdeki soylarina gore de degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin
PUUV’ilin baz1 soylar1 agir tipte kliniklere de sebep olabilmektedir (27, 45-46).

Tipik bir RSKA tablosu bes donemden olusmaktadir ve donemlere gegis 2 — 4 hafta
stiren inktbasyonun ardindan goriilmektedir. Bu dénemler; atesli donem, hipotansif donem,
oliglirik donem, ditiretik donem ve konvalesan donem seklindedir. (Tablo 1) Bu dénemlerden
sonuncusu olan konvalesan donem yaklasik olarak 6 ay siirmektedir ve orhohantaviriis
enfeksiyonlarinda tam anlamiyla iyilesme uzun vadede miimkiindir. Bu donemler
gecirildikten sonra, konvalesan dénemi takiben gorilebilecek olan semptomlar oldukca nadir
olmakla beraber, belirli durumlarda renal yetmezlik ve hipertansiyon gelistigi bildirilmistir.
RSKA klinigi yetiskin bireylerde oldukg¢a agir seyrederken, ¢ocuk hastalarda klinigin daha
hafif ilerledigi ve iyilesme donemine gegisin daha hizli oldugu goriilmiistiir (46-49).
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Tablo 1: DOBV’iin etiyolojik etken oldugu RSKA dénemleri, sureleri ve klinik semptomlar
(26).

DONEM SURE BELIRTILER

Atesli Donem 3—74gun [ Yiiksek ates, iisiime, bas agrisi, bel agrisi, abdominal
agr1, bulanti, kusma, uyku hali, gorme bozukluklari,

konjunktival hemoraji, eritemat6z dokdiintd

Hipotansif dénem 1 —2gln | Hipotansiyon, sok, trombositopeni, I6kositoz,
hemorajik hastalik baslangici (deri ve mukozada
dokintu, deride curtkler, konjunktival suftizyon, kan
kusma, epistaksis, hematri, intrakraniyal hemoraji)

Oligurik D6nem 3 —79un | Bobrek fonsiyonlarinda azalma, oligiiri, aniiri,
proteiniiri, tiriner sediment anormalligi, mikroskobik

hemattiri, azotemi

Dilretik Donem Birka¢ gun | Hipotansiyon, elektrolit bozuklugu, viseral hemoraji,

—2hafta | akciger ve santral sinir sistemi tutulumu

Konvalesan Donemi | 3 — 6 hafta | Kas giigsiizliigii, hipostentiri ve oligiiri

2.1.7. Epidemiyoloji

Gilintimiizde, RSKA ile baglantili oldugu bilinen 7 orthohantaviriis tlirli mevcuttur.
Asya kitasinda RSKA’nin agir tipine sebep olan etken HTNV tiir ve mortalite orant %15°tir.
Bunun yani sira, %1-2’lik fatalite orantyla RSK A’ nin daha 1ilimli bir versiyonuna sebep olan
SEOV enfeksiyonlarina da rastlanmaktadir. Asya kitasindan her yil 40 000-60 000 olgu
bildirilirken, bunlarin %99’u Cin’den bildirilmektedir (27, 50-51).

Avrupa’da her yil 9000 RSKA olgusu bildirilmektedir ve PUUV bu olgularda
cogunlukla etken olarak belirlenmektedir. PUUV enfeksiyonlart ¢cogunlukla Myodes glareolus
ile insanlara gegmekte olup, bulas sonucunda RSKA’nin hafif bir formu olan EN’ye sebep
olmaktadir. PUUV enfeksiyonlart ¢ogunlukla Rusya’nin Avrupa bolgesi, Finlandiya ve
Isve¢’ten bildirilmekle beraber, son yillarda Belgika, Almanya, Fransa, Norvec, Macaristan,

Avusturya ve Slovenya’dan da bildirilmektedir (21, 52-53).

RSKA’nin agir formuna sebep olan DOBV ana tasiyicis1 Apodemus flavicollis’in

cografik dagilimi oldukca fazla olmasina ragmen, DOBV enfeksiyonlar: genellikle Balkan

16



ulkelerinden bildirilmektedir (54-58). Bunlara ek olarak, DOBV’iin bir soyu olan SAAV
(veya DOBV-Aa) RSKA’nin 1limli bir formuna sebep olmakla birlikte Rusya, Almanya ve
Slovakya’dan bildirilmektedir (59-62).

Orthohantaviriislerin Avrupa’daki sero-epidemiyolojik durumunu belirlemek igin
yapilan c¢alismalar da mevcuttur. Bu c¢alismalar, molekiiler olarak belirlenen
orthohantaviriislerin yaninda, kemiricilerdeki seroprevalansi belirlemek i¢in oldukga
onemlidir. Bu ¢alismalar da gdstermistir ki; Italya, Moldova, Ispanya ve Birlesik Krallik gibi
iilkelerde bulunan kemiricilerde seropozitiflik mevcutken; Letonya ve Litvanya’da hem

kemiricilerde hem de insanlarda pozitiflik bildirilmistir (63-68).

Tiim bunlara ek olarak, giiniimiize kadar yapilan ¢alismalar gdstermistir ki, DOBV
epidemiyolojisi baslangicta sadece Balkan iilkelerinde dagilim gosterirken, molekiiler
epidemiyolojik ve sero-epidemiyolojik yontemlerin gelistirilmesiyle yeni DOBV soylari
kesfedilmistir. Bu verilerle de, DOBV’lin Avrupa’daki dagiliminin hem kemiriciler hem de
insan olgular1 goze alindiginda ¢ok daha genis bolgelere dagilim gosterdigi belirlenmistir

(69). (Sekil 5)
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B Torkive
B Yunanistan
| Bulgaristan
B Makedonya
1 Amavutluk
B Karadag
Bosna-Hersek
B Hirvatistan
" | Slovenya
Macaristan
B srbistan
Romanya
B sSlovakya
Moldovya
B Cek Cumhuriyeti
B Amanya
[l Polonya
B Ukrayna
Belarus
] Rusya
B Livanya
Bl Letonya
B Estonya

Sekil 5: Avrupa Kitasinda DOBV ve soylarmin bildirildigi ilkeler. Giiniimiize kadar

gerceklestirilen hem serolojik hem de molekiiler calismalar sonucunda, insanlarda veya

rezervuarlarda DOBV ve soylarinin pozitiflikleri haritada gosterilen iilkelerden bildirilmistir

(69).

DOBV’iin Tiirkiye’de ilk olarak belirlenmesi 2009 yilinda Karadeniz bolgesindeki

Bartin ve Zonguldak illerinde ¢ikan bir salginla olmustur (70). Ardindan, Istanbul ilinde bir

RSKA olgusu belirlenmis ve etkenin yine DOBV oldugu ortaya konmustur (71). Bunu

takiben, Dogu Karadeniz Bolgesinde bulunan Giresun ilinde bir salgin meydana gelmis ve bu

salginin etkenlerinden birisinin yine DOBV oldugu belirlenmistir (72). 2018 yilinda yapilan

bir ¢aligmada ise, Kirklareli ilinden toplanan kemiricilerde DOBV molekiler yontemlerle

belirlenmis ve Trakya bolgesinde DOBV varligi gosterilmistir (11). (Sekil 6)
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Kirklareli

Sekil 6: Tiirkiye’de DOBV ve soylarinin bildirildigi iller. Zonguldak, Bartin ve Giresun
illerinde meydana gelen RSKA salginlari sonucunda yapilan c¢aligmalarda etkenin DOBV
oldugu belirlenmistir. Istanbul ilinde RSKA belirtileri gdsteren bir hastada DOBV pozitifligi
bildirilmistir. Kirklareli ilinde kemiricilerde gerceklestirilen calisma sonucunda, bu

kemiricilerde DOBYV pozitiflikleri bildirilmistir (11, 70-72).
2.1.8. Laboratuvar Tanisi, Tedavi ve Korunma

RSKA ve HPS’nin ilk tanis1 klinige basvuran hastalarda gorllen semptomlarla ve
hastanin Oykiisiiyle olmaktadir. Orthohantaviriislerde insandan insana bulag goriilmedigi i¢in
hastadan alinacak Oykii biliyiilk 6nem tasimaktadir. Fakat, orthohantavirus enfeksiyonlarini
sadece semptomlara ve hasta Oykuslne gore koymak neredeyse imkansizdir. Bu sebeple,

orthohantaviriislerin tanisinda laboratuvar tanisin biiyiik 6nemi vardir (21, 50).

Orthohantaviriislerin laboratuvar tanisinda Onerilen altin standart yontem plak
notralizasyon testidir. Bu test, viral hiicre kiiltiiriinde yapilmakta olup, orthohantavirislere
karsi tam bir sonu¢ verebilmektedir. Diger yandan, bu test viral hiicre kiiltiiriiniin
gereksiniminden dolay1r zahmetli ve biyogiivenlik diizey 3 laboratuvara ihtiya¢ duydugu ic¢in

giinlimiiz laboratuvarlarinda kolaylikla kullanilabilen bir yontem degildir (27).

Insanlarda meydana gelen orthohantavirus enfeksiyonlarmna karsi immiinglobulin M
(IgM) ve immiinglobiilin G (IgG) bagisiklik sistemi tarafindan tiretilmektedir. Bu antikorlar
virlisiin kapsid yapisinda bulunan N proteinine kars1 iiretilmektedir. Bu antikorlar1 temel alan

serolojik testlerin kullanilmasiyla laboratuvar tanis1 konabilmektedir. Orthohantaviriislerin
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tanisinda kullanilan en yaygin serolojik test indirekt IgM ve IgG ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) testleri kullanilmaktadir. Buna ek olarak, indirekt ELISA’dan daha
yiiksek ozgilliige sahip olan IgM yakalayan ELISA’da yaygin olarak kullaniimaktadir.
Indirekt immunfloresans testi de rutin olarak kullanilmaktadir fakat 6zgiilliigii diisiik bir test

oldugu i¢in giivenilirligi ¢cok yiiksek degildir (47, 73).

Orthohantaviriislerin tanisinda kullanilan bir diger teknik ise molekiiler yontemlerin
kullanilmasidir. Kanda veya serumda orthohantavirus genomunu ters (reverse) transkriptaz
polimeraz zincir tepkimesi (RT-PZT) ile belirlemek mimkindir. Hem geleneksel hem de
kantitatif RT-PZT yontemleriyle insandaki viremiyi belirlemek mumkindir (74-76). Hastadan
enfeksiyonun akut fazinda 6rnegin alinmasiyla, viremi varligi degiskenlik gosterse bile viral RNA
saptanabilmektedir. Fakat, agir seyreden orthohantavirus enfeksiyonlarinda vireminin yiiksek
olmasindan dolay1 saptama daha kolay olurken, hafif veya ilimli bir tabloya sebep olan
orthohantaviriis tiirlerinde vireminin diisiik olmasindan dolayr molekiiler saptamada zorluklar
yasanabilmektedir (77-79). Bunlarin yaninda, insan enfeksiyonlarinda viremi olduk¢a kisa
stirmektedir ve bu durum da molekiiler testlerle viral RNA’y1 saptamay1 neredeyse imkansiz hale
getirmektedir (27). Bunlara ek olarak, antikorlar daha olusmadan molekiiler yOntemler ile
orthohantaviriis genomunun belirlenmesi hem dogru teshis imkanini arttirmaktadir hem de erken

taniy1 saglayarak hizla tedavi girisimlerinin baglanmasina olanak saglamaktadir (77).

Ortohantaviriisler temelde konakg¢ida bulunan ¢esitli organlardaki endotel hiicrelerinin
kapilerini enfekte etmektedirler. Bu enfeksiyonlar oOzellikle akciger ve bobreklerde
goriilmekle beraber, enfeksiyon sirasinda gii¢lii bir bagisik yanit olusturmaktadir. Patogenezin
en temel Ozelliklerinin baginda gelen vaskiiler gegirgenlik, hem Eski Dinya
orthohantaviriislerinin sebep oldugu RSKA’da hem de Yeni Diinya orthohantaviriislerinin
sebep oldugu HPS’de cok ciddi bir sekilde artmaktadir ve bu durumda, hem wviral
enfeksiyonun yogun bir sekilde olmasindan hem de enfeksiyon sonucunda ¢ok gucli bir
bagisik yanit olugsmasindan kaynaklanmaktadir. Bu tablolar gdz oniline alinarak antiviral
etkinlik calismalar1 yapilsa da giinlimiizde, orthohantaviriislere karsi onaylanmis bir ilag
bulunmamaktadir. Orthohantaviriis enfeksiyonlarinda kullanilan tedaviler genis cesitlilik
gosteren terapotik stratejileri icermektedir. Bu stratejiler ise, viral yasam donglisiinii
hedefleyenler ve konak bagisiklik faktorlerine yonelik veya hasta klinik semptomlarina

yonelik kullanilan terapotik ajanlarin kullanilmasidir (80). (Tablo 2)
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Tablo 2: Orthohantaviral enfeksiyonlara karsi kullanilabilecek potansiyel terapétik ajanlar ve

stratejileri (80).

AMAC ILAC HEDEF HASTALIK
Mab Fab 4G2 ve 1C9 Gc glikoproteini RSKA
Anti-SR fare serumu Viral glikoprotein RSKA
Viral glikoprotein /
Laktoferrin monosit ve dogal RSKA
Viral Girig olddric hiicreler
Inhibisyonu Domain 11 ve kok ) .
) Gc glikoproteini RSKA ve HPS
peptidler
012-0652, C481-1256
Konak reseptor RSKA ve HPS
ve G319-0078
Fivapiravir RdRp enzimi HPS
Ribavirin RdRp enzimi RSKA ve HPS
] ) ETAR RdRp enzimi RSKA ve HPS
Viral Replikasyon
— Arbidol Belirsiz RSKA
Inhibisyonu
] S-, M-, ve L-
SiRNA ve 3G1-Ck-tP ) RSKA
segmentleri
Vaskuler Ang-1 ve S1P Vaskuler Fonksiyon RSKA ve HPS
Fonksiyonun Ikatibant BK tip 2 reseptor RSKA
Iyilestirilmesi Vandetanib Vaskuler Fonksiyon HPS
Klofilium fosfat Alveolar makrofajlar HPS
Bagisik Homeostazis
Kortikoidler ve .
Saglanmasi ] ] Immunoterapi RSKA ve HPS
metilprednisolon

Klasik antiviral ilaglari, antikorlari ve yeni kiiciik molekiilleri igeren, viriis-hedefleyen
antiviraller grubunun hem laboratuvar hem de klinik ¢alismalar1 yapilmistir. Bu tip ilaglar genel

olarak orthohantaviriisiin hiicreye girigini veya viral replikasyonu engellemektedirler. Bunlarin
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yaninda, hem in-vitro hem de in-vivo deneyler sonucunda, bu gruptaki baz ilaglarin koruyucu
etkilerinin oldugu gosterilse de klinik uygulamalar i¢in heniiz uygun olmadiklar1 ve bu

uygulamalarda bazi problemlerin ¢ikabilmesinden dolay1 tam bir sonuca varilamamistir (78-

80).

Konak-hedefleyen ilaglarin birincil hedefi, vaskiiler gegirgenligin artmasi sonucu
olusan semptomlarin ortadan kalkmasi icin vaskiiler fonksiyon diizenlenmesini saglamaktir.
Bunun yaninda, ikincil hedef ise enfeksiyon sirasinda olusan asir1 bagisik yanitin
dizenlenmesinde go6rev alan bagisik yanit homeostazis mekanizmasinin tekrardan
olusturulmas {izerinedir. Bu tablolara 6zgii kullanilan ilaglar etkin sonug¢ verse de sagaltimin
yapilmast ve enfekte bireyler icin sagliklt olup olmamalar1 iizerine siiphe duyulmakta, bu
ilaglar Uzerine tartigmalar devam etmekte ve bu alanla ilgili ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Bunlara ek olarak, enfekte bireye yonelik uygulanan tedaviler, enfeksiyon
sonucunda olusan semptomlarin giderilmesi ve bu bireylerin genel saglik durumlarina gore

destekleyici tedavi uygulanmasi seklindedir (60, 66, 80).

Orthohantaviriislere kars1 bazi asilar gelistirilmistir ve ¢esitli as1 ¢aligmalar1 halen daha
devam etmektedir. Fakat, heniiz lisansli bir as1 bulunmamaktadir. Bunun yaninda, Cin ve
Kore’de inaktif hantaviriis asilart kullanim i¢in onaylansa da bu asilarin lisanslari, Avrupa ve
Amerika Birlesik Devletleri tarafindan taninmamaktadir (80). Bunlarin disinda giliniimiize
kadar, RSKA’ya karsi olusturulan molekiiler as1 adaylarindan iki tanesi insanlarda test
edilmistir. Bunlardan ilki, HNTV’{in M segmentinden olusturulan rekombinant as1 — vektorli
as1 karistmi seklindedir. Ikinicisi ise, plazmid DNA’s1 ile olusturulan bir asidir (81-82).
Bunlara ek olarak, basta HNTV ve PUUV olmak tizere birgok farkli Orthohaantavirus tiriine
kars1 as1 ¢alismalari farkli fazlarda olacak sekilde devam etmektedir (80). (Tablo 3)
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Tablo 3: Orthohantaviriislere karsi klinik denemeleri ve olgu-kontrol ¢alismalari olan

asilar (80).
Klinik . Tip/ Uygulanan
Icerik Yas Durum
Tablo Asama Kisi Sayisi
Olgu-
RSKA | Hantavax Kontrol 20-22 129 Tamamland1
Calismasi
Olgu-
RSKA | Hantavax Kontrol 20-30 100 Tamamland1
Caligsmasi
Inaktif Hantavirus
RSKA Faz 4 16-60 143 Tamamlandi
Asisi
RSKA Inaktif as1
) Olgu-
[HNTV (tip I) ve
RSKA ) Kontrol 16-60 100 Tamamland1
SEQV (tip 1)
Calismasi
karigimi]
HNTV/PUUV
RSKA | DNA asist/antikor | Faz 1 18-49 31 Tamamlandi
karigimi
Aktif,
HNTV/PUUV
RSKA Faz 2a 18-49 132 uygulamaya
DNA asis1
baslanmadi
Andes virus DNA
HPS Faz 1 18-49 48 Uygulanmakta
asist
HNTYV asis1 Henlz
RSKA | PUUYV asis1 Faz 1 18-49 72 uygulanmaya
HNTV/PUUYV asist baslanmadi
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Orthohantavirus enfeksiyonunun ger¢eklesmesinin en Onemli sebeplerinden birisi
ormanlik alanlarda yasamak ve bu alanlardaki evlerin ya da kuliibelerin etrafin1 temizleyip,
ormani tahrip etmektir. Bu baglamda, insaat ve orman calisanlari, ¢iftciler ve askerler risk
grubunu olusturmaktadirlar (83-84). Korunma i¢in en temel Onlemlerin basinda rezervuar
kontrolli gelmektedir. Bunun yaninda, kemirici yuvalarinin ve risk bélgesinde bulunan evlerin
etrafindaki gida kaynaklarinin azaltilmasi korunma igin etkindir. Evlerin igerisinde bulunan
kemiricilerin ev ortamindan uzaklastirllmast ve kontamine bodlgelerle temasin ortadan
kaldirilmas1 da korunmada yapilmasi gerekenler igerisindedir. Kisacasi, korunma igin
potansiyel rezervuarlarla hem direkt hem de endirekt olarak temasin ortadan kaldirilmasi
gerekmektedir. Bu korunma onlemleri alindig1 taktirde, orthohantaviriislerin neden oldugu

enfeksiyonlarin meydana gelme ihtimali yok denecek kadar azdir (83-84).
2.2. Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme (YND) virolojide farkli alanlarda olduk¢a uzun siiredir
uygulanmaktadir. Virom metagenomigi, tiim genom dizileme, viriis yayillimimin takip
edilmesi, terapdtik ajanlarin gelistirilmesi ve potansiyel patojenlerin tanimlanmasi gibi
virolojide ¢ok farkli alanlarda YND teknikleri yer almaktadir (14). TGD, yeni goriilen
viriislerin insanlarda saglig1 tehdit etme potansiyellerinin ortaya konmasi i¢in, tanimlanma ve

karakterizasyonlarinin yapilmasinda siklikla kullanilmaktadir (13).

YND i¢in gliniimiize kadar iiretilmis olan birgok farkli sistem bulunmaktadir. 454
dizileme, SOLiD dizileme, Illumina dizileme, Helicos dizileme, PacBio dizileme, Iyon torrent
gibi gilinlimiizde farkli alanlarda kullanilan degisik 6zellikte YND teknikleri bulunmaktadir.
Bu sistemlerden hangisinin kullanilacagi, yapilacak olan c¢alismanin igeriine gore
degismektedir. Dizileme iglemi yapilacak olan 6rnegin biiyiikliigii, Guanin ve Sitozin igerigi,
genom eldesinde istenen kapsam ve dogruluk platform se¢iminde rol oynayan Onemli
faktorlerdendir. Ayn1 zamanda, bu platformlarin maliyeti, is siiresi ve elde edilen ham
verilerin islemlenmesi icin gerekli bilgisayar temelli araglarin ulasilabilirligi de platform
seciminde g6z Oniinde bulundurulmalidir. Bu bakimdan, viriislerin ve 06zellikle RNA
viriislerinin dizileme islemlerinin yapilmasi i¢in en uygun olan ve glinlimiizde en ¢ok tercih
edilen yontem Illumina dizileme platformudur ve bu platforma ek olarak, SOLiD dizileme de

yaygin olarak kullanilmaktadir (14).
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[llumina dizileme platformu “koprii amplifikasyonu” olarak adlandirilan bir yonteme
gore gerceklesmektedir. Bu teknikte, dizileme islemi Oncesinde hazirlanan Ornek
kiitiiphanelerinde kullanilan kalip DNA’ya adaptorler baglanir. Bu adaptorler DNA dizisinin
her iki ucuna da baglanmaktadir. DNA’ya bagli bu adaptoérler, amplifikasyon sentez
reaksiyonlar1 sirasinda substrat gorevi gormektedir. Bu adaptorler, dizileme islemi igin
kullanilan plaklarin ylizeylerinde bulunan oligoniikleotidlere komplementerdir. Bu sayede
kalip DNA’nin, dizileme reaksiyonunun gerceklesecegi plak yiizeyine baglanmasi saglanir. Ilk
baglanmadan sonra, kalip DNA’nin amplifikasyonu gergeklesir ve bu cogaltma islemi
sirasinda kullanilan her bir niikleotidin kendine ait floresans ozelligi ile dizi cikartilir.
Ardindan kalip DNA yikama islemiyle ortamdan uzaklastirilirken, kopya DNA yiizeydeki
oligoniikleotide baglanir. Bu baglanmadan sonra, DNA’nin bagli olmayan serbest ucu da
yandaki diger komplementer oligoniikleotide baglanir ve bu sayede koprii yapist olusturulmus
olur. Bu koprii modelinde amplifikasyon reaksiyonlar1 gergeklestirildikten sonra, bagl olan
uclar ayrilir ve sonugcta, bir “ileri” (forward) bir tane de “geri” (reverse) DNA zinciri elde
edilmis olur. Bu islem ile de ¢ift-uclu dizilime (paired-end sequencing) islemi gergeklestirilir.
Bu islemlerin ardindan sentez, koprii modeli ve cift-uclu dizileme islemleri tekrarlanarak
stirekli yeni kopya tiretimi saglanmis olur. Bu dizileme islemi sirasinda kullanilan niikleotidler
ayn1 zamanda reaksiyonu sonlandiric1 etki de gosterebilirler. Bu niikleotidlerin bloke olmasi
durumunda bir sonraki sentez gerceklesmez ve nihayetinde reaksiyon sonlanmis olur. Illumina
dizileme platformunda meydana gelen her bir reaksiyon 300 kez veya daha fazla sayida
tekrarlanabilir. Bu durumda, dizileme sirasinda ¢ok fazla kopyanin iiretilmesine ve buna bagh

olarak da ¢ok fazla sayida DNA dizi ¢iktis1 elde edilmesi saglanir (85).

YND tekniklerinin kullanildig1 ¢alismalarda, en zorlayici kisim informatik alanidir. Bu
informatik alaninin, biyolojik bilimlerde kullanilmasiyla adi biyoinformatik olmaktadir.
Biyoinformatik analizler eger etkili bir sekilde kullanilabilirlerse, elde edilen ham verilerdeki
dizileri dogru sekilde olusturmak oldukc¢a kolaydir (14). Gegmis yillarda hem YND tekniklerinin
yoklugu hem de biyoinformatik alaninin eksikliginden dolayi, virlislerin genomlarim1 ¢ikartmak
oldukga zor ve zahmetli bir isken, glinlimiizde 6zellikle biyoinformatik alaninin poptiler olmasi ve
gelismesiyle, bu islemler ¢ok daha kolay hale gelmistir. Biyoinformatik analizler igin
kullanilabilecek bilgisayar temelli c¢ok c¢esitli araclar bulunmaktadir. Bu araglar, dizileme
platformlarina gore farklilik gosterse de yapilan ¢alismanin tipine gore se¢im yapilabilmektedir.

Biyoinformatik iglemlerinin viriis genomu ¢ikartmak i¢in

25



kullanilmasinda farkli asamalar ve segenekler mevcuttur. Biyoinformatik islemlerin en
basinda, elde edilen dizilerin kalitesinin kontrol edilmesi ve istenmeyen dizilerin (ortamda
kalan adaptorler, metagenomik ¢alisma ise sadece hedef etkenin dizilerinin segilmesi v.b.)
temizligi gelmektedir. Bu agamalarin ardindan, eger referans dizi mevcut ise, elde edilen ham
veriler bu referansa gore basit¢e haritalanabilmektedir. Eger referans dizi mevcut degil ise,
elde edilen diziler ile anlaml1 ve dogru birlestirmelerin yapilmasi gerekmektedir. Referansin
olmadigi, elde edilen dizilerin birlestirilmesiyle bir referans olusturulmak istenirse, “de novo”
birlestirme olarak adlandirilan bir teknik kullanilabilir. Bu teknik ile elde edilen dizinin
dogrulugunun kontrolii ¢ok Onemlidir. Bunu saglamak i¢in de “de novo” birlestirme
sonucunda elde edilen dizi, referans dizi olarak kabul edilir ve ilk basta elde edilen ham
verilerle direkt olarak haritalama yapilir. Eger uygun eslesmeler yakalaniyor ise, yapilan
birlestirme islemi dogru bir sekilde meydana gelebilmistir. Tiim bu birlestirme islemlerinin
ardindan, dizisi ¢ikartilmak istenen ectkenin daha oOnceden elde edilen dizileri var ise,
GenBank’in “BLAST” araci kullanilarak, diger dizilerle karsilagtirilmasi elde edilen dizinin

dogrulugunun saglanmasi i¢in gereklidir (86).
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3.

GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

“Kurklareli ilinden elde edilen Dobrava-Belgrade orthohantavirus izolatinin yeni nesil
dizileme ile tim genom dizilemesi ve genetik karakterizasyonu” adli tez calismasi,

deneysel niteliktedir.
3.2. Arastirmanmin Yeri ve Zamani

Tez calismasi, Temmuz 2018 tarihinde literatiir taramasi ile baslayip Ekim 2020 tarihinde tez
savunmasi ile son bulmustur. Tez ¢alismasi, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri

Enstitiisii, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda ve
Helsinki ~ Universitesi, Tip  Fakiiltesi, Viroloji ~ Béliimii  laboratuvarlarinda

gerceklestirilmistir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Bu tez caligmasi, insana ait bir 6rnek igermemektedir. Bunun yaninda, tez ¢alismasinin
insan deneyi de bulunmamaktadir. Bu sebeplerden dolayi, aragtirmanin evreni ve

Orneklemi bulunmamaktadir.
3.4. Calisma Materyali

2009 yilinda yapilan bir calisma kapsaminda Kirklareli ili ineada bélgesinden “Sherman”
tipi tuzak kapanlar kullanilarak 73 adet kemirici toplandi. 2009 yilinda toplanan kemirici
ornekleriyle yapilan ilk ¢alismada, 8 adet Apodemus flavicollis tiri kemiricide DOBV

pozitifligi saptand1 (11).

Bu ¢alismada ise, 2009 yilinda toplanan ve pozitiflikleri belirlenen arsiv materyali dokular
kullanildi. Kemiricilerden pozitiflik saptanan 8 tanesinden birisi secildi ve virisun tum
genom dizilemesi i¢in ¢aligmaya dahil edildi. Pozitifligi bilinen kemiricilerin akciger

dokular1 viral RNA ekstraksiyonu i¢in kullanildi.
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3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Kemiricilere ait akciger orneklerinde Orthohantavirus varligi calismanin “bagimsiz

degiskeni” iken, Orthohantavirus genomuna ait dizilerin akciger dokularinda saptanmasi

“bagimli degisken” olarak degerlendirildi.

3.6. Veri Toplama Araclari

Tablo 4: Calisma sirasinda kullanilan cihaz, kimyasal ve sarf malzemelere ait bilgiler.

Scientific

Malzeme Adi Marka Katalog No Kullanildig1 Analiz
Bistlri ucu PlusMED - Dokularin kesilmesi
(22 numara)

RNAlater Invitrogen AM7021 Ornek dokularin
saklanmasi

Paslanmaz celik QIAGEN 69989 Dokularin

boncuklar (5 mm) homojenizasyonu

Ajitator Retsch MM400 Dokularin
homojenizasyonu

TRIzol Reagent Invitrogen 15596018 Viral RNA izolasyonu

Kloroform Merck 1.02445.2500 | Viral RNA izolasyonu

Izopropanol Smyras 1490100 Viral RNA izolasyonu

Etil Alkol Sigma 32221 Viral RNA izolasyonu
ve YND kituphane
hazirlig

Vorteks Stuart SA8 RNA Izolasyonunda
yikanmasi

DNAz/RNAz Invitrogen 10977035 Viral RNA izolasyonu

icermeyen distile su

Ters transkripsiyon Thermo EP0402 cDNAsentezi

Kiti Scientific

dNTP mix (10 mM) ThermoFisher R0193 cDNA sentezi
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SimpliAmp Thermal ThermoFisher A24811 cDNA sentezi ve
Cycler Scientific Kituphane
zenginlestirme
1,5 mL’lik steril tiip Greiner 616 201 Tum testler
2 mL’lik steril tiip Greiner 623 201 Tim testler
0,2 mL’lik PZT tiipti Axygen PCR-02 cDNA sentezi
Filtreli Pipet Ucu (0,5- SSIBIO - Tim Testler
10, 10-100, 100-1000
ul)
Pipet Seti ThermoFisher - TOm Testler
Scientific
-86°C Derin Niive DF490 Ornek saklama
Dondurucu
-20°C Derin Ariston - Malzemelerin ve
Dondurucu cDNA’larin saklanmasi
+4°C Buzdolab1 Vestel - Malzemlerin ve
reaktiflerin saklanmasi
Nitril eldiven SeaSoul - Viral RNA izolasyonu
ve kiitliphane hazirlig
Pudrasiz eldiven Tenty - cDNA sentezi
Su banyosu Memmert WNB45 Viral RNA izolasyonu
Sogutmali santrifiij Heraeus Labofuge 400R [ Viral RNA izolasyonu
Ceker ocak Kdéttermann 2-453-GAND | Viral RNA izolasyonu
Manyetik Rak ThermoFisher MRO02 Kiitiiphane hazirlig:
Scientific
Nanodrop Marshall ND-1000 RNA miktar ve saflik
Spektrofotometre Scientific Olcimi
Qubit 4 Florometre ThermoFisher Q33226 Kitliphane miktar ve
Scientific saflik 6l¢timii
FastGene Plate Nippon NG040 Kiitiiphane hazirligi
Santrifij Genetics

29




NEBNext Ultra Il New England E7775 Kiitiiphane Hazirlig

RNA Kitiiphane BioLabs

Hazirlik Kiti (Illumina

icin)

NEBNext Multiplex New England E7710S/L Kiitliphane Hazirligt

Oligos, lllumina BioLabs

icin (Index Primers

Set 3)

NI_EB_Next rRNA New England #6350 Kiitiiphane Hazirlig:

IE(IiI‘[rin(l1nnassa?f/lrl are/Sican) Biol.abs

SPRIselect, 5 mL Beckman B23317 Kiitiiphane Hazirlig

Coulter
AMPure XP, 60 mL Beckman A63881 Kiitliphane Hazirligt
Coulter

Qubit RNA HS Assay | ThermoFisher Q32852 Kituphane miktar ve

Kit Scientific saflik ol¢imi

Qubit dsDNA HS ThermoFisher Q32851 Kituphane miktar ve

Assay Kit Scientific saflik 6l¢timii

Mx3000P gPCR Agilent 401420 Kdittphane miktar

System olcimi

Agaroz Applichem A2114,0500 Agaroz jel elektroforezi

SafeView ABM G108 Agaroz jel elektroforezi

Elektroforez Tanki ThermoFisher ELED-B2 Agaroz jel elektroforezi
Scientific

Gii¢ Kaynagi ThermoFisher EC 3000 XL |Agaroz jel elektroforezi
Scientific

Jel Goriuntileme Analytik Jena 97-0192-05 Agaroz jel elektroforezi

Sistemi

Mikrodalga firin Roda RD-7017PA Agaroz jel elektroforezi

MiSeq Sistemi [llumina SY-410-1003 | Yeni Nesil Dizileme

MiSeq Reagent Kit [llumina MS-102-3003 | Yeni Nesil Dizileme

Bilgisayar HP 8MC21UA#ABA | Biyoinformatik analiz
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3.6.1. Laboratuvar Calismalari
3.6.1.1. RNA Izolasyonu

Temmuz 2009 tarihinde toplanan, Polat ve ark. tarafindan PZT ve senkans pozitifligi
bildirilen doku 6rneklerinin RNA izolasyonunun gergeklestirilebilmesi i¢in, 6rnek dokularmin

homojenizasyonu yapildi (11).

Homojenizasyonun yapilabilmesi igin, bistiiri ucu (PlusMED) yardimi ile dokudan
parca kesildi. Kesilen doku parcast 500 pl. TRIzol (Invitrogen) igerisine alindi. Dokunun
pargalanabilmesi icin, TRIzol icerisine 5 milimetrelik ¢apa sahip olan paslanmaz ¢elik boncuk
(Qiagen) eklendi ve ardindan, ajitator (Retsch) icerisinde 45 saniye c¢alkalanan dokularin
parcalanmasi saglandi. Elde edilen homojenizat steril 2 mL’lik tiip (Greiner) igerisine alind.
Homojenizatlardan RNA izolasyonu ise Chomczynski ve Sacchi tarafindan bildirilen

guanidin-tiyosiyanat-fenol-kloroform yontemi ile gerceklestirildi (87).

Elde edilen homojenizatlardan RNA izolasyonun yapilabilmesi i¢in “Faz Ayrim1” ve
“RNA Izolasyonu” olmak iizere iki asama gergeklestirildi. Faz ayrimi sayesinde homojenize

edilen 6rnekten RNA ve DNA izolasyonlarinin yapilabilmesi miimkiin hale getirildi.

Faz ayrimi:

Homojenize edilen 6rneklerin oda sicakligina gelebilmeleri i¢in 5-8 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

Oda sicakligina erigen 6rneklere 100 pL kloroform (Merck) eklendi ve 10-15 saniye
tiipler el ile yavasca alt iist edilerek 6rnegin kloroform ile karigmasi saglandi.

Kloroform eklenen 6rnekler karistirildiktan sonra 2-3 dakika oda sicakliginda
inkibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan érnekler 12000 x g’de 15 dakika 4°C’de santrifiij edilerek
fazlari ayrimi saglandi.

Faz ayrim1 sonucunda tiiplerdeki tistte kalan renksiz faz RNA izolasyonu i¢in yeni
bir tiipe alindi, altta kalan renkli faz ise daha sonra DNA izolasyonunda
kullanilmak i¢in -86°C’ye kaldirildi.
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RNA izolasyonu:

Faz ayriminda RNA izolasyonu i¢in yeni tlipe aktarilan renksiz fazin {izerine 250
uL izopropanol eklendi ve ardindan yavasca karistirildi.

Izopropanol eklenen RNA igeren renksiz fazdaki RNA nin ¢ékmesinin saglanmasi
icin 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyon gerceklestirildikten sonra, 12000 x
g’de 10 dakika 4°C’de santrifiij gerceklestirildi.

Santrifiij sonrasinda RNA igermeyen siipernatant uzaklastirildi.

Tiip igerisindeki pellete 500 pL %75 oraninda hazirlanmus etil alkol eklendi.

Yikama islemi icin eklenen %75°lik etil alkol igeren tiipteki pelletin tam olarak
yikanmasi i¢in vorteks (Stuart) kullanild1 ve ardindan 7500 x g’de 5 dakika 4°C’de
santrifiij yapilarak RNA’nin ¢6kmesi saglandi.

Santrifiij sonucunda siipernatant uzaklastirilirken, pellet tizerinde kalan etil alkoliin
tamamen ugmasi icin tlipler kapaklart agik olacak sekilde 5-10 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

Fazla etil alkoliin ugurulmasinin ardindan, g¢okeltilen RNA’nin siispanse hale
gelebilmesi icin pelletin lizerine 20 pL DNAz/RNAz icermeyen distile su
eklenerek, su banyosunda 58°C’de 13 dakika inkiibe edildi.

Elde edilen RNA’nin komplementer DNA sentezi gerceklestirildikten sonra, daha
sonra kullanilmak {izere -86°C’de saklandi.

3.6.1.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

RNA izolasyonu ile elde edilen o6rneklerin RNA’larin1 komplementer DNA’ya

cevrilmesi icin RevertAid Ters Transkriptaz Kiti (Thermo Fischer Scientific) kullanildi.

Komplementer DNA eldesi icin reaksiyon, iiretici firmanin yonlendirmelerine gore

hazirlandi.

Buna gore, reaksiyon basina 5 ul RNA’nin tizerine 1 pl random hexamer onciil

olarak eklendi ve toplam hacim enjeksiyonluk su ile 12 pl’ye tamamlandi. Hazirlanan karisim
65°C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra, buz icerisinde bekletildi. Ardindan, 12 pl karigima;
5x reaksiyon soliisyonundan 4 pl, RiboLock RNaz inhibitoriinden 1 pl, 10 mM dNTP
karisimindan 2 pl, RevertAid Ters Transkriptaz enziminden de 1 pl eklenerek toplam hacim
20 pl’ye tamamlandi. Toplam hacmi 20 pl olan reaksiyon karisimi1 25°C’de 5 dakika, 42°C’de
60 dakika ve 70°C’de 5 dakika bekletildi ve komplementer DNA eldesi i¢cin gereken
inkiibasyon gerceklestirildi.
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Reaksiyon sonucunda elde edilen komplementer DNA (rlnleri, -86°C’de derin

dondurucuya kaldirildi ve daha sonra analizlerde kullanilmak iizere saklandi.
3.6.1.3. Kiitiiphane Hazirligi

RNA izolasyonu safhasinda kemiricilerin akciger dokularindan elde edilen RNA
ornekleri kiitiiphane hazirliginda kullanildi. Yeni nesil dizileme ile dizileme yapilmasi i¢in
¢ok 6nemli bir basamak olan kiitiiphane hazirligi basamaginda, 6rnek tiplerine uygun olarak
NEBNext rRNA Eliminasyon Kiti (Insan/Fare/Sican) (New England BioLabs) kullanildi.

Orneklerin kiitiiphane hazirligy, {iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi.

Kiitiphane hazirligina alinacak 6rnegin ilk olarak Nanodrop Spektrofotometre
(Marshall Scientific) ile saflig1 ve miktar 6l¢iildii. Miktar1 1 pl’de 5 ng ile 1 pg arasinda olan

ve ayn1 zamanda DNA i¢ermeyen 6rnek kiitiiphane hazirligina alindi.

Tastyic1 konaktan gelen ribozomol RNA’larin elimine edildigi ve direkt RNA’dan
yapilan kiitiiphane hazirlig1 ¢cok ¢esitli basamaklar igermektedir. Bu basamaklar; RNA ile prob
hibridizasyonu, RNaz H parcalanmasi, DNaz parcalanmasi, RNA saflastirmasi, RNA
fragmentasyonu ve onculleme, cDNA ilk iplik sentezi, cDNA ikinci iplik sentezi, ¢ift iplikli
cDNA saflagtirmasi, ¢cDNA Kkiitiiphanesinin sonlandirilmasi, adaptor ligasyonu, adaptor
ligasyonlu ¢ift iplikli cDNA saflastirmasi, adaptor ligasyonlu DNA’nin PZT zenginlestirmesi,
adaptor ligasyonlu DNA’nin saflastirmasi, kiitiiphane miktar ve fragman biiytikliigi 6lgimleri
seklindedir.

Kiitiiphane hazirliginda uygulanan her basamagin amaci su sekildedir:

RNA ile prob hibridizasyonu: RNA izolasyonu basamaginda elde edilen, toplam
RNA Ornegi igerisinde bulunan kemirici ribozomal RNA’sinin prob ile
hibridizasyonu sonucunda, rRNA’larin isaretlenmesi saglanmustir.

RNaz H par¢alanmasi: Bir 6nceki basamakta prob ile isaretlenmesi yapilan konak
kemirici rRNA’larinin RNaz H enzimi ile par¢alanmasini saglayan basamaktir.

DNaz pargalanmasi: Toplam RNA 6rnegi igerisinde kalan DNA’larin par¢alanmasi
icin Ornegin DNaz ile muamele edilmesini ve kontaminant DNA’larin
uzaklastirilmasini iceren basamaktir.

RNA saflastirmast: Ornek RNA nin kontaminant protein veya niikleik asitlerden
arindirilmasi igin yapilan basamaktir.
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RNA fragmentasyonu ve onciilleme: Ornek RNA’ nin dizileme igin uygun kiiciik
parcalara ayrilmasini ve bu parcalara da cDNA sentezi i¢in Onciillerin
baglanmasini saglayan basamaktir.

cDNA ilk iplik sentezi: Dizileme isleminin yapilabilmesi icin RNA’nin cDNA’ya
cevrimindeki ilk ipligin sentezinin gerceklestirildigi basamaktir.

cDNA ikinci iplik sentezi: Dizileme islemi igin ilk iplik cDNA sentezi yapilan
ornegin, c¢ift iplikli DNA 6rnegi haline gelmesini saglamak amaciyla uygulanan
basamaktir.

cDNA saflastirmasi: RNA’dan ¢ift iplikli cDNA haline gelen 6rnegin bulundugu
ortamin temizlenmesi ve kontaminantlardan arndirilmasi i¢in uygulanan
basamaktir.

cDNA Kkiitiiphanesinin sonlandiriimast: ilk ve ikinci iplik sentezleri tamamlanan
RNA Orneginin, dizilemeye hazir DNA haline getirilmesi i¢in uygulanan
basamaktir.

Adaptor ligasyonu: Fragmentasyon basamaginda kiigiik pargalara ayrilan ve
ardindan cDNA haline cevrilen DNA Ornegi pargalarinin uclarma adaptor
takilmasini igeren basamaktir. Bu sayede, adaptorler araciligi ile 6rnek pargalarinin
birbirleri ile birlestirilmesi saglanmaktadir.

Adaptor ligasyonlu ¢ift iplikli cDNA saflagtirllmasi:  Adaptor ligasyonu
basamaginda oOrnek DNA’ya baglanmayan adaptér dizilerinin ortamdan
uzaklastirilmasi ve adaptor dimerine sebep olmamasi i¢in uygulanan basamaktir.

Adaptor ligasyonlu DNA’nin PZT zenginlestirmesi: Adaptor dizileri bagli olan
DNA parcalarinin, dizileme esnasinda daha rahat okunmasi i¢in miktarinin PZT
yontemi ile arttirildig1 basamaktir.

Adaptor ligasyonlu DNA ’nin saflastirilmasi: PZT zenginlestirmesi yapilan 6rnegin
icerisinde, bir Onceki tepkimeden kalan kontaminant reaksiyon bilesenlerinin
uzaklastirilmasi i¢in yapilan basamaktir.

Kiitiiphane miktar1 ve fragman biiyiikliigli 6l¢timleri: Kiitiiphane hazirli§i tamamlanan
ornegin, YND teknigi icin uygun miktarda hazirlandigimi dogrulamak ve ayni
zamanda konsantrasyonlarinin da hesaplanmasi i¢in gerekli olan “ng” cinsinden
miktarinin belirlendigi basamaktir. Buna ek olarak, kiitiiphane hazirliginin
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fragmentasyon basamaginda olusturulan drnek pargalarinin, konsantrasyon

hesabinin yapilabilmesi i¢in boyutlarinin belirlendigi basamaktir.

RNA ile prob hibridizasyonu:

12 ul RNA’nin {izerine 1 ul NEBNext rRNA eliminasyon soliisyonu, 2 pl prob
hibridizasyon tamponu eklendi ve toplam 15 pl hacim elde edildi.

Ornek pipet ile karistirildi ve ardindan plak santrifiijde ¢coktiiriildii.
Ornek, 95°C°de 2 dakika inkiibe edildikten sonra, sicaklik saniyede 0,1°C azalarak

22°C’ye diisiiriildii. Devaminda, 22°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonucunda ornekler hizli bir sekilde buza igerisine alindu.

Inkiibasyon sirasinda cihazin kapak sicaklig1 105°C’ye ayarlandi.

RNaz H pargalanmasi:

Toplam hacmi 15 pl olan karisimin iizerine 2 ul NEBNext RNaz H, 2 ul
NEBNext RNaz H tepkime tamponu, 1 pl niikleaz igermeyen su eklendi.

Son toplam hacmi 20 pl olan karigim 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sirasinda cihaz kapak sicakligi 40°C olarak ayarlandi.

Inkiibasyonun ardindan plak santrifiij kullanilarak karisim ¢oktiiriildii ve
ardindan, 6rnek hizl bir sekilde buz igerisine alindi.

Bu islemlerin ardindan, spesifik olmayan RNA parcalanmasinin 6niine gegmek
icin hizl bir sekilde DNaz parcalanmasi basamagina gecildi.

DNaz parcalanmasi:

DNaz parcalanmasi basamaginin gerceklestirilmesi i¢cin, DNaz master karigim
hazirlandi. Bu karisim, 5 pl DNaz I reaksiyon tamponu, 2.5 pul DNaz I (Rnaz-
icermeyen), 22.5 pl niikleaz icermeyen su igerecek sekilde hazirlandi.

20 pl hacme sahip olan 6rnegin tizerine 30 pl olan DNaz master karisim eklendi ve
son toplam hacmin 50 pl olmasi saglandi.

Ornek, kapak sicaklig1 40°C’ye ayarli olan cihazda 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan &rnekler plak santrifiijiinde ¢oktiiriildii ve buza konuldu.
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RNA saflagtirmasi:

\/
0‘0

RNA 6rneginin lizerine 110 ul RNA baglayan manyetik boncuklardan eklendi.
(AMPure XP, Beckman Coulter) En az 10 defa pipet ile al-ver yapilarak RNA

ornegi manyetik boncuklarla karistirildi.

Manyetik boncuk i¢eren 6rnek, RNA’nin manyetik boncuklara tam olarak
baglanabilmesi i¢in buzun igerisinde 15 dakika inkiibe edildi.

Inkiibe edilen 6rnek, manyetik rak iizerine alind1 ve siipernatantin seffaf hale
gelmesi saglandi.

RNA bagli manyetik boncuklar manyetik rak etkisinden dolayi tiipiin bir tarafinda
toplandi1 ve seffaf hale gelen siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.

RNA bagli manyetik boncuklar igeren tiipe yikama islemi icin, yeni hazirlanmig
%80’lik etil alkol ¢ozeltisinden 200 pl eklendi ve oda sicakliginda 30 saniye
inkiibasyona birakildi. Ardindan, RNA baglh manyetik boncuklara degmeden
stipernatant uzaklastirildi ve bu asama toplamda 2 defa tekrarlandi.

Etil alkol ile yikama igleminin ardindan manyetik boncuklarin iizerinde kalan etil
alkoliin uzaklastirilmasi i¢in, boncuklar oda sicakliginda 2-5 dakika inkibasyona
birakildi. Bu asamada yapilan inkiibasyonda, boncuklarin tamamen kurumamasi
gerektigi i¢in tam bir inkiibasyon siiresi belirlenmedi.

Etil alkol tamamen ucurulduktan sonra, RNA bagli manyetik boncuklart igeren tiip
manyetik raktan alind1 ve tizerine 7 pl niikleaz icermeyen su eklendi. Ornek plak
santrifiijde ¢oktiiriildii ve ardindan pipet ile iyice karistirildi.

Ornek 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve tekrar manyetik raka yerlestirildi.

Manyetik rakta bulunan 6rnek tiiptinde, RNA bagli olmayan boncuklar tiipiin bir
tarafinda toplandi ve RNA igeren siipernatanttan 5 pl alinip yeni bir tiipe aktarildi.

RNA fragmentasyonu ve onciilleme:

oo
Ts ul 6rnegin tizerine, 4 ul NEBNext ilk iplik sentezi tepkime tamponu (5X) ve 1
. ul rastgele onciiller eklendi.
.0
Toplam hacmi 10 pl olan karisim 94°C’de 7 dakika inkiibe edildi.

* Inkiibasyonun ardindan 6rnek hizli bir sekilde buzun igerisine alindi.

36



cDNA ilk iplik sentezi:

Bu asama i¢in, 6rnek basina 8 pl niikleaz igermeyen su ve 2 ul NEBNext ilk
iplik sentezi enzim karigimi igeren tepkime karisimi hazirlandi.

Bu karisimdan 10 pl alind1 ve bir 6nceki basamakta hacmi 10 pl olan 6rnegin
izerine eklendi. Boylece son hacmin 20 pl olmasi saglandi.

cDNA ilk iplik sentezi i¢in gerekli enzimleri i¢ceren 6rnek kapak sicakligi 80°C
olan cihazda inkiibasyona alindu.

Inkiibasyon 25°C’de 10 dakika, 42°C’de 15 dakika ve 70°C’de 15 dakika olacak
sekilde gerceklestirildi.

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra, érnek bir siire 4°C’de bekletildi.

cDNA ikinci iplik sentezi:

/7
0’0

Bu asama i¢in, 6rnek basina 8 pl NEBNext ikinci iplik sentezi tepkime tamponu

(10X), 4 ul NEBNext ikinci iplik sentezi enzim karigimi ve 48 pl niikleaz

icermeyen su iceren tepkime karisimi hazirlandi.

Bu asamada hazirlanan karisimdan 60 pl alind1 ve 6nceki basamakta toplam hacmi
20 pl olan 6rnegin iizerine eklendi. Boylece son hacim 80 pl oldu.

cDNA ikinci iplik sentezi igin gerekli enzimleri ve tamponlari igeren 6rnek kapak
sicaklig1 40°C’ye ayarli olan cihazda inkii edildi.

Inkiibasyon 16°C’de 1 saat olacak sekilde gerceklestirildi.

Inkiibasyonun ardindan érnek hizli bir sekilde buzun igerisine alind.

Cift iplikli cDNA saflastirmast:

cDNA 0Orneginin lizerine 144 pl cift iplikli cDNA baglayan manyetik boncuklardan
eklendi. (SPRIselect, Beckman Coulter) En az 10 defa pipet ile al-ver yapilarak
cDNA 6rnegi manyetik boncuklarla karistirildi.

Manyetik boncuk i¢eren 6rnek, cDNA’nin manyetik boncuklara tam olarak
baglanabilmesi i¢in oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

Inkiibe edilen &rnek, manyetik rak {izerine alind1 ve siipernatantin seffaf hale
gelmesi saglandi.

cDNA bagli manyetik boncuklar manyetik rak etkisinden dolay: tiipiin bir tarafinda
topland1 ve seffaf hale gelen siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklagtirildi.
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cDNA bagli manyetik boncuklar1 igeren tiipe yikama islemi icin, yeni hazirlanmis
%80’lik etil alkol ¢ozeltisinden 200 ul eklendi ve oda sicakliginda 30 saniye
inkiibasyona birakildi. Ardindan, cDNA bagli manyetik boncuklara degmeden
slipernatant uzaklastirildi ve bu agsama toplamda 2 defa tekrarlandi.

Etil alkol ile yikama isleminin ardindan manyetik boncuklarin izerinde kalan etil
alkoliin uzaklastirilmasi i¢in, boncuklar oda sicakliginda 2-5 dakika inkiibasyona
birakildi. Bu asamada yapilan inkiibasyonda, boncuklarin tamamen kurumamasi
gerektigi icin tam bir inkiibasyon siiresi belirlenmedi.

Etil alkol tamamen ugurulduktan sonra, cDNA bagli manyetik boncuklar1 igeren
tiip manyetik raktan alindi ve iizerine kullanilan kit tarafindan saglanan 0.1X TE
tamponundan 53 pl eklendi.

TE tamponu ve cDNA bagh manyetik boncuk igeren 6rnek 2 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan 6rnek manyetik raka
yerlestirildi.

Manyetik rakta bulunan érnekte, herhangi bir manyetik boncuk icermeyen ve
saflagtirtlmis cDNA’y1 iceren siipernatanttan 50 pl alindi ve yeni bir tiipe aktarildi.

cDNA kiitiiphanesinin sonlandirilmast:

Bu asama i¢in, ornek basimna 7 pl NEBNext Ultra II son hazirlik tepkime
tamponunu ve 3 pul NEBNext Ultra II son hazirlik enzim karigimini igeren bir
tepkime karisimi hazirlandi.

Hazirlanan karisimdan 10 pl alindi ve 6rnegin tizerine eklendi. Boylece, 6rnegin
son hacmi 60 pl oldu.

Gerekli enzimleri ve tamponlari iceren 6rnek, kapak sicakligi 75°C olan cihazda
inkiibasyona alindi.

Inkiibasyon; 20°C’de 30 dakika, 65°C’de 30 dakika ve 4°C’de bekletilerek
gerceklestirildi.

Inkiibasyonun ardindan DNA 6rnegi hizli bir sekilde buz igerisine alindu.
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Adaptor ligasyonu:

\/
0‘0

Bu asama uygulanmadan 6nce kullanilacak olan adaptorler seyreltildi. Kiitiiphane
hazirligina alinan ornekteki RNA miktart 100 ng iizerinde oldugu icin, adaptdr
seyreltmesi 5-kat olacak sekilde gergeklestirildi. Buna goére, 4 pl adaptor
sollisyonundan alindi ve 16 pl niikleaz icermeyen su alinarak karistirildi.

Bir onceki asamadan elde edilen DNA 6rneginin iizerine; 1 pl NEBNext ligasyon
arttirict, 30 ul NEBNext Ultra II ligasyon ana karisimi ve 2.5 ul seyreltik adaptor
eklendi. Boylece son hacim 93.5 ul oldu.

On inkiibasyon 20°C’de 15 dakika olacak sekilde gergeklestirildi.

Inkiibasyonun ardindan hizl bir sekilde 3 pl USER enzimi 6rnegi de igeren
ligasyon karisimina eklendi ve son hacim 96.5 pl oldu.

USER enzimi de igeren karisim, kapak sicakligi 45°C olan cihazda 37°C’de
15 dakika inkibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan rnek hizli bir sekilde buz igerisine alindi.

Adaptor ligasyonlu ¢ift iplikli cDNA saflastirmast:

Adaptor ligasyonlu ¢cDNA Orneginin iizerine 87 pl cift iplikli cDNA baglayan
manyetik boncuklardan eklendi. (SPRIselect, Beckman Coulter) En az 10 defa
pipet ile al-ver yapilarak adaptor ligasyonlu cDNA 6rnegi manyetik boncuklarla
karistirildu.

Manyetik boncuk igeren drnek, adaptor ligasyonlu cDNA’nin manyetik boncuklara
tam olarak baglanabilmesi i¢in oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

Inkiibe edilen drnek, manyetik rak iizerine alind1 ve siipernatantin seffaf hale
gelmesi saglandi.

Adaptor ligasyonlu ¢cDNA bagli manyetik boncuklar manyetik rak etkisinden
dolay1 tliplin bir tarafinda toplandi ve seffaf hale gelen siipernatant dikkatli bir
sekilde uzaklastirildi.

Adaptor ligasyonlu cDNA bagli manyetik boncuklari igeren tiipe yikama islemi igin,
yeni hazirlanmis %80°lik etil alkol ¢6zeltisinden 200 pl eklendi ve oda sicakliginda 30
saniye inkiibasyona birakildi. Ardindan, cDNA bagli manyetik boncuklara degmeden
siipernatant uzaklastirildi ve bu asama toplamda 2 defa tekrarlandi.
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Etil alkol ile yikama isleminin ardindan manyetik boncuklarin iizerinde kalan etil
alkoliin uzaklastirilmasi i¢in, boncuklar oda sicakliginda 2-5 dakika inkiibasyona
birakildi. Bu asamada yapilan inkiibasyonda, boncuklarin tamamen kurumamasi
gerektigi i¢in tam bir inkiibasyon suresi belirlenmedi.

Etil alkol tamamen ugurulduktan sonra, cDNA bagli manyetik boncuklar1 igeren
tip manyetik raktan alindi ve {lzerine kit tarafindan saglanan 0.1X TE
tamponundan 17 pl eklendi.

TE tamponu ve adaptor ligasyonlu cDNA bagli manyetik boncuk iceren 6rnek 2
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan &rnek
manyetik raka yerlestirildi.

Manyetik rakta bulunan o6rnekte, herhangi bir manyetik boncuk icermeyen ve
adaptor ligasyonlu cDNA’y1 iceren siipernatanttan 15 pl alindi ve yeni bir tiipe
aktarildi.

Adaptor ligasyonlu DNA’nin PZT zenginlestirmesi:

e

3o

\/
0’0

Adaptor ligasyonlu 6rnegin PZT zenginlestirmesi i¢in ana karisim hazirlandi.

Bu ana karisim 6rnek basina; 15 pl adaptor ligasyonlu DNA 6rnegi, 25 ul NEBNext

Ultra Il Q5 ana karisim, 10 pl evrensel onciil karisimi igerecek sekilde hazirlandi.

Ana karigimin hazirlanmasindan sonra, toplam hacmi 50 pl olan karigim,
kapak sicaklig1 105°C olan cihazda inkiibasyona alindi.

Tablo 5: Adaptor ligasyonlu DNA’nin PZT zenginlestirmesinde kullanilan

inkiibasyon kosullari.

Basamak Sicaklik Sire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 98°C 30 saniye 1
Denatiirasyon 98°C 10 saniye 15
Baglanma / Uzama 65°C 75 saniye
Son Uzama 65°C 5 dakika 1
Bekletme 4°C 0 -
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Adaptor ligasyonlu DNAnin saflagtirmas:

\/
0‘0

K/
0‘0

Adaptor ligasyonlu DNA Orneginin iizerine 45 pul DNA baglayan manyetik
boncuklardan (0.9X) eklendi. (SPRIselect, Beckman Coulter) En az 10 defa pipet
ile al-ver yapilarak adaptor ligasyonlu DNA 0&rnegi manyetik boncuklarla
karigtirildu.

Manyetik boncuk i¢eren o6rnek, adaptor ligasyonlu DNA nin manyetik boncuklara
tam olarak baglanabilmesi i¢in oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

Inkiibe edilen &rnek, manyetik rak iizerine alind1 ve siipernatantin seffaf hale
gelmesi saglandi.

Adaptor ligasyonlu DNA bagli manyetik boncuklar manyetik rak etkisinden dolay1
tiiptin bir tarafinda toplandi ve seffaf hale gelen siipernatant dikkatli bir sekilde
uzaklastirildi.

Adaptor ligasyonlu DNA bagli manyetik boncuklar1 igeren tiipe yikama islemi igin,
yeni hazirlanmis %80’lik etil alkol ¢ozeltisinden 200 pl eklendi ve oda sicakliginda 30
saniye inkiibasyona birakildi. Ardindan, DNA bagli manyetik boncuklara degmeden
stipernatant uzaklastirildi ve bu asama toplamda 2 defa tekrarlandi.

Etil alkol ile yikama igleminin ardindan manyetik boncuklarin iizerinde kalan etil
alkollin uzaklastirilmasi i¢in, boncuklar oda sicakliginda 2-5 dakika inkiibasyona
birakildi. Bu asamada yapilan inkiibasyonda, boncuklarin tamamen kurumamasi
gerektigi i¢in tam bir inkiibasyon siiresi belirlenmedi.

Etil alkol tamamen ugurulduktan sonra, DNA bagli manyetik boncuklar1 igeren tiip
manyetik raktan alindi ve tizerine kit tarafindan saglanan 0.1X TE tamponundan
23 pl eklendi.

TE tamponu ve adaptor ligasyonlu DNA bagli manyetik boncuk igeren drnek 2
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan &rnek
manyetik raka yerlestirildi.

Manyetik rakta bulunan Ornekte, herhangi bir manyetik boncuk icermeyen ve
adaptor ligasyonlu DNA’y1 igeren siipernatanttan 20 pl alindi ve yeni bir tiipe
aktarildi.

Bu basamakla birlikte kiitiiphane hazirlig1 tamamlandi ve elde edilen
kittphanelerin miktar 6lgimleri ve bayuklikleri igin son basamaga gegildi.
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Kiitiiphane miktar ve fragman biiytkligi 6lgtimii:

Kiitiiphane hazirligi tamamlanan 6rnegin dizilemesi yapilmadan once Qubit 4
florometre (ThermoFischer Scientific) cihazinda miktar1 ve agaroz jel
elektroforezinde de fragman biiyiikliigii 6l¢timii yapildi.

Qubit 4 florometre cihazindaki miktar 6l¢limii i¢in ¢alisma karisimi hazirlandi. Bu
caligma karistmi 1 pl Qubit reaktifi ve 199 ul ¢ift iplikli DNA tamponu igerecek
sekilde hazirlandi.

Calisma karigimindan toplamda 4 tiip hazirlandi. Bu tiiplerden iki tanesi Qubit
standartlar1 ve diger iki tanesi de 6rnekler i¢in hazirlandi.

Standartlar1 igerecek olan tiiplerden 10’ar pul ve 6rnekleri igerecek olan tiiplerden
5’er pl atildi.

Standartlardan bir tanesi “Standart 17 olarak adlandirildi, ¢alisma karigimina bu
standarttan 10 pl aktarildi ve bu standart 0 ng/pl olarak kayda alind.

Standartlardan digeri “Standart 2” olarak adlandirildi, ¢aligma karisimina bu
standarttan 10 pl eklendi ve bu standartta 100 ng/ul olarak kayda alindi.

Ornekleri igerecek olan tiiplere ise, drneklerden 5 pl eklendi ve ardindan lgiimleri
yapildi.

Qubit 4 florometre cihazindan olgiimleri yapilan ve ng/ul cinsinden miktarlar
belirlenen &érneklerin fragman bayukluklerinin belirlenebilmesi icin Agaroz jel
elektroforezi ile dl¢limii gerceklestirildi.

Bunun i¢in, 50 pl TAE igerisinde %2’lik Agaroz jel hazirland1 ve elektroforez
tanki icerisinde donduruldu.

Ardindan 6rnekler 1 pl GelRed ylikleme boyasindan 5 pl 6rnegin {izerine eklendi
ve Ornek-boya karigimi agaroz jelinde bulunan kuyucuklara yiiklendi. Devaminda,
yiiklenen 6rnekler 80V akimda yiiriitiildii ve UV 1s1n altinda goriintiilendi.
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3.6.1.4. Yeni Nesil Dizileme ve Biyoinformatik Analiz

Kitiphane hazirligi tamamlanan, Qubit 4 florometre dlgliminde miktari uygun bulunan ve
Agaroz jel elektroforezinde istenilen boyutlarda goézlemlenen &6rnekler, dizileme islemine
alinmadan 6nce son basamak olan dizileme havuzu hazirligina alindi. Bu son basamaktaki amag;
dizilemesi yapilacak olan tim o&rneklerin tek bir tlipte toplanmasi, uygun konsantrasyonda
olacak sekilde birlestiriimesi ve bunun sonucunda tek seferde birden fazla 6rnegin dizisinin elde
edilmesi seklinde belirlendi. Dizileme sonucunda havuz igerisinde bulunan &rneklerin ayrimi,
adaptér ligasyonlu DNA’ nin PZT zenginlestirmesi basamaginda kullanilan evrensel 6nciillerin
kendilerine has icerdigi diziler ile yapildi. Bu &6ncliller, her bir 6rnek icin farkli olacak sekilde
kullanildi ve bunun sonucunda, dizileme sonunda elde edilen diziler Illumina MiSeq sistemi
tarafindan otomatik olarak birbirlerinden ayrildi. Bu sayede, elde edilen dizilerin biyoinformatik

analizleri yapilabildi ve istenilen 6rnegin dizileri elde edilebildi.

Orneklerin bir arada bulundugu dizileme havuzunun hazirlig icin tum &rneklerin
konsantrasyonlari esitlendi. Bunun icin, “[Qubit ile belirflenen konsantrasyon (ng/ 1) = 660 x
Kuttphane buyuklugia] x 10°” formilt kullanilarak 6rnek konsantrasyonlari “nM” cinsinden
belirlendi. Ardindan, tim 6rnekler 4 nM konsantrasyona sahip olacak sekilde seyreltildi ve ayni

konsantrasyonda olan diger 6rnekler karistirilarak dizileme havuzu hazirland..

Dizileme havuzu hazirlandiktan sonra, bu havuz kullanilarak -1 ile -5 arasinda 10-kath
seyreltmeler hazirlandi. Bu seyreltmelerden -1 ve -2 seyreltmeler kullaniimadi ve atildi. Diger
seyreltmeler (-3, -4 ve -5 seyreltmeler) konsantrasyon hesabi igin Es-Zamanli PZT de
inkiibasyona alindi. Bu asamada, konsantrasyonu bilinen 4 adet standart ve her dillisyondan 3

adet kullanildi. Es-Zamanl PZT sonucunda elde edilen verilerde diliisyon konsantrasyonlari

istenilen diizeyde g6zlemlendi. Dizileme icin uygun konsantrasyona sahip olan dizileme
havuzu, tim bu islemlerin ardindan Illumina MiSeq sisteminde dizilemeye alind.

Olusturulan havuzun dizileme islemi yapilirken Illumina MiSeq sisteminde uzun
diziler elde etmek icin kullanilan “MiSeq Reagent Kit” (600-Déngt) ile dizileme islemi
gercgeklestirildi. Dizileme islemi sonucunda evrensel oOncillere gére Illumina sistemi
tarafindan otomatik olarak ayrilan drnekler “.fastq” formatinda elde edildi. Dizileri iceren bu

dosyalarin biyoinformatik analizleri dizileme isleminden sonra gerceklestirildi.
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Dizileme sonucunda elde edilen dizilerin kiitiiphane hazirlig1 toplam RNA izolasyonundan
elde edilen RNA’dan yapildigi i¢in, bu dizilerin igerisinde DOBYV dizileri disinda konak ve konak
icerisinde bulunan diger RNA dizileri de vardi. Konak dizilerini ¢ikarmak i¢in Genbank araciligi
ile trd bilinen konagmn dizilerini igeren bir veri seti olusturuldu. Bu veri seti, elde edilen
dizilerden konak dizilerini ayirmak icin kullanildi. Bu islem i¢in MIRA 5.0 aracimin yem &zelligi
kullanildi. Bu arag sayesinde, konak dizilerini igeren veri seti ile, 6rnek dizilerinde bu veri seti ile
eslesen diziler ayrildi. Bu sayede Orneklerden elde edilen dizilerde temizlik islemi yapildi ve

konak kaynakli diziler, 6rnek dizilerinden ayrildi.

Temizleme isleminin ardindan, elde edilen 6rnek dizilerinin “de novo” birlestirmesi
yapildi. Bu islem, bir genom birlestirme araci olarak calisan MIRA 5.0 aracinda
gerceklestirildi. Bu islemin ardindan, de novo birlestirilmesi gergeklestirilen diziler elde
edildi. Bu dizilerin uzunluklari, dogruluklar1 ve kapsamlarin1 6lgmek i¢in dizi haritalamasi
gerceklestirildi. Haritalama islemi UGENE aracinda gerceklestirildi. Bu aragta
gerceklestirilen haritalama sonucunda, elde edilen dizilerin kapsami, dogru bir sekilde elde
edilip edilemedigi ham veri tizerinden belirlendi. De novo birlestirme sonucunda elde edilen
diziler referans sekans gibi kullanildi ve ham veri ilizerinden haritalamasi yapilarak, elde
edilen dizilerin eslesmeleri gozlemlendi. Bu eslesmeler ile, elde edilen diziler de novo

birlestirme ile dogru bir sekilde elde edilebildi.

Bu islemlerin ardindan ileri biyoinformatik analizler gergeklestirildi. Elde edilen
dizilerde ger¢ekten DOBV dizilerinin varligmin kontrol edilmesi i¢in, dizileme sonucunda
elde edilen diziler Trimmomatic araci ile diizenlendi. Bu diizenlemede; uzunlugu 25 baz
ciftinin altinda, kapsami 20’nin altinda ve kalite skoru 30’un altinda olan diziler atildi. Bu
islemin ardindan, GenBank veritabani {izerinden klinik 6nemi olan tiim viriislerin dizilerini
iceren veri seti olusturuldu. Trimmomatic araci ile, diizenlenmesi yapilan diziler ile
olusturulan veri seti karsilastirildi. Viriis veri setindeki diziler ile eslesen tiim Ornek dizileri
ayrildi. Sadece viriis dizileriyle eslesen 6rnek viriis dizilerini igeren yeni bir veri elde edilmis
oldu. Bu verinin yeniden de novo birlestirilmesi yapildi. Bu birlestirme Megahit araci ile
yapildi. Devaminda, birlestirilen diziler Megahit araciligiyla, Genbank veri tabaninin “Basic
Local Alignment Search Tool” (BLAST) 6zelligi ile veri tabaninda bulunan viriis dizilerinin
hem nukleotid hem de protein dizileri ile karsilastirildi. Bu sayede, konak akciger dokusunda
bulunan ve klinik énemi olan tlm virGslerin dizileri belirlendi ve dizilerin igerisinde DOBV

dizilerinin en yliksek oranda oldugu gozlemlendi.
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De novo birlestirmesi yapilan ve dogrulugu kontrol edilen dizilerin tiim genoma
karsilik gelip gelmediginin goriintiilenmesi i¢in, GenBank veri tabani lizerinden DOBV tiim
genom dizilerini igeren bir veri seti olusturuldu. Ozellikle GenBank veri tabaninda bulunan
DOBYV referans dizisi géz oniinde bulundurularak, MEGA 7.0 aracinda bulunan ClustalW ile
coklu hizalama yapildi. Bu hizalama islemi sonucunda, 6rnek dizilerinin eksik olan bolgeleri
ve elde edilen bolgeleri gorintulendi. Tim genom dizisindeki eksik olan bolgeleri elde etmek

icin Oncil tasarimi, PZT ve Sanger dizileme gerceklestirildi.
3.6.1.5. Polimeraz Zincir Tepkimesi ve Sanger Dizileme

MEGA 7.0 aracinda ClustalW ile elde edilen diziler GenBank veri tabaninda bulunan
DOBYV referans dizisine gore hizalandi. Bu hizalama sonucunda, elde edilen dizilerde hangi
niikleotid pozisyonlarinin elde edildigi goriintiilendi. Hizalama sonucunda elde edilemeyen

bosluklarin dizisinin ¢ikartilabilmesi i¢in dnciil tasarimi gerceklestirildi.

Onciil tasariminda ¢ogaltilacak bolgelerin hem ileri hem de geri dnciillerinin ortalama
20-25 niikleotid uzunlukta olmasina dikkat edildi. Ayrica, onciiller tasarlanirken baglanma
sicakliklarinin (Tm) birbirine yakin olmasina 6zen gosterildi. Bunlara ek olarak, tasarlanan

onciillerin sekonder yap1 olusturmadiklar1 da kontrol edildi.

Tablo 6. Yeni nesil dizileme ile elde edilen dizilerdeki bosluklarin PZT ve Sanger dizileme

yontemleri ile doldurulmasi i¢in tasarlanan onciiller.

Onciil Dizisi (5° — 3”) Polarite Onciil Ad1 Segment/

Bosluk No.
ACA ACC ACG AAG GCC AAC TG Sense DOBV_G1_F S/1
TGT CCTGTAGTC TCATCAATG TC | Antisense | DOBV_G1_R S/1
GAT ATG AGG AAT ACC ATC ATG GC | Sense DOBV_G2_F S/2
CCT AGT GCA AAT ACA TCC ACC AA | Antisense | DOBV_G2_R S/2
GAG ACA ACA TCA AGT GAG GTC AA | Sense DOBV_G1_F M/1
GAA ACA ATC CTG GGC TAT AAA CG | Antisense | DOBV_G1 R M/1
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GGT GTT ACC GGA CAT TAAATCTC Sense DOBV_G2_F M/?2
CAG GAT TAC AGC CCC AACTG Antisense | DOBV_G2 R M/2
GAG GGATTG GTT ATC AAA AAG CC Sense DOBV_G1_F L/1
GTG GGT TCACTT ATATTG AGC TC | Antisense | DOBV_G1 R L/1
CGAAGTCTCAGGTTGTAGCTAA Sense DOBV_G2_F L/2
GTT CAATAAAGC TCT CCCCAG A | Antisense [ DOBV_G2_R L/2
GAA GGC TGT GCT GTATCAATAC Sense DOBV_G3 F L/3
TGC ATG TAA CCT AAA AGT GCC Antisense | DOBV_G3 R L/3
GAG GTAACT CAAGAAGATCTTG Sense DOBV_G4 F L/4
GAA GGT CAC CTT CAT AGA GC Antisense | DOBV_G4 R L/4
CCC CTG CTG CAT ACT CAT TAA Sense DOBV_G5 F L/5
CCTTTT TGA GAT ACCAGAAGCT | Antisense | DOBV_G5_R L/5

Dizilerde bulunan bosluklara uygun olarak onciillerin tasarlanmasinin ardindan, PZT

tekniginin uygulanmasi i¢in 25 pl hacime sahip olan tepkime karisimi hazirlandi. PZT

yonteminde kullanilan tepkime karistminin igerigi ve tepkime kosullar1 asagida belirtilmistir.

(Tablo 7-11)
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Tablo 7. PZT yéntemi icin hazirlanan tepkime karisiminin igerigi ve konsantrasyonu.

Hacim
Enjeksiyonluk su 145 uL
10X Tepkime Tamponu 25 uL
MgCl; (25 mM) 2 uL
dNTP Karisimi (10 mM) 05 uL
fleri Onciil (Sense / Forward) (20 u M) 1 uL
Geri Onciil (Antisense / Reverse) (20 u M) 1L
Tag DNA Polimeraz (5U/ 1 L) 05 uL
Kalip cDNA 3
Toplam Hacim 25 uL

Tablo 8. PZT yénteminde S segmentte bulunan bosluklarin doldurulmasi icin

kullanilan tepkime kosullari.

Asama Sicakhik Sire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95°C 3 dakika 1
Denattrasyon 95°C 30 saniye
Baglanma 54°C 45 saniye
35
Uzama 72°C 1 dakika
Son Uzama 72°C 10 dakika 1
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Tablo 9. PZT yonteminde M segmentte bulunan bosluklarin ve L segmentte bulunan

birinci boslugun doldurulmasi i¢in kullanilan tepkime kosullari.

Asama Sicakhik Sure Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma 56°C 30 saniye 2
Uzama 72°C 1 dakika
Son Uzama 72°C 10 dakika 1

Tablo 10. PZT yonteminde L segmentte bulunan ikinci, dordiincii ve besinci bosluklarin

doldurulmast i¢in kullanilan tepkime kosullari.

Asama Sicaklik Siire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma 54°C 30 saniye .
Uzama 72°C 1 dakika
Son Uzama 72°C 10 dakika 1
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Tablo 11. PZT yonteminde L segmentte bulunan {igiincli boslugun doldurulmasi igin

kullanilan tepkime kosullari.

Asama Sicakhik Sure Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma 53°C 30 saniye 2
Uzama 72°C 1 dakika
Son Uzama 72°C 10 dakika 1

PZT yontemi ile istenilen bolgelerin ¢ogaltilmas1 gergeklestirildikten sonra, PZT
iiriinleri Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi. Agaroz jel hazirligi i¢in 1X tris
asetat-EDTA (TAE) tamponu hazirlandi. Bu tampondan 100 mL alindi1 ve igerisine 1.7 gr
Agaroz (Applichem) eklendi. Bu islemin devaminda, agarozun tampon igerisinde tam olarak
cozlinmesi i¢in sollisyon mikrodalga firinda 1sitildi. Tampon igerisinde ¢oziinen agarozun
DNA’y1 goriiniir hale getirmesi igin, 5 uL SafeView (ABM) agaroz sollisyonunun icerisine
eklendi. %1,7 olacak sekilde hazirlanan agaroz soliisyonu elektroforez tankina dokiildii ve oda

sicakliginda inkiibe edilerek katilagmasi sagland.

Oda sicakliginda katilasan agaroz jelde bulunan kuyulara DNA yiiklenerek
goruntilendi. Bu yukleme, 5 pL 6rnek DNA’nin 1 pL yiikleme boyasi ile karigtirilarak DNA-
boya karisiminin kuyulara aktarilmasiyla gergeklestirildi. Ornek DNA biiyiikliiklerinin tam
olarak anlasilmasi i¢in de kuyulara “DNA ladder” yiiklendi. Ardindan, agaroz jele yiiklenen
DNA 120 volt’ta 1 saat yiriitildd. Yiritme islemi sona erdikten sonra, agaroz jel

goriintiileme sisteminde (Analytik Jena) 6rnek DNA’lar goriintiilendi.

Agaroz jel elektroforezinin goriintiilenmesiyle istenilen biiyiikliikte oldugu
gozlemlenen DNA’larin dizilerinin elde edilmesi i¢in Sanger dizileme gerceklestirildi. Ticari
bir sirketten hizmet alimi olarak yapilan Sanger dizilemede PZT iiriinleri ¢ift yonlii olarak

okutuldu.
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Sanger dizileme ile elde edilen dizilerin analizinde MEGA 7.0 araci kullanildi.
Kromotogram iizerinden dizilemenin kalitesi kontrol edildi ve uygun olan diziler alindi.
Ardindan, YND ile elde edilen dizilerle birlikte hizalanan Sanger dizilerinin bosluklari
doldurmas1 saglandi. Boylece, YND teknigi Sanger dizileme teknigi ile birlikte kullanilarak

her segment i¢in tiim genom dizilerinin elde edilmesi saglandi.

Calismada YND oOncesinde uygulanan kiitliphane hazirligi, kemiriciden elde edilen toplam
RNA kullanilarak yapildi. Bu asamada kullanilan RNA yap1 olarak ¢abuk parcalanmaya
misait oldugu ig¢in, kiitiiphane hazirliginda istenen miktarda RNA kiitiiphanesi hazirlanamadi.
Bundan dolayi, YND sonucunda elde edilen dizilerde bosluklar meydana geldi. Fakat,
dizilerde bulunan bosluklarin doldurulmasi i¢in yeni onciiller tasarlandi, PZT teknigi ile bu

bosluklar ¢ogaltild1 ve Sanger dizileme yontemiyle dolduruldu.
3.6.1.6. Filogenetik ve Genetik Analiz

Tiim genom dizisi elde edilen DOBV igneada, Tiirkiye izolatimin filogenetik
analizlerinin yapilabilmesi i¢in veri setleri olusturuldu. Her {i¢ segment i¢in ayr1 ayr1 olacak
sekilde, GenkBank veri tabaninda bulunan tim genom dizileri “.fasta” formatinda
kaydedilerek veri setleri olusturuldu. Bu veri setlerine tiim genom dizisi elde edilen DOBV
Igneada, Tiirkiye izolatmin dizisi de eklendi. Bu veri setlerinin hizalama ve filogenetik agac

analizleri MEGA 7.0 aracinda yapilda.

Veri seti igerisindeki diziler MEGA 7.0 aracinda bulunan ClustalW ile “ikili hizalama”
ve “coklu hizalama” analizleriyle hizalandi. Bu islem sonucunda, hizalamasi yapilan dizilerde
hataya sebep olan klon veya hiicre kiiltiirii dizileri veri setinden ¢ikartildi. Hizalamada uygun

hale getirilen dizilerin filogenetik analizleri yapildi.

Filogenetik analizde hizalamasi yapilan diziler kullanildi. Bu dizilerle filogenetik agac
olusturulmasinda kullanilmas1 gereken en uygun model belirlendi. Bunun i¢in, MEGA 7.0
aracinda bulunan “en iyi DNA/Protein modelini bul” 6zelligi kullanilarak farkli modellerin
istatistiki verileri elde edildi. Bu istatistik verilerinde en diisiik “Bayesian Information Criterion”
(BIC) degerine sahip olan model, filogenetik aga¢ ¢iziminde kullanilan veri seti i¢in en uygun
model olarak belirlendi. Filogenetik agacin olusturulmasina hazir hale gelen diziler, “Maximum
Likelihood” agaci olusturmak icin analize alindi. Her segment icin ayr1 ayr ¢izilen filogenetik

agaclar kendilerine uygun olan modelle ve 1000 “bootstrap” olacak sekilde
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olusturuldu. Analiz sonucunda her segment i¢in, orjinal aga¢ ve “bootstrap” konsensiis agaci
olmak tiizere iki farkli agac elde edildi. Bunlardan “bootstrap” konsensiis agaci, toplamda
1000 kez cizilen tiim filogenetik agaglar ile olusturuldu ve bu sebeple, dogru filogenetik agac
olarak kabul edildi. Ayrica, filogenetik aga¢ lizerine diziler arasindaki genetik mesafeyi

belirten istatistik verileri de eklendi.

Elde edilen dizilerdeki “Ag¢ik Okuma Dizisi” (AOB) GenBank veritabaninda bulunan
ORFfinder araci kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in, elde edilen niikleotid dizileri bu araca
yiiklendi. Minimum AOB uzunlugu 75 niikleotid, genetik kod “Standart” ve AOB baslangi¢
kodonu “ATG” olacak sekilde ayarlandi. ORFfinder aracinda her ii¢ segmentin de analizi
yapild1 ve analiz sonucunda segmentlerde bulunan AOB belirlendi. Ayrica, bu AOB ile
iretilen viral {riinler de GenBank veri tabani lizerinden saptandi. AOB ile iiretilen viral
iiriinler, ORFfinder araci ile baglantili olarak calisan “SmartBLAST” araci kullanilarak
saptand1 ve istenilen AOB’nin elde edildigi goriildii. Elde ettigimiz dizilerdeki AOB’nin
belirlenmesiyle beraber, bu dizilerden kodlanan amino asitlerin analizleri i¢in, ayni arag

tizerinden protein dizileri olusturuldu.

Filogenetik agaclarda yerleri gosterilen her bir segmentin hem niikleotid hem de
protein dizileri lizerinden yiizde benzerligi hesaplandi. Her li¢ segment i¢in hem niikleotid
hem de protein dizilerini igeren veri setleri GenBank veri tabani iizerinden olusturuldu. Bu
veri setleri, “Multiple Alignment Program for Amino acid or Nucleotide Sequences

(MAFFT)” versiyon 7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html) aracinda ¢oklu

hizalama analizi igin sisteme yiklendi. Hizalama sonucunda dizilerin birbirleri ile
benzerlikleri yiizde olarak goriintiilendi. Ardindan, yiizde benzerlik oranlar1 GenBank veri
tabaninda bulunan BLAST aracinin niikleotid dizileri i¢in “BLASTn” ve protein dizileri i¢in
de “BLASTp” ozellikleri kullanilarak belirlendi. Bunun sonucunda, her iki aracin sonuglari

karsilagtirilarak sonuclarin birbirlerini destekledigi goriildii.

Kirklareli ilinden elde edilen yerel Dobrava-Belgrade orthohantavirus izolatinin her {i¢
segmenti i¢in de “SimPlot” analizi yapildi. Bu analiz sayesinde, yerel izolat ile diger izolatlar
arasinda bulunan niikleotid dizilerindeki pozisyon degisimleri belirlendi. Ayrica, bu analiz
sonucunda yerel izolata en ¢ok yakinlik gdsteren izolatlar belirlendi ve hem filogenetik aga¢ hem
de yiizde benzerlikler grafik {izerinde gosterilerek dogrulandi. SimPlot versiyon 3.5.1. kullanilarak

analizler gerceklestirildi. Analiz parametreleri; “GapStrip” agik, “Bootstrap” 1000,
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model F84 “Maksimum Likelihood”, T/t: 2.0 olacak sekilde ayarlandi. Analiz
tamamlandiginda, yerel izolat ile diger izolatlar arasindaki benzerlik oranlar1 elde edildi.

Bunun yaninda, niikleotid degisimlerinin hangi pozisyonlarda oldugu da belirlendi.

3.7. Arastirma Plani

Tablo12. Arastirma Takvimi ve Plani

Tarih Arahg: Is Plam

Temmuz — Kasim 2018 Literatir Tarama

Aralik 2018 Etik Kurul Onay1

Ocak — Mart 2019 Orneklerin secilmesi

Secilen orneklerin viral RNA zenginlestirme islemlerinin

Nisan 2019
yapilmasi

Mayis — Haziran 2019 Yeni nesil dizileme reaksiyonlarinin gergeklestirilmesi

Temmuz 2019 Ham verilerin elde edilmesi

Temmuz — Eylul 2019 Verilerin yorumlanmasi ve analiz

Ekim — Arlik 2019 Dizilerin ¢ikartilmasi

Ocak — Haziran 2020 Filogenetik analizin yapilmasi

Temmuz — Agustos 2020 | Verilerin Degerlendirilmesi

Eylil — Ekim 2020 Tez Yazimi ve Tez Savunmasi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada kullanilan 6rneklerde DOBV pozitifligi daha 6nce serolojik ve molekiiler olarak
ekibimiz tarafindan 2017 yilinda belirlendi. Bu pozitiflikler g6z 6niinde bulundurularak, temsili
bir 6rnek secildi ve YND teknigi ile se¢ilen 6rnegin tiim genom dizileri elde edildi. Elde edilen bu

dizilerin ilk olarak filogenetik agagtaki yerleri gdsterildi. Bunun ardindan, yilizde benzerlik
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oranlar1 belirlendi ve bdylece, yerel izolatin hangi izolatlarla benzerlik gosterdigi belirlendi.
Tim genom dizisi elde edilen 6rnegin niikleotid dizilerinde hangi pozisyonlarda degisiklik
oldugunun goriilmesi i¢in “SimPlot” analizi yapildi. Bu analiz sayesinde, yerel izolatin diger

izolatlardan hangi nikleotid pozisyonlarinda degisiklik gosterdigi degerlendirildi.

3.9. Arastirmanin Simirhhiklar:

YND sonucunda elde edilen Ornegin her ii¢ segmentinde de 5° ve 3’ uclarinda
eksiklikler bulunmaktadir. Bu durum, AOB’nin elde edilmesini etkilememistir. Ayrica,
genbank {izerinde bulunan birgok DOBV izolatinda da bu ug bolgelerinde eksiklikler
bulundugu i¢in, tam bir tiim genom {izerinden filogenetik aga¢ olusturulamamistir. Ancak, bu
u¢ kisimlarin atilmasiyla birlikte, DOBV ig¢in olduk¢a uzun niikleotid dizileri iizerinden

filogenetik agaclar olusturulmustur.

3.10. Etik Kurul Onay1

Calisma plam, Dokuz Eyliil Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Degerlendirme komisyonu tarafindan 17/10/2017 tarihli ve 49/2018 protokol numarali karar1
ile onaylanmistir. Ardindan, 17/01/2020 tarihli ve 03/2020 protokol numarali karari ile
calismanin igeriginin ve bashginin degistirilmesi uygun goriilmiistiir. S6z konusu onay

belgeleri EK-1 ve EK-II"de gosterilmistir.
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4. BULGULAR

YND teknigi ile dizisi ¢ikartilan ve ardindan, Sanger dizileme ile dizilerdeki bosluklarin

doldurulmasiyla elde edilen tim genom dizilerinin boyutlar1 ve diger detaylari asagidaki

tabloda belirtilmistir.

Tablo 13. Calisma kapsaminda elde edilen DOBV tiim genom dizilerinin bilgileri.

Buyuklik 5’ ucundaki eksik | 3’ ucundaki eksik
Segment ) Erisim Numarasi
(ndkleotid) niikleotid sayis1 niikleotid sayisi
S 1633 32 MW055919
M 3639 15 MW055918
L 6328 180 MW055917

Flde edilen dizilerdeki analizler sonucunda belirlenen AOB’lerin amino asit

olarak

buyuklukleri, baslangic ve bitis pozisyonlar1 ve kodladiklart Grlinler asagidaki tabloda

belirtilmistir.

Tablo 14. Dizilerde bulunan AOB’lerinin segmentlere gore bilgileri.

) Baslangig Bitis Uzunluk .
Segment Polarite _ ) _ _ Urlin
(Nukleotid) | (Nukleotid) | (Amino asit)
Nukleokapsid
S + 5 1294 429 o
Proteini
Gn ve Gc
M + 26 3433 1135 glikoprotein
oncdlleri
RNA bagimli
RNA
L + 77 6313 2078 _
polimeraz
enzimi
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Niikleotid dizileri elde edilen ve AOB’leri belirlenen her ii¢ segment i¢in de

filogenetik agag olusturuldu. Olusturulan bu agaglar S segment, M segment ve L segment igin

olmak tizere sirastyla gosterilmistir. (Sekil 7, Sekil 8 ve Sekil 9)

==

100

45

62

9

54

£|: Slovenia/DOBV/SIo/Af-BER GU904029.1
Slovenia/DOBV/Stamforrad/POR KT885043.1

56

Croatia/DPBV/Gerovo/Af882/2008 KC676589.1
Croatia/DOBV/Gerovo/Af903/2008 KCE76591 1

I: Croatia/DOBV/Zutica/Af815/2007 KCE76603.1
100 Croatia/DOBV/ZuticalAsB22/2007 KCET6606.1

Greece/DOBV/Ano-Poroia/Afl9/1899 NC 0052331

ITurkenyOBWIgneadaM3Afa‘2[}09 MWO005918 I
— Russia/DOBY/Ap1584/Sochi-01 EU188449.1

100 L—— Russia/DOBVY-SochilHuman MH251334 1
— Estania/DOBV/Saaremaa/90Aa/97 AJ0D9T75.1

29

100

100 [ Estonia/DOBV/Saaremaa/160V AJO0S773.1
ﬂ: Germany/DOBV/GER/07/424/Aa GQ205403 1
Germany/DOBV/GER/OT/GOT/AF GQ205402.1

=53

Germany/DOBV/GER/07/293/Aa GQ205401 .1

I: Germany/DOBV/GER/08/131/Af GQ205408.1
100 Germany/DOBV/GRW/Aa JQ026204.1

100

£|: Russia/DOBV/Kurkino/44Aa/98 AJ131672.1
Russia/DOBV/Kurkino/53Aa/98 AJ131673.1

35

1an

Russia/DOBV/Aa1854/Lipetsk-02 EU188452 1
Slovakia/DOBV/EsI81Aa/01 AY533120.2
Slovakia/DOBV/EsI29Aa/01 AY533118.2

82

{ Slovakia/DOBV/Esl/34Aa/01 AY961618.1
99 Slovakia/DOBV/SK/Aa AY961615.1

0,2

SEOV NC 005236.1

Sekil 7. Igneada, Kirklareli ilinden elde edilen DOBV izolatinin S segmentine ait filogenetik

agac analizinin goriintlisii. Filogenetik aga¢ 1301 niikleotid iceren diziler ile olusturuldu.

Analizde “T92 + G + I” modelinde, “Bootstrap” 1000 olacak sekilde ve Maksimum

Likelihood agaci olusturuldu. Agagta yerel DOBV izolati; Slovenya (Slovenia), Hirvatistan

(Croatia), Yunanistan (Greece), Rusya (Russia), Estonya (Estonia), Almanya (Germany) ve

Slovakya (Slovakia) iilkelerinden farkli izolatlar ve izolatlar ile karsilastirildi.
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100

—

39

100
a0

100

—

35

T —

—

Germany/DOBWV/0T/60T/Af GQ205410.1
Germany/DOBW/07/293/Aa GQ205409.1
Germany/DOBWV/08/118/Aa GQ205412 1
Germany/DOBW/GRW/Aa JQ026205.1
Germany/DOBWV/08/131/Af GQ205413.1
Germany/DOBW/05/4TT/IAf GQ205411 1
Estonia/DOBV/Saaremaa AJ009774 .2
Slovakia/DOBW/SK/Aa AY961616.1
Slovakia/DOBV/East Slovakia/862Aa/97 AY168578.1
Russia/DOBVIAa1854/Lipetsk-02 EU188453 1
Greece/DOBV/Ano-Poroial/Afl9/1999 NC 005234 1

b ITurkey;‘DOBWIgneadaH JAff2009 MW005918 I

100

—l

0,2

Russia/DOBV/Ap1584/Sochi-01 EU188450.1
Russia/DOBV/Sochi MH251335.1
Russia/DOBV/Ap/Sochi/hu JF920149.1
SEOV NC 005237 .1

Sekil 8. Igneada, Kirklareli ilinden elde edilen DOBV izolatmin M segmentine ait filogenetik

aga¢ analizinin goriintiisii. Filogenetik aga¢ 3432 niikleotid iceren diziler ile olusturuldu.

Analizde “GTR + G + I” modelinde, “Bootstrap” 1000 olacak sekilde ve Maksimum

Likelihood agaci olusturuldu. Agagta yerel DOBV izolati; Almanya (Germany), Estonya

(Estonia), Slovakya (Slovakia), Rusya (Russia) ve Yunanistan (Greece) iilkelerinden farkli

izolatlar ve izolatlar ile karsilastirildi.
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100

56

99

Grecee/Ano-Poroia/Af19/1999 DOBV NC 005235

I Turkeyflgneada/1 3Af2009 DOBV MWO005917

Slovenia/Afl2015 DOBV KT885041.1

100

Slovenia/Af/2008 DOBV GU904042.1

Slovakia/Aa/2009 DOBV GUS04039 1

98

100

Germany/08/131/Af DOBV JQ026206.1

Estonia/Saaremaa Island/Aa/2001 Saaremaa-160V AJ410618.2

100

Russia/Human/2018 DOBY-Sochi MH251336.1

Russia/Ap/2009 DOBV-Sochi JFB20148.1

SEOV NC 005238

0,2

Sekil 9. Igneada, Kirklareli ilinden elde edilen DOBYV izolatmin L segmentine ait filogenetik aga¢ analizinin goriintiisii. Filogenetik agac

6310 niikleotid iceren diziler ile olusturuldu. Analizde “GTR + G + I” modelinde, “Bootstrap” 1000 olacak sekilde ve Maksimum

Likelihood agaci olusturuldu. Agagta yerel DOBV izolati; Yunanistan (Greece), Slovenya (Slovenia), Almanya (Germany), Estonya

(Estonia) ve Rusya (Russia) iilkelerinden farkli izolatlar ve izolatlar ile karsilastirildi.
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Yerel DOBV’iin her ii¢ segmentinin de filogenetik agactaki yerleri gosterildikten
sonra, her segmentin MAAFT araci, BLASTn ve BLASTp algoritmalar ile yiizde benzerlik
oranlar1 hesaplandi. Buna gore, her segmentin hem niikleotid hem de amino asit bakimindan

benzerlik oranlar1 asagidaki tabloda gdsterilmistir.

Tablo 15. Yerel DOBV izolatinin en ¢ok yakinlik gésterdigi Yunanistan DOBYV izolati ile

benzerlik oranlari.

Karsilagtirilan En yiiksek benzerligi ' o Amino asit
) _ Niikleotid benzerligi o
Segment gOsteren izolat benzerligi

Yunanistan/Ano-

S ) %96,26 %99,77
Poroia
Yunanistan/Ano-
M _ %93,64 %298,50
Poroia
Yunanistan/Ano-
L _ %93,71 %299,09
Poroia

Filogenetik analizleri ve benzerlik oran1 hesaplama islemleri tamamlanan yerel DOBV
izolatinin segmentleri son olarak, niikleotid zincirlerindeki her bir pozisyonun farkliliginin
hesaplanmasi i¢in “SimPlot” analizine alindi. Bu analiz sonucunda, yerel DOBV izolatina ait
segmentlerdeki niikleotid dizilimi pozisyon bakimindan teker teker diger izolatlarla
karsilastirildi. Yerel DOBV izolatinin segmentlerinin niikleotid dizilimi bakimindan hangi
izolatlarla benzerlik gosterdigi ortaya kondu. SimPlot ile olusturulan grafikler asagida

gosterilmistir. (Sekil 10, Sekil 11 ve Sekil 12)
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Benzerlik

Seiot - Query TirtyeDOTVigneeda1 JAS008
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L P 4 M0 S0 1008 1208 1800 1400 1800 2000 2200 2400 2800 20 ‘«‘Ge::: 400 JR00 105 4000 4000 4000 4800 B30 5000 5200 5400 S6ce SEce S000 420
Pozisyon
Sekil 10. Yerel DOBV izolatinin L segmentinin diger DOBV izolatlar1 ile SimPlot analizinde karsilastirilmasint gosteren grafik. Analiz
parametreleri; “GapStrip” agik, “Bootstrap” 1000, F84 “Maksimum Likelihood” modeli ve T/t: 2.0 degerinde olacak sekilde ayarlandi.
Analizde; Yunanistan (Kirmiz1), Rusya (Yesil), Slovakya (Sar1), Estonya (Mavi), Almanya (Turuncu) ve Slovenya (Pembe) kdkenli DOBV

izolatlar1 kullanildi.
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Benzerlik
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Pozisyon

Sekil 11. Yerel DOBV izolatinin M segmentinin diger DOBV izolatlar1 ile SimPlot analizinde karsilastirilmasini gosteren grafik. Analiz
parametreleri; “GapStrip” agik, “Bootstrap” 1000, F84 “Maksimum Likelihood” modeli ve T/t: 2.0 degerinde olacak sekilde ayarlandi.
Analizde; Yunanistan (Greece / Yesil), Rusya Lipetsk susu (Russia / Sar1), Slovakya (Slovakia / Mavi), Estonya (Estonia / Gri), Almanya
GRW/Aa izolat1 (Germany / A¢ik Mavi), Almanya 08/131/AAf izolat1 (Germany / A¢ik Yesil) ve Rusya Sochi (Russia / Pembe) kokenli
DOBYV izolatlar kullanildi.
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Benzerlik
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Pozisyon
Sekil 12. Yerel DOBV izolatinin S segmentinin diger DOBYV izolatlar1 ile SimPlot analizinde karsilastirilmasini

gosteren grafik. Analiz parametreleri; “GapStrip” agik, “Bootstrap” 1000, F84 “Maksimum Likelihood” modeli ve T/t: 2.0 degerinde
olacak sekilde ayarlandi. Analizde; Hirvatistan (Croatia / Kirmizi1), Estonya Saaremaa susu (Estonia / Yesil), Almanya GER/08/131/Af
susu (Germany / Sar1), Rusya Lipetsk susu (Russia / Lacivert), Slovakya (Slovakia / Gri), Yunanistan (Greece / Pembe), Rusya Kurkino

susu (Russia / Siyah), Rusya Sochi susu (Russia / Mavi), Slovenya (Slovenia / A¢ik Mavi) ve Almanya GRW/Aa (Germany / A¢ik Yesil)
kokenli DOBYV izolatlar1 kullanilda.
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5. TARTISMA

Ulkemizde DOBYV ile ilk defa Bartin ve Zonguldak illerinde ¢cikan RSKA salgini sirasinda
2009 yilinda yapilan saha ¢alismalarinda karsilasilmistir (70). 2010 yilinda Istanbul ilinden bir
kiside RSKA tablosu gelismis ve enfeksiyon etkeninin DOBV oldugu bildirilmistir (71). Yine
2010 yili igerisinde Giresun ilinde bir RSKA salgini meydana gelmis ve arastirmalar
sonucunda etkenlerden birisinin DOBV oldugu saptanmistir (72). 2018 yilinda ise, ekibimiz
tarafindan yapilan c¢alismada iilkemizin Trakya bolgesindeki Kirklareli ilinden toplanan
Apodemus flavicollis tiirii kemiricilerde hem serolojik hem de molekiiler olarak DOBV varligi

ortaya konmustur (11).

Gilinlimiize kadar yapilan ¢aligmalar, iilkemizde de salgina sebep olan DOBV’iin RSKA
gibi agir bir klinik tabloya ve sonucunda mortaliteye sebep olabildigini gostermistir. DOBV
ile enfekte olan bireylerde etkenin yarattigi tablo goz oniinde bulunduruldugunda, DOBV
mortalite oran1 en yiiksek olan orthohantaviriisler icerisinde yer almaktadir. Bu oran DOBV
icin %5-15 arasindadir ve lilkemizde de birden fazla yerde saptanmistir (27, 45-46, 70). Bu
kadar yiiksek bir mortalite oranina sahip olan ve bdylesine agir bir klinik tabloya sebep olan
bir viriislin, tiim genom karakterizasyonun yapilmasi ve dogasinin tam olarak anlasilmasi
biiyiik o6nem tasimaktadir. Ulkemizde belirlenen bir DOBV izolatiin genetik
karakterizasyonun yapilmasi ile; antijenik farkliliklarin saptanmasi, patogenezde meydana
gelebilecek degisikliklerin belirlenmesi ve kdkeninin tam olarak anlasilmasindan elde edilen

verilerle etkene karsi tan1 tedavi ve 6nlemde ihtiya¢ duyulan bilgiler saglanmis olacaktir.

Tirkiye ve ozellikle Balkan {ilkeleri, DOBV icin endemik bolgeleri olusturmaktadir. Bu
tilkelerden her yil ortalama 10.000 — 12.000 olguya RSKA tanisi konmaktadir. Bu olgularda
siklikla etken olarak PUUV ve DOBV belirlenmektedir (88). Ulkemizde ve Balkanlardaki
komsularimizda bu kadar yaygin goriilen bir viriisiin tiim genom dizisinin elde edilmesi ve genetik
karakterizasyonunun yapilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Bunun sebeplerinden bir tanesi,
literatiirde veya GenBank veri tabanindaki DOBV dizileri incelendiginde DOBV’e ait tiim genom
dizilerinin ¢ok az sayida yer almasidir. Ozellikle Balkan bélgelerinde dagilim gdsteren DOBV
izolatlarinin birbirleri ile akrabalik derecelerinin tam anlamiyla ortaya konabilmesi i¢in, tiim
genom dizileri ilizerinden detayli analiz yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu calisma ile

Tiirkiye’den ilk defa DOBV e ait bir tiim genom dizisi
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bildirilmistir ve DOBV’ilin her {i¢ segmentine ait olan tiim genom dizileri GenBank veri

tabanina yiiklenmistir.

Teknik bazi zorluklardan dolay1 direkt sahadan elde edilen orneklerden viral RNA
genomuna ulasmak olduk¢a zorlayicidir. Boyle 6rneklerden elde edilen virlis RNA’sinin
miktarinda kayiplar meydana gelmekte veya diisiik viral yiikten dolayr hi¢ elde
edilememektedir (12-13,89). Literatiirdeki ¢alismalarda viral RNA’nin miktarini arttirmak igin
hiicre kiiltiirii gibi yontemler kullanilmistir (92-93). Bununla birlikte hiicre kultr virtsin
klonal se¢ilimine veya genetik yapisinda degisikliklere sebep olmaktadir ve boyle elde edilen
viriis dizileri dogada bulunan 6rnegi tam olarak temsil edememektedir. Bu sebeple, dogada
bulunan viriisiin evrimsel siirecinin tam anlamiyla ortaya konabilmesi i¢in, viriis RNA’sinin
direkt tastyici konak dokusundan izole edilmesi daha dogru ve uygun bir yaklasimdir (90). Bu
sebepler goz Oniinde bulunduruldugunda, calismamizda direkt dokudan elde edilen RNA
kullanilmig, hiicre kiiltiirii ile ¢ogaltma yoluna kesinlikle bagvurulmamistir. Bu sayede,
Tiirkiye’den bildirilen DOBV izolat1 dogada bulunan viriisiin gergek bir temsilcisi olmustur.
Yapilan literatiir taramasinda bugiine kadar DOBV’iin tam L segment dizisinin hiicre kiiltiirii
kullanilmadan elde edilebildigi bir yayina rastlanmamistir. Bu ¢alismada, DOBV L segment
dizisini elde etmek icin, direkt tasiyici kemiricinin dokusundan izole edilen RNA
kullanilmigtir. Boylece, ilk defa DOBV’iin tiim L segment dizisi dogada oldugu haliyle elde
edilmistir. Bu sayede, calismadan elde edilen tiim genom dizisinin, diinya literatiiriinde ilk kez

direkt dokudan elde edilen dogal DOBYV tiim genom dizileri olmasini saglanmaistir.

Ulkemizde daha dnce salginlara sebep olan ve Balkan iilkelerinde de endemik olarak
bulunan DOBV, RSKA’nin agir bir formuna sebep olmaktadir. Buna ek olarak, iilkemizde salgina
sebep olan diger bir viriis olan PUUV, EN gibi hafif bir klinik tablo olusturmaktadir. Bu
viriislerden DOBV’{in mortalite oram1 %5-15 arasinda degisirken, PUUV’iin mortalite oran1 ise
%1’in altindadir (27, 45-46). Hafif bir klinige sahip olan EN’ye sebep oldugu bildirilen PUUV,
ilkemizde yaptig1 salginda EN yerine RSKA’ya sebep olmustur. Diger bolgelerde hafif bir klinik
tabloya sebep olan PUUYV, iilkemizde agir bir klinik tabloya sebep olmustur ve bu durum
Karadeniz bolgesinde meydana gelen salgindan yapilan calisma ile bildirilmistir (9). Bu
calismada, {lilkemizde birden fazla yerde salgina sebep olan, salgin bolgelerinden farkli yerlerde
miinferit ¢alismalarla hem serolojik hem de molekiiler olarak varligi gosterilen ve daha yiiksek
mortalite oranina sahip olan DOBV o6rnekleri secilmistir. Bu ¢alismanin en 6nemli amaglarindan

birisi, tilkemizde salgin bolgelerinde varlig1 gosterilen bu iki etkenden agir klinik

63



tabloya sebep olan viriisiin genetik karakterizasyonunun yapilmasidir. Bunlarin yaninda,
genetik karakterizasyonu yapilan DOBV 6rneginin hem niikleotid {izerinden diger izolatlarla
akrabalik derecelerinin gosterilmesi hem de amino asit igerigi bakimindan yakinlik
derecelerinin ortaya konmasi hedeflenmistir. Bu ¢alismanin bir diger amaci ise, 6zellikle M
segmentten kodlanan Gn ve Gc antijenlerinin ileride protein modellemelerinin yapilmasi ve
epitop bolgelerinin belirlenmesi i¢in, amino asit zincirini kodlayan AOB’lerinin tamamen elde
edilmesidir. Boylece, giinlimiizde DOBV’ye yonelik kullanilan serolojik kitlerin yerel DOBV
izolatt i¢in uygunlugunun belirlenmesine yonelik yapilacak olan calismalara 6n veri

saglanacaktir.

Calismada belirlenen hedefleri gerceklestirmeye yonelik yapilan deneyler sonucunda,
yerel DOBV izolatinin S ve M segmentlerinin AOB’leri tam olarak sekilde elde edilmistir. L
segmentte ise AOB’nin biiyiikk bir kismi elde edilirken, 5’ ucunda ¢ok kisa bir kayip
bulunmaktadir. Bundan baska, viriisiin S segmentinin niikleotid dizisi hem 5’ hem de 3’
uclarinda toplam 35 niikleotidlik kayip icermektedir. Bu niikleotid eksiklikleri AOB
etkilememektedir ve segmentin kodlanmayan bdlgelerinde bulunmaktadir. M segmentin
niikleotid dizisinde sadece 5° ucunda ¢ok kisa bir eksiklik bulunmaktadir. Bu eksiklik AOB
etkilememektedir ve segmentin kodlanmayan bélgesinde bulunmaktadir. L segmentte ise,
niikleotid dizisinin 5’ ucunda diger segmentlere gore daha biiyilik bir eksiklik bulunmaktadir.
Bu eksiklik AOB diisiik oranda etkilemektedir ve eksikligin biiyiikk bir kismi segmentin
kodlanmayan bolgesine denk gelmektedir. Ayn1 zamanda, L segmentin niikleotid zincirinin 3’
ucunda da kisa bir eksiklik bulunmaktadir ve bu eksiklik AOB’ni etkilememektedir. Bu
calismada DOBV izolatindan elde edilen dizilerin bazi1 eksiklikleri oldugu goriilmektedir.
Bununla beraber GenBank veri tabaninda yapilan taramalarda DOBV igin tasiyicidan elde
edilen dogal kokenli tiim genom dizileri icerisinde en genis veri setine ve tamamlanmis DNA

dizilerine sahip oldugu belirlenmistir.

RNA virtslerinin tim genom dizilerinin elde edilmesi genel olarak zordur. Bunun
sebebi, RNA’nin yapisindan dolay1 c¢evresel kosullardan hizli sekilde etkilenmesi ve buna
bagl olarak da kolay sekilde parcalanmasidir. RNA’nin maruz kaldig: sicaklik, nem orani,
stire gibi parametreler RNA parcalanmasinin {izerinde etki gosteren degiskenlerdir. Bu
calisma kapsaminda kullanilan viriis RNA’s1 -80°C’de saklanmistir. Bu saklama kosulu RNA
icin uygun olsa da RNA’nin kullanilacagi zaman dondurulup ¢ozdiiriilmesi dahi belirli bir

oranda RNA’nin parcalanmasina neden olmaktadir. Calisma kapsaminda konak kemiricinin
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dokularindan yapilan RNA izolasyonu toplam RNA izolasyonu olup, viriis RNA’sinin
yaninda konak kaynakli RNA’y1 da icermektedir. Boylesine hassas bir yapiya sahip olan
RNA’nin, bu kadar ¢esitlilige sahip bir havuz igerisinde bulunuyor olmasi, bir de {izerine
RNA’nin bir miktarinin kaybediliyor olmasi, bu viriis RNA miktarinin gorece diigmesine ve
konak RNA’s1 tarafindan baskilanmasina sebep olabilmektedir. Bu durum, YND tekniklerinde
direkt kemirici dokusundan izole edilen RNA’nin kullanilmasiyla eksiksiz bir dizinin elde
edilmesini giiclestirmektedir. Bu c¢alismada kullanilan Ornekte de bir miktar RNA’nin
parcalandig1 anlasilmaktadir. Bu sebeple YND ile viriis RNA’sinin tiim dizisinin elde edilmesi
zorlagmistir. Bu sorun, kiitliphane hazirlik basamaklarinda yapilan degisiklikler ve ¢alismanin
Sanger dizileme ile desteklenmesiyle asilmistir. Ancak, DOBV’e ait segmentlerin ug kisimlari
elde edilememistir. Bu eksiklikleri gidermenin bir yolu, YND tekniklerinin bir 6zelligi olan
“Derin Dizileme” ile RNA 0Orneginin yeniden dizilenmesidir ve bu yontem bu calisma
kapsaminda teknik sorunlardan dolayr uygulanamamistir. Bu sorunu ¢dzebilecek bir diger
yontem ise, tasiyict kemirici dokusundan yeni bir RNA izolasyonu yapilmasi ve ardindan
RNA’nin dondurulmadan direkt kiitiiphane hazirligina baslanmasidir. Bu alternatif yontem ise
teknik sinirliliklardan dolayr uygulanamamistir. Tiim bunlara ragmen, bu calisma kapsaminda
elde edilen diziler GenBank veri tabaninda direkt tasiyici dokusundan elde edilen en uzun

DOBYV dizilerindendir.

Balkan bolgesinde bulunan ve iilkemize komsu olan Yunanistan’dan tiim genom dizisi
bildirilen ve ayn1 zamanda GenBank veri tabaninda referans dizi olan DOBV “Ano-Poroia” izolati
bulunmaktadir (91). Calismada elde edilen yerel DOBYV izolat1 hem niikleotid bakimindan hem de
amino asit bakiminda en ¢ok benzerligi Yunanistan izolat1 ile gostermistir. Hem filogenetik
analizler hem de SimPlot analizi bu iki izolatin birbirleriyle yiiksek oranda benzerlik gosterdigini
ortaya koymustur. Ancak, genbankasi1 veri tabaninda, iilkemizden elde edilen DOBV dizilerinin
filogenetik analizleri igin ¢ok sayida tiim genom dizisi bulunmamaktadir. Ozellikle Trakya
bolgesinde Kirklareli iline yakin olan Bulgaristan’dan DOBV tiim genom dizisi bildirilmemistir.
Bu durumda, daha ¢ok Yunanistan’a benzerlik gosteren yerel DOBV izolatinin kokeni ile ilgili su
soru olugsmaktadir: “Yerel DOBV izolatimiz diger Balkan iilkelerinde ve 6zellikle Bulgaristan’da
bulunan bir DOBV ile daha fazla genetik benzerlik gosterebilir mi?”. Bu soru aym sekilde
tilkemizin igerisinde dolasan DOBV’ler i¢in de sorulabilir: “Kirklareli ilinden izole edilen bu
dizilerin, Tiirkiye’nin Karadeniz bolgesinde salgina sebep olan DOBV ile benzerlik oranlar1 ne

kadardir?”. Bunlara ek olarak, GenBank veri
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tabaninda bulunan tiim genom dizilerinin biiyiik ¢cogunlugu hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilmis viriis
RNA’larindan elde edilen dizilerdir. Bu durum su soruyu dogurmaktadir: “Su ana kadar elde
edilen DOBV tiim genom dizilerinin gercekten kag¢ tanesi dogada bulunan DOBV temsil
etmektedir?”. Ulkemizde ve 6zellikle Balkan iilkelerinde direkt konaktan izole edilen RNA ile

elde edilen tiim genomlarin sayis1 artmadik¢a bu sorular ne yazik ki cevapsiz kalacaktir.

Calisma kapsaminda elde edilen veriler birgok yeni projenin hayata gecirilmesi i¢in 6n
veri niteligi tasimaktadir. Giiniimiizde insan enfeksiyonlarin ve salginlara sebep olan bu etkenin
patogenezinin belirlenmesi biiyiilk 6nem tasgimaktadir. Bu baglamda, genetik ozelliklerinin ve
antijenik yapilarinin ortaya konmasi kritiktir. Ayrica, as1 ¢alismalarinin yapilmasi ve etken
spesifik bir tedavinin olusturulmasi biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu projenin sonuglari, etkenin
enfeksiyon mekanizmasinin tam anlamiyla anlasilmasi ve asi calismalarinin tasarlanmasi igin
fayda saglayabilir. Boylesine 6nemli projelerin hayata gecirilmesi de bu ¢alisma kapsaminda elde
edilen tiim genom dizilerinin 6n veri olarak kullanilmasiyla miimkiindiir. Etkenin L segmentinden
kodlanan RNA bagimli RNA polimeraz enziminde veya M segmentten kodlanan Gn ve Gc
glikoprotein Onciillerinde meydana gelen degisiklikler, etken viriisiin patogenezinde degisikliklere
sebep olmaktadir (94-95). Bu degisikliklerin belirlenmesi ve gerekli goriiliirse bir enfeksiyon
modelinin olusturulmasi, ¢alismada elde edilen yerel DOBV izolatinin daha iyi anlagilmasini
saglayabilir. Tim bunlarin yaninda, orthohantaviriisler i¢in onayli spesifik bir as1 ve tedavi
bulunmamaktadir. Elde edilen bu veriler ile, M segmentten kodlanan Gn ve Gc antijenlerinin
modellemelerinin yapilmasi ve in vitro kosullarda iiretilmeleriyle, DOBV’e yonelik as1 ve tedavi

caligmalarinin yapilmas: miimkiin hale gelmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda Kirklareli ilinden daha 6nce ekibimiz tarafindan hem serolojik hem de
molekiiler yontemlerle varlig1 gosterilen DOBV 6rneklerinden bir tanesi temsili olarak secildi
ve tiim genom dizilemesi gergeklestirildi. Bu calisma kapsaminda elde edilen DOBYV igneada,
Kiklareli izolatinin her li¢ segmentinin de tiim genom dizileri elde edilmistir. Bu sayede,

Tiirkiye’den ilk defa DOBV e ait tim genom dizisi bu tez ile bildirilmektedir.

Bu tezin amaglarindan bir tanesi, yerel DOBV izolatinin tiim genom dizileri iizerinden
yapilan filogenetik analizleri sonucunda hangi DOBYV izolati ile benzerlik gosterdiginin ortaya
konmasidir. Yapilan filogenetik analizler yerel DOBV izolatinin Yunanistan’dan bildirilen
DOBV Ano-Poroia ile en ¢ok benzerligi gosterdigini ortaya koymustur. Bunun yaninda,
“SimPlot” analizi ile segmentlerdeki niikleotid degisimlerine gore yerel izolat ile yakinlik
gosterenler ortaya konmustur. Buna gore, L segment analizi yerel DOBV izolatinin basta
Yunanistan ve ardindan Slovenya izolatlartyla en yiiksek benzerligi gosterdigi goriilmiistiir. M
segment analizi sonucunda en yiiksek benzerlik Yunanistan izolat1 ile gézlenmistir. S segment
analizleri ise, basta Yunanistan olmak iizere, Hirvatistan ve Slovenya izolatlariyla da

benzerlik gostermektedir.

Calisma kapsaminda elde edilen yerel DOBV dizilerinin u¢ kisimlarindan eksiklikleri
bulunmaktadir. Bu eksiklikler AOB’lerini etkilememektedir. Bu eksikliklerin bulunmadigi
dizilerin elde edilmesi, ileride yapilacak calismalara daha kaliteli veri saglayabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu tez kapsaminda dizileri elde edilen drnek sayis1 bir tanedir ve Igneada,
Kirklareli bolgesinde bulunan 6rneklerden temsili olarak secilmistir. Bunlarin yaninda, bu tez
kapsaminda elde edilen DOBV dizileri iilkemiz i¢in bir ilktir ve ileride farkli bolgelerde
saptanan DOBV dizileri ile karsilastirma yapilmasi, iilkemizdeki DOBV durumu hakkinda
daha detayli bilgiler elde edilmesi beklenmektedir.

Bu tez kapsaminda elde edilen dizilerdeki AOB’lerinden kodlanan amino asit zincirleri
S ve M segment i¢in tamamen, L segment i¢in de ¢ok biiyilk oranda elde edilmistir. Bu
sayede, DOBV yerel izolati sadece niikleotid iizerinden degil, ayn1 zamanda amino asit
iizerinden de ylizde benzerliklerin saptanmasina olanak saglamistir. Bunun sonucunda, yerel
DOBYV izolat1 amino asit zinciri bakimindan en yiiksek benzerligi Yunanistan Ano-Poroia
izolat1 ile gostermistir. Bunlara ek olarak, her segmentten kodlanan amino asit zincirlerinin

protein modellemeleri yapilarak, yerel izolatin tam anlamiyla yapisinin ortaya konabilecegi
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distintilmektedir. Bu baglamda bir diger 6nemli konu ise, M segment dizilerinden kodlanan
Gn ve Gc antijenlerinin amino asit zincirleri (zerinden protein modellemelerinin
yapilmasiyla, yerel DOBV izolatinin antijen yapisi belirlenebilecektir. Bu veri sayesinde,
yerel DOBYV izolatina ait antijenlerin epitop bdlgelerinin belirlenebilecegi ve bu zamana kadar

bilinen DOBV antijenlerinden varsa farkliliklarinin ortaya konabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu tez calismasinda elde edilen veriler, yerel DOBYV izolatinin patogenezi hakkinda daha
detayli bilgi edinilmesi igin 6n veri niteligi tasimaktadir. Bu veriler Uzerinden kodlanan
proteinlerin amino asit zincirlerinde meydana gelen degisiklikler, iretilen proteinin
konformasyonel yapisini da degistirebilmektedir. Bu degisikliklerin {i¢ boyutlu modellemeler ile
belirlenmesi ve gerekli gorilurse enfeksiyon modellerinin olusturulmasi, yerel izolatin
patogenezinde rol oynayabilecek potansiyel farkliliklarin ortaya konmasini saglayabilir. Bunlarin
yaninda, orthohantaviriislere karsi onayli belirli bir as1 veya tedavi bulunmamaktadir. RSKA
etkeni OrthohantavirUsler igerisinde en yiiksek mortalite oranina sahip viriislerden birisi olan
DOBYV i¢in, etkene spesifik bir asinin veya tedavinin gelistirilmesinde biiyiik bir 6neme sahip
olacaktir. Bu baglamda, boylesine énemli bir etken i¢in yapilacak olan as1 ve tedavi ¢caligmalarina
yonelik on veriler bu tez c¢alismasi ile elde edilmistir. Bu veriler iizerinden ii¢ boyutlu
modellemelerin yapilmasi ve devaminda in vitro c¢alismalarla hiicre kiiltiirlinde etkenin
antijenlerine yonelik tasarlanacak asi ¢aligmalari miimkiin hale gelmistir. Bunlara ek olarak, elde
edilen veriler, enfeksiyon modellerinin kullanildigi, patogenezin biitiin detaylariyla anlasiimasini
hedefleyen calismalarin tasarlanmasinda rol oynayabilecektir. Bu sayede etkenin enfeksiyon
yolaklarina yonelik kullanilabilecek antiviral tedavi ve as1 c¢alismalarmin miimkiin hale

gelebilecegi de diistiniilmektedir.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda elde edilen veriler ile Tiirkiye’de ilk defa DOBV
Igneada izolatlarinin tiim genom dizileri elde edilmistir. Bu calisma ile elde edilen DOBYV tiim
genom dizileri, diinya literatiiriinde ilk kez direkt dokudan elde edilen dogal DOBV tiim
genom dizileri olma 6zelligini tagimaktadir. Bu veriler ile, ileride yapilabilecek olan bir¢ok
caligma icin On veri saglanmistir. Bu tez aracilifiyla iiretilen veriler 1s18inda yapilacak olan
benzer calismalar ile daha fazla yerel DOBV dizisinin elde edilece§i ve bu sayede daha
verimli analizlerin yapilacag1 disiiniilmektedir. Bu analizler sayesinde ise, c¢agimiz
teknolojilerinin sagladigr yeni bir alan olan biyoinformatik modellemeler araciligi ile
ilkemizdeki DOBV izolatlarinin genetik olarak modellemelerinin yapilmasiyla tilkemizin

salgin 6nleme politikalarina katki saglayacag: diistiniilmektedir.
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