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KIRIM KONGO KANAMALI ATES VIRUSU KELKIT SUSU GC
GLIKOPROTEININ OKARYOTIK EKSPRESYON SISTEMINDE
URETILMESI

OZET

Kirim Kongo Kanamali Ates Viriisii (KKKAV) keneler araciligi ile tagman bir viriis
olup Afrika, Asya, Dogu Avrupa ve Orta Dogu’da etkili olan mortalite orani
%30’lara ulasabilen bir kanamali ates etkenidir. KKKAYV, Bunyaviridae ailesinin
Nairoviriis cinsine ait olan zarfli, tek sarmalli, negatif polariteli bir RNA viriistidiir.
Kene ile tasinan viriisler arasinda en genis cografi yayilima sahip olmasi ve Dengue
virlisten sonra medikal anlamda en 6nemli ikinci arboviriis olmasi sebebi ile dikkat
¢cekmektedir. Bunyaviridae ailesinin diger iiyelerinde oldugu gibi KKKAV’de ii¢
adet yapisal protein barindirmaktadir. Ug segmentli bu viriisin small (S)
segmentinden niikleoprotein, large (L) segmentinden RNA-bagimli-RNA polimeraz,
medium (M) segmentinden ise Gn ve Gc olmak flizere iki adet yapisal glikoprotein
kodlanmaktadir. M segment open reading frame (ORF)’ inden 1684 aminoasit
uzunlugunda bir poliprotein tretilir. Ardindan SKI-1 ve SKI-1 like proteaz ile Pre-
Gn ve Pre-Gc ve posttranslasyonel kesimler sonucunda 37 kDa boyutunda Gn ve 75
kDA boyutunda Gce glikoproteinleri olusmaktadir. Hiicre yiizey reseptorleri ile
etkilesime gecmeleri, virlisiin konak hiicreye girisini saglamalar1 ve ndtralizan
antikorlar icin hedef olmalar1 sebebi ile viral glikoproteinler virlislerin yasam
dongiisiinde  6nemlidir. KKKAV'de niikleokapsit proteininin immunolojik
ozellikleriyle ilgili ¢aligmalar literatiirde nispeten bulunmasina ragmen, bu viriisiin
glikoproteinleri Gn ve Gc’ye yonelik calismalar yeni yeni ortaya konmaya
baslanmuistir.

Bu ¢alismada KKKAYV glikopretini Ge’ye karst humoral immiin yanitin arastiritlmasi
icin fonksiyonel bir rekombinant protein iiretmek hedeflenmistir. Bu amagla Pichia
pastoris'te tretilip saflastirilan Kelkit susuna 6zgii Ge'nin otantik antijeniteye sahip

oldugu, KKKAYV infeksiyonu gecirmis insan serumlariyla yapilan Western blot ve
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EIA testleriyle gosterilmistir. Ge'nin antijenitesi tavsan ile yapilan deneylerle de
gosterilmistir. Calismamizin sonuglar1 P. pastoris’in KKKAV glikoproteini Gc’yi
tiretmek i¢in uygun bir model organizma oldugunu gdstermistir.

Ayrica KKKAV glikoproteini Gc’ye 6zgii antikorlarin  KKKAV infeksiyonu
gecirmis hasta serumlarinda ve inaktif viriis ile infekte tavsan serumu igerisinde
bulundugu tespit edilmistir. P. pastoris’te rekombinant olarak iretilen Gc ile
diyagnostik ve bagisiklama alanlarinda daha ileri diizey islevsel ¢alismalar
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kirim Kongo Kanamali Ates Viriisii; glikoprotein; maya;
Pichia pastoris
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PRODUCTION OF CRIMEAN CONGO HEMORRHAGIC FEVER VIRUS
GLYCOPROTEIN GC IN EUKARYOTIC EXPRESSION SYSTEM

SUMMARY

Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus is an important tick borne pathogen
causing haemorrhagic fever with case fatality rate of up to 30%. The disease is
gaining a wider dissemination throughout Africa, Eastern Europe and the Middle
East, Eurasia and Asia. Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus is a negative-sense
RNA virus of the genus Nairovirus of the Bunyaviridae family. The geographic
range within CCHF virusis the most extensive among the tickborne viruses
affecting human health and the second most widespread of all medically
important arboviruses after dengue viruses. The three genome segments encode four
structural proteins—the RNA-dependent RNA polymerase (L protein) is encoded by
the large (L) segment, the glycoproteins (Gn and Gc; previously referred to as G1
and G2) are encoded by the medium (M) segment, and the nucleocapsid protein (N)
is encoded by the small (S) segment. Crimean Congo Hemorrhagic Fever Virus
genome M segment encodes an unusually large (in comparison to members of other
genera) polyprotein (1,684 amino acids in length) containing the two major structural
glycoproteins, Gn and Gc, that are posttranslationally processed from precursors
PreGn and PreGc by SKI-1 and SKI-1-like proteases, respectively. As the only
virally encoded membrane proteins, Gnand Gc must interact with cell surface
receptors, mediate the entry of virus into cells, and serve as targets for neutralizing
antibodies. Although studies on the immunological properties of nucleocapsid
protein in CCHFV have been found in the literature, studies on the glycoproteins Gc
and Gn of this virus have yet to be scrutinized. In this study, we aimed to produce
functional recombinant protein to be investigated humoral immune response against
CCHFV Gc. For this purpose, GC from Kelkit strain produced and purified in Pichia
pastoris and was tested in EIA and Western blot assays with CCHFV-infected

human sera. In the studies, the authentic antigenicity of Gc was demonstrated in
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humans and rabbits. Studies have shown that P. pastoris is a suitable model
organism to produce CCHFV glycoprotein Gc.

Further studies conducted on the diagnoctics and immunology of CCHFV with Gc
produced in P. pastoris warrented.

Keywords: Crimean Congo Hemorrhagic Fever Virus; glycoprotein; yeast; Pichia
pastoris
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1. GIRIS VE AMAC

Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) Orta Dogu, Asya, Afrika ve Giineydogu
Avrupa basta olmak iizere bir ¢ok iilkede goriilen viral bir infeksiyondur. Hastalik;
miyalji, yiiksek ates, hemoraji, sok ve oOliim gibi hafiften siddetliye g¢esitli
semptomlar ile seyredebilir. KKKA etkeni Kirim Kongo Kanamali Ates Virlisii
(KKKAV) dogada iksodid keneler araciligi ile taginmasinin yanisira medikal
anlamda 6nemli bir arboviriis olmasi ve keneler araciligi ile tasinan viriisler
arasinda en genis cografi yayilima sahip olmasi sebebi ile dikkat ¢ekmektedir.
Hastaligin mortalite orani c¢esitli faktorlere bagli olarak % 5- 30 arasinda
degismektedir [1, 2]. KKKAV’nin bazi1 hayvanlarda asemptomatik infeksiyonlara
neden olurken yalnizca insana patojen oldugu bilinmektedir [3]. Viriis ile infekte
kene 1sir1g1, infekte hayvan veya insanlarin viicut sivilari ile direkt temas baslica
bulas yollar1 arasindadir. KKKAV infeksiyonlar1 etkili bir as1 ve tedavi yolunun
bulunmamasi sebebi ile onem arzetmektedir. KKKAV’nin insana patojen
olmasindan dolay1 biyogiivenlik seviyesi 4 (BSL-4) laboratuvarlarda ¢aligmayi
gerektirmektedir [4]. Bu durum viriis ile ilgili as1 ve tedavi calismalarin
siirlandirmaktadir. Ancak son yillarda KKKAV patogenezinde énemli gelismeler
kaydedilmistir [1]. Bir ¢ok kene cinsinin KKKAV tasiyicisi oldugu bilinse de
Hyalomma cinsi, 6zellikle Hyalomma marginatum tiirii kenelerin temel tasiyict
vektorler oldugu Dbilinmektedir [1]. Gogmen kuslarin hareketliligi ve viriis ile
infekte bireylerin yer degistirmesi nedeni ile birbirlerine yakin cografi alanlarda
farkli ozelliklere sahip viriisler bulunabiliyorken birbirinden c¢ok uzak cografi
bolgelerde yakindan iliskili viriisler izole edilmistir. KKKAV infeksiyonlarinda
iklim kosullarinin 1limanlagmasi, tarim alanlarinin bilingsiz ve yanlis kullanilmasi,
tahrip edilmis bitki Ortlisi ve azalan yagislarin etkili oldugu bilinmektedir.
Ozellikle 111k gegen kislarin ardindan vaka sayisinin artti1 kaydedilmistir [5].

KKKA i¢in inkiibasyon siiresi viriisiin konag1 infekte etme sekline gore degiskenlik
gostermektedir. Bu inkiibasyon siiresinin ardindan hastalik spesifik olmayan

semptomlar ile ortaya cikar [1]. KKKAV’nin dogadaki temel rezervuari bazi



omurgalilar ve kenelerdir. Buna bagli olarak viral yasam dongiisti kene-omurgali-
kene arasindaki enzootik bir dongiide tamamlanir [6]. Keneler gelisimsel
siireclerinde ihtiyag duyduklar1 besinleri karsilamak i¢in omurgali kanina ihtiyag
duyarlar. Bu durum infeksiyonun en temel nedenlerinden biridir [7]. Hastaliga dair
risk grubunun biiyiik bir ¢ogunlugunu tarim veya hayvancilikla ugrasan kisiler,
ciftgiler ve 1liman iklim bolgelerinde galisan saglik personeli olusturmaktadir [5].
Mortalite oraninin yiiksek olmasi sebebi ile hastanin dogru yoénlendirilmesi ve
bulag ihtimalinin Oniine gegilmesi i¢in hastaligin erken evrelerinde hizli ve dogru
bir teshis koymak olduk¢a Onemlidir. Viriis izolasyonu, tani i¢in kesin sonug
vermektedir fakat zaman alici bir proses olmasinin yami sira 6zel kosullar
gerektirdiginden tamida yaygin olarak molekiiler ve serolojik yontemler
kullanilmaktadir [8]. Gilinimiizde KKKAYV i¢in FDA onayli spesifik bir antiviral
tedavi yoktur. Hastalig1 dnlemenin en temel yolu viriise maruziyetin 6niine gegmek
veya en aza indirmektir [9].

KKKAYV Bunyaviridae ailesinin Nairovirus cinsine ait zarfli, tek sarmalli, negatif
polariteli bir RNA virisiidiir [6]. Negatif polariteli RNA genomu biiyiik (L), orta
(M) ve kiigiik (S) olmak iizere 3 segmentten olusmaktadir. M segmentten Gn ve Gc
glikoproteinleri kodlanmaktadir. [1] KKKAV’nin hiicreye giris mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamistir. Ancak hiicre yiizey reseptorleri ile etkilesime
gecmeleri, viriisiin konak hiicreye girisini saglamalari, notralizan antikorlar igin
hedef olmalar1 viral membran proteini olarak Gn ve Gc’nin en temel gorevleri
arasindadir [10].

Metilotropik maya Pichia pastoris rekombinant protein iiretimi igin molekiiler
biyolojide kullanilan standart vektorlerden biridir [11]. Memeli, insekt ve maya
temelli Okaryotik ekspresyon sistemlerinin igerisinde hem bir mikroorganizma
olmas1 sonucu kolay manipiile edilebilmesi, liretim ve ¢ogaltilmasinin ucuz ve hizh
olmasi, memeli ve insekt sistemlerine gore daha az kompleks olmasinin yan1 sira
dogru sekilde katlanmis ve islenmis proteinler elde edilmesini sagladigindan
rekombinant protein iiretimi i¢in maya temelli ekspresyon sistemi kullanilmistir.
Viral proteinlerin viriisten bagimsiz bir sekilde incelenmesi hem KKKAV gibi
BSL-4 laboratuvar gerektiren bir viriisiin biyolojisinin anlagilmast hem de
incelenen proteinlerin immiinojenik ve biyolojik karakteristiklerinin belirlenmesi
icin oldukga dnemlidir. KKK AV’nin yapisal proteinleri igerisinde en yogun ilgi ile
calisilan protein niikleoprotein iken glikoproteinler ile ilgili ¢alismalar oldukc¢a az
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sayidadir. Virlislin yasam dongiisiinde, infeksiyon siirecinde, konak hiicre
seciminde, viriise karsi olusan immiin yanitin sekillenmesinde 6nemli rolleri
olabilecegi distliniilen glikoproteinlerin arastirilmasi virlis patogenezindeki
rollerinin anlasilmasina yardimci olacaktir.

Bu calismada KKKAV glikoproteini Gc’nin Okaryotik ekspresyon sisteminde
rekombinant olarak  iretilmesi hedeflenmistir.  Prokaryotik — ekspresyon
sistemlerinde elde edilen proteinlerin inkluzyon cisimleri i¢inde agrege olmalari,
bu proteinlerin ¢6ziinebilir formlarina dontistiiriilmelerindeki zorluklar ve protein
glikozilasyonunun olmamasi sebebi ile KKKAV glikoproteini Ge¢’nin rekombinant

olarak iretilmesi i¢in Okaryotik ekspresyon sistemi tercih  edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kirim Kongo Kanamah Atesi

Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) Afrika, Asya, Dogu Avrupa ve Orta Dogu
basta olmak iizere diinyada yaklagik 30 {ilkede goriilen oOlimcil bir viral
infeksiyondur [2]. Hastaliga neden olan Kirnm Kongo Kanamali Ates Viriisi
(KKAV) Hyalomma spp cinsi keneler aracilig1 ile tasinan bir viriis olup keneler ve
omurgalilar arasindaki enzootik bir déngiide bulunur [12]. Ulkemizde ilk kez 2002
yilinin ilkbahar ve yaz aylarinda Tokat, Sivas, Corum, Amasya, Yozgat, Giimiishane,
Bayburt, Erzurum, Erzincan ve cevresi olmak iizere I¢ ve Dogu Anadolu
Bolgelerinin kuzeyi ile Karadeniz Bolgesinin giiney kesimlerini kapsayan genis bir
cografi alanda kene temasi Oykiisii olan, ates ve kanama ile seyreden bir salgin
dikkati ¢cekmis, 2003 yilinda da hastaligin KKKA oldugu anlasilmistir. Daha sonra
Kastamonu, Bartin, Ankara, Cankiri, Bolu, Balikesir gibi illerde de vakalarin ortaya
¢ikmasiyla hastaligin goriildiigli alan daha da genislemistir. Hastalik her yi1l mayis-
eyliil aylar1 arasinda goriilmekte ve temmuz ayinda pik yapmaktadir [6]. Bunun yani
sira kirsal kesimlerde 6zellikle ilkbahar ve yaz aylarinda hastalik prevelansinin arttigi
bilinmektedir [13]. Kirirm Kongo Kanamali Ates Viriisii Keneler araciligi ile taginan
viriisler arasinda en genis cografi dagilima sahip olmasi ve dengue viriisten sonra
medikal anlamda en 6nemli ikinci arboviriis olmasi sebebi ile dikkat gekmektedir [2].
Bunyaviridae ailesinin Nairovirus cinsine ait olan bu viriis mortalite orani yiiksek bir
kanamali ates etkenidir. Onemli bir patojen olmasi, vektoriin ekolojik karmasiklig,
insandan insana bulasma yollar1 ve terapétik yaklagimlar KKKAV infeksiyonuna
ilgiyi arttirmaktadir [14]. Ancak insana patojen olmasi sebebi ile biyogiivenlik
seviyesi 4 olan laboratuvarlarda ¢alismay1 gerektirdiginden virtiis ile ilgili ¢alismalar
nispeten daha yavas ilerlemekte ve gelistirilecek tani, tedavi ve korunma
yontemlerinin kesfini geciktirmektedir. KKKA igin sonuglarin tutarsiz olmasi sebebi

ile immiinoterapi tartigmalidir ve hastalia 06zgilil antiviral tedavi heniiz



gelistirilememistir [4]. Ancak son yillarda KKKAV replikasyonunda ve

patogenezinde dnemli gelismeler kaydedilmistir [1].

2.1.1 Tarihge

Kirinm Kongo Kanamali Atesi ilk kez 12. yiizyilda Tacikistan’da hemorajik bir ates
olarak tanimlandi [2]. Bu tanimlamada hemorajik atesin yani sira halsizlik, idrarda
kan, kusma ve karin boslugunda agr1 gibi spesifik olmayan semptomlarin varligi da
belirlenmistir [1]. Modern ¢agda Kirim Kanamali Atesi 1944-1945 yillarinda
Kirim’da II. Diinya Savasi sirasinda koyliilere yardim eden 200 Sovyet askeri
personelin dlmesi sonucu ilk kez klinik vaka olarak kaydedilmistir [12, 15].
Gergeklesen bu salgmnin viral kokenli ve bolgede bulunan keneler ile iliskili
olabilecegi diigiinilmiistiir [16]. Ardindan diger salginlar Rusya, Sovyet Sosyalist
Cumbhuriyetler Birligi (SSCB), Iran, Bulgaristan, Pakistan, Senegal, Kosova, Tiiriye,
Yunanistan, ve Kenya’da ortaya c¢ikmustir [12]. Hastaliga neden olan
eklembacaklilarin sert, kiigiik kene benzeri canlilar ile benzerligi dikkat ¢ekmis ve bu
canlilarin parazit olarak yasadiklar1 gézlemlenmistir [2]. Kirim Kanamali atesine
neden olan viriis Hyalomma marginatum cinsi kenelerden ve virlisle enfekte
hastalardan izole edilmistir [17]. 1967°de virlis yeni dogan beyaz farelerin kan ve
dokularindan izole edilmistir. Kirim hemorajik atesinden sorumlu bu viriisiin 1956
yilinda Belgika kongosundaki atesli bir hastadan izole edilen viriisten antijenik
olarak ayirt edilemedigi ortaya konmustur [18]. 1970 yilina kadar Avrasya Kirim
hemorajik ates suslar1 ile Asya ve Afrika Kongo virlis suslar elektron mikroskopisi,
fizikokimyasal ve serolojik testler ile incelendi. Bu inceleme sonucunda Kongo
viriisli ile aralarinda bulunan ortak antijenik yap: sebebi ile bu viriis Kirtm Kongo
Hemorajik Ates Viriisii olarak adlandirilmigtir [12]. O yillardan giiniimiize kadar

Orta Asya, Afrika ve Dogu Avupa’da ¢esitli salginlar meydana gelmistir.

2.1.2 Epidemiyoloji

KKKA ilk kez 1944-1945 yillarinda Nazi istilasindan sonra Kirim’da koyliilere
yardim eden 200 Sovyet askeri personelin enfekte oldugu salginda klinik bir vaka
olarak kaydedilmistir [14]. KKKA 1970’den 6nce Sovyetler Birligi, Ozbekistan,
Kazakistan, Tacikistan, Bulgaristan, Kongo Demokratik Cumhuriyeti ve Uganda’da
gorilmistiir. Gliniimiizde ise Afrika, Asya, Orta Dogu ve Dogu Avrupa’da goriilen

bir viral infeksiyondur (Sekil 2.1). KKKAV kene ile taginan viriisler arasinda en
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genis cografi dagilima sahiptir ve insan sagligini énemli 6l¢iide etkilemektedir. Bu
nedenle medikal anlamda dengue viriisten sonra en 6nemli ikinci arboviriis olarak
bilinmektedir [2]. Aymi cografi alanlarda farkli &zelliklere sahip viriisler
bulunabilirken, birbirinden c¢ok uzak cografi bdlgelerde yakindan iliskili virtisler
izole edilmistir. Bu durumun nedeni go¢men kuslarin hareketliligi ve infekte
bireylerin yer degistirmesidir [5]. KKKAV c¢ogunlukla dogadaki etkinligini kene-
omurgali-kene dongiisti igerisinde farkedilmeden siirdiirmektedir [14]. KKKAV
sigir ve keciler de dahil olmak iizere ¢ok sayida yerli ve yabani omurgali hayvandan
izole edilmistir [19]. Keneler dogada yaklasik 900 tiirii bulunan artropodlardir.
Argasidae (Yumusak keneler) ve Ixodidae (sert keneler) olmak iizere iki biiyiik
aileye ayrilmislardir. Ixodid keneler larva, su perisi ve yetiskin olmak iizere ii¢
evrede gelisirken argasit kenelerin larva ve yetiskin evrelerine ek gelisim evreleri
vardir [20]. Keneler gelisim evreleri sirasinda ihtiyag duyduklari tiim besinleri
omurgali kani ile beslenerek saglarlar. Bu ihtiyaglarin1 dogada bulunan cesitli
omurgalilarin  kan1 ile saglayan keneler infekte bir omurgalinin kam ile
beslendiklerinde bunu bir sonraki konaga aktararak virlisiin horizontal yayilimina
neden olurlar [5]. Dermacentor, Boophilus, Amblyomma, Rhipicephalus ve
Haemaphysalis cinsi kenelerin KKKAV tasiyicist oldugu bilinse de Ixodidae ailesi
Hyalomma cinsi keneler (6zellikle Hyalomma marginatum tiirii) en temel tasiyici
vektorlerdir. Yumusak kenelerin (Argasidae familyasi) vektorel yetenekleri iizerine
yapilan calismalar viremik konaktan beslenirken viriis ile enfekte olmalarina ragmen
konagi enfekte edemediklerini gostermistir. Kene kaynakli diger hastaliklardan olan
ensefalit ve lyme insidansinin sosyal habitatlar, konak¢inin durumu, ekonomik
algalanmalardan etkilendigi diigiiniilmektedir. Tim bunlarin yan1 sira KKKAV
infeksiyonlarinda Akdeniz bolgesindeki ana vektdr olan Hyalomma marginatum igin

viral transmisyon iizerinde iklimin de etkili oldugu bilinmektedir.
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Sekil 2.1 : KKKAV’nin cografi dagilimi (WHO 2017).

Ozellikle iklimin 1limanlasmasi, tarim alanlarinin yanhs kullanilmasi, bozulmus bitki
oOrtiisii ve azalan yagislar, infekte gogmen kuslarin iliman iklim bdlgelerindeki
hareketliligi KKKKAYV infeksiyonlarmin artmasina neden olmaktadir [8]. Ozellikle

1lik gegen kislarin ardindan vaka sayisi artmaktadir [5].
2.1.3 Etken

KKKA etkeni KKKAV Bunyaviridae ailesinin Nairoviriis cinsine dahil zarfli, tek
sarmalli, negatif polariteli bir RNA viriisiidiir. Bunyaviridae ailesinde KKKAV’nin
dahil oldugu Nairoviriis cinsi diginda Orthobunyavirus, Hantavirus, Phlebovirus ve
Tospovirus’lar da bulunmaktadir [21]. KKKAV igin yapilan filogenetik analiz

calismalar1 sonucu gesitli cografi bolgelerde sekiz farkli genotip tanimlanmustir.

Tirkiye’den izole edilen sus ile Kosova ve Giineybati Rusya’dan izole edilen susun
benzer filogenetik 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir [6]. KKKA i¢in hastaligin
inkiibasyon siiresi virlisiin konag1 enfekte etme sekline gore degiskenlik gostermekle
birlikte bu inkiibasyon siiresinin ardindan KKKA infeksiyonu yiiksek ates, halsizlik,
miyalji ve diare esliginde kusma gibi spesifik olmayan semptomlar ile ortaya

cikmaktadir [1]. Infeksiyon temel olarak hematopoietik sistem, kas sistemi, endotel



ve retikuloendotelyel sistemi etkilemekle birlikte 16kopeni, trombositopeni, cilt ve

mukozalara ait kanamalar ve karaciger enzimlerinde yilikselmeye neden olur [6].

2.1.3 Bulas

KKKA etkeni viriisiin temel rezervuart dogada yasayan tavsan, domuz, fare gibi
omurgalilar ve kenelerdir. Viriisiin yagsam dongiisii kene-omurgali-kene arasindaki
enzootik dongiide gerceklesir [6]. KKKAV insanda siddetli hemorajik atesle birlikte
cesitli semptomlarin gelismesine neden olur. Hastalik etkeninin bulasmasi i¢in en
temel yol infekte kenenin gelisim evreleri sirasinda ihtiya¢ duyduklari besinleri
karsilamak i¢in bir omurgali konagin kanina ihtiya¢ duymasi sonucu isirmasidir [5].
Viriis vertikal veya horizontal olarak yayilim gosterebilir [5]. Keneler gelisimsel
stireclerinde larvadan nymphe, nympheden eriskinlige gegerken ihtiya¢ duyduklar
besinleri karsilamak icin omurgali canlilarin kanmi kullanirlar. infekte kenelerin
besin ihtiyaglarini karsilamak i¢in bir konagi kullanmalar1 sonrasinda infekte
olmayan bir kenenin yine ayn1 konagi kullanmasi ile virlisiin infekte bir keneden
horizontal yayilimi saglanmis olur. Infekte bir kenenin viriisii bir sonraki konaga
aktarabilmesi icin tiikiiriik bezleri ve lireme organlari gibi viriis titresinin yiiksek

oldugu bolgelere aktarilmasi gerekmektedir (Sekil 2.2) [7].

Small mammals, birds

Sekil 2.2. KKKAV’nin bulas yollar1 [22] .



Viriis ile enfekte bir kenenin ihtiyag duydugu besinleri kargilamak iizere kan emdigi
sirada viriisii konaga aktarmasi, viremik hayvan veya insanlarin kan ve viicut sivilari
ile direkt temas, infekte kenenin ¢iplak deri yiizeyinde ezilmesi, akut evre sirasinda
virlis ile enfekte hasta ile direkt temas hastaligin baslica bulagsma nedenleri
arasindadir [23]. Hastaliga dair risk grubunun biiyiik bir ¢ogunlugunu tarim ve/veya
hayvancilikla ugrasan kisiler, ¢iftciler, infekte hayvanlarin kan veya viicut sivilari ile
temas eden mezbaha iscileri olusturmaktadir. Literatiirde hastaliktan en ¢ok etkilenen
ikinci grubun ise iliman iklim bolgelerinde bulunan hastanclerde c¢alisan saglik

personeli oldugu kaydedilmistir [5].

2.1.4 Klinik bulgular

Insan, KKKAV viriisii ile infeksiyonun ardindan hastali§in tezahiir ettigi bilinen tek
konaktir. Bir ¢ok hayvanda seropozitivite bildirilmis olsa da hastaliga doniisiim s6z
konusu degildir [24]. KKKAV ile infekte bireylerin tamaminda hastalik
olusmamakla birlikte, hastaligin gelistigi kisilerde infeksiyon agir hemorajilerle
birlikte seyreder ve %5-30 arasinda mortalite ile sonuglanir [1]. KKKA’nin klinik
seyrinin inkiibasyon, prehemorajik, hemorajik ve konvelesans seklinde 4 asamada
ilerledigi kaydedilmistir (Sekil 2.3). Ancak bu fazlarin siireleri ve bunlarla iligkili
semptomlar degiskenlik gosterebilir. Genel olarak bir kene 1siriginin ardindan
inkiibasyon siiresi 1-3 giin kadar kisa olabilir, ancak maruz kalma yolu da dahil
olmak tiizere bir kac¢ faktére bagli olarak degiskenlik gostermektedir [19].
Nozokomiyal infeksiyonlarin 6liim oranlar1 kene 1sirmasi sonucu gelisen
infeksiyonlarin 6liim oranlarina gore oldukga yiiksektir. Bu durumun nedeni kesin
olarak bilinmemekle birlikte viral dozla iliskili olabilir. KKKAV i¢in kulucka siiresi
bir ila dokuz gilin arasinda degismektedir. Hastalar baslangicta tipik olarak bir
haftadan az siiren spesifik olmayan bir prognoz sergilerler. Belirtiler tipik olarak
yiiksek ates, bas agrisi, titreme, bas donmesi, halsizlik, fotofobi, eklem agrilar,
miyalji, bulanti, karin agris1 ve nadiren diaredir [25]. Ates genellikle ¢ok yiiksektir
(39-41 °C) ve 5-12 giin boyunca siirekli olarak yiikselebilir. Her zaman olmamakla
birlikte bradikardi ve diisiik tansiyon gibi kardiyovaskiiler degisiklikler de goriilebilir
[19]. Erken belirtiler tipik olarak ates, hipotansiyon konjuktivit, deride kizarmalar ve
deri dokiintiileri seklindedir. Daha sonra hastalarda petesi, konjonktival kanamalar,
damar i¢i pihtilasma ve dolasim soku goriilebilir. Oliim genellikle semptomlarin

baslamasindan bir ila iki hafta sonra hemorajik diyatez, sok ve multiorgan sistem
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yetmezligi sonucu gerceklesir. Hastalik ¢ocuklarda daha hafif seyretmektedir [26].
Laboratuvar anomalileri genellikle 16kopeni, trombositopeni ve karaciger
enzimlerinde yilikselme seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Erken evrelerde anemi goriilmez
ancak hastaligin seyri sirasinda gelisebilir. Ayn1 zamanda c¢esitli pihtilasma

anormallikleri de gelisebilir [14].

Hastaliga yenik diismeyen bireylerde iyilesme donemi hastaligin baslangicindan
yaklasik 15-20 glin sonra baslar. Bu donemde uzun siireli halsizlik, diisiik nabiz,
poliniiri, terleme, bas agrisi, bas donmesi, mide bulantisi, gorme yetisinde
azalma,isitme ve hafiza kayb1 goriilebilir. Bu problemler bir yildan uzun siirmemekle

birlikte nadiren kalicidir [12, 19].

PCR: 9 giin
I Miyalji | Kanama(hematemez, I

melena, )
Somnolans

Inkubasyon Prehemorajik donem Hemorajik donem Konvelesan donem
3-7 giin 1-7 giin 2-3 giin

Sekil 2.3. KKKAV’nin klinik seyri [2].

2.1.5 Patogenez

Sporadik olarak ortaya ¢ikmasi, klinik patoloji olanaklarinin sinirlt oldugu bdlgelerde
goriilmesi, gelismekte olan {ilkelerde hastaliktan olen insanlara tam otopsi
yapilamamas1 sebebi ile molekiiler diizeyde oldukca karmasik olan KKKA’nin
patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir. KKKA iizerinde yapilan c¢alismalari
etkileyen en onemli faktorlerden biri de gerekli olan biyogiivenlik 4 seviyesindeki
(BSL-4) laboratuvarlarin yetersizligidir. Bu gibi nedenlerle KKKA ile ilgili elde
edilen sinirli patogenez bilgisine kan degerlerindeki degiskenlikler ve karaciger
biopsi sonuglari degerlendirilerek ulagilmistir. KKKA patogenezine dair en kapsaml

calisma Giliney Afrika’da 1981-1987 yillar1 arasinda tan1 konulmus 50 hasta {izerinde

10



yapilmistir. Calismaya konu olan 50 hastanin 15’1 Slmiistiir. Mortaliteye katkisi
bulunan etkenler arasinda beyin kanamasi, siddetli anemi, siddetli dehidrasyon, uzun
siireli diare ile iligkili sok, miyokard enfarktiisii, akciger 6demi ve plevral eflizyon
oldugu kaydedilmistir [27]. Mikrovaskiiler instabilite ve bozulmus hemostaz
KKKAV infeksiyonunun ayirt edici 6zelligidir. Inokiilasyondan sonra koruyucu
bariyeri asan virlis Once dentritik hiicrelere gecer. Ardindan bolgesel lenf
diigiimlerine gog¢ eder. Lenf diigiimlerinden sonra karaciger ve dalaga ulasmasi ile
genis bir doku ve organ yelpazesine yayilir. Lenfositler her ne kadar infeksiyondan
uzak kalsa da hastalik seyri boyunca onemli Olglide tahrip olurlar. KKKAV
trombositlere ve endotel hiicrelerine dogrudan zarar vererek immiinolojik ve
enflamauar yolaklardan kaynaklanan hemorajik diateze neden olur. Bu
degisikliklerin makrofajlardan sitokin, kemokin ve diger proinflammatuar
mediatorlerin  salinmas1 sonucu meydana geldigi bilinmektedir. Enfekte olmusg
hiicrelerin nekrozu veya dolayli olarak immiin hiicrelerin apoptozu ile doku hasari
meydana gelir [14]. Tirkiye’de yapilan bir ¢alismada incelenen 14 KKKA’l
hastanin yedisinde reaktif hemofagositoz tespit edilmis, bu da hemofagositozun
KKKA infeksiyonunda gozlenen sitopenide rol oynayabilecegini gostermistir.
Interferon gama, tiimor nekroz faktor o (TNF a) , interlokin-1 (IL-1) veya interlokin-
6 (IL-6) KKKA gibi sitokin seviyeleri hastaligin siddetine gore farklilik
gostermektedir [2]. Interlokin-10 (IL-10), IL-1, IL-6 ve TNF a hastaligin seyrinde
kilit rol oynamaktadir. Yapilan in vitro ¢aligmalar KKKAV’nin dentritik hiicrelerde
ve makrofajlarda ¢ogaldigint TNF o, IL-6 ve IL-8 salgilanmasina neden oldugunu

gostermistir [8].
2.1.6 Tam

Mortalite oraninin yiiksek olmasi nedeni ile hastanin dogru yonlendirilmesi, bulas
thtimalinin Oniine gecilmesi icin hastaligin ilk gilinlerinde hizli ve dogru bir
laboratuvar teshisi konulmasi gerekmektedir. Ayrica erken tani hastaligin seyri
sirasinda nozokomiyal infeksiyonlarin geligmesini engellemek i¢in oldukca
onemlidir. Viriis izolasyonu tani i¢in kesin sonug¢ vermektedir. Ancak hastaligin
erken evrelerinde zaman alic1 bir proses olmasi ve Orneklerin taginmasi i¢in 6zel
kosullar gerektirmesi nedeni ile tercih edilmemektedir. Bunun yerine KKKA tanis1

icin yaygin olarak molekiiler yontemler kullanilmaktadir [8, 14].

11



2.1.6.1 Molekiiler yontemler

Klinik vakalarda KKKA’nin hizli tanist i¢in serum orneginden revers transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile viral RNA tespit edilmektedir. Ancak
laboratuvar kontaminasyonu sebebi ile yanlis pozitif sonuclar elde edilebilecegi
ihtimali g6z 6niinde bulundurulmalidir. RT-PCR bir kag saat i¢cinde bir numunedeki
viral ylikiin belirlenmesini saglayan hassas bir yontemdir. Bu amagcla gelistirilmis

ticari kitler bulunmaktadir [5, 8, 14].

2.1.6.2 Serolojik yontemler

Hastaligin 5. Giiniinden itibaren kullanilan yoéntemlerdir. KKKA’nin siddetli
seyrettigi  hastalarda antikor yanitt gecikir. Bu nedenle enzyme-linked
immunosorbent assay (EIA) ile KKKAV ye kars1 6zgiil IgG ve IgM antikorlari tespit
edilir [24]. EIA antikor tespiti i¢in %900’dan fazla duyarliliga sahiptir. KKKAV’ye
kars1 tretilen IgM antikor seviyesi serokonvensiyel veya ardarda alinan iki kan
Ornegi arasinda 4 kattan fazla artis goterdiginde bu durum infeksiyonun kaniti olarak
kabul edilir [28, 29]. Genellikle IgG ve IgM antikorlar1 semptomlarin baglangicindan
itibaren dort ila bes giin sonra tespit edilir. IgM hastalifin ardindan dort ay iginde
kaybolur ancak IgG antikorlar1 birka¢ y1l boyunca varligini siirdiiriir [30]. KKKAV
niikleoproteini insanlarda erken, giiclii ve uzun siireli immiin yanita neden olur. Bu
nedenle dogal veya rekombinant yollarla elde edilen niikleoprotein serolojik testlerde
antijen olarak kullanilmaktadir. Bu amagcla gelistirilmis ticari EIA Kitleri
bulunmaktadir [8].

Hastaligin ortalama 8. giiniinden itibaren KKKAV’ye kars1 tretilen 1gG ve IgM
0zgiil antikorlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin seyri devam ederken antikor seviyesi
artmaktadir. Ancak mortalitenin erken donemde gelisebildigi durumlar géz oniinde
bulunduruldugunda antikor seviyeleri hastaligin ilk giinlerinde tan1 koyulmasi igin

yeterli degildir.
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2.1.7 Tedavi ve korunma yollari

KKKAV i¢in tedavi secenekleri olduk¢a sinirlidir. Bu amagla KKKAV
infeksiyonundan iyileserek kurtulan bir hastaya ait plazma immiinoterapi i¢in baska
hastalara transfer edilmistir. Iimmiin plazma alan siddetli KKKAV’li 7 hasta iyilesse
de bu deney kesin olarak kanitlanamamistir [31]. Giiniimiizde KKKAV i¢in FDA
onayli spesifik bir antiviral tedavi yoktur. Ancak antiviral ilag ribavirin KKKAV
infesiyonunun 6zellikle erken safhalarinda viral replikasyonu bloke etmesi sebebi ile
bir tedavi se¢enegi olarak kaydedilmistir. Terapotik onlemlerin etkinligi hastaligin
seyri ile yakindan iligkilidir. Ribavirin hastanin viriise maruz kaldigi, viral
replikasyonun gergeklesecegi erken evrede etkili bir ajan olabilir. Ancak ribavirinin

bu evre disinda kullanilmasi etkin bir tedavi yontemi degildir [9].

Hastaligi onlemenin en temel yolu viriise maruziyeti engellemek veya en aza
indirmektir. Dietiltoluamid (DEET) gibi bocek kovucularin cilde uygulanmasi ve
endemik bolgelerde 6zel giysilerin kullanilmasi kene 1sirigina karsi bir miktar
koruma saglayabilir [19]. Bunyaviriisler infekte konagin kan veya viicut sivilarina
dogrudan temas yolu ile olduk¢a bulasicidir. Siipheli bir KKKA vakasi en kisa
siirede saglik personeline bildirilmelidir [14]. Qlgili saglik personelinin maske,
eldiven, onliik gibi temel koruyucu materyalleri kullanarak infeksiyon etkeni ile
dogrudan temasi engellenmektedir. Dogu Avrupa, Bulgaristan ve Eski Sovyetler
Birliginin bazi boélgelerinde yeni dogan fare beyninde pasajlanip saflagtirildiktan
sonra formalinle inaktive edilen viriis temelli bir as1 kullanilmistir. Ancak daha sonra

bu as1 kabul gérmemistir ve gliniimiizde hala as1 ¢alismalar1 devam etmektedir [32].

KKKAV’nin oldukg¢a patojenik dogasi bir biyoterdrizm veya biyosavas ajani olarak
kullanilabilir olma ihtimalini ortaya koymustur. Kisiden kisiye bulagmasi, yliksek
mortalite orani, aeresol ile bulasimin miimkiin olmasi BSL-4 laboratuvarlarda

caligmay1 gerektirmektedir [19].
2.2 Kirinm Kongo Kanamali Ates Viriisii

Kirnm Kongo Kanamali Ates Virlisi 5 cins ve 350°den fazla tiirli iceren
Bunyaviridae ailesinin Nairovirus cinsine dahil olan bir viriistiir [33]. Ug segmentli,
negatif polariteli, tek iplikli RNA viriisiidiir. Bu viriisiin yayilimi1 ve taginmasi kene

aracili iletim ile karakterizedir [1, 34]. Nairoviriisler Bunyaviridae ailesinin diger
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tiyeleri gibi elektron mikroskobu altinda yaklasik 100 nm c¢apinda kiiresel goriilen

zarflh virtslerdir [35].

Bunyaviriislerde oldugu gibi negatif polariteli RNA genomu ii¢ segmentten olusur.
Bunlar; biiyiik segment (L-12.1 kb), orta segment ( M-5.4 kb) ve kiigiik segment (S-
1.6 kb)’dir (Sekil 2.4).

Glycoprotein
Glycoprotein (Gn)

Genome L
Segment

RNA-dependent
RNA polymerase
(L)

Genome M
Segment

Nucleoprotein

Genome S
Segment

~80-100nm

Sekil 2.4: KKKAV’nin genomik yapisi [5].

Bu segmentler a¢ik okuma g¢ercevesi (ORF) barindirir ve cesitli yapisal proteinleri
tiretirler. Bunyaviridae ailesinin diger iiyeleri ile karsilastirildiginda 6zellikle M ve L
segmentlerinin diger iyelere kiyasla olduk¢a biiyiikk oldugu bilinmektedir.[1] L
segmentten RNA- bagimli RNA polimeraz (RdRp), M segmentten glikoproteinler
Gn ve Gc, S segmentten niikleoprotein olmak iizere yapisal proteinler iiretilir. Ug
segmentin de 5° ve 3’ bolgelerinde kodanmayan bélgeler (non-coding region- NCR)
bulunur. NCR’lerde dokuz terminal niikleotit dizisi Nairoviriisler arasinda korunur
ve viral promotor bdlgeleri olarak gorev yaparlar. Bununla birlikte NCR’ler
Bunyavirus genomlarmin dairesel goriiniimiine katkida bulunurlar. Ayrica viral
genomun replikasyonu ve transkripsiyonunda da gorevlidirler [1, 36-38]. KKKAV
genomunun niikleoprotein ile sarmalanmasi ile S, M ve L riboniikleokapsitleri (RNP)

olusur [39].
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Yakin bir zamana kadar her {i¢ segmentin farkli birer proteini kodladig1
diistiniilmekteydi. Ancak Bunyaviridae ailesinin diger bir ¢ok tiyesinde oldugu gibi
KKKAV’ de de S segmentten niikleoproteine zit yonde ambisens okuma sonucu NSs
proteini ve M segmentten post translasyonel modifikasyonlar sonucu NSm proteini
ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.5).

VRNA
5' 3
150-170 1449 56
NCRK NP NCR
453-477
180-240 5055-5103 70-80
210-260 11841 60-80
NCR L [NCR

Sekil 2.5 : KKKAV’nin segmentleri ve kodlanan proteinler [1].

KKKAV’nin hiicreye giris mekanizmas:t tam olarak aydinlatilamamakla birlikte
glikoprotein Gc’yi hedef alan monoklonal antikorlarin virlisii ndtralize ettigi
calismalar Gc’nin  hiicresel reseptorlere baglanmadan sorumlu olabilecegini
diisindirmektedir [40]. Virlis hiicre ylizeyine tutunduktan sonra klatrin aracili
endositoz yolu ile hiicreye girisi gerceklesir. Klatrin aracili endositoz i¢in klatrin ve
klatrin adaptor protein-2 kompleksi gerekmektedir. KKKAV’nin hiicreye girisi ayni
zamanda kolesterol ve diisiik pH’a baghdir [41, 42]. Endositozu takiben KKKAV
partikiilleri erken endozomlara tasmir [43]. Hiicreye giris ve fiizyonun ardindan
genomik RNP’ler sitozole salinir ve enkapside edilmis viral mRNA’dan L proteini
sentezlenmesi i¢in kalip olarak kullanilir. Genomik RNP’lerin replikasyonu minimal
olarak L proteini ve NP’yi gerektirmektedir [37]. Viral mRNA’lar NP ve L
proteinine doniistiiriiliirken glikoprotein onciisii (GPC) endoplazmik retikulum (ER)

ile iliskili ribozomlar tarafindan g¢evrilmis gibi goriinmektedir. Yeni sentezlenen NP
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ve L proteininin bir kismi antigenomik RNA (cRNA) igeren bir RNP olusturarak
genomik RNA’y1 kopyalamak i¢in kullanilir. GPC’nin ER ve golgide islenme ve

olgunlagma basamaklarindan ge¢gmesinin ardindan Gn ve Gc ortaya ¢ikar.

RNP replikasyonunu takiben viral proteinin islenmesi ve ardindan olgunlagsmasi
gerceklesir. KKKAV igcin GPC olgunlasmast olduk¢a karmagsiktir ve diger
bunyaviriislerdeki glikoprotein islenmesi ile ¢ok az benzerlik gosterir Sekil 2.6 [44].
GPC’nin olgunlagmasi sonucu Gn ve Gc yapisal glikoproteinleri ile birlikte yapisal
olmayan proteinler GP160, GP85, GP38 ve M proteini (NSm) olusmaktadir (Sekil
2.7) [44-46]. Nairoviriisler yapisal olmayan glikoproteinleri kodladigi bilinen tek

bunyavirtislerdir [1].
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Sekil 2.6 : KKKAYV transkripsiyon ve replikasyon dongiisii [1].
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Sekil 2.7 : KKKAYV glikoprotein islenmesi ve tiriinleri [1].

GPC, N glikolizasyonun meydana geldigi ER’de sentezlenir. Glikoprotein setinin
olusmasi icin GPC glikozile edilir. GPC sentezini sekresyon yoluna iten bir N-
terminal sinyal peptidi igerir. Endoplazmik retikuluma translokasyon {izerine sinyal
peptidi ¢ikarilir. GPC, N- glikosile edilir, katlanir, distilfit kopriileri olusur. Prekiirsor
proteinin transmembran domainleri ER membranin1 5 kez kaplar. GPC, tamamen
cevrilmeden once Gn oOnciilii (preGn), NSm ve Gc onciilii (preGe) olarak olarak
ayrilir. Bu basamagin sinyal peptidazlar ve intramembran klevaj proteazlarim
(1ICLPIs) gerektirdigi diisiiniilmektedir. Sinyal peptidaz ve/veya intramembran klevaj
proteazlar1 (1ICLPIs) GPC’yi transmembran domain 2 ve 4’e yakin bolgelerden ayirir
[45, 46]. PreGn ve preGc golgi kompleksine taginir. [47] PreGn golgi kompleksine
tasinirken preGe ER’den ¢ikmak igin preGn’ye ihtiyac duyar [10].
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GPC’nin olgunlagsmasimi tamamlamak i¢in preGn’nin Gn’ye preGc’nin Gce’ye
doniismesi gerekmektedir. PreGe’nin Ge’ye dontisimii subtilisin kexin isozyme-
1/site-1 protease (SKI-1/S1P) adi verilen bir proteaz ile gergeklesir. Pre-Gn’in SKI-
1/S1P ile ayrilmasi ise ER’de veya cis-Golgi ¢ikisinda meydana gelir. PreGn igin

proteaz ile ayrilmasi sonucu yapisal olmayan GP160 ve GP85 proteinleri olusur.

2.3 Kirim Kongo Kanamah Ates Viriisii’niin Proteinleri

2.3.1 S Segment: NP ve NSs

S segmentten kodlanan NP viral proteinler arasinda en fazla miktarda bulunan
protein olmasi sebebi ile dikkat g¢ekmektedir. Virlis yapist ve biyolojisinin
anlagilmasinda kilit rol oynar. Yaklasik 54 kDA molekiiler agirliga sahip oldugu
bilinmektedir [48]. NP’nin birincil islevi, RNP’leri olusturmak i¢in vRNA ve
cRNA’y1 c¢evrelemektir. RNP olusumundaki rolii ile iligkili olarak NP’nin L
proteininin N ve C terminal bolgeleri ile etkilesime girdigi ve transfekte edilmis
hiicrelerde L proteini ile ortak lokalizasyon gosterdigi belirlenmistir [37, 49, 50].
KKKAYV ile enfekte olmus hiicrelerde NP, periniikleer bolgeye aktin flementine bagl
bir sekilde lokalize edilir [50]. NP nin kristal yapisinin incelendigi ¢aligmalarda sap
ve bas kismi olmak iizere iki major domaine sahip oldugu belirlenmistir [51].
Oligomerizasyonun NP fonksiyonunu diizenledigi bilinmektedir. Bunun yani sira
RNA yoklugunda NP’nin sadece monomer olarak bulundugu bilinmektedir. Tek
basina NP RNA’y1 zayif bir sekilde baglarken NP oligomerlerinin RNA’y1 etkili
sekilde baglamada etkili olabilecegi diigiiniilmiistiir [52, 53]. NP’nin immiinojenitesi

oldukga yiiksektir ve B ve T hiicrelerinin temel hedefidir [1].

Transfekte edilmis hiicrelerde yakin zamanda ifade edilen KKKAV yapisal olmayan
proteini NSs mitokondriye lokalize olur ve mitokondriyal membran potansiyelini
bozarak apoptozu tetikler. Yapisal olmayan bu protein viriis tarafindan kodlanir

ancak viriis yapisina katilmaz [1, 54].
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2.3.2 M Segment: Glikoproteinler

M segmentten yaklasik 225 kDA boyutunda poliprotein prekiirsorii kodlanmaktadir.
Bu prekiirsér ER membraninda sinyal peptidazlarla kesime ugrar ve ortaya 140 Kda
Pre-Gn ve 85 Kda Pre-Gc ¢ikar. PreGn ve PreGc’nin subtilisin kexine isoenzyme-1 /
site-1- protease (SKI-1/S1P) ile kesilmeleri sonucu 37 kDa Gn ve 75 kDa Gc
olugsmaktadir [45]. M segmentten kodlanan glikoproteinler Gn ve Gc’nin hiicreye
giris ve fiizyona aracilik ettigi diisliniilmektedir. Bu glikoproteinlerin islevleri diger
bunyaviriis glikproteinlerinden farklilik gostermektedir. Gn’nin C terminalinde RNA
ile etkilesime girebilen, matriks proteini ile benzer islevler gosterebilen ve RNA’y1 in
vitro baglayan bir zinc-finger domain  bulunmaktadir [55]. KKKAV
glikoproteinlerinin islenmesi ve hiicreye girigin yan1 sira nétralizasyon ve korumada
etkili olabilecekleri diisiiniilmektedir. Golgiye taginmanin Gn’de bulunan sinyal
sekans1 ile gergeklestigi ve Gn-Gc etkilesiminin  Gc’nin  golgi  cisimcigine
taginmasinda etkili oldugu gosterilmistir. Yapilan ¢alismalar Gn’in tek basina veya
Ge ile birlikte golgi cisimciginde lokalize oldugunu gosterirken Ge’nin yalnizca Gn
varliginda golgiye transport edildigini ortaya koymustur. Bununla birlikte viriisiin
nétralizasyonu  Gec  spesifik  antikorlarla  gergeklesmektedir [10]. KKKAV
glikoproteinleri ortalama olarak 78-80 sistein kalintisi igerir; bu durum ¢ok sayida
disiilfit bagmin ve karmagsik bir ikincil yapimin varligimi gostermektedir. Pre-Gn
amino terminalinda yliksek oranda serin, treonin ve prolin kalintilar1 iceren oldukca
degisken bir bolgeye sahiptir. Bu bdlgenin agir bir sekilde glikozile edildigi ve bu
nedenle diger viral glikoproteinlerden 6zellikle Ebola viriisii glikoproteininde mevcut
olan miisin benzeri bir bodlgeye benzerligi dikkat ¢ekmektedir. Ebola
glikoprotinindeki miisin benzeri bu bolgenin hiicreye giris ve bagisiklikta nemli rol
oynadig1 gosterilmistir [56]. KKKAV yapisal glikoproteinleri Gn ve Gc hiicre yiizey
reseptorleri ile etkilesime girerek viriisiin hiicereye girmesine aracilik etmeleri, viriis
noétralizasyonunun bu glikoproteinlere yonelik antikorlarla gerceklesmesi, notralize
edici antikorlarin pasif transferi ile akut infeksiyonlu bireylerde kismen koruma
saglanmast sebebi ile yeni c¢aligmalara konu olmaktadir. Bu nedenle bu
glikoproteinlerin yapt ve fonksiyonlar1 karakterize edilmeye ¢alisiimaktadir.
KKKAV tropizmi ve patogenezinin tam olarak aydinlatilmasi ag1 gelistirme

calismalari i¢in de biiylik 6nem tagimaktadir [10].
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2.3.3 L Segment: RNA bagimh RNA polimeraz

Nairoviriisler Bunyaviridae ailesinin diger iiyelerine kiyasla oldukga biiyiik bir L
segment bulundururlar. Tiim bunyaviriislerde L segmentten tek iirin olarak RdRp
kodlanmaktadir. RARp Nairoviriis L proteininin yalnizca iigte birini olusturmaktadir.
RdRp C- terminal bolgesinin fonksiyonu heniiz bilinmemekle birlikte, nairoviriislerin
L segment N-terminal bolgesinde bazi ek sekanslar bulunmaktadir. Over tiimorii
(OTU) sistein proteazi bu ek sekanslardan biridir [49, 57]. KKKAV OTU domaini L
proteininin en kapsamli ¢alisilan bolgesidir. OTU domaini proteolitik aktivite ile
RdRp’nin serbestlesmesinde gorevlidir. Ayrica peptit baglarin {ibikitinasyonu ile
konak hiicrelerini baglamasinin ardindan deiibikitinasyon ile bu baglarin
kesilmesinde gorevlidir. Ayrica OTU domaini interferon stimulated gene-15 ( ISG
15) gibi {bikiitiin benzeri proteinlerin yaptig1 peptit baglarin1 da kesebilmektedir.
KKKAV OTU domaininin iibikitinasyon veya ISG 15’in dekonjugasyonu yolu ile
dogal immiin yanit1 baskiladig1 diistiniilmektedir [58, 59].

MRNA transkripsiyonunda ve viral genomun replikasyonunda rol alan L proteinin
sahip oldugu bir diger fonksiyon ise endoniikleaz aktivitesidir. Bu endoniikleaz
aktivitesi ile VRNA’larin 5’ uglart daha yaygin olarak trifosfat grubunu kullanan
diger bir ¢ok RNA virlisiiniin aksine monofosforile edilir. Cok sayida RNA
viriistinde bu trifosfat ucglar retinoik asitle indiiklenebilir gen 1 (retinoic acid-
inducible gene 1 — RIG-I)’in hedefidir ve hiicrede antiviral cevabin bagmasini
tetikler. KKKAYV L proteininin bu endoniikleaz aktivitesi RIG-I tarafindan taninmay1
engelleyerek bagisik yanittan kagmay1 saglayabilecegi diistiniilmektedir [1].

2.4. Viriis Benzeri Yapilar

Minigenom sistemindeki bazi sinirlamalarin istesinden gelmek icin “Viriis benzeri
yapilar- Virus like particle (VLP)’ teknolojisi gelistirilmistir. Bir VLP; viral
proteinlerin tamamini igermektedir ancak hedef hiiceye girdikten sonra wviral
proteinleri eksprese edememektedir. VLP’lerin bulasici olma 6zelligi goz ardi edilir
ve bu sayede biyogiivenlik seviyesi yiiksek laboratuvarlara gereksinim duyulmadan
viriislerin immiin sistemi uyarici 6zelliklerinin incelenmesine olanak tanir [1]. Tek
bir proteinden bir araya gelen VLP’lerin insanlarda viriis ¢aligmalar1 igin giivenli ve
etkili yapilar oldugu bazi ¢alismalarda gosterilmistir [60]. VLP’ler yiiksek derecede

tekrarlayan ve B hiicre reseptorlerine etkili bir sekilde c¢apraz baglanan
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makromolekiiler yapilardir [61]. Antijen sunan hiicreler ile etkilesim kurarak hem
dogal hem de adaptif immiin yanitlar1 uyrabilirler [62]. VLP’lerin bu karakteristik
Ozellikleri adjuvan olma Ozelliklerini ortaya koymaktadir. VLP temelli as1 gelistirme
caligmalar1; {iretilen rekombinant VLP’lerin hayvanlarda koruyucu o0zelligin
gosterilmesi  (klinik Oncesi caligmalar), insanlarda klinik caligmalar ve asi
etkinliginin onaylanmas: adimlarin1 takiben gerceklesmektedir. ilk onayli VLP
temelli as1 Hepatit B viriisiine (HBV) kars1 gelistirilmistir. Ardindan insan papilloma
virlisi (HPV) ve Hepatit E viriisiine (HEV) kars1 gelistirilmis VLP temelli agilar
bulunmaktadir. Zarfli veya zarfsiz olarak siniflandirilan VLP’lerin c¢esitliligi onlari
islevsel olarak ¢ok yonlii hale getirmektedir. HPV VLP asis1 gibi basit bir VLP hem
prokaryotik hem de Okaryotik eksresyon sisteminde iiretilebilir. Bazi durumlarda
basit VLP’lerin kapsit proteinlri homojen VLP olusturmak i¢in hiicre dis1 ortamda bir
araya getirilebilir. Bunun disinda zarfsiz ¢oklu kapsit  proteini VLP’leri liretmek
daha karmasik ve zordur. Bu kompleks VLP’ler genellikle maya gibi yliksek
Okaryotik konaklarda tiretilebilirler [63]. KKKAV viriisii i¢in VLP’ler NP, GPC ve
L proteinini kodlayan ii¢ yardimci plazmidin bir minigenom plazmit ile birlikte
eksprese edilmesi ile tretilir. Bu da enkapside haldeki minigenom RNA’nin
VLP’lere dahil edilmesine neden olur. VLP’ler hedef hiicrelere girebilir ve NP ile L
proteini varliinda RNP’ler replikasyon ve transkripsiyon i¢in kalip islevi goriirler.
Giiniimiizde KKKAV i¢in iki farkli VLP sistemi gelistirilmistir [36]. Birincisi
transkripsiyonel olarak etkin VLP’ler (tc-VLP) hiicreye girisi incelemek icin Renilla
raportor aktivitesini belirlemek tizre NP ve L proteinini eksprese eden hedef hiicreler
ile inkiibe edilir. Ikinci sistemde ise transkripsiyon ve hiicreye girise uygun VLP
(tec-VLP)’ler; L proteini ve GPC’nin kodon optimize sekansit VLP iiretmek igin bir
NanoLuc raportdrii kullanilarak {iretilir. Elde edilen tec-VLP’ler L proteini ve NP

eksprese etmeye ihtiyag duymadan hedef hiicreye girebilir [38].

2.5 Pichia pastoris

Giiniimiizde metilotropik maya Pichia pastoris rekombinant protein iiretimi i¢in
molekiiler biyolojide kullanilan standart vektdrlerden biridir [11]. Ozellikle
fermentor kullanilarak yapilan biiylik 6lgekli rekombinant protein {iretim

caligmalarinda P. pastoris’in etkinligi ortaya koyulmustur. Glinimiizde ¢ok sayida
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protein P. pastoris'te iretilebilmektedir. Yaklasik 50 yil once Koichi Ogatha
tarafindan kesfedilen P. pastoris; karbon ve enerji kaynagi olarak metan gazindan
ucuz bir sekilde sentezlenebilen metanolii kullanmaktadir [64]. Pichia ve candida
olarak iki farkli cinsi bulunan mayalardan Pichia’ya ait 30 alt tiir bulunmaktadir ve
P. pastoris bu tiirlerden biridir. Ozellikle yeni suslarin ve vektdrlerin gelistirilmesi,
gelistirilen bu suslarin biyolojisinin anlagilmasi ile P. pastoris’in ticari degeri ve
arastirma laboratuvarlar1 i¢in 6nemi her gegen giin artmaktadir [11]. P. pastoris’in
Ozellikle heterolog genlerin {iretimi i¢in olduk¢a basarili bir sistem haline
gelmesindeki en 6nemli faktorlerden bazilari; istenilen genlerin kontrollii bir sekilde
ekspresyonu i¢in alkol oksidaz I (AOX 1) promotorii bulundurmalart ve P.
pastoris’in molekiiler genetik manipiilasyonu igin gerekli tiim tekniklerin en iyi
karakterize edilmis model organizmalardan biri olan Saccharomyces cerevisiae ile
benzerlik tasimasidir [11]. P.pastoris’te protein ekspresyonu i¢in; promotor se¢imi,
hiicre i¢i veya hiicre disina sekresyona uygun vektdr se¢imi gibi bazi noktalara

ozellikle dikkat edilmesi gerekmektedir [65].

2.5.1 Okaryétik ekspresyon sisteminin avantajlar

Okarydétik ekspresyon vektdrii olarak mayalarin diger ekspresyon sistemlerine gore
ana avantajlarindan biri kullanimi ve kiiltlirii kolay olan bir mikroorganizma olma
ozelligi tasimalarimin yani sira Okaryotik olmalaridir. Ayrica proteolitik isleme,
katlama, distilfit bag olusumu ve glikosilasyon gibi daha yliksek 6karyétik hiicreler
tarafindan gergeklestirilen bir cok translasyonel modifikasyon yetenegine sahiptirler.
Cesitli maya sinyal dizileri kullanildiginda dogru katlanmis ve islenmis proteinler
tiretilebilir. Boylelikle bakteriyel ekspresyon sisteminde iiretilemeyen bir ¢cok protein
biyolojik olarak aktif molekiiller olarak P. pastoris’te iiretilebilir. Ayrica bocek ve
memeli doku kiiltiirii ekspresyon sistemleri gibi daha yiiksek karyotlardan tiiretilmis
ekspresyon sistemlerine gore hizli, basit, ucuz olduklari ve daha yiiksek ekspresyon
seviyelerine ulastiklar1 kabul edilmektedir [11].

Memeli ekspresyon sistemlerinden farkli olarak maya basit bilyiime ortaminda hizla
biiyiiyebilir. Klinik ve endiistriyel agidan 6nemli proteinlerin  fermentasyon
teknolojisi veya diger yollarla ekspresyonu i¢in yaygin olarak kullanilan ekspresyon
vektorleri olarak 6ne ¢ikmaktadirlar [66, 67]. E. coli’de iiretildiklerinde ¢oziinmeyen
inkluzyon cisimcikleri geklinde goriilen bazi proteinler, mayada eksprese

edildiklerinde siklikla ¢oziiniirler [68]. Bulnunla birlikte E.coli’de karsilagilan bir
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diger problem heterolog proteinlerin yapisinin bozulmasidir. Bu durum mayanin

ekspresyon vektorii olarak kullanildigi durumlarda genellikle azalmistir [69].
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Malzemeler

CCHFV_GC_Kelkit 06 pPICZaA (Genscript), SOC besiyeri (Sigma-Aldrich),
Zeosin (Invivogen), Tripton (Sigma-Aldrich), Sodyum Kloriir (Sigma-Aldrich),
Maya Ekstrakti (Merck), Yeast Nitrogen Base (BioShop), LB Broth (Sigma-Aldrich)
Lityum Asetat (Sigma-Aldrich), D- Sorbitol (BioShop), Pepton (Biomatik), D-
Glukoz (BioShop), Tripton (Sigma-Aldrich), Borik Asit (BioShop), Sodyum Dodesil
Siilfat (Sigma-Aldrich), Skim Milk Powder (Sigma-Aldrich),  Etilendiamin
tetraasetik asit (Sigma-Aldrich), Gliserol (Sigma-Aldrich), Sodyum Klorid (Sigma-
Aldrich), Metanol (Tekkim), Etanol (Tekkim), D-Biotin (BioShop), Agarose (Sigma-
Aldrich), Kalsiyum Klorid (BioShop), Akrilamid (Sigma-Aldrich), MetilenBis-
Akrilamid (Sigma-Aldrich), Asetik Asit (VWR Chemicals), Potasyum Dihidrojen
Fosfat  (Sigma-Aldrich), Tris baz (Sigma-Aldrich), Glisin  (BioShop),
Tetrametiletilendiamin (Sigma Aldrich), Tween 20 (Biomatik), Tris Aminometan
Hidroklorid (Multicell), Tris (BioShop), 1 Kb DNA Ladder (Bioline), Gel Loading
Buffer (Sigma-Aldrich), Brillant Blue R (Sigma-Aldrich), Etidyum Bromiir (Sigma-
Aldrich), Fosfat Tuz Tamponu (PBS) (VWR), Sodyum Asetat (BioShop), Sodyum
Hidroksit (Merck), Hidroklorik Asit (Sigma-Aldrich), Izopropanol (Sigma-Aldrich),
Amonyum persulfate (Sigma-Aldrich), Kalsiyum Karbonat (Sigma-Aldrich),
Kalsiyum Bikarbonat (Sigma-Aldrich), TMB EIA Substrat (abcam), Sac | (BioLabs),
Dream Tag DNA Polimeraz (Thermo Fisher Scientific), DTT 1,4-Dithiothreitol
(Sigma Aldrich), GangNam-Stain Prestained Protein Ladder (Intron Biotechnology),
DNA Spin plazmit DNA izolasyon kiti (Intron Biotechnology), DNA Clean and
Concentrator Kit (Zymo Research), Elektroporasyon Kiiveti (BIO-RAD) ,
Polietersiilfon (PES) Membran (GVS), Immulon 2 HB 96 Kuyulu Plaka (Thermo

Fisher Scientific), Nitroseliiloz membran (BioRad)

24



3.2 Cihazlar

Laminar hava akish steril kabin (Thermo Fisher Scientific) Bakteri ve
Okaryotik mikroorganizmaya transformasyondan sonra kullanilan kati besiyerleri
ve Okaryotik ekspresyon sisteminde protein iiretimi igin gerekli besiyerlerinin

hazirlanmasi i¢in kullanildi.

Su Banyosu (Witeg) Transformasyon igin gerekli 1s1 degisimlerini saglamak amaci
ile kullanildi.

Buz Makinesi (Scotsman) Transformasyon i¢in gerekli 1s1 degisimlerini saglamak

amaci ile kullanild.

Elektroporator (BioRad) Escherichia coli Top10’e transforme edilen plazmitlerin

okaryotik ekspresyon vektorii Pichia pastoris’e aktarilmasi igin kullanildi.

PCR Cihaz1 (BioRad) Transforme edilen plazmitlerin spesifik primerler

kullanilarak dogrulanmas: i¢in kullanild.

Yatay Elektroforez Jel Sistemi (BioRad) PCR sonrasi elde edilen iriinlerin

agaroz jelde goriintiilenmesi igin kullanildi.

Multitron Standard Incubation Shaker (Infors HT) Viral glikoproteinin

ekspresyonu i¢in gerekli kosullart saglamak amaci ile kullanildi.

Santrifiij Ekspresyon sonucunda iiretilen proteini kiiltiir ortamindan uzaklagtirmak

i¢in kullanildi.

Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Scientific) izole edilen DNA ve iiretilen

protein konsantrasyonunu tayin etmek icin kullanildi

30°C ve 37°C Inkiibator Transformasyon icin gerekli kosullar1 saglamak amaci

ile kullanildu.

Dikey Elektroforez Jel Sistemi (BioRad) Pichia pastoris’te iretilen viral

glikoproteini protein seviyesinde analiz etmek i¢in kullanildu.

Western Blot Transfer Sistemi (BioRad) Pichia pastoris’te iretilen viral

glikoproteinin membrana transfer edilmesinde kullanildi.

Kemiliiminesans Goriintiileme Sistemi (Fusion Solo S) Uretilen rekombinant

proteinin Western blot ile analizi i¢in kullanlmistir.
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Mikroplaka Yikayic1 (Thermo Scientific) tretilen glikoproteinin EIA test ile

analizi i¢in kullanild.

Mikroplaka Okuyucu (BioRad) EIA verilerinin nicel olarak ifade edilmesi i¢in
kullanildi.

3.3 Calisma Materyali

Bu calisgmada KKKAV Kelkit Susu glikoproteini GC’ye ait optimize sekans ve
Okaryotik ekspresyon vektorii Pichia pastoris KM71 susu kullanilmistir. Tez
kapsaminda yapilan deneylerin tamami Bezmialem Vakif Universitesi Beykoz

Yasam Bilimleri ve Biyoteknoloji Enstitiisii Laboratuvarlarinda gergeklestirilmitir.
3.4 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriisii Kelkit Susu glikoproteini GC’ye ait sekans
sirast ile klonlama vektorii E. coli Top 10’e¢ ve ekspresyon vektorii Pichia
pastoris’e transforme edilmistir. Pozitif transformantlarin se¢imi zeosinli besiyeri

kullanilarak yapilmistir.

3.4.1 LB Broth hazirlanmasi

35 g LB broth tartilarak 1 1 su igerisinde ¢ozdiriildii. Hazirlanan besiyeri

otoklavlanarak steril edildi.
3.4.2 Low Salt LB Broth hazirlanmasi

10 g tripton, 5 g maya ekstrakti, 5 g sodyum kloriir uygun bir siseye alindi ve 1 1 su
igerisinde ¢ozdiiriildi. 1 N sodyum hidroksit kullanilarak pH 7.5‘¢ ayarlandi.

Hazirlanan besiyeri otoklavlanarak steril hale getirildi.
3.4.3 Low Low salt LB kati1 besiyeri hazirlanmasi

10 g tripton, 5 g maya ekstrakti, 5 g sodyum kloriir, 15 g agar tartilarak uygun bir
siseye alndi. 1 N sodyum hidroksit kullanilarak pH 7.5’e¢ ayarlandi..
Otoklavlanarak steril hale getirilen besiyeri 55°C’ye kadar sogutudu ve son
konsantrasyon 25ug/ml olacak sekilde zeosin eklendi. Petrilere dokiilen kati

besiyeri kullanima hazir hale getirildi.
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3.4.4 Zeosinli Yeast extract peptone dextrose besiyeri hazirlanmasi

10 gram maya ekstrakti, 20 gram pepton, 20 gr dekstroz tartilarak uygun bir siseye
alindi ve 1 litre su igerisinde ¢6zdiiriildii. Hazirlanan besiyeri otoklavlanarak steril
hale getirildi. Sogutulan besiyerine son konsantrasyon 100ug/ml olacak sekilde 1

ml zeosin eklendi.

3.4.5 Zeosinli yeast extract peptone dextrose kati besiyeri hazirlanmasi

10 gram maya ekstrakti, 20 gram pepton, 20 gr dekstroz, 20 gr agar tartilarak uygun
bir siseye alindi ve 1 litre su igerisinde ¢ozdiriildii. Hazirlanan besiyeri
otoklavlanaak steril edildi. 55 "C’ye kadar sogutulan besiyerine son konsantrasyon
100ug/ml olacak sekilde 1 ml zeosin eklendi. Petrilere dokiilen besiyeri hazir hale
getirildi.

3.4.6 Buffered glycerol-complex medium hazirlanmasi

10 gr maya ekstrakti ve 20 gr pepton uygun bir siseye alinarak 700 ml su igerisinde
¢ozdiriildii. Hazirlanan besiyeri otoklavlanarak steril hale getirildi. 13,4 gr Yeast
nitrogen base (YNB) 100 ml su igerisinde ¢ozdiiriildii ve filtreden gegirilerek steril
edildi. 20 mg biotin 100 ml su igerisinde ¢ozdiiriildii ve filtreden gegirilerek steril
edildi. 10 ml gliserol 90 ml su ile karistirildi ve filtreden gegirilerek steril edildi. 1
M Potasyum fosfat ¢ozeltisi hazirland1 ve potasyum hidroksit (KOH) kullanilarak
pH 6’ya ayarlandi. Otoklavlanarak steril hale getirilen 700 ml besiyeri, 100 ml 1 M
Potasyum fosfat ¢ozeltisi, 100 ml YNB ¢ozeltis, 100 ml gliserol ¢ozeltisi ve 2 ml
biotin ¢6zeltisi laminar hava akigh kabin igerisinde birlesirilerek 1 litre buffered

glycerol complex medium (BMGY) hazir hale getirildi.

3.4.7 Buffered methanol-complex medium hazirlanmasi

10 g maya ekstrakti ve 20 g pepton uygun bir siseye alinarak 700 ml su icerisinde
¢Ozdiiriildii. Hazirlanan besiyeri otoklavlanarak steril hale getirildi. 13,4 gram Yeast
nitrogen base 100 ml su igerisinde ¢ozdiiriildii ve filtreden gegirilerek steril edildi.
20 mg biotin 100 ml su igerisinde ¢ozdiiriildii ve filtreden gegirilerek steril edildi.
BMGY farkli olarak 10 ml metanol 90 ml su ile karistirildi ve filtreden gegirilerek
steril edildi. 1 M Potasyum fosfat ¢ozeltisi hazirlandi ve potasyum hidroksit
kullanilarak pH 6’ya ayarlandi. Otoklavlanarak steril hale getirilen 700 ml besiyeri,
100 ml 1 M Potasyum fosfat ¢ozeltisi, 100 ml YNB ¢ozeltisi, 100 ml gliserol
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¢ozeltisi ve 2 ml biotin ¢dzeltisi laminar hava akigl kabin igerisinde birlesirilerek 1

litre buffered glycerol complex medium (BMGY) hazir hale getirildi.

3.5 Cozelti ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

1 M Potasyum fosfat ¢ozeltisi

132 ml 1 M K:HPO. ve 868 ml 1 M KH:PO. ¢ozeltisi karigtirildiktan sonra
potasyum hidroksit (KOH) kullanilarak pH 6’ya ayarlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti

otoklavlanarak steril edilmistir.
0.1 M Kalsiyum klorid (CaCl.) ¢ozeltisi

1.109 gr CaCl: tartilarak 100 ml ddH2O igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra laminar

hava akisli kabin igerisinde filtreden gecirilerek steril edilmistir.
0.1 M CaCl: + %15 Gliserol cozeltisi

1.109 gr CaCl: tartilarak 100 ml ddH2O igerisinde ¢6zdiiriildiikkten sonra 15 ml
gliserol eklenmistir. Hazirlanan ¢ozeltisi vorteklenerek homojen hale getirilmis

ardindan laminar hava akish kabin icerisinde filtreden gecirilerek steril edilmistir.
3 M Sodyum asetat ¢ozeltisi

24.610 gr sodyum asetat tartilarak 100 ml ddH-O igerisinde ¢6zdiiriildiikten sonra
pH:4.7’ye ayarlanmistir.

100 mM Lityum asetat ¢ozeltisi

0.659 g lityum asetat tartilarak 100 ml ddH:O igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra

filtreden gecirilerek steril edilmistir.
1M 1,4-Dithiothreitol (DTT) ¢ozeltisi

15.4 g DTT tartilarak 100 ml ddH-O igerisinde ¢ozdiirtildiikten sonra filtreden

gecirilerek steril edilmistir.
1 M sorbitol ¢ozeltisi

18.217 gr sorbitol tartilarak 100 ml ddH.O igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra

filtreden gecirilerek steril edilmistir.
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1X Fosfat tuz tamponu

8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 g Na:HPO4 ve 0.24 ¢ KH2PO4 uygun bir sisede bir araya
getirildikten sonra hacim ddH:O ile 1 litreye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti
manyetik karigtirict yardimi ile homojen olana dek karistirilmistir. Hazirlanan

¢ozeltinin pH’1 7.4’e ayarlandiktan sonra otoklavlanarak steril edilmistir.
10 X tris-borik asit-etilen diamin tetra asetat ¢ozeltisi

121.1 g tris baz, 61.8 g borik asit ve 7.4 g EDTA tartilarak uygun bir siseye
alinmigtir. Uzerine 500 ml ddH-O eklendikten sonra manyetik karistirict yardimi ile

¢ozdiiriilerek 10X TrisBorik Asit-Etilen Diamin Tetra Asetat (TBE) hazirlanmustir.
%1 agaroz jel hazirlanmasi

Hazirlanan 10X TBE tamponu 1X’e diisiiriilmistiir. 1 g agaroz tartilip bir erlene
alinmig ve 1X TBE ile hacim 100 ml’ye tamamlanmstir. 2,5 dakika boyunca
isitilip kaynatilan ¢ozeltiye 1 pl EtBr ilave edilerek hazirlanan jel yatagina
dokiilmustiir. Dokiilen ¢ozeltiye yiikleme kuyucuklarini olusturmak igin tarak
yerlestirilerek donmaya birakilmistir. Donmus jelden tarak dikkatlice ¢ikarilarak jel

1X TBE igeren yiikleme tankina yerlestirilmistir.
Acrylamide/Bisacrylamide ¢ozeltisi

29.2 gr acrylamide ve 0.8 gr N’N’- bis-methylene-acrylamide tartilarak manyetik

karistirict yardimi ile 100 ml ddH2O igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
%10 SDS ¢ozeltisi

10 gr SDS 90 ml deionize su igerisinde manyetik karigtirict yardimi ile

¢Ozdirilmiistiir.
1.5 M Tris-HCI ¢ozeltisi

18.15 g Tris base 100 ml deionize su igerisinde ¢Ozdiiriilmiis ve 6 N HCI

kullanilarak pH 8.8’e ayarlanmustir.
0.5 M Tris-HCI ¢ozeltisi

6 g Tris base 60 ml deionize su igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve 6 N HCI kullanilarak pH

6.8’e ayarlanmistir.
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SDS Sample Buffer

e 3.55 ml deionize su

e 1.25ml0.5M Tris HCI pH:6.8
e 2.5ml gliserol

e 2 ml%10 SDS

e 0.2 ml %0.5 Bromophenol Blue

Toplam hacim 9.5 ml olacak sekilde bir araya getirilmis ve vortekslenerek

karigtirilmistir.
10X Electrode (running ) buffer

30.3 g Tris base, 144 g glisin, 10 g SDS tartilarak manyetik karistirict yardima ile 1

L deionize su igerisinde ¢cozdiiriilmiistiir.
10% APS ¢ozeltisi

100 mg ammonium persulfate 1 ml dH.O igerisinde vortekslenerek

¢Ozdiirtilmiistiir.
Poliakrilamid jel formiilasyonu

Ekspresyon friinlerinin analizi i¢in konsantrasyonu %15 resolving, %10 stacking

olacak sekilde SDS PAGE jel hazirlanmistir.
Resolving i¢in; 2.4 ml deionize su
5.0 ml acrylamide/bis
2.5ml 1.5 M Tris HCI
0.1 ml 10% SDS
50 ul 10% APS
5 ul TEMED

Bir falkon tiipte bir araya getirilmis ve her bir jel kasedi i¢in 5 ml olacak sekilde

dokiilerek izopropanol eklendikten sonra donmasi beklenmistir.
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Stacking i¢in; 4.1 ml deionize su
3.3 ml acrylamide/bis
2.5ml 0.5 M Tris Hcl
0.1 ml 10% SDS
50 ul 10% APS
10 pl TEMED

Bir falkon tiipte bir araya getirilmis ve donan resolving {izerine dokiilmistiir.

Uygun taraklar yerlestirilerek donmas1 beklenmistir.
Coomassie Blue hazirlanmasi

500 ml ddH-0, 400 ml metanol, 100 ml asetik asit ve 1 gr Brillant Blue R manyetik

karistiric1 yardimi ile homojen olacak sekilde karistirilmistir.
Dekolorizasyon c¢ozeltisi

500 ml ddH20, 400 ml metanol ve 100 ml asetik asit uygun bir sisede bir araya

getirilerek karistirilmagtir.
Transfer Buffer

2.9 g Tris baz, 144 g glisin ve 20 ml metanol manyetik karistirict yardim ile 1 litre

ddH-O igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
TBST

10 ml 1 M Tris-Cl, 9 g NaCl ve 2 ml Tween 20 manyetik karistirict yardim ile 1

litre ddH-O igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

Skim milk ¢ozeltisi

2.5 g skim milk powder 50 ml TBST igerisinde manyetik karigtirici yardimi ile
¢ozdiirtilerek %5 skim milk ¢ozeltisi hazirlanmstir.

Fosfat tuz tamponu/tween20 (PBST)

8 g NaCl, 0.2 g KClI, 1.44 g Na,HPOs4, 0.24 g KH2PO4 ve 500 pul Tween 20 uygun
bir sisede bir araya getirildikten sonra hacim steril ddH.O ile 1 litreye tama
mlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti manyetik karistirict yardimi ile homojen olana dek

karigtirilmastir.
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Coating buffer (Kaplama Soliisyonu)

1465 mg NaHCOs ve 795 mg Na2COs 500 ml ddH:O su igerisinde ¢ozdiiriildiikten

sonra pH’1n 9.6 oldugu kontrol edilmistir.

3.6 Klonlama

3.6.1 Kompetent Escherichia coli Top10 hazirlanmasi

5 ml LB sivi besiyeri igerisine bir koloni E. coli Top 10 inokiile edilerek 37
°C 200 rpm’de gece boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan 100 ml LB siv1 besiyeri icerisine gece boyunca
inkiibe edilen kiiltiirden 1 ml alinarak inokiile edilmistir.

Hazirlanan kiiltiir 37 °C 200 rpm’de 5 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan kiiltiir buz igerisinde 10 dakika bekletilmistir.

6.000 rpm’de 3 dk santrifiijjlendikten sonra supernatant dikkatlice peletten
uzaklagtirilmastir.

Pelet 10 ml soguk 0.1 M CaCl: ¢ozeltisi igerisinde resiispende edildikten
sonra 20 dk buz igerisinde inkiibe edilmistir.

6.000 rpm’de 3 dk santrifiijlendikten sonra supernatant dikkatlice peletten
uzaklagtirilmistir.

Pelet 5 ml soguk 0.1 M CaClz + %15 gliserol ¢ozeltisi igerisinde resiispende
edilerek kompetent E.coli Top 10 transformasyonda kullanilmak {izere

hazir hale getirilmistir.

3.6.2 Klonlama vektoriine transformasyon

Genscript firmasindan pPICZa A plazmidi igerisinde gelen Kirim Kongo Kanamali

Atesi Viriisii Kelkit Susu glikoproteini GC’ye ait sekans ; ‘CCHFV_GC Kelkit

06 _pPICZo’ kalsiyum klorid (CaClz) ile kompetent hale getirilen Escherichia coli

Top10’e transforme edilmistir.

Bu amagla plazmitler kompetent hiicreler ile bir araya getirildikten sonra 15
dakika buz igerisinde inkiibe edilmistir.
42°C’de 2 dk inkiibasyonun ardindan plazmit ve kompetent hiicreler 5 dk

buz igerisinde inkiibe edilmistir.
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e 250 ul SOC medium eklendikten sonra 200 rpm 37°C’de 1 saat boyunca
inkiibe edilen hiicre plazmit bilesimi siire sonunda zeosinli Low Salt LB kat1

besiyerlerine ekilerek 37 © C’de bir gece inkiibe edilmistir.
3.6.3 Polimeraz zincir reaksiyonu

Zeosinli besiyeri kullanilarak seleksiyonu yapilan transformantlarin bir kismi 6ze
yardimi ile 50 pl su igerisine alinmustir. 95°C’de 5 dk kaynatildiktan sonra
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) i¢in template olarak kullanilmak tizere hazir
hale getirilmistir. Gerekli tiim materyaller tabloda belirtilen miktarlarda bir araya

getirilerek reaksiyon baslatilmistir.

Tablo 3.1: Klonlama asamalarinda kullanilan PZR bilesenleri.

Miktar
10 X PCR Buffer 5ul
25 mM mgCl: 1pl
dNTP 0,5 ul
Primer ¢ifti 2 ul
Template DNA 1ul
Taq DNA polimeraz 0.5l
dH-0 40 pl
Toplam Hacim 50 ul

Tablo 3.2: Klonlama asamalarinda kullanilan PZR kosullari.

Asama Dongili Faz Stire Sicaklik

Baslangig 5dk 95°C

1 1
denatrasyunu

2 35 Denatiirasyon 1 dk 95°C
3 35 Baglanma 1dk 55°C
4 35 Uzama 1 dk 72°C
5 1 Son uzama 10 dk 72°C

3.6.4 Agaroz jel elektroforezi
PZR iiriinlerinin agaroz jele yiiklenmesi
Reaksiyon sonrasinda elde edilen iirtinden 10 pl almarak 2 pl 6X jel

yiikleme boyasi ile karistirilmis ve ardindan hazirlanan %1 agaroz jele
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yiklenmigtir. 100 Volt (V) 500 Amper (A) ‘de 30 dk boyunca

elektroforez edilmistir.

3.7 DNA izolasyonu

Kirim Kongo Kanamali Ates Viriisii Kelkit Susu glikoproteini GC’ye ait
sekans E. coli Topl0’e transforme edildikten sonra ilgili primerler
kullanilarak PZR ile dogrulanmistir. Transformasyon friinleri 20 ml
Zeosinli lenox besiyeri igerisinde 37°C 200 rpm ‘de gece boyunca inkiibe
edilmistir. Yaklasik 16 saat sonra DNA Spin plazmit DNA izolasyon kiti
(Intron Biotechnology) kullanilarak DNA izolasyonu yapilmustir.

3.8 Etanol Presipitasyonu

E. coli Top 10’e transforme edildikten sonra izole edilen plazmit linearize

edilmeden 6nce etanol presipitasyon metodu ile konsantre edilmistir.

e Bu amagla izole edilen 50 pl plazmit; 5 ul 3 M sodyum asetat ve
250 pl etanol ile karigtirilarak -80 “C’de 1 saat boyunca inkiibe
edilmistir.

e Inkiibasyonun ardindan 4°C 14000 rpm’de 30 dk
sanrtifiijlenmistir. Supernatant dikkatlice uzaklastirildiktan sonra
pelet filtre kagidi tizerinde 15 dk kurumaya birakilmistir.

e Kurutulan pelet iizerine 500 pl sofuk %70 etanol ¢ozeltisi
eklenmigtir. 14000 rpm’de 5 dk santrifiijiin ardindan supernatant
dikkatlice uzaklastirilmistir.

e Pelet filtre kagidi {lizerinde iyice kurutulduktan sonra 20 ul TE

cozeltisi icerisinde resiispende edilmistir.

3.8.1 izole edilen DNA’larin konsantrasyon ve kalitesinin tayini

Izole edilen DNA’larin konsantrasyon ve safligin1 belirlemek igin
nanodrop spektrofotometre kullanilarak 260 nm ve 280 nm dalga

boylarinda dl¢tim yapilmistir.
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3.9 Plazmit Linearizayonu

Rekombinant plazmit CCHFV_GC Kelkit 06 pPICza Sacl enzimi

kullanilarak linearize edilmistir.

Tablo 3.3: Sac | ile linearizasyon.

Miktar

Sacl FD Buffer Sul
Sac | 1ul
DNA 10 ul
dH-O 34 ul
Toplam Hacim 50 ul

37°C’de bir gece boyunca gerceklestirilen reaksiyon sonrasinda tiipler

80°C’de 20 dk tutularak enzimin inaktivasyonu gergeklestirilmistir.

Enzimin aktivitesini gostermek i¢in 1 pl linearize plazmit 9 ul fosfat tuz
tamponu (PBS) ile karistirilmistir. Ardindan 10 pl 6rnek 2 pl jel yiikleme

boyast ile karistirillarak %1 agaroz jele yiiklenmistir.

3.9.1 Linearizasyon iiriinlerinin konsantre edilmesi

Sacl enzimi ile gerceklestirilen reaksiyonun ardindan transformasyonda
kullanilmak {izere linearize plazmit reaksiyon tliplindeki diger
bilesenlerden arindirildi. Bunun i¢in DNA Clean and Concentrator Kit
direticinin talimatlarima uygun olarak kullanilmistir. Bu kit yardimi ile

temizlenen linearize DNA 1pg/ ul olacak sekilde konsantre edilmistir.

3.10 Transformasyon

3.10.1 Ekspresyon vektoriiniin elektroporasyon i¢in hazirlanmasi

e Linearize edilen plazmidi transforme etmek {izere kompetent

Pichia pastoris KM71 hazirlanmistir.
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Bunun i¢in YPDS kat1 besiyerine ekim yapilmistir. 30°C’de 2 giin
inkiibe edidikten sonra petriden se¢ilen bir koloni 50 ml falkon tiip
icerisindeki 5 ml YPD’ye inokiile edilmistir.

Kiiltiir gece boyunca 30°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
ardindan 500 ml YPD igerisine gece boyunca inkiibe edilen
kiltiirden 100 pl alinarak inokiile edilmistir.

500 ml kiltir 30°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan 1/10 diliisyon igin ODsoo’de &lciim
yapilmistir ve okuma degeri 3 iken inkiibasyon sonlandirilmistir.
Biiyiimeyi durdurmak igin kiiltiir flaski buz igerisinde 15 dk
inkiibe edilmistir. Ardindan 4°C 5000g’de 5 dk santrifiijlenmistir.
Santrifiijden sonra pelet ve supernatant dikkatlice ayrilip
supernatant atilmistir.

Peletlerin buzda inkiibasyonunun ardindan 10 ml steril su
eklenmis ve vortekslenmistir. 1 ml 10X Tris-EDTA ve 2 ml 100
mM lityum asetat eklenmistir.

Eklenen soliisyonlar iginde resilispense edilen pelet 30°C 85
rom’de 45 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 500 ul 1M
1,4-Dithiothreitol (DTT) eklenmis ve 15 dk buzda inkiibe
edilmistir.

Hacim steril su ile 50 ml’ye tamamlandiktan sonra 4°C 4000g’de 5
dk santrifiijlenmistir. Santrifiijiin ardindan supernatant dikkatlice
atilmastir.

Pelet 10 ml steril su igerisinde resiispende edildikten sonra hacim
steril su ile 50 mI’ye tamamlanmustir.

4°C 4000g’de 5 dk santrifiijlendikten sonra supernatant dikkatlice
atilmig pelet 5 ml 1 M sorbitol igerisinde resiispende edilmistir.
Son kez 4°C 4000 g’de 5 dk santrifiijlendikten sonra supernatant
dikkatlice atilmis pelet 1 ml 1 M Sorbitol igerisinde resiispende
edilmistir.

40 ul aliquotlanan kompetent P. pastoris hemen kullanilmak tizere

hazir hale getirildi.
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3.10.2 Elektroporasyon

Elektroporasyon igin 40 pl kompetent P. pastoris ve yaklasik 10 pg linearize
plazmit 0,2 cm elektroporasyon kiivetinde bir araya getirilmistir. Buz icerisinde 5
dk inkiibasyonun ardindan kiivet elektroporatér cihazimin ilgili haznesine

yerlestirilmistir.

Elektroporasyon kiivetindeki 6rnek ependorfa alinarak 1 ml 1M sorbitol
eklenmistir. 30°C de 2 saat inkiibasyonun ardindan 100 ug/ ml zeosin iceren YPDS
kat1 besiyerlerine ekim yapilmistir. 30°C’de yaklasik 4 giin inkiibasyonun ardindan
pozitif transformantlarin seleksiyonu zeosin araciligi ile yapilmistir. Bu seleksiyon
basamag: ard arda ii¢ kez tekrarlanmustir. Ugiincii tekrardan sonra ilgili primerler

kullanilarak PZR ile sekanslarin dogru oryantasyonda olup olmadig: belirlenmistir.

PZR ile dogru oryantasyonda oldugu dogrulanan pozitif transformantlar ekspresyon

icin kullanilmak tizere %50 gliserollii YPD icerisinde stoklanmustir.
3.11 Ekspresyon

KKKKAV Kelkit 06* susu glikoproteini GC’yi okaryotik ekspresyon vektori P.
pastoris’te iliretmek hedeflenmistir. Bu amagla; seleksiyonu yapilan
transformantlardan saf koloni izole etmek icin zeosinli YPDS besiyerlerine pasaj

alinmustir.

e 30°C’de 2 giin inkiibasyonun ardindan elde edilen saf koloni 100 ml
BMGY igerisine alinmig ve 30°C 200 rpm’de gece boyunca inkiibe
edilmistir.

e ODeoo = 10’ a ulastiginda kiiltiir 5000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir.

e Pelet ve supernatant birbirinden ayrildiktan sonra supernatant dikkatlice
atilmustir.

e Pelet 100 ml BMGY igerisinde resiispende edilmistir.

e Bu resiispansiyon islemi 0. saat kabul edilerek her 24 saatte bir son
konsantrasyon %1 olacak sekilde %100 metanol ile indiikkleme islemi

yapilmustir.

37



e Her 24 saatte bir kiiltiirden 1 ml 6rnek ependorf igerisine alinarak 13000
rpm’de santrifiijlenmistir.
e 120. saatin sonunda 5000 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek ekspresyon iiriinii

pelet ve supernatant birbirinden ayrilmistir.

3.12 Piirifikasyon

Ekspresyondan sonra santrifiijlenerek peletten ayrilan supernatant 5000 rpm’de 5
dakika on satrifiij islemine tabi tutulmustur. Ardindan ayr1 bir tiipe alinan
supernatant ependorflara dagitilarak 18000 rpm’de gece boyunca santrifiijlenmistir.
Santrifiij isleminden sonra supernatant ayri bir tiipte toplanmis, pelet 500 ul fosfat

tuz tamponu (PBS) icinde restispende edilmistir.

3.13 SDS Page ile Analiz

KKKAYV glikoprotein C Okaryotik ekspresyon vektorii KM71 Pichia pastoris’te
tretildigini gostermek ve molekiil agirligini analiz etmek igin SDS-PAGE

yapilmistir.

3.13.1 Orneklerin SDS PAGE icin hazirlanmasi

PBS icerisinde resiispende edilen ekspresyon iriinlinii analiz etmek i¢in 10 pl
ornek 20 pl sample buffer ile karigtirllmistir. Ardindan 95°C’de 15 dk kaynatilarak
analiz i¢in hazir hale getirilmistir. Ornekler molekiiler agirligi belirlemek icin
GangNam-Stain Prestained Protein Ladder ile birlikte hazirlanan poliakrilamid

jele yliklenmistir.

3.13.2 Ekspresyon iiriinlerinin elektroforezi

Hazirlanan ornekler jele yiiklendikten sonra 1X Electrode (running ) buffer
icerisinde ; 50 V 20 dk ardindan 200 V 50 dk elektroforez edilmistir.

3.13.3 Poliakrilamid jelin coomassie blue ile boyanmasi

Poliakrilamid jeli boyama islemi i¢in hazilanan coomassie blue soliisyonu igerisine

jel ylizeyini kaplayacak sekilde alinmistir. 70°C’de 1 dakika boyunca isitilan
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poliakrilamid jel 40 rpm’de 15 dk c¢alkalanarak oda sicakliginda boyama islemi
yapilmustir.

Dekolorizasyon islemi igin ; coomassie ile boyanan poliakrilamid jel
dekolorizasyon ¢ozeltisi igerisine almmistir ve 70 ‘C’de 1 k isitilmastir.
Dekolorizasyon ¢ozeltisi igerisindeki 30 dk inkiibasyonun ardindan white light

transluminator yardimu ile gériintiileme islemi yapilmigtir.
3.14 Western Blot ile Analiz

Proteinler SDS-PAGE ile ayristirildiktan sonra nitroseliil6z membrana transfer

edilmistir.
Serum diliisyonlarinin hazirlanmasi

Pozitif-negatif insan ve tavsan serumlari skim milk ¢ozeltisi igerisinde

hazirlanmustir.

e SDS PAGE ile analiz protokoliine gdre hazirlanan Ornekler 95°C’de 15
dakika kaynatilarak denatiire edilmistir.

e Poliakrilamid jele yiiklenerek 50 V 20 dk ardindan 200 V 50 dk
elektroforez edilmistir.

e Elektroforez sonrasinda jel dH2O ile hafif¢e calkalanarak 5 dk inkiibe
edilmistir.

o Jel transfer buffer i¢erisinde 5 dk hafifce sallanarak inkiibe edilmistir.

e Transfer kasedi transfer buffer ile 1slatilmistir.

e Transfer kasedine sirasi ile filtre kagidi membran jel filtre kagidi
yerlestirilmis ve tiim katmanlarin transfer buffer ile 1slanmasi saglanmaistir.

e 25V’da 7 dk boyunca gergeklestirilen transfer islemi sonrasinda membran
dH-0 igerisinde 5 dk inkiibe edilmistir.

e Membran TBST igerisinde hafifce sallanarak 5 dk inkiibe edilmistir.

e Ardindan taze hazirlanmis %5 skim milk ¢ozeltisi igerisinde oda
sicakliginda hafifce sallanarak 2 saat bloklanmistir.

e Bloklama soliisyonun temizlemek i¢in memran TBST ile 5 dk yikanmuistir.
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e Membran pozitif insan, negatif insan, pozitif tavsan, negatif tavsan
serumlart ile hazirlanan primer antikorlar ile gece 4°C ‘de hafifce
calkalanarak inkiibe edilmistir.

e Gece boyunca inkiibasyonun ardindan membran 5 kez 5 dk TBST ile
yikanmistir.

e Membran %5 skim milk igerisinde hazirlanan sekonder antikor ile 1 saat
boyunca inkiibe edilmistir.

e TBST ile 5 kez 5 dk yikanan membran Western blot goriintiileme kiti

icerisindeki soliisyonlar ile inkiibe edildikten sonra goriintiilenmistir.

3.15 EIA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

e 96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna son konsantrasyonu 0.01 pg olacak
sekilde 100 pl kaplama soliisyonu igerisinde hazirlanmis antijen
dagitilmistir.

e Plaka bir gece +4°C’de inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyonun ardindan plakadaki tiim kuyular 200 pl PBST ile bir kez
yikanmistir.

e Plakadaki tiim kuyular 200 pl PBST igerisinde hazirlanmis %5 skim milk
coOzeltisi ile 2 saat inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyonun ardindan bloklama soliisyonu aspire edilmistir.

e Primer serum dillisyonlart %5 skim milk c¢ozeltisi igerisinde 1:100
diliisyonda hazirlanarak her kuyuya 100’er ul olacak sekilde eklenmistir.

e 96 kuyulu plaka 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyonun ardindan tiim kuyular 200 pl PBST ile 3 kez yikanmustir.

e Sekonder antikor diliisyonlar1 %5 skim milk ¢d6zeltisi igerisinde 1:500
diliisyonda hazirlanarak her kuyuya 100°er ul olacak sekilde dagitilmistir.

e 37°C’de bir saat inkiibasyonun ardindan tiim kuyular 200 ul PBST ile 3 kez
yikanmistir.

e Tiim kuyulara 100 ul TMB soliisyonu eklenmis ve oda sicakliginda karanlik
ortamda 20 dakika inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyonun ardin tiim kuyulara 100 pl 2 N H.SOs eklenerek 450 nm’de

optik dansite ol¢iilmiistiir.
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Klonlama Stratejisi

Klonlama i¢in asagida sekansi verilen, optimizasyonu yapilmis KKKAV Kelkit *06
susu glikoproteini Gc geni (1626 bg) pPICZa A vektorii i¢inde ve liyofilize halde
(100 pg) ticari olarak elde edilmistir (Genscript, USA).
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Sekil 4.1 : KKKAV glikoproteini Ge genini tagtyan pPICZaA plazmit haritas:.
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Optimize Sekans:
GAATTCGAAGAGGATTTGACTAACTTTTGTCATCAAGAATGTCAAGTTACTGAAACTGAG
TGTTTGTGTCCATACGAGGCTTTGGTTTTGAGAAAGCCTTTGTTCTTGGATTCTATCGTTA
AGGGTATGAAGAACTTGTTGAACTCTACTTCTTTGGAAACTTCTTTGTCTATTGAGGCTCC
TTGGGGTGCTATTAACGTTCAATCTACTTTTAAACCTACTGTTTCTACTGCTAACATTGCT
TTGTCTTGGTCCTCTGTTGTTCACCGTGGTAACAAGATTTTGGTTACTGGTAGATCCGAAT
CTATTATGAAATTGGAAGAGAGAACTGGTGTTTCTTGGGATTTGGGTGTTGAAGATGCTT
CTGAGTCTAAGTTGTTGACTGTTTCTATCATGGATTTGTCTCAAATGTACTCTCCAGTTTT
CGAGTATTTGTCTGGAGATAGACAAGTTGAAGAGTGGCCAAAGGCTACTTGTACTGGAG
ATTGTCCTGAAAGATGTGGTTGTACTTCTTCTACTTGTTTGCATAAAGAGTGGTCCCATTC
CAGAAACTGGAGATGTAATCCTACTTGGTGTTGGGGTGTTGGTACTGGTTGTACTTGTTG
TGGTGTTGATGTTAAGGATTTGTTTACTGATCACATGTTCGTTAAGTGGAAGGTTGAATA
CATCAAGACTGAGGCTATCGTTTGTGTTGCTTTGACTTCTCAAGAAAGACAATGTTCTTTG
ATTGAGGCTGGTACTAGATTCAACTTGGGTCCAGTTACTATTACTTTGTCTGAACCTAGA
AACATTCAACAAAAGTTGCCACCTGAGATCATCACTTTGCATCCAAAGATCGAAGAGGG
TTTCTTTGATTTGATGCACGTTCAAAAGGTTTTGTCTGCTTCTACTGTTTGTAAATTGCAAT
CTTGTACTCATGGTATTCCAGGAGATTTGCAAGTTTATCACATTGGTAACTTGTTGAAGG
GAGATAGAGTTAACGGTCATTTGATCCACAAGATCGAATCTCATTTCAACACTTCTTGGA
TGTCTTGGGATGGTTGTGATTTGGATTACTATTGTAACATGGGAGATTGGCCATCTTGTAC
TTACACTGGTGTTACTCAACATAATCACGCTGCTTTCGTTAACTTGTTGAACATCGAAACT
GATTACACTAAGACTTTCCATTTCCACTCTAAAAGAGTTACTGCTCATGGAGATACTCCA
CAATTGGATTTGAAGGCTAGACCTACTTACGGTGCTGGTGGTATTACTGTTTTGGTTGAA
GTTGCTGATATGGAGTTGCACACTAAGAAAGTTGAAATTTCTGGTTTGAAGTTCGCTTCTT
TGGCTTGTACTGGTTGTTATGCTTGTTCTTCTGGTATTTCTTGTAAGGTTAGAATCCATGTT
GATGAACCAGATGAGTTGACTGTTCACGTTAAATCTTCTGATCCTGATGTTGTTGCTGCTT
CTACTTCTTTGATGGCTAGAAAATTGGAATTTGGTACTGATTCTACTTTTAAGGCTTTCTC
TGCTATGCCTAAAACTTCTTTGTGTTTCTACATCGTTGAAAGAGAGTACTGTAAGTCTTGT
TCTGAAGATGATACTCAAAAGTGTGTTGATACTAGATTGGAGCAAGTCGAC

4.1.1 Klonlama vektoriine transformasyon

KKKAYV Kelkit’ 06 susu Gc glikoproteininin 6karyotik ekspresyon sistemi igin
optimize edilmis sekans1 pPICZa ekspresyon vektorii i¢erisinde alinmig ve optimize
sekans E.coli Top 10’e transforme edilmistir. Pozitif transformantlar zeosin
kullanilarak segilmistir. Ilgili primerler kullanilarak yapilan PZR ile sekanslarin

dogru oryantasyonda oldugu Sekil 4.2’de gosterilmistir.
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Sekil 4.2: E. coli Top 10’e transforme edilen G¢’nin koloni PZR sonrasi agaroz jel
elektroforez goriintiisii.

4.2 Plazmit izolasyonu

E. coli Top 10’¢ transformasyonun ardindan linearize edilmek iizere plazmit
izolasyonu yapilmistir. Elde edilen plazmitlere iliskin saflik ve konsantrasyon
degerleri Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1: E.coli Top10’e transforme edilen Gc plazmitlerinin saflik ve
konsantrasyon degerleri.

Cahsma 260-280 Konsanrasyon

Materyali Oram
Gcel 1,92 1,462 ng/ul
Gce2 1,87 1,574 ng/ul
Gce3 1,79 963,2 ng/ul
Gc4d 1,87 637,7 ng/ul
Gcb 1,93 653,2 ng/ul
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4.3 Plazmit Linearizasyonu

E. coli Top 10’e transformasyonun ardindan izole edilen plazmit ekspresyon vektorii
P. pastoris’e transforme edilmek {izere Sacl enzimi kullanilarak linearize edilmistir.

Linearize plazmidin jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.3’de gosterilmistir.

1626 bp 1500-2000 bp

Sekil 4.3 : Sacl ile linearize edilen Gc’nin agaroz jel elektroforez goriintiisii.

4.4 Ekspresyon Vektoriine Transformasyon

Sacl enzimi kullanilarak linearize edilen plazmit elektroporasyon metodu ile Pichia
pastoris KM71’e aktarilmistir. Transformasyon sonrast pozitif transformantlarin
seleksiyonu zeosin kullanilarak yapilmistir. {lgili primerler kullanilarak yapilan PZR

ile sekanslarin dogru oryantasyonda oldugu sekil 4.4’de gosterilmistir.

DNA Ladder

Gecl Gce2 Gc3 Gc4

1 kb

1500 bp 1626 bp

Sekil 4.4 : Pichia pastoris KM71’¢ transforme edilen GC’nin koloni PZR sonrasi

agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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4.5 Glikoprotein Gc Geninin Pichia pastoris’te Eksprese Edilmesi

Linearize edilmesinin ardin P. pastoris’e transforme edilen Gc geni ilgili primerler
kullanilarak koloni PZR ile dogrulanmis ve ardindan uygun besiyeri ig¢erisinde 120
saat eksprese edilmistir. Baslangi¢ anindan itibaren her 24 saatte bir spektrofotometre
prensibi ile optik dansite (ODsw) Olglilmils ve kaydedilmistir. 0. saatten itibaren

ODesoo degerleri tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2: P. pastoris 'te 120 saat devam eden ekspresyona ait ODeoo

degerleri.

Saat ODsoo
Degeri

0’ 10

24° 17

48’ 33

72’ 38

96’ 42

120° 44

4.6 Ekspresyon Uriinlerinin Piirifiye Edilmesi

Gc geninin P. pastoris igerisinde ekspresyonunun ardindan 120. saatin sonunda pelet
ve supernatant santrifiijlenerek birbirinden ayrilmistir. Supernatant piirifiye edilmek
tizere ependorflara dagitilarak 18 saat yiiksek devirde santrifiijlenmistir. Santrifiij
isleminin ardindan supernatant dikkatlice uzaklastirtlirken peletler SDS-PAGE ile

analiz edilmistir.

4.7 Piirifikasyon Sonras1 SDS-PAGE ile Analiz

Yiiksek devirde bir gece santrifiijlenerek piirifiye edilen ekspresyon {iriiniiniin
95°C’de denature edilmesinin ardindan SDS-PAGE ile analizi yapilmistir.
Coomassie blue ile boyanan SDS-PAGE jel goriintiisii Sekil 4.4° de gosterilmistir.
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Sekil 4.5: Pichia pastoris KM71°de iiretilen GC’nin SDS-PAGE ile analizi.

4.8 P. pastoris’te Eksprese Edilen Ge’nin Western Blot ile Analizi

Yiksek devirde santrifiijlenerek piirifiye edilen ekspresyon iiriinii 95°C’de denature
edilmistir. Ardindan ayni dilisyonda hazirlanan antikor pozitif hasta serumu ve
negatif hasta serumunun yanisira His-tag antikoru kullanilarak Western Blot ile
analiz edilmistir. Pozitif hasta serumu, negatif hasta serumu ve His-tag antikoru

kullanilarak yapilan Western blot Sekil 4.6’ da gdsterilmistir.

Sekil 4.6: Pichia pastoris KM71°de iiretilen Ge’nin KKKAYV ile infekte hasta
serumu ve His-tag antikoru kullanilarak Western Blot ile analizi. 1:Marker, 2-3:
KKKAYV negatif insan serumu, 4-5: KKKAV antikoru pozitif insan serumu, 6-7 His-

tag antikoru ile inkiibe edilmistir.
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Insan serumu ve His-tag antikoru kullanilarak yapilan Western blot’m yani sira P.
pastoris KM71°de iiretilen Ge glikoproteini KKKAYV ile immunize tavsan serumu ve
negatif tavsan serumu kullanilarak analiz edilmistir. Negatif ve pozitif tavsan serumu

kullanilarak yapilan Western blot sekil 4.7°de gosterilmistir.

75 L d——

63 S .
48 e

35| -

25| e

201 w-. g
171 -
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Sekil 4.7 : Pichia pastoris KM71°de iiretilen GC’nin negatif tavsan serumu ve
KKKAYV ile infekte tavsan serumu kullanilarak Western Blot ile analizi. 1:Marker, 2:
negatif tavsan serumu, 3-4: KKKAV ile immunize tavsan serumu ile inkiibe

edilmistir.
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4.9 Ge’nin Enzyme Immunosorbent Assay (EIA) Test ile Analizi

IgG yoniinden pozitif oldugu bilinen toplam 30 6rnek EIA ile test edilmistir. Pozitif
test sonuglarin degerlendirilmesinde negatif érneklerde elde edilen ortalama optik
dansiteye, 2x standart sapma (SD) eklenmesi ile elde edilen dansite pozitiflik sinir1
olarak kabul edilmistir. Buna gore ortalama OD 0.123, SD:0.035 ve pozitiflik sinirt
(cut off) OD+2SD olan 0.193 olarak tespit edilmistir. Sekil 4.7’de pozitif oldugu

bilinen 6rneklerin %56’sinin pozitif oldugu Ge tabanli EIA ile gosterilmistir.

KKKAV Glikoprotein C insan Serum ELISA

13
12 L
1,1
1
09 .
08 Py
07
06
0,5
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03 L
02 Po e o * e e e @

0,1 ]
0
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Sekil 4.8 : Gc’ye karsi serumdaki IgG seviyelerinin KKKKAV antikoru pozitif

hasta serumlarinda belirlenmesi.

IgG yoniinden negatif oldugu belirlenen toplam 11 6rnek EIA ile test edilmistir.
Sekil 4.8”de negatif oldugu bilinen 6rneklerin %100’ liniin negatif oldugu Ge tabanl
EIA ile gosterilmistir.
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KKKAV Glikoprotein C Negatif insan Serum ELISA
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Sekil 4.9 : Gc’ye karsi serumdaki IgG'nin KKKAYV antikoru negatif hasta

serumlarinda belirlenmesi.

Inaktif viriis ile immiinize tavsan serumu kullanilarak Gc kapl plakalarda EIA
yapilmustir. Sekil 4.10°da EIA test sonucuna gére rekombinant Ge’nin KKKAV ile

immiinize tavsan serumu ile reaksiyon verdigi gosterilmistir.
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Sekil 4.10 : Rekombinant Gce kapl plakada inaktif viriis ile infekte tavsan serumu

test edilmistir.

KKKAV keneler araciligi ile tasinan ve mortalite oram1 %30’lara ulagabilen bir
kanamali ates etkenidir. (1) 3 segmentli bu viriisiin M segmentinden Gn ve Gc olmak
tizere iki yapisal glikoprotein kodlanmaktadir. (2) Viral glikoproteinler Gn ve Gc
virus partikiilii iizerinde bulunmaktadir. Hiicre yiizey reseptorleri ile etilesime
gecmeleri, virlisiin konak hiicreye girisini saglamalari, ndtralizan antikorlar igin
hedef olmalar1 birer viral membrane protein olarak Gn ve Gc¢’nin en temel gorevleri

arasindadir. Hem Gn hem de Gc tip I integral transmebran ( TM ) proteinleridir ve
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glikozilasyon ile modifiye edilir. [47, 70] Cok sayida disiilfit bagi ve karmasik bir
sekonder yapi olusturan KKKAV glikoproteinlerinde 78-80 sistein kalintis1 vardir.
KKKAYV yapisal glikoprotinlerinin immiin sistem i¢in 6nemli olan notralizan
antikorlarin tretilmesini sagladigr gosterilmistir. [40] KKKAYV infeksiyonlarinin
endemik olarak goriildiigii bolgelerde KKKAV ye karsi giivenli bir as1 gelistirilmesi
gerekmektedir. Halk sagligi iizerindeki potansiyel tehtidine ragmen KKKAV’ye
kars1 gelistirilmis lisansli bir as1 veya 6zel bir tedavi bulunmamaktadir. [70] Yiiksek
patojenite ve bulasicilik diizeyi KKKAV ile yapilacak c¢alismalarda BSL-4
seviyesinde laboratuvarlar gerektirmektedir. Ancak viriisiin tamami1 yerine bazi viral
proteinler ile ¢aligma stratejileri ile ve rekombinant antijen tretimini kolaylastiran
biyoinformatik araclar ve DNA klonlama stratejilerindeki son gelismeler ile viriise
kars1 miicadelede kazanimlar umulmaktadir. [70] Humoral immiin yanit KKKAV ile
infekte olan hastalarin iyilesmesi i¢in 6nemli oldugu bazi c¢aligmalarda One
striilmiistiir. Bu hipotez KKKAV infeksiyonu gegirip iyilesen insana ait serumun
akut KKKAYV ile infekte olmus hastalara pasif transferi ile bir miktar koruma
saglamasi ile desteklenmistir. Kubar ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada KKKA
hastalarina hiperimmiin globulin verilmesi 15 hastadan 13’tinde (%86) iyilesme ile
sonu¢lanmistir. Hayvan modellerinde yapilan calismalarda ozellikle Gn’e karsi
tiretilen monoklonal antikorlarin hayvanlari oldiiriici KKKAV infeksiyonundan
koruyabildigi gosterilmistir. Tim bu sonuglar KKKAV glikoproteinlerini klinik
uygulamalar igin ilgi ¢ekici kilmakta ve asi adayr olma potansiyeli tasidiklarini
gostermektedir. KKKAYV infeksiyonlar1 i¢in rekombinat ekspresyon sistemine
dayanan tek as1 adayr modifiye edilmis Ankara asist (MVA)’dir ve infeksiyona karsi
koruma saglarken antijen olarak KKKKAV glikoproteinini kullanmaktadir
Prokaryotik sistemlerde eksprese edilen glikoproteinler bakteride beklenildigi gibi
glikozile etme ve uygun sekilde katlama yetenekleri diisiik olmasi sebebi ile istenilen
formda tiretilememektedir. Bu nedenle S. cerevisiae ve P. pastoris gibi dkaryotik

ekspresyon vektorleri alternatif olarak kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada KKKAV glikoproteini Ge’yi tiretmek i¢in uygun bir vektdr olmasi
sebebi ile P. pastoris tercih edilmistir. Cesitli rekombinant genlerin P. pastoris’te
basarili bir sekilde eksprese edilmesi yol gosterici olmustur. [71] P. pastoris’te
protein tiretimi niikleotid dizisi, kodon kullanimi, AT igerigi, ikincil yapi, gen kopya

say1s1, ekspresyon kasedinin kromozomal entegrasyon bolgesi, sekresyon sinyalinin
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ozellikleri, endojen proteaz aktivitesi, ve kiiltiir kosullar1 gibi fizyolojik ve genetik
faktorlerden etkilenmektedir. [72] Bu ¢alismada plazmide o faktor sinyal sekansi
eklenerek rekombinant proteinin salgilanmasi hedeflenmistir. Bes giin siiren
ekspresyon sonrasinda 50 ml kiiltirden yaklasik 14 mg protein elde edilmistir.
Uretilen bu proteinin dogru konformasyonda olup olmadigi SDS-PAGE ve Western
Blot ile analiz edilmistir. Ayrica {iretilen Ge’nin yakalayici antijen olarak kullanildigi
EIA testlerinde; KKKAYV ile infekte hasta serumlarinda bu protein karsi antikor
yanitin arastirilmasi hedeflenmistir. Calismada KKKAV Gc’ye karst humoral immiin
yanit olusumu insan ve tavsan serumu kullanilarak arastirllmig ve Gc’ye 06zgi

antikorlar tespit edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

KKKAYV niikleoproteininin immiinolojik 6zellikleri ile ilgili ¢alismalar literatiirde
nispeten bulunmasina ragmen viral glikoproteinler Gn ve Gc¢’ye yonelik ¢alismalar
henliz tam olarak ortaya konmamistir. Bu nedenle viral glikoprotein Gc’nin
rekombinant olarak iiretilmesi hedeflenmistir. Ekspresyon vektorii olarak kullanilan
P. pastoris rekombinant protein iiretimi i¢in 6nemli bir konaktir. Protein iiretim
platformu olarak maya ve mantarlarda ortak olan yiliksek mannoz tipi N-
glikozilasyonla terapdtik glikoproteinler i¢in daha fazla gelisme engellenmistir. Bu
tiir N- glikanlarin protein islenmesini karmagsik hale getirebildigi veya glikoproteinin
dolasimdan hizli bir sekilde ayrilmasina neden olabilecegi bildirilmistir. Son yillarda,
insan N- glikozilasyon yolagini taklit etmek i¢in P. pastoris vektor olarak tercih
edilmistir. Ciinkii bu terapotik vektoriin - 6zellikle glikoproteinlerin - uygun
glikoformlarini tiretmek ve yapi-fonksiyon iliskilerini daha 1yi anlamak i¢in faydal

olabilecegi diistintilmekedir.

Bu caligmada KKKAV Kelkit” 06 susu Ge glikoproteininin okaryotik ekspresyon
sistemi igin optimize edilmis sekansi pPICZoA plazmidi icerisinde ilk olarak E. coli
Top 10’e transforme edilmistir. Zeosin kullanilarak seleksiyonu yapilan pozitif
transformantlardan plazmit izolasyonu yapilmistir. izole edilen plazmit Sacl ile
linearize edilmistir. Linearize plazmit elektroporasyon metodu ile P. pastoris
KM71’e transforme edilmistir. KKKAV glikoproteini Gc P. pastoris KM71°de
tiretilmistir. Uretilen rekombinant protein yiiksek devirde santrifiijlenerek ©n
saflagtirma islemi yapilmistir. Uretilen rekombinant proteinin o faktdr sekresyon
sinyalinin etkisi ile supernatanta salgilandig: tespit edilmistir. Protein seviyesindeki

ilk analiz SDS-PAGE ile yapilmis ve dogal boyutlarda G iiretimi tespit edilmistir.

Daha sonra KKKAV infeksiyonu gecirmis buna bagli olarak KKKAV antikoru
pozitif insan serumu ve inaktif KKKAYV ile immiinize tavsan serumlar1 kullanilarak
proteinin antijenitesi test edilmistir. Rekombinant Gc’nin kati faz antijeni olarak
kullanildigr EIA test ile KKKAV infeksiyonu gecirmis ve ticari ydntemlerle

serumlarinda antiviral antikorlar  tespit edilmis insan serumlar1 iierinde test
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edilmistir. Bu testler soucunda IgG EIA’nin %56 duyarliliga sahip oldugu

gosterilmistir.

Sonug olarak ¢alismamizda KKKAV glikoproteini Ge’nin iiretilip saflasirilmasinda
kullanilan P.pastoris’in KKKAV Gc igin uygun bir agiklama vektorii oldugu
gosterilmistir.  Ayrica glikoprotein Ge’ye spesifik antikorlarin KKKAYV infeksiyonu
gecirmis insan serumlarinda bulundugu gosterilmistir. Elde edilen rekombinant
proteinin daha ileri diyagnostik ve immiinolojik calismalara imkan saglama
potansiyeline sahiptir. Rekombinant yollarla iiretilen bu protein kullanilarak
tasarlanacak gelecek caligmalarda bu proteinin virus patogenezine katkilar

arastirilabilecektir.
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