BEZMIiALEM VAKIF UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

KIRIM KONGO KANAMALI ATES VIRUSU KELKIT SUSU
PROTEINLERININ OKARYOTIiK HUCRELERDE STABIL IFADESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Ozlem BAKANGIL

Biyoteknoloji Anabilim Dah

Biyoteknoloji Tezli Yiiksek Lisans Program

Tez Damismam: Prof. Dr. Mehmet Ziya DOYMAZ

OCAK 2024



BEZMIALEM VAKIF UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

KIRIM KONGO KANAMALI ATES VIRUSU KELKIT SUSU
PROTEINLERININ OKARYOTIiK HUCRELERDE STABIL IFADESI

YUKSEK LiSANS TEZI

Ozlem BAKANGIL
(215309005)

Biyoteknoloji Anabilim Dah

Biyoteknoloji Tezli Yiiksek Lisans Programi

Tez Damismami: Prof. Dr. Mehmet Ziya DOYMAZ

OCAK 2024



Bezmialem Vakif Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii’niin 215309005 numarali
Yiiksek Lisans Ogrencisi Ozlem BAKANGIL, ilgili ydnetmeliklerin belirledigi
gerekli tiim sartlart yerine getirdikten sonra hazirladigi “KIRIM  KONGO
KANAMALI ATES VIRUSU KELKIT SUSU PROTEINLERININ OKARYOTIK
HUCRELERDE STABIL IFADESI” baslikli tezini asagida imzalar1 olan jiiri dniinde
basari ile sunmustur.

Tez Danisman : Prof. Dr. Mehmet Ziya DOYMAZ e
Bezmialem Vakuf Universitesi

Jiiri Uyeleri : Prof. Dr.Arif Kaygusuz e
Istanbul Universitesi

Do¢. Dr. Seref Giill
Bezmialem Vakif Universitesi

Teslim Tarihi 1 07.02.2024
Savunma Tarihi 1 17.01.2024



Aileme,



ONSOZ

Yiiksek lisans ¢calismam boyunca her tiirlii destegi ile bana yol gdsteren, her sorumu
bliyiik bir sabir ve anlayisi ile yanitlayan danisman hocam Sayin Prof. Dr. Mehmet
Ziya DOYMAZ’a siikran ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢aligmam siiresince yardimlarini esirgemeyen ¢alisma arkadaslarim Nesibe Selma
CETIN, Merve YAZICI, Aysegiil PIRINCAL, Burcu Nur AYDIN, Filiz KAPTAN,
Esmahan ALACAN ve Sercan KESKIN’e tesekkiir ederim.

Hayatimun her alaninda hep desteklerini hissettigim degerli arkadaglarim 1pek"UZUN,
Sule INAN KENAR, Siimeyye ONAT, Biisra AYAZ ve Seda USTUN GUNEY’e
tesekkiirlerimi sunarim.

Beni her kosulda destekleyen, her zaman yanimda olan canim annem, canim babam
ve biricik ablama sonsuz tesekkiirlerimi ve sevgilerimi sunarim.

Aralik 2023 Ozlem Bakangil
(Molekiiler Biyolog)



BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine
bu tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir
davranigimin olmadigini1 beyan ederim.

Ozlem Bakangil

Imza



ICINDEKILER Sayfa

ONSOZ ...t iv
BEY AN .t \/
ICINDEKILER .......coooiiiiiiiiiisieee st Vi
KISALTMALAR ..ottt ss st ix
SEMBOLLER ..ot X
TABLO LISTESI ....coooiiiiiii st Xi
SEKIL LISTESI ...t Xii
OZET ... XTI
SUMMARY ..ottt sttt s st Xiv
Lo GERIS e 1
2. GENEL BILGILER ..........coooiiiiiiiiiinieises st 4
2.1 Kirim Kongo Kanamalt AS1 .......ccouervrriiiiiiiiiiie i 4
00 B B I g 1 s Lo USSR 4
2.1.2 EPIAEMIYOIOJI ..o 5
N I (T o SRS 6
2,14 BUIAS . .eiiiiiiie i 7
2.1.5 PAIOGENEZ ...ttt 8
0 L Y I o C PR 9
2.1.5 TEUAVI ..ottt ettt 11
2.2 Kirim Kongo Kanamalt Atesi VITUSU........ccovvveriiiniienie e 12
2.2.1 Viristin Yap1s1 Ve GEeNOMU ........ccecveiriiiiiiiiiiiisieesie s 12
2.2.2 Viral Genomdan Kodlanan Proteinler...........ccccovovevveieneeniesie e 13
2.3 Protein EKSPresyon SIStEMIETT .........ccoveiiiiiiiciecc e 16
2.3.1 Bakteriyel EKSpresyon SIiStemIEri ........ccccovevviieieeie e, 17
2.3.2 Memeli Hiicre Ekspresyon Sistemleri..........cocovvviieeriiiiicnieiecne e 17
3. GEREC VE YONTEM ........ocooiiiiteeeteeeeeeeeee ettt en s 21
3.1 Cozeltiler ve Tamponlar..........ccooovveiiiiiiiiiciieee s 21
3.1.1 1 M pH:8 Tris-HCI GOZEILISI. ...cueevieeiiiiesiieie e 21
3.1.2 Luria-Bertani (LB) SIVI DESIYEI ...ccuveiiiiiiiiiiiiiiieiieeie e 21
3.1.3 Ampisilin igeren LB S1V1 DESIYET.....ccveiveriiiiiiiiiiiiicieiese e 21

Vi



3.1.4 %30 gliserollii LB S1VI DESIYETT ......cveveieiiiiiiiiiieciieieieseese e 21

3 L5 LB Broth @Qar......cccoveiuiiieiiieie ettt re e 21
3.1.6 AMPISHINTT LB Qar........cccciieieiieiiee e 22
3.1.7 SOC SIVI DESIYETT...cuviiuviiiiiieitesiie sttt 22
3.1.8 0.5 M kalsiyum Klorid ¢OZEILISI........cccvveiieiiiieiecce e 22
3.1.9 PBS GOZEILISI et 22
3.1.10 Akrilamid/BIS SOISYONU .........ceviveiverieiriiceeisiceeieeiescae s 22
3.1.11 %20 SDS GOZEITISI ...t 22
3112 Y010 APS Lot 23
3.1.13 SDS 6rnek hazirlama tamponu...........coceereiiieeniiniie e 23
3.1.14 10X SDS YUritme tamMPONU .....ccveeeieveeiiieeeiieessiiesssireessieeessseesssseesssseessssseens 23
B LLS AX TBS it 23
BLLLLB TBST e 23
3.1.17 Western Blot transfer ¢OZeIISI ..........coeiieriiiiiieie e 23
3.1.18 Western Blot bloklama SOIGSYONU...........cccciiiiiieiiiieiecice e 23
B LI PBST it 23
3.1.20 EIA kaplama tamPONU..........ccoeeieieieieniesie et 24
3.1.21 %37 FOrmaldenit..........covvieiiiiiiiciiec e 24
3.1.22 %4 Formaldenit .........c.cooviiiiiiiicie e 24
3123 5X TBE taMPONU ... 24
3.1.24 %1 Agaroz jel hazirlani§ ........ccoocveviiiiiiiiiii 24
3.1.25 Poliakrilamid jel hazirlani$ ........ccccooeeiiiiiiiiiieee e 24
B2 MAIZEMEIET ... s 25
BB CHNAZIAN ..o 26
34 Y ONECMICT ...ttt 27
3.4.1 Ekspresyon plazmitlerinin tasarlanmasi..........cccoceviiiiniiiiiiiiiciinnseenn, 27
3.4.2 Kompetan hiicrelerin hazirlanmasi............c.ccooeriiiiiiniiec e 32
3.4.3 TraNSTOMMASYON .....cuviiiiieieite sttt 33
3.4.4 AQaroz jel eleKtrofOrezi........cccuiviiiieiii s 34
3.4.5 Bakteri stoKIanmast .........c.cooiiiiiiiiiiiiie e 35
3.4.6 Plazmid DNA 1ZOIaSYONU .......cciviiiieiiieiie et 35
3.4.7 Restiriksiyon endoniikleaz kesim reaksSiyonu ..........ccccevvveiiniiiiciiniiseennenn, 35
3.4.8 HUCTE KUITHIT. ...oeiviieiiie et 36

vii



3.4.9 Antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi...........cccoovviiiiiiiiiiiiciicece, 36

3.4.10 TranSTEKSIYON .....ccvveie et re e 37
3.4.11 Hiicrelerin antibiyotik ile seleKSIyonU.........ccccovvviiiiiiiiiie e 38
3.4.12 Stabil hiicrelerin dogrulanmast...........cccocveiiiiiiieiiiiesc e 38
3.4.13 Gen eKsSPreSyon @NaliZi...........ccceiveiieiiieieeie et se e 39
3.4.14 Protein izolasyonu Ve @naliZi...........cccoceiiiiiiiiiieccec e 40
4. BULGULAR ...t 43
4.1 Plazmit Tasarimi ve DOZrulanmasi.........c.cccvvverieriniineeiisie e 43
4.1.1 Ekspresyon plazmitlerinin dogrulanmasi ............ccoovevereieienenesieseseeennn, 43
4.2 Bakteriyel TransformasyOn ..........ccccviviiiieiiiiie st 44
4.2.1 Pozitif kolonilerin koloni PZR ile dogrulanmast ............cccoovevvirieiiniininnnnnn 44
4.3 Hiicre Kiiltiirli ve TransfekSIYOn .......coiiviiiiiiiieiiiiiie e 44
4.3.1 Hiicrelerin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi..........cc.ccooeiiiiiiinnnnn 44
4.3.2 TranSTEKSTYON ..c.uiiiiiieicie e 46
4.4 Stabil Hiicrelerin Olusturulmasi ve Dogrulanmast ...........ccocevvveiiiiniiniininnnnn, 48
4.4.1 Hiicrelerin transfeksiyon sonrasi antibiyotik seleksiyonu............c.ccccoevvennnnn 48
4.4.2 Stabil hiicrelerin genomik diizeyde PZR ile dogrulanmasi ............cccceveennnns 53
4.4.3 Reverse Transkriptaz PZR (RT-PZR) ile ekspresyon analizi ...................... 53
4.3.3 Protein diizeyinde analiz ............ccoovveiiiiiiiiiinicecsecc e 57
S5.TARTISMA ... s 60
KAYNAKLAR et 63
OZGECMIS ...ttt n sttt ne st enees 68

viii



KISALTMALAR

BGS-4
BHK
CHO
DNA
DSO
FDA
HEK 293
Huh-7
IFN

IL

ISG

kb

kDa
KKKA
KKKAV
ml

NP

NSs
OTU
PEI
RdRp
RNA
RNP
RT-PZR
STAT-1
VCAM

: Biyogiivenlik seviyesi-4

: Yavru hamster bobrek hiicresi

: Cin hamsteri yumurtalik hiicresi

: Deoksiriboniikleik Asit

: Diinya Saglik Orgiitii

: ABD Gida ve Ilag Idaresi

: Insan embriyonik bébrek hiicresi

: Insan hepatoseliiler hiicre hatlar1

: Interferon

: Interlokin

: Interferonla uyarilan gen

: Kilobaz cifti

: Kilodalton

: Kirim Kongo Kanamal1 Atesi

: Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriisii
: Mililitre

. Niikleoprotein

: Yapisal olmayan protein

: Over timori benzeri proteaz

: Polietilenimine

: RNA bagimli RNA polimeraz

: Riboniikleik Asit

: Riboniikleoprotein

. Gerg¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
: Sinyal doniistiiriicli ve transkripsiyon aktivatorii-1
: Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii



SEMBOLLER

°C : Derece Santigrat
1) : Mikro

B : Beta

A : Delta

% : Yizde



TABLO LIiSTESI

Tablo 3.1 :
Tablo 3.2 :
Tablo 3.3 :
Tablo 3.4 :
Tablo 3.5:
Tablo4.1:

Savfa
Tez caligmasi kapsaminda deneylerde kullanilan malzemelerin listesi.. 25
Tez calismasinda kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari ................... 26
Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primer sekanslari ................ 34
Koloni PZR i¢in reaksiyon kosullart............ccccoeeveeiieniiiniiniiiiieniee, 34
Genomik DNA’dan yapilan PZR reaksiyon kosullart..........c.cccoveinnnnns 39
Antibiyotik 6ldiirme egrisi SONUGIArL........c..ccvveevvieriiiiieniieiieeie e 45

Xi



SEKIL LISTESI

Sekil 2.1 :
Sekil 2.2 :
Sekil 2.3 :
Sekil 2.4 :
Sekil 2.5 :
Sekil 2.6 :
Sekil 2.7 :
Sekil 3.1 :
Sekil 4.1 :
Sekil 4.2 :
Sekil 4.3 :
Sekil 4.4 :
Sekil 4.5 :
Sekil 4.6 :
Sekil 4.7 :
Sekil 4.8 :
Sekil 4.9 :
Sekil 4.10
Sekil 4.11
Sekil 4.12
Sekil 4.13
Sekil 4.14
Sekil 4.15

Sayfa
KKKAV’niin cografik dagilimi .........ccceeeviiiiiiiiiiiieiiic e 6
KKKAV’niin bulag yollarin sematik gosterimi..........cc.oevvvrveierirernenne. v
KKKA hastaliginin tanisinda kullanilan test yontemlerinin gdsterimi ... .10
KKKAY QBNOMU. ...ttt 13
KKKAYV glikoproteinlerinin islenmesi ve olusan triinler...................... 15
KKKAYV L segmentin genomik organizasyonunun gosterimi............... 16
Hiicrelerdeki gegici ve stabil gen ekspresyon siirecinin gosterimi.......... .20
KKKAV proteinlerini eksprese eden plazmitlerinin haritast ................. 27
Ekspresyon plazmitlerinin dogrulanmast ..................oooiiiii 43
Transformasyon sonrast PZR tirlinlerinin analizi...........cccoceeeveneneninnne. 44
Antibiyotik 6ldiirme egrisi analizinin MTT testi ile degerlendirmesi.......46
Transfeksiyon etkinliginin yesil floresan protein ile gosterilmesi .......... 47
pcDNA 3eGFP plazmidinin stabil hale getirilmesi............................. 49
KKKAYV NP ile transfekte stabil hiicrelerin olusumu......................... 50
KKKAYV PreGn ile transfekte stabil hiicrelerin olusumu..............ccveeneee. 51
KKKAYV PreGe ile transfekte stabil hiicrelerin olusumu............cccccueeeee. 52
Stabil hiicrelerin genomik DNA’dan PZR ile dogrulanmasi.................... 53
: Stabil hiicrelerin mRNA diizeyindeki analizi.......................oooee e 54

:KKKAYV PreGn ile transfekte hiicrelerin mRNA diizeyindeki analizi.... 55

: RT-PZR ile hedef genlerdeki ekspresyonlarin kat degisim analizi......... 56
: Stabil hiicrelerden elde edilen proteinlerin Western blot ile analizi ....... 57

: Stabil hiicrelerden elde edilen proteinlerin EIA ile analiz sonuglari...... 58
: Stabil hiicrelerin IFA ile goriintiilenmesi...............c.ooooiiiiiiiiinn... 59

xii



KIRIM KONGO KANAMALI ATES VIRUSU KELKIT SUSU
PROTEINLERININ OKARYOTIiK HUCRELERDE STABIL IFADESI

OZET

Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA), insanlarda ciddi hastaliga neden olan zoonotik
bir bulasici hastaliktir. Bu hastalik 6zellikle vektor kenelerin endemik oldugu
tilkelerde yiiksek oOlim oranit ile karakterizedir. KKKAV'nlin biyolojisi ve
immunolojisine yonelik ¢alismalarda viral proteinler diger viral sistemde oldugu gibi
biiyiik 6neme sahiptir. KKKAV proteinlerinin gesitli siire¢lerdeki 6nemi birgok
arastirmalarda ele alinmis ve bu caligmalarda KKKAYV proteinleri genellikle gegici
ifade sistemleri kullanilarak tiretimi saglanmistir. Bununla birlikte, proteinlerin stabil
ifadesi tiim ¢aligmalar i¢in zaman igerisinde tutarli ve giivenilir bir model olmaktadir.
Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, insan hiicrelerindeki glikozilasyon siireglerini taklit
edebilen oOkaryotik hiicre hatlar1 kullanarak KKKAV glikoproteinlerinin ve
niikleoproteinlerinin  stabil ekspresyon ile siirekli bir sekilde iiretilmesini
amaclanmistir. Bunun i¢in insan hepatoseliiler hiicre hatlar1 (Huh-7), KKKAV
proteinlerinin stabil ifadesinde kullanilmistir. Hiicrelerde seleksiyon igin secici
antibiyotiklere olan direngleri, MTT analizi ile degerlendirilmistir. KKKAV NP,
PreGn ve PreGce kodlayan plazmitler Lipofectamine® 3000 ve polietilenimine (PEI)
gibi transfeksiyon ajanlarinin  yardimiyla hiicrelere aktarilmistir. KKKAV
niikleoproteinlerini ve glikoproteinlerini kararli bir sekilde ifade eden hiicreler,
antibiyotiklere direngli olan kolonilerin seleksiyonu ile {iretilmistir. Hiicrelerde
transfekte edilen genin stabil ekspresyon i¢in genoma entegrasyonunun tespiti,
transfekte edilen KKKAV genlerine 0zgli primerler tasarlanarak polimeraz zincir
reaksiyonu ile gerceklestirilmistir. Genomik diizeydeki dogrulamalarin yani sira
hiicrelerdeki hedef proteinlerin ifadesi gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu,
Western blot, enzim immiinoanalizleri ve immunfloresan analizleri ile de test
edilmistir. Yapilan deneyler, KKKAV proteinlerinin stabil hiicrelerde bagarili bir
sekilde ifade edildigini gostermistir. Western blot analizi, stabil hiicre hatlarinda
tiretilen proteinlerin beklenen boyutta oldugunu ve antijenitelerini dogrularken, EIA
analizi bunlarin antijenik 6zellikleri tekrar test edilmistir. Ayrica, immunofloresan
yontemle mikroskobik goriintiileme {retilen proteinlerin hiicreler icindeki
lokalizasyonunu ortaya koymustur. Ozetle, bu tez ¢aligmasinda, stabil hiicrelerde
KKKAV’niin niikleoprotein ve glikoproteinleri basarili bir sekilde iiretilmistir. Bu
stabil hiicre hatlarinin, KKKAYV 'niin biyolojisi, immunolojisi ve patojenezi iizerine
daha detayli arastirmalarda onemli araglar olarak hizmet etmesi beklenmektedir;
clinkii bu virilis, arastirilmasi gereken Oncelikli patojenlerden biri olarak kabul
edilmektedir.

Anahtar Kelimeler: KKKAV, Glikoprotein, Niikleoprotein, Stabil ifade.
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STABLE EXPRESSION OF CRIMEAN CONGO HEMORATIVE FEVER
VIRUS KELKIT STRAIN PROTEINS IN EUKARYOTIC CELLS

SUMMARY

Crimean-Congo Hemorrhagic Fever (CCHF) is a zoonotic infectious disease that
causes severe illness in humans. This disease is particularly characterized by a high
mortality rate in countries where vector ticks are endemic. Viral proteins play a crucial
role in the biology and immunology of CCHFV, similar to other viral systems. The
significance of CCHFV proteins in various processes has been addressed in numerous
studies, and in these investigations, CCHFV proteins are typically produced using
transient expression systems. However, stable protein expression proves to be a
consistent and reliable model for such studies over time. In this study, the aim was to
continuously produce CCHFV glycoproteins and nucleoproteins by using eukaryotic
cell lines that mimic glycosylation processes in human cells. Human hepatocellular
cell lines (Huh-7) were employed for the stable expression of CCHFV proteins. The
resistance of cells to selective antibiotics was evaluated through MTT analysis,
followed by transfection using transfection agents such as Lipofectamine® 3000 and
polyethyleneimine (PEI). Cells expressing CCHFV nucleoproteins and glycoproteins
in a stable manner were generated through the selection of antibiotic-resistant colonies.
The detection of the transfected gene in the cells was performed using real-time PCR
specific to the transfected CCHFV genes. Additionally, the expression of proteins was
tested through immunofluorescence microscopy, Western blot, and enzyme
immunoassays. The experiments demonstrated the successful expression of CCHFV
proteins in stable cells. Western blot analysis confirmed that the produced proteins in
the stable cell lines were of the expected sizes, while enzyme immunoassay (EIA)
analysis confirmed their antigenic properties. Furthermore, immunofluorescence
microscopic analysis revealed the localization of the produced proteins within the
cells. The successful expression of CCHFV proteins in stable cells was demonstrated.
These stable cell lines are expected to serve as important tools in further detailed
investigations on CCHFV, contributing to the understanding of the virus's biology,
immunology, and pathogenesis, as it is considered one of the priority pathogens for
research.

Keywords: CCHFV, Glycoprotein, Nucleoprotein, Stable expression.
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1.GIRIS

Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA), insanlarda ciddi hemorajik hummaya neden
olan zoonotik bir hastaliktir. Orta Dogu, Afrika, Asya ve Dogu Avrupa bolgelerinde
yaygin olarak goriilmekte olan bu hastalik, 6zellikle hayvanlarin ve kenelerin
bulundugu kirsal alanlarda yiiksek prevalansa sahiptir. Kirim Kongo Kanamal1 Atesi
(KKKA), insanlarda KKKA viriisii (KKKAV) tarafindan olusturulan bir hastaliktir.

Bu viriis, ilk kez 1940'larda, Ikinci Diinya Savasi'min ardindan Kirim yarimadasinda
200 Sovyet askeri arasinda ortaya ¢ikan bir salgin sirasinda tanimlanmistir. 1967
yilinda Demokratik Kongo Cumhuriyeti'nde hasta bir ¢ocuktan izole edilen bir viriisiin
Kirim Kongo Kanamali Atesi viriisiiniin, Konga'da yiiksek atesle beliren hastaliklara
sebep olan viriisle antijenik olarak benzer 6zelliklere sahip oldugunu anlasilinca bu
viriise Kirrm Kongo kanamali atesi viriisii olarak isimlendirilmistir [1,2]. Insanlarda
Olimciil hemorajik hummaya neden olan bu virlisiin temel tasiyict vektorleri
Hyalomma cinsi kenelerdir. Yapilan c¢aligmalarda, KKKAV'in vektor ve
rezervuarinin baslica Hyalomma cinsi keneler oldugunu belirlenmistir, fakat 6zellikle
endemik bolgelerde diger kene tiirlerinin de KKKAV'niin yayilliminda rol
oynayabilecegi gosterilmistir [3]. Bu virlis, baglica infekte kenelerin 1siriklari
araciligiyla bulasmaktadir. Tasiyict vektor olan kenelerin dogada bol miktarda
bulunmasi hastaligin 6zellikle kirsal bolgelerde hizli yayilim gostermesine neden
olmaktadir. Ayrica, viriis infekte olan kenelerin, viriis tasiyan hasta bireylerin veya
hayvanlarin viicut sivilar1 veya kaniyla dogrudan temas yoluyla da bulasabilmektedir.
Infeksiyon durumunda KKKA, baslangigta belirsiz atesli bir hastalik olarak
baslamaktadir. Infeksiyonun ilerleyen safhalarinda ise, yiiksek atesli hastaliklardan
siddetli kanamalara ve multiorgan yetmezliklerine kadar ciddi komplikasyonlar
geligebilmektedir. Hastaneye yatirilan hastalarda 6liim orani bdlgeden bolgeye
degismekle birlikte o6zellikle endemik bdlgelerde vaka O6lim orant %30'a kadar
cikmaktadir. Virlis insanlarda ciddi komplikasyonlar ve Oliimlere neden olurken
hayvanlarda asemptomatiktir. Bu durum viriisiin daha hizli bir sekilde yayilmasina

neden olmaktadir.



Kirim Kongo kanamali atesi viriisii, Bunyavirales takiminin Nairoviridae ailesine ait,
Orthonairovirus cinsine mensup bir RNA viriistidiir. KKKAV yani sira, Nairoviridae
ailesi Nairobi koyun hastalig1 viriisii, Dugbe virlis ve Hazara viriis (HAZV) gibi
eklembacakli kaynakli diger viriisleri de igerir ancak bu viriisler KKKAV’den farkli
olarak insanlarda hastaliga neden olmamaktadir [2,4,5]. Diger bunyaviriislere benzer
sekilde KKKAYV, negatif polariteye sahip lic segmentli viral genome sahip bir RNA
virisiidiir. Kiiciik(S), orta(M) ve biiyiik(L) olarak isimlendirilen segmentlerden cesitli
viral proteinler kodlanmaktadir. Yaklasik 1.6 kb boyutunda olan S segmentten
niikleoprotein (NP) olarak isimlendirilen bir protein kodlanir ve bu proteinin birincil
islevi, viral RNA’lar1 kusatan riboniikleoprotein(RNP) kompleksini olusturmaktir.
NP, viriiste en bol bulunan protein oldugundan viriise yonelik ¢alismalarda 6nemli bir
hedef olmaktadir [6,7]. M segmentten ise yaklasik 4.5 kb boyutunda olup Gn ve Gc
olarak isimlendirilen glikoproteinleri kodlamaktadir. Bu proteinler KKKAV
yiizeyinde yer alip virilisiin hedef dokulara girisine aracilik etmektedir. Ayrica bu
glikoproteinler viriisiin hiicreyi infekte etmesinin ardindan viryon olusumda da 6nemli
gorevlere sahiptir [5,6]. Glikoproteinler, KKKAV’niin hedef hiicre ylizeyine
baglanmasindaki ilk araci proteinler oldugu i¢in viral patogenez caligmalarinda
odaklanilan en kritik proteinlerdir. Gilinlimiizde Kirim Kongo Kanamali1 Atesi igin
halen onaylanmis herhangi bir as1 veya tedavi bulunmadigindan bu alandaki
aragtirmalar biiyiik 6nem arz etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan
yiiksek Oncelikli bir patojen olarak smiflandirilan bu patojen, aktif viriis halinde
yalmzca biyogiivenlik seviyesi-4 olan laboratuvarlarda galisilabilmektedir. Ozellikle
biyogiivenlik kosullarina sahip olmayan laboratuvarlarda, genellikle viriisiin yapisini
anlamak amaciyla viriise ait proteinlerle ¢aligmalar yiiriitiilmekte olup bu proteinlerin
etkili bir sekilde tiretilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir [1]. Bu alandaki ¢aligmalarda
viral proteinler, prokaryotik ve Okaryotik hiicreler kullanilarak bagari bir sekilde
tiretilebilmektedir. Prokaryotik hiicrelerdeki protein iiretimi her ne kadar basarili olsa
da insan benzeri translasyon sonrasinda ger¢eklesen glikolizasyon ve fosforilasyon
gibi modifikasyonlardan yoksundur. Okaryotik hiicreler, biyolojik ozellikleri
bakimindan insan hiicrelerine daha benzerdir ve bu hiicreler, translasyon sonrasi

modifikasyonlar1 daha hassas ve dogru bir sekilde gergeklestirme yetenekleriyle 6ne



cikmaktadir. Bu durum, tiretilen proteinlerin biyolojik aktivitelerinin diizgiin isleyisi
acisindan biiyiik bir éneme sahiptir. Bu amacgla memeli hiicreleri gibi 6karyotik
sistemlerin kullanimi, ¢esitli terapétiklerin iiretiminde ve as1 gelistirme ¢aligmalarinda
daha etkili ve giivenilir sonuglar elde etme potansiyeline sahip protein iiretimine
olanak sunmaktadir [8,9,10]. Hedef proteinlerin memeli hiicrelerinde iiretiminde ise
gecici ve stabil protein ekspresyonu olmak fiizere iki temel gen miihendisligi
stratejisinden yararlanilmaktadir. Gegici olarak protein iiretimi, genellikle hiicrelere
kisa bir siire boyunca genetik materyalin tanitilmasini igerir ve yalnizca belirli bir siire
zarfinda hedef proteinin liretimi gergeklestirilmektedir. Bu yontem, hizli ve etkili
sonuclar saglamaktadir fakat gecici olmasindan dolayr uzun vadeli protein iiretim
caligmalari icin uygun degildir. Stabil transfeksiyon stratejisi ile gerceklestirilen stabil
protein ekspresyonunda ise genetik materyalin hiicre genomuna entegre edilmekte ve
bu da genetik materyalin kalici olarak hiicrede bulunmasina ve hedeflenen proteinin
uzun siireli liretimine olanak saglamaktadir. Stabil protein ekspresyonu 6zellikle uzun
vadeli ve yliksek diizeyde protein iiretimi gereken durumlarda tercih edilmektedir
[11,12,13].

Bu tez calismasinda insan glikozilasyon siireclerini taklit edebilen memeli hiicre
hatlar1 kullanarak KKKAYV viral proteinlerinden NP, PreGn ve PreGc’yi stabil olarak
ekspre eden hiicre hatlarinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Calisma sonucunda elde
edilen hiicre hatlarinin, BGS-4 kosullarina sahip olmayan laboratuvarlarda, oldukca
patojen olan KKKAV’niin temel molekiiler siireclerini anlamak, antiviral stratejiler

gelistirmek ve as1 calismalarini hizlandirmak icin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kirim Kongo Kanamah Atesi

Kirim-kongo kanamali atesi (KKKA), Bunyaviridae ailesinden kene kaynakli bir viriis
olan Nairoviriis cinsinden KKKAV’niin neden oldugu 6nemli bir hastaliktir. KKKA,
Asya, Afrika, Avrupa ve Orta Dogu basta olmak iizere Diinya {izerinde 30’dan fazla
iilkede %30’a varan 6liim oraniyla ciddi viral hemorajik ates salginlariyla tanimlanan
onemli bir viral infeksiyondur [1]. Insan infeksiyonlari, Hyalomma cinsi kene
wsiriklari, infekte bir hayvanin veya KKKA hastasinin kanina veya viicut sivilariyla
dogrudan maruz kalma sonucunda meydana gelmektedir [4]. Hastalik kulucka,
hemoraji Oncesi, hemoraji ve iyilesme olmak iizere dort ayr1 asamada ortaya
cikmaktadir. Viriisiin kulugka siiresi genellikle bir haftadan kisa olup virlise maruz
kalma ve viriisiin dozu ile iliskilidir. Hemoraji 6ncesi donem ortalama 2 ila 4 giin
stirmektedir [14]. Hastalik genelde halsizlik, bas agrisi, ates ve kas agrilar1 gibi
oldukga spesifik olayan semptomlarla aniden baslamaktadir. Hemorajik sendrom,
karaciger yetmezligi, siddetli morarma ve burun kanamalar1 gibi daha ciddi
komplikasyonlar hastaligin ilerleyen donemlerinde ortaya c¢ikmaktadir. KKKAYV,
yiiksek 6liim orani ve etkili tibbi dnlemlerin bulunmamasi nedeniyle Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) tarafindan yiiksek oncelikli bir patojen olarak siniflandirilmistir.
Spesifik tedavilerin bulunmamasi, yiiksek 6liim orani, artan vektdr biyonomisi ve
iklim degisikligi nedeniyle KKKAV’ne yonelik asi ve tedavi yodntemlerinin
gelistirilmesi i¢in giiniimiizde pek ¢ok ¢alismada yiirttiilmektedir [1,15].

2.1.1 Tarihge

Kirim kongo kanamali atesi hastaligina benzer birgok vaka her ne kadar 12.yiizyilda
Tacikistan’da tanimlanmis olsa da hastaliga ait ilk klinik vaka 1944 yilinda Kirim’da
yaklasik 200 Soveyt askerlerinde hemorajik sendrom ve atesin belirlenmesiyle
raporlanmistir. Kirim’in ardindan KKKA Rusya, Sovyet Sosyalist Cumhuriyetler

Birligi (SSCB), Iran, Bulgaristan, Pakistan, Senegal, Kosova, Tiiriye, Yunanistan, ve



Kenya’ya tespit edilmistir. Hastalik bilimsel olarak 1967 yilinda Sovyet bilim adami
Chumakov'un Ozbekistan'dan bir hastadan izole ettigi viriis ile tanimlanmistir [2,14].
Ayrica 1956 yilinda benzer klinik semptomlara neden olan bir viriis, Demokratik
Kongo Cumhuriyeti'ndeki bir ¢ocuktan da izole edilmistir. Kongo ve Ozbekistan
suslarin antijenik benzerlikleri 1969 yilinda gosterilmesinin ardindan viriis Kirim-

Kongo Kanamali Atesi Viriisii olarak yeniden adlandirilmistir [2].

2.1.2 Epidemiyoloji

Kirim-Kongo kanamali atesi (KKKA), Tiirkiye, Iran, Pakistan, Afganistan ve Rusya
dahil olmak iizere Afrika ve Avrasya'nin genis bir cografi alanini etkileyen, kene
kaynakli, insanlarda goriilen viral bir hastaliktir. Arboviriisler arasinda Dang
virlisinden sonra ikinci en genis yayilim gosteren KKKAV, insan saglhigini 6nemli
Olclide etkilemektedir [2]. 1944’de Kirim’daki ilk vakanin bildirilmesinin ardindan
viriis diger lilkelerde de yayilim gostermistir. 1960’11 yillarda Sovyetler Birligi'nde,
1970°1i yillarda 1105 vaka ile bildirilen Bulgaristan'da ve 1965 ile 1974 yillar1 arasinda
260 c¢iftcinin infekte oldugu Cin'de ilk belirgin vakalar raporlanmistir [2,14].
Tiirkiye’de ise ilk vaka 2002 yilinda Anadolu'nun Tokat ilgesinde bir grup hastanin
ates ve petesiyal dokiintii ile hastaneye basvurmasi sonucu tespit edilmistir. Yapilan
caligmalarda hastalarda ortak olarak kene 1sirigi Oykiisii tespit edilmistir [16].
KKKAYV, keneler ve memeliler arasindaki enzootik bir dongiide mevcut olup viriisiin
cografi dagilimi, Hyalomma cinsi keneleri (H. marjinatum, H. anatolicum, H.
truncatum, H. impeltatum ve H. impreum) igeren birincil kene vektor tiirlerinin
dagilimu ile iligkilidir [6,16]. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2022 yilindaki verilerine gore
KKKA hastaliginin en siklikla goriildiigii bolgeler Tiirkiye ve Iran basta olmak iizere
Orta Dogu tilkeleridir (Sekil 2.1).



VL Lsm North latitude: Limit for geographic distribution of genus Hyalomma ticks

Hyalomma ticks vector presence
CCHF virological or serological evidence and vector presence
5-49 CCHF cases reported per year

N 50 and more CCHF cases reported per year

b

Sekil 2.1: KKKAV niin cografik dagilimi. DSO’niin 2022 yilindaki verilere gore
Diinya genelinde KKKAV’niin gosterimi [15].

2.1.3 Etken

Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA), Bunyaviridae ailesinden Nairoviriis cinsine
dahil olan negatif polariteye sahip RNA viriisii olan KKKAYV infeksiyonundan
kaynaklanmaktadir. Nairovirus cinsi, 7 farkli serolojik alt gruba ayrilan 34 farkli
viriisten olusmakta olup agirlikli olarak KKKAV, Nairobi koyun ve Dugbe viriisleri
insanlarda hastaliga neden olmaktadir [2,16]. KKKAV antijenik yapisi lizerine yapilan
calismalarda Kirim ve Afrika suslart arasinda herhangi bir farklilik tespit
edilememistir. Giiniimiizde ise viral genomun sekanslanmasi sonucunda sekiz farkl
genetik soy tespit edilmistir. Avrupa soyu olarak isimlendirilen soy, Balkan
yarimadasindan Tiirkiye lizerinden Rusya'ya kadar uzanan bir bolgeyi kapsayan Dogu
Avrupa'da bulunan viriisleri icermektedir. AP92 olarak isimlendirilen ve ¢ogunlukla
Yunanistan'da bulunan ikinci soy ise daha az patojenik olmasi ile karakterizedir.
Ucgiincii soy Orta Asya'da, dérdiincii soy ise Pakistan, Madagaskar ve iran'daki bazi
suslarda bulunmaktadir. Besinci soy, Iran'da Moritanya ve Senegal’de bulunan
tirlerden olugmaktadir. Kalan diger soylar ise yalnizca Afrika'da tespit edilmistir

[2,14].



2.1.4 Bulas

Ixodid (sert) keneler, 6zellikle Hyalomma cinsine ait olanlar, KKKA etkeni viriisiin
temel rezervuari ve vektorleri olarak bilinmektedir. Kenelerin yani sira sigir, domuz,
keci, koyun ve tavsan gibi ¢ok sayida omurgali hayvan da viriis i¢in destekleyici
konakg1 gorevi saglamaktadir [4]. Artropod kaynakli bir viriis olan KKKAV, insanlara
kene 1s1r181 yoluyla veya viremik hayvanlardan veya insanlardan gelen viicut sivilarina
temas sonucunda bulasmaktadir (Sekil 2.2). Ozellikle kirsal bolgelerde calisan kisiler
(6rnegin askerler, ¢iftciler, orman iscileri ve yiiriiyiisgiiler) ve hayvanlarla yakin temas
halinde olan kisiler (6rnegin ¢obanlar, ciftciler, kasaplar, mezbaha calisanlar1 ve
veterinerler) i¢in virlise maruz kalma riski oldukca yiiksektir [2,6,14]. Kirsal
alanlardaki bulaslarin yani sira hastanelerde tibbi ekipmanlarin uygun olmayan sekilde
sterilize edilmesi sonucu saglik calisanlarinda da KKKA'nin belgelenmis vakalari
mevcuttur. Bununla birlikte, CCHFV'nin insandan insana bulagsma durumu yoktur.
Ebola viriisdeki gibi insandan insana bulasma yoluyla devam eden yaygin salgilar

KKKA i¢in rapor edilmemistir [14].
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Sekil 2.2 : KKKAV ’niin bulas yollarinin sematik gosterimi [17].



2.1.5 Patogenez

KKKAYV oldukga patojenik bir viriis olup bu viriisii derinlemesine ¢alisabilmek i¢in
biyogiivenlik seviyesi 4 (BGS-4) olan laboratuvar kosullarinda c¢alisilmasi
gerekmektedir. KKK A nin patogenezini anlamak i¢in yiirlitiilen arastirmalar, calisma
laboratuvarlarinin yetersizligi nedeniyle yavas ilerlemektedir ve hastaliga dair
belirsizlikler halen aydinlatilamamistir. 1944'te KKKA ilk defa tanimlandiginda,
hastalikla ilislikendirilen ana patolojik anormalliginin kanama ve plazmadan
interstisyel bosluga sivi kaybiyla sonuglanan vaskiiler fonksiyon bozuklugu oldugu
bildirilmistir [7]. KKKAV’niin insan damar sistemini dogrudan infekte edebildigine
dair hali hazirda bulunan tek kanit, mononiikleer fagositler, hepatositler ve endotelyal
hiicrelerden izole edilen viral RNA ve antijenlerin tespitini agiklayan 1997 yilinda
cesitli KKKA vakalarin otopsisi sonucunda hazirlanan bir rapordur [18].

KKKA patogenezinde en ¢ok viriis ve konakge1 hiicreler arasindaki etkilesimlersorumlu
olarak belirtilmektedir. Viriis, kene 1sirig1 yoluyla ilk bariyer olarak epitelyum
tabakasini ge¢mektedir. Viriisiin hiicrelere girisini kolaylastiran viral proteinlerin
bulundugu bazolateral membran, viriislerin girisini ve virilisiin kan dolasimina
salimimini saglayarak virlisiin hiicreye girdigi bolgeden farkli alanlarda da yayilim
gostermesine neden olmaktadir. Endotel hiicreleri ve bagisiklik hiicreleri virtis-konak
etkilesimi ve KKKA hastaligin patogenezinde etkin olan baslica hiicrelerdir [19].
KKKA patogenezinde proinflamatuar sitokin yanitlarinin énemi bir¢ok c¢alismada
gosterilmistir. Interferonlar (IFN-a, IFN-B ve IFN- y) tiimor nekroz faktor o (TNF o),
interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6), interlokin-10 (IL-10), interlokin-15 (IL-15) ve
interlokin-17 (IL-17) gibi sitokinler KKKA hastaliginin siddeti ile iligkilendirilen
onemli biyokimyasal belirte¢lerdir. KKKAV infeksiyonu, sitokinlerin, koagiilanlarin
ve diger inflamatuar aracilarin salinmasi yoluyla inflamatuar yanit1 etkilemektedir.
Ornegin dendritik hiicrelerden salinan IL-1, IL-6 ve TNF-o. gibi sitokinler tarafindan
endotel hiicreleri hem dogrudan hem de dolayli olarak aktive olarak inflamatuar
yanitin baglatilmasina onciiliik etmektedir [19,20]. Dogal immiin sisteminin {iyesi
olan interferonlar (IFN'ler), infeksiyonun yayilmasini sinirlayarak hizli ve etkili bir
antiviral yanit i¢in olduk¢a 6nemli rol Gistlenmektedir. Viral replikasyon tizerine tip I

IFN'lerin (IFN-a ve ) salgilanmasi ve ardindan interferonla uyarilan genlerin (ISG'ler)



yukari regiilasyonu indiiklenmektedir.Bu nedenle interferonlar, 6zellikle infeksiyonun
erken doneminde, viral protein ekspresyonunun inhibisyonu ve apoptozu
diizenleyebilmektedir [20]. Sitokinler inflomasyonu diizenleme ve bagisiklik sistemi
yanitlarin1 degistirebilme yetenegine sahip oldugundan KKKA hastalarinin farkl
donemlerinde farkli seviyelerde bulunmaktadir. Tiirkiye'de hafif ve ciddi vakalarla
yapilan bir aragtirmada serumdaki sitokin yanitlar1 analiz edilerek yliksek TNF-a
diizeyleri ciddi KKKA ile iliskilendirilirken, yiiksek IL-6 diizeyleri hem hafif hem de
ciddi vakalarda yiiksek oldugu tespit edilmistir [6,7]. Hasta serumlarindan analiz
edilen sitokin seviyelerinin hayvan modellerinde de benzer oldugu gosterilmistir.
Sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii-1 (STAT-1) nakavt fare modelleri
KKKAYV ile infekte edilerek hastaligin erken donemlerindeki serum sitokin
seviyelerine bakildiginda IL-6, IL-10 ve TNF-o’nin yiliksek seviyelere ulastigi
gozlenmistir [7,21]. KKKA hastalarindaki hemorajik tablo , Lokosit adezyon
molekiilleri (ICAM), vaskiiler hiicre adezyon molekiili (VCAM) ve E-selektin
genlerinin artan ekspresyon diizeyleri ile iliskilendirimektedir. Bu genlerdeki yukari
regiilasyonun vaskiiler gecirgenligin artmasina yol agarak kanama olasiligin1 arttirdigi

bildirilmistir [22].

2.1.6 Tam

Endemik boélgelerde yiiksek mortaliye sahip olan KKKA baslangicta diger atesli
hastaliklar benzer semptomlarla ortaya cikabilmektedir. Hastaligin hizli ve dogru
teshisi hem vakalarin yonetimi hem de bulasin 6nlenmesi agisindan kritik bir neme
sahiptir. KKKA tanis1 koymak i¢in kullanilan laboratuvar testleri, dogrudan hastalik
etkeni viriisiin tespiti yoluyla veya dolayli olarak konakg¢i organizmanin infeksiyona
kars1 bagisiklik tepkisinin belirlenmesi yoluyla gerceklestirilmektedir [14]. Tanmida
kullanilan laboratuvar testleri arasinda ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR), enzim bagli immiinosorbent testi (EIA), viriis izolasyonu ve serumda
KKKAV’ne spesifik antikorlarin (IgM ve IgG) varligmin analiz edilmesi yer
almaktadir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: KKKA hastaliginin tanisinda kullanilan test yontemlerinin gosterimi [23].

Klinik 6ykiisiit KKKA ile uyumlu olan bir hastanin laboratuvar tanisi, hastaligin akut
doneminde kandaki viral antijenin ELISA ile yakalanmasi ve viral yiikiin birkag saat
icerisinde  belirlenmesini saglayan hassas bir yontem olan RT-PZR ile
yapilabilmektedir. KKKA viriisiiniin sus varyasyonlart g6z Oniine alindiginda, en
yiikksek diizeyde hassasiyetli tani ig¢in niikleik asit amplifikasyon testlerinin
immiinolojik analizlerle birlikte kullanilmasi gerekmektedir. Serolojik testlerin
uygulanmasinda da hastanin hastaliginin hangi déneminde olundugu ¢ok dnemlidir.
Siddetli KKKA vakalarinda antikor iiretimi gecikebileceginden veya hig
olusmayabileceginden, KKKAV'nin serolojik tanisi ciddi vakalarda yanlis negatif
sonuglara neden olabilmektedir. Bu nedenle serolojik tani, hastaligin 5 ila 7 giin
sonrasinda daha faydali olmaktadir. Bu yontemlerin yani sira BSG-4 biyogiivenlik
kontrol seviyesi gerektiren KKKA virlisiiniin izolasyonu, zorlu giivenlik
gereksinimleri ve zaman alic1 bir siire¢ olmasi nedeniyle nadiren bir teshis araci olarak
kullanilmaktadir [14,24]. Molekiiler testlerin yani sira immiinohistokimyasal boyama
yontemi, KKKAV ile infekte olan dokularda viral antijenlerin varligini
gosterebilmektedir [24,25].
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2.1.7 Tedavi

KKKA hastaligina yonelik tedavi secenekleri siirli olup tedavilerin ¢ogu viral
replikasyonu engellemeye veya konakg¢inin infeksiyona karsi olusturdugu yaniti
modiile etmeye odaklanmigtir. Hastaligin erken donemindeki spesifik olmayan
semptomlar diger bir¢ok viral kaynakli infeksiyon hastaliklarina benzer oldugundan
cogu zaman KKKA hastalarinin tedavisi i¢in ge¢ kalinmaktadir. Giintimiizde FDA
onaylit KKKAYV igin spesifik bir antiviral bulunmamaktadir. Bir guanozin analogu olan
ribavirin, viral kanamali ates hastaliklarinda o6zellikle KKKA, Lassa atesi ve
hantavirus infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan tek antiviral ilagtir. Ribavirin
KKKAYV infeksiyonunun o6zellikle erken donemlerinde viral replikasyonu
engellemesinden dolayr bir tedavi secenegi olarak kullanilmaktadir. Ribavirin
kullanimi KKKA tedavisindeki etkinligi halen tartismalidir. Her ne kadar ribavirin
olimcil sekilde infekte olmus STAT1” farelerde ve STAT2” hamsterlerin
tedavisinde etkili olsa da , ayn1 sekilde KKKAYV ile infekte olmus IFNAR™ farelerinde
Olime karsi koruma saglamadigini ortaya koymustur. Bu nedenle, ribavirin
kullaniminin KKK AV tedavisindeki rolii ve tedavilerin sonucu hakkindaki tartismalar
halen devam etmektedir [21,26,27]. Yapilan diger ¢alismalarda ribavirinin yani sira,
favipiravir veya bir tiirevi olan H44 kullaniminin, 6liimciil sekilde infekte olmus fare
modellerinde 6nemli oOlgiide koruyucu etki gosterdigi ve virusle infekte hedef
dokulardaki viral yiikleri onemli 6l¢iide azalttigi raporlanmistir [28]. Favipiravir ayni
zamanda KKKAYV ile infekte sinomolgus makaklarinda da etkili olup ve birgok
dokudaki viremiyi ve viral yiikii azalttig1 bildirilmistir. Hayvan modellerinde yapilan
bu ¢alismalar, favipiravir veya H44 kullaniominin KKKAYV ile infekte hastalarda da
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica Covid-19 pandemisinde SARS-CoV-2
infeksiyonunun tedavisinde kullanilan bir antiviral olan molnupiravirin, KKKAV
infeksiyonunun tedavisinde de favipiravir ile benzer etkinlik gosterdigi bulunmustur
[28,29]. KKKA vakalarinda antiviral tedavilerinin yani sira antikor bazli tedaviler de
uygulanabilmektedir. Her ne kadar daha detayli ¢alismalar yapilmamis olsa da, sinirli
caligmalardan elde edilen veriler, KKKAV infeksiyonundan kurtulan bireylerden

alinan plazma veya antikorlarin KKKAYV ile infekte olan hastalarda yarar
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saglayabilecegini gostermektedir [30]. KKKAV infeksiyonu diger hemorajik ates
hastaliklar1 gibi diizensiz bir inflamatuar yaniti ve sitokin firtinalarina neden
olmaktadir. Bu nedenle, KKKA hastalarinda hiperinflamatuar konak hiicre yanitini
baskilanmasinda antiinflamatuar ilaglarin kullanilmasina yonelik  smirli sayida
arastirmalarda yapilmistir. KKKA hastalar1 iizerinde yapilan karsilastirmali bir
calismada, yliksek doz metilprednizolonun ribavirin ile birlikte kullaniminin, yalnizca
ribavirin tedavisine kiyasla antiviral ve antiinflamatuarlar ilaglarin birlikte

uygulanmasinin daha iyi bir sonug verdigi raporlanmistir [31].

2.2 Kiriom Kongo Kanamali Ates Viriisii

2.2.1 Viriisiin Yapis1 ve Genomu

Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriisti , Bunyaviridae ailesine ait, Nairovirus cinsinden
bir RNA viriisiidiir. Ozellikle endemik bélgelerde yiiksek morbidite ve mortaliteye
neden olan kene kaynakli bu patojen, 100 nm gapinda kiiresel virionlara sahiptir.
KKKAYV genomu diger bunyaviriislerde oldugu gibi kiiciik (S), orta (M) ve biiytik (L)
olmak tizere ii¢ tek sarmalli negatif RNA segmentlerinden olusmaktadir [6,14].
Kodlanmayan bolgeler (NCR), KKKAV'nin kiigiik (S), orta (M) ve biyiik (L)
segmentlerinin 5 ve 3' uglarinda bulunup bunyaviriis genomlarmin dairesel
goriniimiine katki saglamaktadir. Kodlanmayan bolgeler L segmentten kodlanan
RNA'ya bagimli RNA polimerazin viral genomun transkripsiyon veya replikasyonunu
baslatmasi i¢in gerekmektedir [6,32]. Her bir segment bir a¢ik okuma ¢ergevesi (ORF)
ve tiim Nairoviriis’lerde korunmus olan dokuz terminal niikleotid ( 5-UCUCAAAGA
—3'AGAGUUUCU) dizilerini igermektedir. Korunmus diziler viral promotor bolgeler
olarak goérev yapmaktadir. Viriisiin her bir segmenti farkli viral proteini
kodlamaktadir. Kiiciik (S) segmentten niikleoprotein, orta (M) segmentten
glikoproteinler ve L segmentten RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) tiretilmektedir
[6,14,32].
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Sekil 2.4: KKKAV genomu. KKKAV, ii¢ segmentli bir RNA genomuna sahiptir.
Kiiciik (~1,6 kb), orta (~5,4 kb) ve biiyiik (~12,1 kb) segmentler sirasiyla NP, GPC
ve L proteinini kodlar. Kiigiik segment ayn1 zamanda pozitif anlamda yapisal
olmayan bir S proteinini (NSs) de kodlamaktadir. Kodlama bolgelerinin yaninda
kodlamayan bolgeler (NCR'ler) bulunmaktadir [6].

2.2.2 Viral Genomdan Kodlanan Proteinler

Kirim kongo kanamali atesi virlisiiniin genomundaki her bir segmentten farkli viral
proteinler kodlanmaktadir.Bu proteinler S segmentten kodlanan niikleokapsid proteini
(NP), M segmentten kodlanan Gn ve Gc olarak isimlendirilen glikoproteinler ve L
segmentten kodlanan RNA bagimli RNA polimerazdir. Bu proteinler KKKA
virisiniin replikasyonunda etkili olup infeksiyonun seyrini etkileyerek KKKA

patogenezinde kritik rol oynamaktadir [6].

2.2.2.1 Kiigiik (S) Segmentten Kodlanan Proteinler

Kirim kongo kanamal1 atesi viriisii kiiciik (S) segmenti yaklasik 1.5 kilobaz ¢ifti (kb)
uzunlugunda olup yaklasik 53kDA boyuttaki viral niikleoprotein (NP) ve kiiciik
yapisal olmayan proteini (NSs) kodlamaktadir. Viral proteinler arasinda konak
hiicrede en fazla bulunan protein viriisiin genetik materyalinin korunmasinda islevsel
olan niikleoproteinler olup birincil islevleri viral RNA ile etkilesime girerek
riboniikleoprotein (RNP) kompleksini olusturmaktir . NP’nin RNP olusumundaki rolii
ile iligkili olarak L proteininin amino ve karboksi terminal bolgeleri ile etkilesime
girdigi ve hiicrelerde L proteini ile ortak lokalizasyona sahip oldugu gosterilmistir

[3,7,26]. Niikleoproteinin hiicre igerisinde baska islevleri de mevcuttur NP, diger viral
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parcaciklarin yoklugunda bile hiicrelerden salinabilir ve kiiresel virionlarin olugsmasini
saglayabilmektedir [6,33]. NP’nin viral kaynakli immiin kagisa da katki
saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Antiviral yanitin niikleoproteine karsi hedeflendigi,
interferon tarafindan uyarilan MxA geninin KKKAYV replikasyonunu engellemesini
bildiren calismalarla gosterilmistir [34]. NP’nin yan1 sira S segmentten kodlanan
kiiciik yapisal olmayan proteinlerde viral siireclerde etkilidir. Son zamanlarda
KKKAV NSs’nin mitokondriyal bolgeye yerlestigi ve mitokondriyal membran
potansiyelini bozarak apoptozu indiikledigi bildirilmistir [6].

2.2.2.2. Orta (M) Segmentten Kodlanan Proteinler

Kirim kongo kanamali atesi viriisii orta (M) segmenti yaklasik 5.2 kilobaz cifti(kb)
uzunlugunda olup virionlarin yiizeyinde yer alan yapisal glikoproteinler (Gn ve Gc),
yapisal olmayan protein (NSm) ve salgilanan yapisal olmayan glikoproteinler
(NSG'ler) GP85, GP160 ve GP38 olarak islenen yaklasik 225kDA boyutunda bir
poliproteini kodlamaktadir. M segmentten glikoprotein Onciilleri (GPC), N-
glikosilasyonun  meydana  geldigi  (N-glikan) endoplazmik  retikulumda
sentezlenmektedir. Sentezlenen bu poliprotein hizla sinyal peptidaz kompleksi ve/veya
zar i¢i boliicti proteazlar (1CLIP'ler), tarafindan yapisal olmayan M proteini(NSm),
zarla bagli Gn ve Gc 6ncii (PreGn ve PreGce) proteinlerine pargalanmaktadir. 85kDa
boyutunda olusan PreGc SKI-1/S1P enzimiyle 75 kDa boyutundaki Ge glikoproteinine
islenmektedir. PreGn ise miisin benzeri alaninin O-glikozile edildigi (O-glikan) Golgi
cisimcigine giderek RRLL motifinde subtilisin kexin izozim-1/site-1 proteaz (SKI-
1/S1P) enzimi ile 160/85 kDa biiyiikliiglindeki Musin-benzeri protein/GP38
kompleksi ve 37 kDa biiyiikliigiindeki Gn proteinine ayrilmaktadir. Yapisal olmayan
glikoproteinlerden GP85 ve dimer formunda salgilandiginda GP160 olarak
isimlendirilen musin-GP38 kompleksi furin enzimi tarafindan 38 kDa boyutundaki
GP38 ve halen boyutu tam bilinmeyen musin benzeri protein pargalarina ayrilmaktadir
(Sekil 2.5) [35]. M segmentten sentezlenen yapisal proteinler olan Gn ve Ge'nin hiicre
ylizeyi reseptorleriyle etkileserek virlistin  hiicreye girigini  saglamasi, viriis
notralizasyonunun bu glikoproteinlere karsi antikorlarla gerceklesmesi ve akut

infeksiyonlu bireylere antikorlarin pasif transferi ile kismi koruma saglanmasi
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nedeniyle son yillarda bu proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinin karakterizasyonuna

yonelik ¢aligmalar oldukga artmistir.
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Sekil 2.5: KKKAV glikoproteinlerinin islenmesi ve islenme sonucu olusan tirtinler.

(A)GPC’nin hiicre icerisindeki islenme siireci (B) GPC islenmesi sonucunda olusan

irlinler [6].

2.2.2.3 Biiyiik (L) Segmentten Kodlanan Proteinler

Kirim kongo kanamali atesi viriisii biiylik (M) segmenti yaklagik 12 kilobaz ¢ifti (kb)

uzunlugundadir. Nairoviriis ler, Bunyaviridae ailesinin diger liyelerine gore yaklasik

4000 aminoasitlik daha biiyiik bir L proteinine sahiptir. L proteini, amino terminusta

over-timorii benzeri (OTU) bir proteaz igerir ve hem de-ISGylating hem de

deubikitinasyon fonksiyonlarina sahiptir. Bunyaviridae ailesinin tiim iiyelerinde, L

segmentinden virlisiin genetik materyalini ¢ogaltmasinda ve bulagsmasinda kritik bir

rol oynayan onemli bir bilesen olan RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp)

kodlanmaktadir [6,14]. RdRp yan1 sira L segmentinde yer alan over tiimdrii benzeri

(OTU) sistein proteazi, virlisiin cogalmasinda ve viral patogenezde muhtemel 6nemli
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gorevli bulunmaktadir. Viral OTU alanlari, hedef proteinden ubikitin (Ub) ve
interferon uyarilmis gen 15 (ISG15) konjugatlarini hidrolize edebilen bir sistein
proteazinin temel bir bileseni olarak islev gormektedir.Ayrica OTU proteazi,
RdRp’nin serbestlesmesinde, ¢esitli hiicresel sinyal yolaklar1 ve bagisiklik tepkilerinde
islevsel olmaktadir [36]. KKKAV L segmentten iiretilen L proteini ayrica
endoniikleaz aktivitesine de sahiptir.Bu aktivite ile viral RNA’larin ug¢ bolgelerinde
yaygin olarak bulunan trifosfat bakiyeleri diger pek ¢ok RNA viriisiiniin aksine
monofosforile edilmektedir. Viral RNA’larin u¢ bolgelerinde bulunan bu trifosfat
bakiyeleri, retinoik asitle indiiklenebilir gen 1 (RIG-I)’in hiicrelerdeki antiviral cevabi
baslatabilmesi i¢in en onemli hedeflerdir. L proteindeki endoniikleaz aktivitesi, viral
RNA’nin RIG-I tarafindan taninmasi engelleyerek viriisiin immiin yanittan kagmasina

neden olmaktadir [6].

OTuU ZF EN LZ RdRp B OTU cysteine protease

O Topoisomerase
B Zinc finger (ZF)
B Endonuclease (EN)

__________________ e B Leucine zipper (LZ)
1 1000 2000 3000 3945 W RdRp motifs
=== NP binding region

Sekil 2.6 : KKKAV L segmentin genomik organizasyonunun gosterimi [7].

2.3 Protein Ekspresyon Sistemleri

Rekombinant protein {iretimi basta ila¢ sektorii olmak iizere bilimsel ve endiistriyel
alanda 6nde gelen bir arastirma alanidir. Proteinler, canli organizmalardaki metabolik
stiregleri diizenleyerek giinliik islevlerin yerine getirilmesine yardimct olan biyolojik
molekiillerdir. Fakat protein iretimindeki mutasyonlar veya yanlis islenme siirecleri
biyolojik isleyiste aksamalara yol acarak gesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Giinlimiizde bu tiir hastaliklar, rekombinant olarak tiretilen proteinlerin ag1
veya ilag formunda gelistirilmesiyle tedavi edilebilmektedir. Bu nedenle protein
tiretimi hastaliklarin 6nlenmesinde veya tedavisinde insan saglig1 acisindan hayati bir
oneme sahip olup bu alandaki arastirmalar giderek artmaktadir [37]. Rekombinant
DNA teknolojisi ile protein iiretiminde prokaryotik organizmalar, mayalar, bitki
hiicreleri ve okaryotik hiicre hatlar1 gibi cok ¢esitli sistemler kullanilabilmektedir. Bu
ekspresyon sistemlerin se¢imi proteinin iiretim hedeflerine ve biyolojik aktivitesi gibi

gereksinimlere bagli olarak yapilmaktadir [38].
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2.3.1 Bakteriyel Ekspresyon Sistemleri

Rekombinant protein iiretiminde en sik tercih edilen ekspresyon sistemleri bakteriyel
sistemleridir. Ozellikle E. coli protein ekspresyon sistemi en yaygm kullanilan ve
ekonomik agidan en verimli olan sistemler arasindadir. Rekombinant DNA
teknolojisinin en basit konakgis1 prokaryotik bakteri sistemleridir. Ilk rekombinant
FDA onayl ila¢ olan insan insiilini, Escherichia coli (E. coli) tarafindan diyabet
tedavisi i¢in elde edilerek 1980'lerin baslarinda kullanima sunulmustur [38].
Bakteriyel sistemlerin tercih edilme nedenleri arasinda, bakterilerin fizyolojilerinin
detayli olarak karakterize edilmis olmasi, kolay bakim ve manipiilasyon imkani
sunmast, ekonomik beslenme kaynaklarinin kullanilabilirligi, hizli biiyltime ve yiiksek
hiicre yogunluklarina ulasabilme yetenekleri, pratik ve uygun 6l¢eklendirme olanagi,
ayrica gesitli giiclii indiikleyici promotorlarla gen ifadesinin kolayca saglanabilmesi
yer almaktadir [38,39]. Bu avantajlarin yani sira pek ¢ok protein 6karyotik hiicrelerde
bulunan 6zel modifikasyonlara ihtiyag duymakta olup bu da bakteriyel ekspresyon
sistemlerinin bu proteinlerin {iretiminde kullanimini sinirlamaktadir. Ornegin disiilfiit
baglar1 genellikle bakteri hiicreleri iginde olusturulamaz ve bakteriyel sistemler
Okaryotik proteinleri liretse bile nadiren diizgiin sekilde olusturabilmektedir. Bu durum

tiretilen proteinin biyolojik aktivitesini olumsuz yonde etkilemektedir [38,40].

2.3.2 Memeli Hiicre Ekspresyon Sistemleri

Memeli hiicre hatlar1, insan benzeri protein {iretimi igin O6nemli ekspresyon
sistemleridir.Bu hiicrelerinin kullanimi, rekombinant proteinlerin dogru katlanmas,
translasyon sonrast modifikasyonlar1 ve biyolojik aktivitelerin diizgiin isleyisi
agisindan ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle terapotik proteinlerin ve biyofarmasdtiklerin
yaklasik %701 memeli hiicre hatlarinda iiretilmektedir. Cin hamsteri yumurtalik
(CHO), insan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK 293) ve yavru hamster bobrek
(BHK) hiicreleri rekombinant protein iiretiminde yaygin olarak kullanilan hiicre
hatlardir.
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Diger hiicre hatlartyla kiyaslandiginda CHO hiicreleri, kolaylikla manipiile
edilebilmesi nedeniyle biiyiik 6lgekli protein tiretiminde daha ¢ok tercih edilmektedir
[37,38]. Calismanin amacina gére memeli hiicrelerinde gegici veya stabil olarak

protein ekspresyonu gerceklestirilebilmektedir (Sekil 2.7).

2.3.2.1 Gegici Protein Ekspresyonu

Gegici protein ekspresyonu, hiicrelere kalsiyum fosfat (CaPi) veya polietilenimine
(PEI) gibi bir kimyasal tasiyici ajan araciligiyla disaridan aktarilan genetik materyalin
hiicrenin genomuna entegre olmadan gegici olarak ifade edilmesi seklinde tanimlanir.
Bu sistem genellikle plazmid DNA veya viral vektorler aracilifiyla gerceklesir.
Aktarilan genetik materyal, konak hiicrenin DNA'siyla birlesemediginden, birkag
hiicre replikasyon dongiisiinden sonra kaybolmaktadir. Gegici protein ekspresyonu
yapan hiicreler genellikle kisa vadeli gen ekspresyonunun etkilerini incelemek, RNAi
aracili gen susturma gergeklestirmek veya hizli bir sekilde kiigiik dl¢ekli rekombinant
proteinler liretmek amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica gecici ekspresyon, stabil sekilde
transfekte edilmis hiicrelerde zaman alic1 biiylitme siirecine girmeden segilen
parametreleri optimize etmeyi hedeflerken yararli olabilmektedir. Bu yontem
genellikle kisa siireli protein {retiminde kullanilmaktadir [40,41]. Sistemin
avantajlarinin yani sira gen ekspresyonunda genellikle yliksek maliyetli reaktiflerin
kullanilmast ve biiylik 6lgekli iiretim i¢in uygun olmamast gibi sinirlamalar da
bulunmaktadir [11]. Ornegin, gegici protein ekspresyonunda transfeksiyon reaktifi ve
plazmid DNA dahil olmak iizere oldukca biiyiik miktarda tiiketilebilir reaktifler
gerektirirmekte olup mali agidan engelleyici olabilmektedir. Buna ek olarak protein
verimi, bir deneyden veya kisiden digerine 6nemli dl¢iide degisebilen bir faktor olan

transfeksiyon verimliligi ile direkt iliskilidir [12].
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2.3.2.2 Stabil Protein Ekspresyonu

Kiiclik 6lgekli protein ekspresyon deneylerinin ¢ogunlugu, gecici gen ekspresyon
sistemleri ile gerceklestirilmektedir. Stabil protein ekspresyon sistemleri,
biyofarmasoétiklerin maliyetlerinin azaltilmasi veya uzun vadeli protein iiretimi i¢in
kullanilan bir yontemdir. Stabil transfekte edilmis hiicreler yalnizca protein iiretimi
i¢cin degil sinyal iletimi, iyon kanal1 arastirmasi, ilag hedefi taramasi ve immiinoterapi
icin ilag gelistirme gibi farkli alanlardaki ¢alismalar i¢in de uygun bir sistem olmustur
[12,13]. Stabil protein ekspresyon sistemleri, siirekli bir sekilde protein iiretiminde
kullanilan avantajli bir sistemdir. Gelistirilen hiicre hatlarinda,  hiicrelerin
cogalmasiyla birlikte aktarilan genin ekspresyonu korunarak stabil olarak ifadesi
saglanmaktadir. Ayrica, stabil ifade sistemleri genellikle yiiksek protein verimliligi ve
uzun siireli kararli protein ekspresyonu ifadesi saglamaktadir. Bu durum deneylerin
tekrarlanabilirligi ve giivenilirligi agisindan olduk¢a onemlidir [13]. Stabil protein
ekspresyonununda hedef proteini kodlayan genin hiicrelerin genomuna entegre olmasi
gerekmektedir. Genomik entegrasyon genellikle homolog rekombinasyon veya
transpozonlarin kullanim1 gibi mekanizmalarla gerceklestirilmektedir. Hedef proteini
kodlayan genetik materyal ile genoma entegre edilecegi hedef bolge arasinda benzer
veya homoloji gdsteren bolgeler arasinda homolog rekombinasyon gerceklesmektedir.
Transfeksiyonun ardindan hiicre, transfekte edilen genetik materyali kendi genomunda
bulunan benzer genetik dizileri igeren bolgelerle eslestirmektedir. Homoloji gdsteren
bolgeler arasinda rekombinasyon baslamadan oOnce, bu bolgelerdeki DNA ¢ift
zincirinin  kirilmas1  gerceklesmektedir. Bu noktada trasnfekte edilen genetik
materyalin lineer bir sekilde hiicrelere verilmesi hedef gen sekansinda olusabilecek
hatalar1 en aza indirgemektedir.

Cift zincir kiriklariin ardindan hiicre, transfekte edilen genetik materyali homolog
bolgelerle birlestirerek rekombinasyon siirecini tamamlayip transfekte edilen genetik

materyali genomuna basarili bir sekilde entegre etmektedir.
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Konakg¢1 genomuna kromozomal entegrasyon, yalnizca segici bir isaretleyici geninin
varligina dayanmaktadir. Antibiyotik diren¢ genleri gibi bu seleksiyonu saglayan
genler  klonal hiicre hatlarinin izole edilerek kararli hale getirilmesinde
kullanilmaktadir. Bu yontemin dikkat ¢ceken dezavantaji, kromozomal entegrasyon
siirecinin genellikle rastgele olarak gerceklesmesi ve bazi durumlarda gen

susturulmasina neden olabilmesidir [12,13,39].
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Sekil 2.7 : Hiicrelerdeki gegici ve stabil gen ekspresyon silirecinin gosterimi [42].
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Cozeltiler ve Tamponlar

3.1.1 1 M pH:8 Tris-HCI Cozeltisi

121,14 g Tris tartilmis 900 ml deiyonize su eklenerek ¢ozdiiriilmiis ve HCl ile pH 8’¢
ayarlanip ardindan hacim 1 litreye tamamlanmustir.

3.1.2 Luria-Bertani (LB) Si1v1 Besiyeri

10 g tripton, 5 gram maya ekstrakt1 ve 10 gram NaCl tartilip 1L deiyoinize su ile
¢ozdiiriiliip 121°C’de otoklavlanarak steril hale getirilmistir. LB besiyeri +4°C’de

kullanilana kadar muhafaza edilmistir.

3.1.3 Ampisilin iceren LB Siv1 Besiyeri

10 ml LB sivi besiyerine 10 pl stok konsantrasyonu 100 mg/ml olan amupisilin
cozeltisinden eklenerek bakterilerin siv1 kiiltiirde tiremesi i¢in kullanilmistir.

3.1.4 %30 Gliserollii LB Siv1 Besiyeri

LB sivi besiyerinin 10 ml’sine 3 ml gliserol eklenerek bakterilerin -80°C’de
stoklanmasinda kullanilmistir.

3.1.5 LB Broth Agar

10 g tripton, 5 gram maya ekstrakti, 10 gram NaCl ve 15 gram bakteriyel agardan
tartilip 1L deiyoinize su ile ¢ozdiiriiliip 121°C’de otoklavlanarak sicaklig: diisiip
katilasmadan petri kaplarina dagitilmistir. Katilasan LB agar besiyeri 37°C’de bir giin
bekletilerek kontaminasyon kontrolii yapilip kullanilana kadar +4°C’de muhafaza

edilmistir.
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3.1.6 Ampisilinli LB Agar

3.1.5’ de hazirlanan besiyerine antibiyotik eklenebilecek kadar sogudugunda ml’sinde
100 pg olacak sekilde ampisilin ¢ozeltisinden eklenerek petri kaplarina dagitilmistir.
Besiyerleri bir gece 37°C’de kontaminasyon i¢in kontrol edilerek +4 °C’de kullanilana

kadar muhafaza edilmistir.

3.1.7 SOC Siv1 Besiyeri

5 gram maya ekstrakti, 20 gram tripton, 10 ml 1M NacCl, 1 ml 2.5M KCl ve 20 ml 2M
MgSOa, 990 ml deiyonize su ile karistirilip pH:7.5’a ayarlandiktan sonra 121°C’de
otoklavlanmistir. Ardindan 10 ml steril %20 glikoz ¢ozeltisi eklenip bir gece 37°C’de
kontaminasyon kontrolii yapilip -20°C’de kullanilana kadar saklanmistir.

3.1.8 0.5 M Kalsiyum Klorid Cozeltisi

110,8 g kalsiyum Klorid tartilip 500 ml deiyonize suda ¢ozdirilmistiir. 121°C’de
otoklavlanan ¢ozelti +4°C’de saklanmustir.

3.1.9 PBS Cozeltisi

0.2 gram KCI, 8 gram NaCl, 1.44 gram Sodyum Fosfat Dibazik (Na2HPO4) ve
0.24 gram Potasyum Fosfat Monobazik (KH2POs) tartilarak 1L deiyonize suda
¢oziindiiriilmiistiir. HCl ile pH degeri 7.4 e ayarlandiktan sonra 121°C’de otoklavlanip
+4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.10 Akrilamid/BIS Soliisyonu

43,8 gram akrilamid ve 1.2 gram N’-N’-bis-metilen-akrimalid 150 ml deiyonize suda
¢ozdiriliip 0.45 pm’lik filtrelerden gegirildikten sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.
3.1.11 %20 SDS Cozeltisi

200 gram sodyum dodesil siilfat (SDS) 900 ml deiyonize suda ¢ozdiiriiliip hacim 1

litreye tamamlandiktan sonra oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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3.1.12 %10 APS

100 miligram amonyum persiilfat (APS) 1 ml deiyonize su ile ¢ozdiiriiliip +4°C’de
muhafaza edilmistir.

3.1.13 SDS Ornek Hazirlama Tamponu

0,625 ml 1 M Tris (pH 6.8), 2.5 ml gliserol, 4 ml %5 SDS ve 0.4 ml %1 Bromofenol
mavisi 2,475 ml deiyonize suda ¢ozdiriiliip oda sicaklifinda muhafaza edilmistir.
Ornekler hazirlanmadan &énce hazirlanan tampondan 950 pl alinarak 50 pl B-
merkaptoetanol ile karigtirilip 6rneklerin iizerine ile 1:1 oraninda eklenmistir.

3.1.14 10X SDS Yiiriitme Tamponu

15.15 gram tris, 72 gram glisin ve 5 gram SDS 500 ml deiyonize suda ¢dzdiindiiriiliip
oda sicakliginda saklanmigtir.

3.1.151X TBS

9 gram NaCl, 10 ml 1 M Tris-HCI ve 2 ml Tween 20, 1 litre distile suda karistirilarak
¢Ozdiirilmiistiir.

3.1.16 TBST

0,5 ml Tween 20, 999,5 ml 1X TBS igerisine eklenerek hazirlanmistir.

3.1.17 Western Blot Transfer Cozeltisi

3 gram Tris, 14,4 gram glisin ve 200 ml Metanol, 1 litre deiyonize suda ¢ozdiiriilerek

+4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.18 Western Blot Bloklama Soliisyonu

2,5 gram siit tozu 50 ml TBST igerine eklenerek %5’lik siit tozu igeren soliisyon

hazirlanmstir.

3.1.19 PBST

0.2 gram KClI, 8 gram NacCl, 1.44 gram Na2HPO4, 0.24 gram KH2PO4 ve 500 ul Tween

20 1litre deiyonize su igerisinde hazirlanarak +4°C’de muhafaza edilmistir.
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3.1.20 EIA Kaplama Tamponu

3,03 gram Na,CO;3 , 6 gram NaHCO; 1 litre deiyonize su igerisinde karistirip pH

degeri 9.6’ya ayarlandiktan sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.21 %37 Formaldehit

1.85 gram paraformaldehit ve 90 pl 1 N NaOH, 3.5 mL deiyonize su ile 1s1 yardimiyla

¢Ozdiirtliip 0,22 pum filtre ile filtrelenerek oda 1sisinda saklanmustir.

3.1.22 %4 Formaldehit

1.081 ml %37 Formaldehit ¢6zeltisi, 9 ml su ile karistirilarak hazirlanmistir.

3.1.23 5X TBE Tamponu

30.5 gram borik asit, 60.5 gram Tris baz, 3.7 gram EDTA 1 litre deiyonize su igerisinde

¢Ozdiiriilerek oda 1s1sinda muhafaza edilmistir.

3.1.24 %1 Agaroz Jel Hazirlamisi

1 gram agaroz 100 ml 0.5X TBE tamponunda ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.

3.1.25 Poliakrilamid Jel Hazirlanis

Ekspresyon iiriinlerinin analizi i¢in konsantrasyonu %212 resolving, %8 stacking
olacak sekilde SDS PAGE jel hazirlanmistir. Resolving i¢in; 2.4 ml deionize suyun
igerisine 5.0 ml akrilamid/bis, 2.5 ml 1.5 M Tris HCI, 0.1 ml 10% SDS, 50 ul
10%APS ve 5 pul TEMED eklenmistir. Her bir jel i¢in hazirlanan cam kasetlerin
arasina 5 ml dokiliip tizerine jelde olusabilecek baloncuklarin giderilebilmesi igin
izopropanol de eklenerek jel donmaya birakilmistir. Stacking jel i¢in ise 4.1 ml
deionize suyun igerisine 3.3 ml akrilamid/bis, 2.5 ml 0.5 M Tris HCI, 0.1 ml 10% SDS,
50 ul 10%APS ve 10 ul TEMED eklenerek resolving jelinin iizerine dokilmiistiir.
Orneklerin yiiklenecegi kuyular1 olusturacak olan taraklar da stacking jelinin {izerine

yerlestirilerek donmasi beklenmistir. (maddelerin miktarlarini kontrol et)
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3.2 Malzemeler
Tez caligmasi kapsaminda kullanilan malzemeler Tablo 3.1°de listelenmistir.

Tablo 3.1 : Tez ¢alismasi kapsamindaki deneylerde kullanilan malzemelerin listesi.

Huh-7 hiicre hattt

FBS (Gibco)

DMEM(Gibco)

Penisilin/ Streptomisin (Gibco)

®
T-25 em?doku kiiltiirii siseleri (NEST )

®
T-75 cm’doku kiiltiirii siseleri (NEST )

®
6 kuyulu hiicre kiiltiir plakas: (NEST )

®
24 kuyulu hiicre kiiltiir plakas1 (NEST )

®
96 kuyulu hiicre kiiltiir plakas1 (NEST )

®
10, 200, 1000 pl pipet uglar1 (NEST )
Petri kaplari (Isolab)

®
5, 10, 25 ml serolojik pipet (NEST )
5, 10 ml sirga (Beybi)

1,5 ml Kriyojenik Tiipler (NEST®)
Restriksiyon enzimleri (NEB)
Tripsin/EDTA (Thermo Scientific)

™
iNtRON's DNA-spin ~ Plasmid DNA Purification Kit
QIAamp DNA Mini Genomic DNA Purification Kit
Formaldehit
Dimetil siilfoksit (DMSO)
DH5a kimyasal olarak kompetan E. coli susu
Ampisilin (BioShop, Burlington, CANADA)
G418 Siilfat (Thermo Scientific)
LB besi yeri (LB Broth with Agar, Sigma-Aldrich Co, MO, USA) SOC
Hygromisin B (Thermo Scientific)

Puromisin (Santa Cruz)

Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent(Invitrogen,Thermo Scientific)

izopropanol

Metanol

Etanol

KKKAV NP Kodlayan Plazmid (Twist Bioscience)

KKKAYV PreGn Kodlayan Plazmid (Twist Bioscience)

KKKAYV PreGe Kodlayan Plazmid (Twist Bioscience)

Agaroz (Sigma-Aldrich)

Etidyum bromiir

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Pierce RIPA Liziz Buffer (Thermo Scientific)

KKKAV NP Monoklonal Antikoru 9D5 (BEI, NR40270)

KKKAYV NP Monoklonal Antikoru 2B11(BEIL, NR40257)

KKKAYV PreGn Monoklonal Antikoru 13G8(BEI, NR40294)

KKKAYV PreGec Monoklonal Antikoru 11E7(BEI, NR40277)

Anti-Mouse IgG HRP (sc-2005; Santa Cruz Biotechnology,Dallas, TX, USA).
Goat anti-mouse I1gG FITC(Abcam, ab6785)

WesternBright Sirius Chemiluminescent Detection Kit(Advansta, California)
PVDF membrani (AmershamTM, Germany)

Siilfiirik asit

TMB soliisyonu

Hoechst (DAPI) boya (Invitrogen)
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3.3 Cihazlar

Tez calismas1 kapsaminda deneylerde kullanilan cihazlar ve kullanim amaglar1 Tablo

2’de gosterilmistir.

Tablo 3.2 : Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari.

Cihazin Ad1

Tezde Kullanim Amaci

Class II Biyolojik Giivenlik Kabini (Thermo
Fisher Scientific)

Hiicre kiiltiiri

37°C CO2'li inkiibatdr (Thermo Scientific)

Hiicre kiiltiiri

Normal ve sogutmali santrifiijler (Beckman,
Avanti)

Hiicre kiiltiirii, RNA ve protein izolasyonu

PZR Cihaz (BioRad)

PZR caligmalar1 ve inkiibasyon

Inverted Mikroskop ve Istk Mikroskop

Hiicre Kaltiiri

EIA Mikroplaka Okuyucu ve EIA Mikroplaka
Yikayicisi

EIA

Agaroz jel goriintiileme sistemi (Biorad GelDoc
XR+)

PCR, RNA ve cDNA iiriinlerinin goriintiilenmesi

Kemiliiminesans goriintiileme sistemi (Fusion FX
Solo S)

Western blot goriintiileme

Dikey SDS-PAGE jel elektroforez sistemi
(BioRad)

SDS-PAGE ve Western blot

Nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific)

DNA,RNA ve protein miktar tayini

pH metre (Milwaukee)

Cozelti hazirlanmasi

Biorad Mini Trans-Blot® Elektroforetik Transfer
Sistemi

Western blot transferi

Normal (Heratherm™ Compact Microbiological
Incubators) ve CO, Etiivler (Thermo Scientific™
FormaTM Series 3)

Bakteri ve hiicre kiiltiirii

Biotek Cytation 5 IFA Goériintiileme
Qiagen Rotor Gene Q RT-PZR

Distile su cihazi Genel

Vorteks (VWR) Genel

Hassas Terazi Genel

Su Banyosu (Witeg) Genel

Buz makinasi (Scotsman) Genel

Kuru 1s1 blogu (Thermo Scientific) Genel
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CMV promoter

3.4 Yontemler

3.4.1 Ekspresyon plazmitlerinin tasarlanmasi

KKKAYV Kelkit susu NP, PreGn ve PreGe proteinlerini kodlayan genler, GenBank veri
tabanindan alinarak memeli hiicrelerde ekspresyon i¢in optimize edilmis ve pPCAGGS
vektori igerisinde liyofilize halde ticari olarak temin edilmistir. (Twist Bioscience,
ABD) (KKKAV NP Erisim no: GQ337053.1, KKKAV PreGc Erisim no:
KC867273.1). Tasarlanan ekspresyon plazmitlerinin haritalart  Sekil 3.1°de

gosterilmigtir.

3" B-glokin insulator

SW40 paly(A) signal

_[T7 terminator|

A) signal | A
PElA o i :
erm G —
rm"’ﬂfef@ N

’b:u,,‘:\ o ‘ A

KKKAV NP-pCAGGS

8263 bp KKKAV-pCAGGS

36086 bp

CMV promoter|
T7 terminator]

poly(&) signall g

T7 terminator,
5' B-globin insulator

3" B-glohin insulatar)

KKKAV PreGc-pCAGGS
8317 bp

CMW promater|”
paly(&) signal )

T7 terminatar]
5" p-globin insulator

Sekil 3.1: KKKAV proteinlerini eksprese eden plazmitlerin haritasi. KKKAV NP,
KKKAYV PreGn ve KKKAYV PreGe proteinlerini eksprese eden genleri tagiyan
pCAGGS plazmitlerinin haritasi.

27



Insan optimize KKKAV NP, KKKAV PreGn ve KKKAV PreGc sekanslari ise
asagiya eklenmistir.

>KKKAV NP Kodon Optimize Sekans
GGTACCGCCACCATGGAGAATAAAATCGAAGTCAATAGTAAAGACGAAA
TGAATAAGTGGTTCGAGGAGTTCAAGAAAGGCAACGGTTTGATGGACAC
CTTTACGAATTCTTATAGTTTCTGCGAAAACGTCCCTAACCTTGACAAATT
CGTATTTCAAATGGCTTCTGCTACTGACGACGCCCAGAAAGATAGCATTT
ACGCGTCCGCCCTCGTTGAGGCTACAAAATTTTGCGCCCCAATCTACGAG
TGCGCATGGGTGTCAAGCACCGGAATCGTCAAGAAAGGCCTGGAATGGT
TTGAGAAAGACTCCGGGACCATTAAGTCCTGGGACGAAAATTACGCCGA
ACTCAAAGTGGACGTGCCAAAGATTGAGCAGCTCGCAAACTATCAGCAA
GCCGCCCTGAAATGGCGCAAAGATATCGGGTTTCGAGTGAATGCCAATA
CTGCCGCACTGTCTAATAAGGTATTGGCCGAGTATAAGGTGCCCGGGGA
GATCGTAATGAGCGTGAAGGAGATGTTGAGCGATATGATCCGGAGACGT
AACCTGATCCTGAATCGGGGCGGCGACGAGAACCCTCGTGGACCTGTTTC
TCGGGAGCACGTTGAATGGTGTAGAGAGTTCGTGAAGGGAAAATATATT
ATGGCCTTTAACCCACCCTGGGGCGATATTAATAAGTCCGGACGCAGCGG
CATTGCTCTCGTAGCCACCGGACTCGCAAAACTGGCTGAAACTGAAGGC
AAGGGCGTCTTTGATGAGGCAAAGAAAACAGTTGAAGCGTTAAACGGCT
ACCTCGATAAACATAGAGATGAGGTGGATAAGGCCTCTGCAGATAGTAT
GATCACCAATCTGCCCAAACATATCGCTAAGGCCCAGGAACTGTACAAG
AACAGCAGCGCCCTGAGAGCCCAGGGAGCCCAAATCGATACTCCCTTTA
GTAGCTTCTATTGGCTTTATAAAGCAGGCGTCACACCTGAAACATTTCCT
ACAATTAGCCAATTTCTCTTCGAGTTAGGTGAACAACCCCGCGGCACTAA
GAAGATGAAGAAAGCCTTGTTATCCACGCCCATGAAATGGGGCAAGAAG
CTGTACGAACTGTTCGCAGACGATTCCTTTCAACAAAATCGAATTTATAT
GCATCCCGCAGTATTAACGGCGGGCCGGATATCAGAGATGGGCGTGTGT
TTCGGGACTATTCCAGTGGCAAACCCGGACGACGCAGCACAAGGGTCCG
GGCACACGAAATCAATACTGAATCTCCGAACTTCAACCGAAACAAATAA
CCCCTGTGCAAAGACTATCGTGAAGTTGTTCGAGATTCAGGAGACTGGGT
TCAATATTCAAGATATGGATATAGTAGCATCAGAACATCTTCTCCATCAG
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TCTATAGTGGGTAAACAGAGCCCTTTTCAGAACGCGTATAATGTGAAAGG
GAACGCAACATCAGCAAATATTATATGAGGATCCGCTAGCCTCGAG
>KKKAYV PreGn Kodon Optimize Sekans
GGTACCGCCACCATGCCAACAAATATCATGCACACACCCCTGGTATGTTT
TATCCTGTATCTTCAACTTTTATGCCTTGGTGGTGCACACGGCCAACTGAA
TGCGACCGAGCATAACGGCACCAATAATACGACTGCCCCTGGGGCTTCCC
AGTCCCCTAAACCCCCAATGTCAACCACGCCCCCTCATGCGCCCGAGAGC
TCAACTATTAAGCCAACAACTCCTATCTCCGAGGCCGAGGGTTCTGGTGA
GACTACATCTCCGCCTAATACTACGCAAGGACTCTCATCCCCCGAAACAA
CCAGCGAGCGGCCGGCCACTACAAGTATTTCAACAAGTTCAACCGATTCT
ACCAATCCAACTACGCAAATGACTGATAATACACCAACTCCTACTGTGTC
TACTTCCCCTTCTTCCTCACCAAGTACTCCCAGTACGCCTCAGGGTATCCA
CCACCCGGCTCGCTCTCTCCTGAGCGTGAGCTCTCCCAAAACTGTCACTA
CTCCTACCCCGACTTCACCCGGGGAAATGAGTAGCGAGACTTCCTCTCAA
CATTCCGCTATGTCCCGCATTCCTACACCGCATACTGCCACAAGAGTTTCT
ACGGAAATAACTAATCATAGGACCCCGCGGCAGTCCGAGAGCTCTGCCC
AACAAACTACACCTTCCCCTATGACCAGCCCCGCTCAGTCTATTCTGTTA
ATGTCTGCAGCCCCAACCGCCGTACAGGATATCCACCCTTCACCGACCAA
TCGCAGCAAACGGAATCTGGAAACTGAGATTATATTGACACTCTCCCAGG
GCCTTAAGAAGTATTATGGCAAAATCTTGAAATTGTTACATTTGACACTG
GAGCAAGATACTGAGGGATTGCTGGAGTGGTGCAAAGGGAATCTGGGAA
GCAATTGCGACGACGATTTCTTCCAGAAAAGGATTGAGGAGTTCTTTATG
ACAGGGGAATGTTATTTTAACGAGGTGTTGCAGTTCAAGACGCTCTCCAC
CTTGTCACCGACTGAACCATCCCACGCACGGCTTCCCACTGCCGAGCCTT
TTAAGTCCTATTTCGCAAAAGGGTTTCTGAGTATTGACTCTGGGTATTTTA
GTGCTAAGTGCTACCCCAGGAGCTCCGCATCTGGCCTGCAACTTATAAAC
GTCACACAGCATCCTGCCAGAATCGCCGAGACTCCCGGCCCGAAAACCA
CGTCCCTCAAGACTATAAATTGCATCAATCTGCGAGCGTCCGTTTTCAAG
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GAGCATCGCGAGGTCGAAATTAACGTTCTGTTACCCCAAATCGCTGTGAA
TCTGTCTAATTGTCACGTCGTAATAAACAGTCACGTGTGCGACTATAGCC
TCGATACAGACGGACCTGTACGACTCCCCAGGATATACCACGAGGGTAC
ATTTATCCCTGGCACATACAAGATTGTTATTGATAAGAAGAACAAACTGA
ACGATAGATGCACTTTGGTGACTAATTGCGTCATCAAAGGCAGGGAAGT
CAGGAAAGGACAGAGTGTCCTCAGACAATATAAGACCGAGATTAAAATC
GGGAAAGCCTCTACCGGGTTCCGCAAGTTGTTAAGCGAAGAACCGGGAG
ACGATTGTATCTCTCGCACACAACTGCTGCGTACCGAGACGGCTGAAATT
CACGACGATAATTACGGCGGCCCTGGCGACAAGATTACAATATGTAATG
GCAGCACAATCGTCGACCAACGCTTAGGGTCTGAGCTTGGATGCTACACA
ATTAATCGGGTTAAAAGTTTTAAACTGTGTAAGAATAGTGCAACCGGAA
AGACGTGCGAAGTGGATTCAACGCCCGTGAAATGTCGCCAGGGGTTCTG
CCTCAAGATTACGCAGGAAGGCCGGGGACATGTGAAGCTTTCACGGGGT
TCCGAAGTCGTGCTCGACGCCTGTGATAGTTCTTGCGAGGTGATGATCCC
AAAGGGGACAGGCGACATTCTTGTTGATTGCTCCGGCGGTCAACAGCACT
TTCTCAAGGATAATCTGATCGATCTTGGTTGTCCACACATTCCCTTGCTCG
GGCGGATGGCCATATATATCTGTAGGATGTCTAACCACCCCCGGACCACT
ATGGCCTTCCTGTTTTGGTTTTCCTTCGGTTACGTGATAACCTGCATTTTCT
GTAAAGCCCTCTTCTACAGCTTAATTATAATCGGGACGCTGGGCAAGAAA
ATTAAACAGTACCGCGAGCTCAAGCCCCAGACTTGTACAATCTGCGAAA
CTGCGCCCGTAAACGCTATTGACGCCGAGATGCACGATCTGAATTGCTCC
TATAACATCTGTCCCTACTGCGCCTCTCGACTTACGTCAGACGGACTCGC
AAGACACGTGACTCAGTGTCCAAAACGTAAGGAAAAGGTCGAAGAAACA
GAGCTCTATCTTAATTTGGAGCGAATCCCATGGATCGTACGGAAATTGCT
GCAAGTCAGCGAATCTACCGGGGTTGCTCTTAAGCGCTCTTCTTGGCTCA
TCGTGCTCCTGGTATTGTTGACTGTGTCTCTGTCTCCCGTGCAATCCGCCC
CAGTCGGCCACGGCAAAACGATTGAGATTTACCAAACTAGAGAGGGTTT
TGCTAGTATTTGCTTGTTCATGCTCGGTTCTATCCTGTTCATCGTGAGCTG
TCTGGTAAAGGGCCTGGTCGATAGCGTGAGCGAGTCCTTCTTTCCAGGAT
TGTCCGTGTGCAAAACTTGTTCCATCGGGTCCGTGAACGGATTCGAGATC
GAGTCACATAAGTGTTATTGCAGTCTGTTCTGTTGTCCTTATTGCCGACAT
TGTAGTGCCGATCGGGAGATCCATCAACTGCATCTCTCAATTTGTAAGAA
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GAGAAAGACTGGCAGTAACGTTATGTTAGCTGTATGTAAGAGAATGTGTT
TCCGCGCCACAATCGAGGCTAGTAGGAGAGCTTTGCTGATAAGATCAATC
ATTAACACAACATTCGTGATCTGTATATTGACTCTGACGATTTGCGTCGT
GTCAACGAGTGCCTGAGGATCCCTCGAG

>KKKAYV PreGe Kodon Optimize Sekans
GGTACCGCCACCATGGTCTGTAAGCGCATGTGCTTTAGGGCAACCATCGA
AGCCAGCAGAAGGGCCCTGCTCATCCGAAGCATTATCAATACCACTTTTG
TAATATGCATCTTGACGTTGACAATCTGTGTTGTGAGCACCTCTGCCGTG
GAGATGGAAAACCTGCCCGCAGGAACTTGGGAGCGGGAGGAGGACTTGA
CAAATTTCTGTCATCAGGAATGCCAGGTGACTGAGACGGAATGCCTCTGT
CCATACGAAGCTCTTGTGCTCCGAAAACCTCTGTTCTTGGACAGTATTGT
GAAAGGCATGAAGAATCTGCTCAACTCCACAAGCCTGGAGACAAGCCTT
TCAATCGAGGCCCCCTGGGGAGCAATAAATGTCCAATCAACCTTTAAGCC
AACTGTATCCACTGCAAATATAGCACTCAGTTGGAGCTCAGTGGTGCACA
GAGGCAACAAGATCCTTGTCACAGGCCGGTCTGAATCAATTATGAAACT
GGAGGAAAGGACAGGAGTCAGCTGGGACCTGGGCGTGGAAGATGCCTCT
GAGTCCAAACTCCTGACCGTCTCCATCATGGATTTGTCACAAATGTATTC
TCCTGTTTTTGAGTATCTGTCAGGAGACAGACAGGTTGAGGAATGGCCCA
AGGCAACTTGTACTGGTGACTGCCCGGAAAGGTGTGGCTGTACATCATCA
ACCTGCCTGCATAAAGAATGGTCTCACTCCAGAAACTGGCGGTGTAATCC
CACTTGGTGCTGGGGAGTGGGAACCGGCTGCACCTGCTGCGGGGTGGAT
GTAAAAGATTTGTTTACCGACCACATGTTCGTCAAGTGGAAGGTGGAATA
CATAAAAACTGAAGCTATCGTCTGTGTTGCGCTCACCAGCCAAGAGCGCC
AGTGCAGTCTGATTGAGGCCGGGACTCGCTTCAACCTGGGCCCTGTGACT
ATTACCCTGTCCGAGCCAAGGAACATTCAGCAGAAGCTCCCTCCTGAGAT
TATCACGTTGCATCCCAAAATTGAAGAAGGCTTCTTCGACTTGATGCATG
TACAGAAAGTGTTGTCTGCCAGTACAGTGTGTAAGCTGCAGTCCTGCACG
CATGGGATACCGGGAGACTTGCAAGTTTACCACATCGGCAATTTGCTGAA
AGGGGATCGGGTCAACGGGCATCTCATTCACAAGATCGAATCTCATTTCA
ACACCTCTTGGATGTCCTGGGACGGTTGTGACCTTGACTACTACTGCAAC
ATGGGGGATTGGCCCTCTTGCACTTATACAGGAGTGACCCAGCACAACCA
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TGCGGCCTTTGTCAACTTGCTGAACATTGAGACTGACTACACGAAAACCT
TCCACTTCCACTCTAAAAGAGTCACAGCGCATGGGGACACCCCACAGTTG
GACCTCAAGGCCCGACCGACCTACGGTGCCGGTGGGATCACTGTGCTGGT
TGAGGTGGCTGACATGGAGCTGCACACCAAGAAGGTTGAAATCTCAGGC
CTGAAGTTCGCATCCCTGGCTTGCACGGGTTGCTATGCTTGTAGCTCTGG
CATCTCCTGTAAAGTGCGAATTCATGTCGATGAGCCTGATGAGCTCACAG
TACACGTAAAGAGCAGTGATCCAGACGTGGTTGCCGCTAGTACCAGTCTC
ATGGCGAGGAAGCTTGAGTTTGGGACAGACAGCACCTTCAAGGCCTTTTC
CGCTATGCCCAAAACCTCTTTGTGTTTTTATATTGTGGAGAGAGAATACT
GCAAGTCCTGCAGTGAAGATGATACCCAAAAATGTGTTGACACACGGCT
TGAGCAGCCACAGAGCATACTGATCGAGCACAAAGGAACGATCATTGGA
AAGCAGAATGATACTTGCACAGCCAAGGCAAGCTGTTGGCTGGAGAGCG
TCAAGAGTTTCTTTTATGGATTGAAGAATATGCTTGGCAGTGTGTTTGGT
AATCTGTTCATAGGCATTCTCTTGTTCCTTGCCCCTTTCGTCCTGCTCGTG
CTGTTCTTTATGTTTGGGTGGAAAATCCTGTTCTGCTTTAAGTGTTGCCGC
AGGACCCGCGGCCTTTTTAAGTATCGGCACCTCAAGGACGATGAGGAAA
CAGGCTACCGGCGCATTATTGAGAGACTGAACAGCAAGAAAGGGAAGAA
TCGCCTGCTTGATGGTGATAGACTGGCTGATAGGAAAATCGCTGAGCTGT
TCTCCACAAAAACACACATCGGCTGAGGATCCCTCGAG

3.4.2 Kompetan hiicrelerin hazirlanmasi

Transformasyonda kullanilmak iizere bakteriler kalsiyum kloriir ile kimyasal olarak
kompetan hale getirilmistir. Kompetan bakteri iiretiminde tiim bakteriler Luria Bertani
(LB) besiyerinde biiyiitiilmiistiir. Bu amagcla -80°C’de muhafaza edilen bakteri stogu
antibiyotik icermeyen LB agar pleyte ekilmistir. Gece boyu inkiibasyonun ardindan
tek bir koloni se¢ilip 25 ml LB besiyerinde 37°C, 250 devirde ODegoo’si 0,4-0,6
degerine ulasana dek 4 ila 6 saat boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler istenen
miktarlara ulaginca 10 dakika sogutulup ardindan 4°C'de 5 dakika boyunca 10000
devirde toplanmistir. Santrifiijiin ardindan siipernatant dokiilerek ¢oktiiriilen hiicreler
10 ml soguk 0.1M kalsiyum klorid ile reslispanse edilmistir. 300’er ul kompetan hiicre
-80’de sogutulan mikrosantrifiij tiiplerinin igerisine eklenip sonraki deneylerde

kullanilmak iizere -80°C’de muhafaza edilmistir.
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3.4.3 Transformasyon

Ticari olarak satin alinan KKKAV NP, Gn ve Gc¢ proteinlerini eksprese eden plazmid
kalsiyum kloridile kompetent hale getirilen Escherichia coli DH5a’ya transforme
edilmistir. Oncelikle hazirlanan kompetan hiicreler -80°C’den direkt buza ¢ikarilarak
buz igerisinde erimeye birakilmistir. 50 pul kompetan hiicreye 30 ng plazmid DNA’s1
eklenmis ve 30 dakika boyunca buzda inkiibe edilmistir. Hiicrelere 90 saniye boyunca
42°C'de tutulup hemen buzun iizerine alinarak 5 dakika da buzun iizerinde bekletilerek
151 soku yapilmistir. Ardindan oda 1sisinda olan SOC besleyici besiyerinden DNA -
kompetan hiicre karisiminin tizerine eklenerek 37°C'de 250 devirde ¢alkalama hizinda
1 saat boyunca hiicreler biiyiimeye birakilmistir. Inkbasyonun ardindan ilgili
antibiyotik diren¢ geni olan 100pg/ml ampisilini iceren LB agar pleytlere ekilerek
37°C'de bir gece boyunca inkiibe edilmistir.

3.4.3.1 Pozitif Kolonilerin Secimi

Transformasyonun ardindan antibiyotikli LB agar besiyerinde gece boyu
inkiibasyonun ardindan biiyliyen kolonilerden hedef gen acisindan pozitif olan
kolonilerin se¢imi koloni PZR ve restriksiyon endoniikleazlariyla kesim reaksiyonu ile
yapilmaktadir. Koloni PZR i¢in kolonilerin her biri ayr1 ayr1 6ze veya pipet ucu ile
aliarak 30 pl MGW’de restispense edilmektedir. Burada kolonilerin bir kisminin
aliirken ayni1 koloninin diger kisminin pleytte kalmasina dikkat edilmistir. Bu durum
pozitif kolonilerin belirlenmesinin ardindan hedef geni iceren koloniden kiiltiir
baslatilmasi i¢in 6nemlidir. Koloni PZR i¢in secilen ve MGW’de resiispanse edilen
stispansiyon 95°C’de 5 dakika kaynatilarak PZR’da kalip DNA olarak kullanilmistir.
Tablo 3.3’de gosterilen KKKAV NP, Gn ve Gce’ye spesifik primerlerle 2 pL kalip
DNA, 1 pL 1 pM ileri ve geri primer, 1 pL 10 uM dNTP, 2,5 pl 10X PCR Tamponu,
0.75 pl 25mM MgCl2 ve en son 0.125 pl Taq polimeraz PZR karisimina eklenerek

PZR reaksiyonu kurulmustur.
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PZR kosullar1 Tablo 3.4’de bulunmaktadir. PZR’in yami sira ayni kolonilerden
antibiyotikli LB’de Kkiiltiir baglatilip plazmid DNA izolasyonu yapilip kesim
reaksiyonu ile de kolonilerin ilgini geni igerip icermedigi belirlenebilmektedir. 500 pg
DNA igin 1 Unit enzim olacak sekilde bir kesim reaksiyonu hazirlanarak karigim
37°C'de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. PZR ve kesim firiinleri agaroz jel

elektroforezinde goriintiilenmistir.

Tablo 3.3: Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan primer sekanslari.

ileri Primer Sekansi Geri Primer Sekansi
Hedef Gen 5' - 3' Sekans 5' —3' Sekans
KKKAV NP CAAATGGCTTCTGCTACTGA | CATTCACTCGAAACCCGATA
KKKAV PreGn AGACTACATCTCCGCCTAAT | AAGTCTCGCTACTCATTTCC
KKKAV PreGe AATGGTCTCACTCCAGAAAC | ATAATCTCAGGAGGGAGCTT

Tablo 3.4 : Koloni PZR i¢in reaksiyon kosullari.

Dongii Faz Sicaklik Siire
1 Baslangi¢ denatiirasyonu 95 °C 5 dakika
34 Denatiirasyon 95°C 15 saniye
34 Baglanma 54 °C 30 saniye
34 Uzama 72 °C 30 saniye
34 Son uzama 72 °C 5 dakika

3.4.4 Agaroz Jel Elektroforezi

PZR ve restriksiyon endoniikleaz kesim {irlinlerinin goriintiilenmesi agaroz jel
elektroforezinde yapilmstir. Oncelikle iiriinler 6x yiikleme boyast ile karistirilip jele
10’ar pL olacak sekilde yliklenmistir . Elektroforez, 120 volt ve 400 Amperlik bir akim
kullanilarak 30 dakika boyunca gerceklestirilmistir.
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3.4.5 Bakteri Stoklanmasi

Transformasyon sonucu hedef geni barindiran koloniler, antibiyotikli sivi LB
besiyerinde 37°C’de 250 devirde gece boyu inkiibe edilmistir.Bir sonraki giin biiyiiyen
bakteri silispansiyonu %30’u gliserol olan LB siv1 besiyeri igerisinde 1:1 oraninda

karistirilarak -80 C’de stok olarak saklanmistir.

3.4.6 Plazmid DNA izolasyonu

Transformasyon sonucu pozitif olan koloniler, 5 ml’lik selektif antibiyotikli LB siv1
besiyerinde gece boyu biiylimeye birakilmistir. 12-14 saat sonra bakteri kiiltiiriinden
plazmid DNA izolasyonu IntronBio DNA-spin™ Plasmid DNA Piirifikasyon Kiti
kullanilarak yapilmistir (INTRON Biotechnology Inc, Korea). Kitteki talimatlara gore
gerceklestirilen DNA izolasyonunda oOncelikle bakteri kiiltiiric 10000 devirde 10
dakika santrifiijlenerek toplanmistir. Siipernatant uzaklastirilip bakteri peletlere 300 pl
restipansiyon soliisyonu eklenerek iyici ¢Ozdiiriilmiistiir. Ardindan 300 ul liziz
soliisyonu bakteri pelet siispansiyonunun tizerine eklenerek vortekslenmeden 10 defa
alt tist edilip tli¢ dakika oda saicakliginda bekletilmistir. Liziz asamasinin ardindan 350
ul notralizasyon soliisyonu eklenerek karisim 5 dakika buz lizerinde inkiibe edilmistir.
13000 devirde ve +4°C’de 10 dakika boyunca santrifiijlenen karigimin siipernatant kit
igerisinde mevcut olan, DNA baglama kapasitesi yliksek olan kolonlara eklenmistir.
Yikama islemlerinin ardindan kolonlarda tutunan DNA, kolona MGW eklenmesiyle
elie edilmistir. Absorbansa dayali miktar tayini yapilan plazmit DNA sonraki

deneylerde kullanilmak iizere - 20°C’de saklanmustir.

3.4.7 Restiriksiyon Endoniikleaz Kesim Reaksiyonu

Transformasyon sonrasinda pozitif kolonilerden elde edilen plazmid DNA
restiriksiyon endoniiklazlari kullanilarak yapilan kesim reaksiyonu ile dogrulanmaistir.
1 pg plazmid DNA'y1 kesmek igin, 0.2 pl Ndel (10U/ul) enzimi ile 10X enzim tampon
solisyonu (CutSmart® Tampon, New England Biolabs, Inc.) toplamda 20 pl

hacminde karistirilarak 37°C'de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.

35



Transfeksiyonda kullanilmak tizere KKKAV NP, KKKAV PreGn , KKKAV PreGce
kodlayan plazmitler Xhol enzimi ile transfeksiyonun etkinliginin kontroliinde
kullanilan pcDNA 3eGFP plazmidi Bglll enzimi ile kesilerek lineer hale getirilmistir.
10 pg plazmid DNA 20U enzim ile 10X enzim tampon soliisyonu (CutSmart®
Tampon, New England Biolabs, Inc.) igerisinde toplamda 100 pl hacminde
kanistirilarak  37°C'de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Kesim {iriinleri agaroz jel

elektroforezinde goriintiilenmistir.

3.4.8 Hiicre Kiiltiirii

KKKAYV NP, Gn ve Gc genlerinin memeli hiicrelerde ekpresyonu i¢in insan hepatoma

hiicrelerinden tiiretilmis bir hiicre hatt1 olan Huh-7 hiicreleri kullanilmistir.

3.4.8.1 Huh-7 hiicrelerinin hazirlanmasi

Huh-7 hiicreleri, Dulbecco'nun modifiye medyumunda (DMEM) (Gibco by Life
Sciences, EU Approved (Hollanda)), %10 fetal sigir serumu (FBS) (Gibco by Life
Sciences, EU Approved (Giiney Amerika) ve %1 Penicillin/Streptomycin (PES)
(Gibco by Life Technologies, Paisley, Birlesik Krallik) iceren vasat icerisinde 37
°C'de %5 CO2’li ortamda inkiibe edilerek kiiltiirlenmistir. Hiicrelerin yogunluklari
%60-70 arasinda tutularak her 2-3 giinde bir vasatlar1 yenilenmistir. Hiicreler %80
doluluk oranina ulagtiklarinda Tripsin-EDTA(Gibco by Life Sciences, EU Approved

(Hollanda)) ile kaldirilarak deneyin amacina gore pasajlanmuistir.
3.4.9 Antibiyotik duyarhliklarimin belirlenmesi

3.4.9.1 Oldiirme egrisi analizi

KKKAYV NP, PreGn ve PreGc proteinlerini iireten stabil hiicre hatlari, transfeksiyonla
hiicrelere verilen plazmitlerdeki selektif antibiyotiklerle gelistirilmistir. Bu amag i¢in
oncelikle hiicrelerin hygromycin B, puromisin ve G418 siilfat antibiyotiklerine kars1
optimal antibiyotik konsantrasyonu belirlenmistir. Hiicreler 96 kuyulu plakanin her bir
kuyusunda 3000 hiicre olacak sekilde pasajlanarak bir gece 37°C'de %5 CO2’li
inkiibatorde biyiitiilmistiir. Ertesi glin hiicrelerin vasati uzaklastirip sirasiyla eski

medyum uzaklastirilmistir ve hiicreler iki kez DPBS ile yikanmustir.
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0,0.2,0.4,0.5,0.6,0.7,0.8, 1 mg/ml G418 siilfat; 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8, 1 mg/ml
Hygromisin B ve 0, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3 ug/ml puromisin (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Dallas, USA) iceren hiicre vasatlari ¢ift kuyulara sirasiyla
eklenmistir. Negatif kontrol olarak tasarlanan kuyulardaki hiicrelere antibiyotik
icermeyen vasatlar eklenmistir. Hiicrelerin iki glinde bir medyumlar1 degistirilerek
farkl1 konsantrasyonlardaki antibiyotiklerin hiicrelere etkisi mikroskop altinda
incelenmistir.Yedi glin antibiyotik uygulanmasinin ardindan her bir antibiyotik i¢in
optimal doz hem mikroskopik gozlemlerle hem de MTT hiicre canlili1 analizi ile

belirlenmistir.

3.4.9.2 MTT analizi

MTT analizi, hiicre metabolik aktivitesini degerlendirmek icin kullanilan kolorimetrik
bir yontemdir. Bu analiz, sar1 tetrazolium tuzunun (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromiir veya MTT) metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan mor
renkli formazan kristallerine indirgenmesine dayanmaktadir. MTT analizi icin 96
kuyulu pleytlere ekilirek ddiirme egrisi deneyi gergeklestirildi. Bir hafta sonra stok
konsantrasyonu 5 mg/ml olan MTT soliisyonundan her bir kuyuya 50°ser pl
eklenmistir. 37°C'de 4 saat inkiibasyonun ardindan kuyulardaki vasat dikkatlice
cekilerek 100’er ul DMSO soliisyonu eklenerek 595 nm’deki absorbans degeri

Olgtilmiistiir.

3.4.10 Transfeksiyon

KKKAV NP, PreGn ve PreGc proteinlerini kodlayan genleri igceren plazmidler
transfeksiyon ile Huh-7 hiicrelerine aktarilmistir. Polyethyleneimine(PEI) ve
Lipofectamine™gibi transfeksiyon ajanlar1 kullanilarak hiicrelere gen aktarimi
gerceklestirilmistir. PEI ile transfeksiyonda, PEI’nin lineer formu kullanilmistir.
Transfeksiyondan bir giin 6nce hiicreler 6 kuyulu pleyte kuyu bast 500.000 hiicre
olacak sekilde pasajlanip 37 ° C’de%5 CO: igeren ortamda inkiibe edilmistir. Deneye
baslamadan once %70-80 doluluktaki hiicrelerde bulunan FBS’li vasat uzaklastirip
hiicreler 3 kez DPBS ile yikanarak her kuyuya 2 ml yalnizca DMEM iceren medyum
eklenmistir. PEI ile transfeksiyon, yesil floresan proteini kodlayan eGFP genini igeren

pcDNA 3.1 eGFP vektorii kullanilarak optimize edilmistir.
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Bunun i¢in kuyu bast 4 pg plazmit DNA ile 12 pug PEI kanistirithip hizlica
vortekslenerek 30 dakika oda 1sisinda bekletilmistir. DNA:PEI karisimi hiicrelere
yavas yavas eklenerek 4 saat 37°C'de %5 COx ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan hiicrelerin vasatlar1 aspire edilerek hiicrelerin normal kiiltiirlenmesinde
kullanilan FBS ile desteklenmis DMEM medyumu kuyulara eklenmistir. Bir diger
yontem olan katyonik 6zellikli transfeksiyon ajani olan Lipofectamine™ (Invitrogen,
ABD) ile de hiicrelere gen aktarmmi yapilmustir. Uretici firmanin talimatlari

uygulanarak transfeksiyon tamamlanmistir.

3.4.11 Hiicrelerin antibiyotik ile seleksiyonu

KKKAV NP, PreGn ve PreGe genlerini igeren plazmitler transfeksiyon ile Huh-7
hiicrelerine aktarildiktan 72 saat sonra hiicrelerin vasatlar1 6ldiirme egrisi deneyi ile
belirlenen optimal antibiyotik konsantrasyonunu igeren vasatlarla degistirilmistir. Her
lic glinde bir hiicrelerin vasatlar1 antibiyotikli vasatla degistirilerek transfekte olan ve
olmayan antibiyotik diren¢ geni barindiran hiicrelerin seleksiyonu yapilmistir. Direngli
olan hiicreler 96 kuyulu pleytte tek hiicreye diisiiriilerek tek bir hiicreden tireyen koloni
olusumlar1 gozlenmis ve koloniler biiyiitiilerek transfeksiyonla aktarilan plazmidi

stirekli olarak ifade eden stabil hiicre hatlar1 elde edilmistir.

3.4.12 Stabil hiicrelerin dogrulanmasi

Spesifik antibiyotiklere direngli olan hiicreler hedef gene spesifik primerlerin

kullanildig1 PZR ile genomik diizeyde dogrulanmistir.

3.4.12.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Stabil hiicreler T-25’lik flasklarda %80 doluluga sahip olan hiicreler 3000 devir 3
dakika santrifiijlenip toplanarak Qiagen DNeasy Blood & Tissue kiti ile genomik DNA
izolasyonu yapilmistir. Elde edilen genomik DNA’lardan hedef genin varlig1 gene 6zel
tasarlanan Tablo 3.3°de gosterilen primerler kullanilarak PZR ile dogrulanmistir. 500
ng kalip DNA, 1 pL 1 pM ileri ve geri primer, 1 pL 10 uM dNTP, 2,5 ul 10X PCR
Tamponu, 0.75 pl 25mM MgCI2 ve en son 0.125 pl Taq polimeraz eklenerek Tablo
3.5’de belirtilen kosullarda PZR reaksiyonu kurulmustur.
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Tablo 3.5 : Genomik DNA’dan yapilan polimeraz zincir reaksiyonunun kosullari.

Dongii Faz Sicakhik Siire
1 Baslangi¢ denatiirasyonu 95 °C 30 saniye
35 Denatiirasyon 95 °C 15 saniye
35 Baglanma 53°C 30 saniye
35 Uzama 68 °C 30 saniye
35 Son uzama 68 °C 5 dakika

3.4.13 Gen ekspresyon analizi

KKKAYV NP, PreGn ve PreGe proteinlerinin stabil hiicrelerdeki ekspresyonu mRNA
diizeyinde ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ile gosterilmistir. Bu

amag i¢in oncelikle total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapilmistir.

3.4.13.1 RNA izolasyonu

Hiicrelerden total RNA izolasyonu Zymo Direct-zol™ RNA MiniPrep Kkiti ile
yapilmistir. T-25’lik flasklarda biiyiitiilen hiicreler %80-90 doluluk oranina ulasinca
Tripsin-EDTA ile toplanmistir. Ardindan hiicre peleti 3 kez DPBS ile 14.000 devir 5
dakika santrifiijlenip yikanarak 300 pl DPBS eklenip iyice vortekslenmistir. Hiicre
lizatinin tlizerine 600 pl Trizol soliisyonu eklenip santrifiijlenmistir. Tiim santrifiij
islemleri 13.000 devir 30 saniye oda 1sisinda gergeklestirilmistir. Siipernatantlar yeni
RNAse igermeyen mikrosantrifij tliplerine aktarilarak tiiplerin {izerine Orneklerin
hacmi kadar %96’lik etanol eklenip kitin gelistirdigi RNA baglayan kolonlara
aktarilmistir. Yikama ve DNAse uygulamalarindan sonra kolondaki iiriin 30 upl MGW
ile eliie edilerek Nanodrop™ cihazi ile miktar1 tayin edilmistir. Elde edilen RNA

-80°C’de muhafaza edilerek kullanilmistir.

3.4.13.2 cDNA Sentezi

Total RNA izolasyonunun ardindan Applied Biosciences High Capacity cDNA sentez
kiti ile RNA cDNA’ya ¢evrilmistir. Bu amacla 2 pg RNA, 2 ul 10X random primer, 2
ul 10X RT buffer, 0.8 pl 25X dNTP, 1ul revers transkriptaz enzimi ile son hacim 20
ul olacak sekilde MGW eklenerek reaksiyon kurulmustur.

39



Sirasiyla 25°C’de 10 dakika, 37°C’de 120 dakika, 85°C’de 5 saniye inkiibe edilecek
sekilde reverse transkripsiyon reaksiyonu baglatilmistir. Elde edilen cDNA

Nanodrop™ cihaz ile dlgiilerek -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.4.13.3 RT-PZR reaksiyonunun kurulmasi

Stabil hiicrelerden elde edilen cDNA oOrnekleri Bioline SensiFAST™ SYBR® No-
ROX Kiti kullanilarak RT-PZR’da analiz edilmistir. 1 pg cDNA ornekleri 10 pl 2X
SensiFAST SYBR® No-ROX karigimi, 0.8 ul 10uM ileri ve geri primer ve son hacim
20 ul olacak sekilde karigtirilarak reaksiyon kurulmustur. RT-PZR reaksiyonunda hem
hedef gene spesifik primerler hem de housekeeping gen olarak kullanilan GAPDH
genine spesifik primerler kullanilmistir. Polimeraz aktivasyonu 95°C’de 2 dakikada,
40 dongii olacak sekilde; denatiirasyon 95°C’de 2 saniye, primer baglanmasi 56°C’de
15 saniye ve uzama 72°C’de 20 saniye de gerceklestirilmistir. Sonuglar esik degeri

0.03 olacak sekilde baz alinarak analiz edilmistir.

3.4.14 Protein izolasyonu ve Analizi

KKKAV NP, PreGn ve PreGce proteinleri stabil olarak eksprese eden hiicrelerden
Thermo Scientific Pierce RIPA Liziz solisyonu ile yapilmistir. T-75’lik flasklarda
biiyiitiilen hiicrelerin vasatlar1 dikkatli bir sekilde uzaklastirilip 3 kez soguk DPBS ile
yikanmistir. Hiicrelerin {izerine 1 ml proteinaz inhibitorii eklenmis soguk RIPA buffer
eklenerek 15 dakika buz lizerinde bekletilmistir. Ardindan hiicre siyirici ile hiicreler
toplanarak 4°C’de 14.000 devirde 15 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiijiin
ardindan siipernatant almip Nanodrop™ cihaz1 ile protein miktar1 tayin edilerek

sonraki deneylerde kullanilmak iizere -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.4.14.1 Western Blotlama

Stabil hiicrelerden izole edilen proteinler, Western blot analizi ile her bir proteine 6zgii
ticari antikorlar kullanilarak tespit edilmistir. Bu amagla analiz edilecek proteinler
oncelikle SDS-PAGE’de yiiriitiilmiistiir. Bunun i¢in 6rnekler 1:1 oraninda SDS 6rnek
hazirlama soliisyonu ile karistirilip 95°C’de 10 dakika kaynatilmistir. SDS-PAGE i¢in
ornekler 20 pl hacimde SDS jel kuyularina ytiklenerek 50V 40 dakika, 200V 40 dakika

boyunca yiiriitiilmiistiir. Orneklere ek olarak proteinin boyutlarin1 gérebilmek icin ilk
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kuyuya 3 ul ticari protein marker1 da yliklenmistir. SDS-PAGE tamamlandiktan sonra
jel bir nitroseliiloz membrana Biorad Mini Trans-Blot® Elektroforetik Transfer
Sistemi ile transfer edilmistir. 100V 1 saatlik transferin ardindan membran %5 siit tozu
sollisyonu ile 2 saat oda 1sisinda bloklamaya birakilmistir. Proteinler ticari olarak
temin edilen KKKAV NP 9D5 (BEI, NR40270) ve 2B11(BEI, NR40257), KKKAV
PreGn 13G8(BEI, NR40294) ve (BEIL, NR40281), KKKAV PreGc ise 11E7(BEI,
NR40277) monoklonal antikorlarinin kullanildig1 birincil antikorlar {iretici firmanin
onerdigi diliisyonlarda %35’lik siit tozu soliisyonunun igerisinde hazirlanip membrana
eklenerek gece boyu +4 °C’de inkiibe edilmistir. Ertesi giin membran 3 kez 5’er dakika
TBST soliisyonu ile yikanarak %35’1lik siit tozu igerisinde uygun dillisyonla hazirlanmis
ikincil antikorla 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. ikincil antikorun horseradish
peroxidase (HRP) enzimi ile konjuge halde bulunmasi, western blot gdoriintiileme
soliisyonu ECL’de bulunan luminol ile enzim-substrat reaksiyonu gergeklestirmesini
ve proteinlerin kemiliiminesans aracili gérintiilenmesini saglamaktadir. Sekonder
antikor inkiibasyonunun ardindan membran 3 kez 5’er dakika TBST soliisyonu ile

yikanarak Fusion FX Solo cihazinda goriintiilenmistir.

3.4.14.2 Enzim Immunoassay(EIA)

Hiicrelerden izole edilen ve miktar1 belirlenen proteinler EIA icin kuyu basi 500 pg
protein olacak sekilde EIA kaplama soliisyonu igerisinde seyreltilerek 96 kuyulu
pleytin her bir kuyusuna 100’er pl dagitilarak + 4 °C’de gece boyu inkiibe edilmistir.
Ertesi giin pleytteki antijenler aspire edilerek her kuyuya 200 pl %S5 siit tozu igeren
bloklama soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir. Ardindan
kuyulardaki soliisyon aspire edilerek 3 kez 200 pl PBST eklenerek kuyular
yikanmistir. Birincil antikor olarak kullanilacak KKKAV NP 9D5 (BEI, NR40270) ve
2B11(BEI, NR40257), KKKAV PreGn 13G8(BEIL, NR40294) ve (BEI, NR40281),
KKKAV PreGe ise 11E7(BEI, NR40277) monoklonal antikorlar EIA bloklama
soliisyonunun 1:1000 dilisyonda hazirlanip her kuyuya 100’er pl eklenerek 1 saat
37°C’de bekletilmistir. inkiibasyonun ardindan kuyulardaki baglanmayan antikorlar 3
kez 200 pl PBST eklenerek iyice yikanmustir. Ikincil antikor olarak kullanilan anti-
mouse IgG HRP antikoru EIA bloklama soliisyonu igerisinde 1:3000 diliisyonda
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hazirlanarak 100’er ul olacak sekilde kuyulara eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir. Ardindan pleyt ayni sekilde tekrar 3 defa PBST ile yikanarak sekonder
antikordaki HRP ile reaksiyona girecek TMB’den 100’er pl her bir kuyuya
eklenmistir. HRP-TMB reaksiyonundan olusan kolorometrik degisim takip edilerek 5
dakika sonra durdurma soliisyonu olan 2N H>SO4 her bir kuyuya 100 pul olacak sekilde
eklenmistir. Pleytteki renk degisimi iMarkTM Microplate Absorbance Reader

cihazinda 450 nm dalga boyunda 6lg¢iilerek analiz edilmistir.

3.4.14.3 immiinfloresans Yontemi (IFA)

Uretilen proteinlerin hiicre icerisindeki lokalizasyonu immunfloresans yontemi ile
gosterilmistir. Bu amacla hiicreler 6ncelikle 24 kuyulu pleytte kuyu basi1 200.000 hiicre
olacak sekilde pasajlanmistir. Bir giin sonra hiicrelerin doluluklar1 kontrol edilerek
hiicre vasati aspire edilip hiicreler 3 kez PBS ile yikanip 500 pl 4% paraformaldehit
(pH 7.4) her bir kuyuya eklenerek 37°C’de 10 dakika bekletilmistir. Ardindan
paraformaldehit uzaklastirilip hiicreler 3 kez PBS ile yikanarak 500 pl 0.1% Triton X-
100 permabilizasyon soliisyonu eklenerek 15 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir.
Triton igeren soliisyon 3 kez PBS yikamalariyla uzaklastirilip her kuyuya 500 pl %2
BSA soliisyonu eklenerek oda 1sisinda 1 saat bloklamaya birakilmistir. Ardindan
hiicreler 1 kez PBS ile yikanarak %0.1 BSA igerisinde hazirlanan birincil antikor
eklenerek 1 saat oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Birincil antikordan sonra ikincil antikor
da hiicrelerin 3 kez PBS ile yikanmasinin ardindan eklenerek karanlik bir ortamda 45
dakika bekletilmistir. Ikincil antikor inkiibasyonunun ardindan hiicreler tekrar 3 kez
PBS ile yikanip her kuyuya 500 pl PBS eklenerek Biotek Cytation 5 cihazi ile

goriintiilenmistir.
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4 BULGULAR

4.1 Plazmit Tasarimi ve Dogrulama

4.1.1 Ekspresyon plazmitlerinin dogrulanmasi

Ticari olarak elde KKKAV niikleoprotein ve glikoproteinlerini eksprese eden
plazmitler Ncol ve Ndel restriksiyon endoniikleazinin kullanildigi kesim reaksiyonu
ile boyut temelli olarak dogrulanmistir. KKKAV NP kodlayan plazmit Ncol ile
kesilerek 6323 bp ve 1940 bp boyutunda iki bant elde edilmistir. KKKAV PreGn
kodlayan plazmit Ndel enzimi ile kesildiginde 4109 bp, 3278 bp, 1942 bp ve 676 bp
boyutunda DNA pargalar1 elde edilmistirr KKKAV PreGc ise Ndel enzimi ile
kesildiginde 4192 bp, 3449 bp ve 676 bp uzunlugunda DNA fragmentlerinin varlig
agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.1A). Transfeksiyonda kullanilmak tizere
KKKAV NP, PreGn ve PreGc kodlayan plazmitler Xhol enzimi ile pcDNA 3eGFP
plazmidi ise Bglll enzimi ile tek bir noktadan kesilerek lineerize edilmistir (Sekil
4.1B).

i Lineer
NP NP | PreGn PreGn | PreGe PreGe PcDNA pcDNA
3eGFP 3eGFP

Sekil 4.1: Ekspresyon plazmitlerinin dogrulanmasi. KKKAV NP, PreGn ve PreGe
proteinleri kodlayan plazmitlerim kesim reaksiyonlar1 sonucunda olusan iiriinlerinin
agaroz jel elektroforezi goriintiisii.
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4.2 Bakteriyel Transformasyon

KKKAYV Kelkit susu NP, Gn ve Gc proteinlerini kodlayan plazmid DNA’lar E.coli
DHS5a hiicrelerine basarili bir sekilde transforme edilmistir. Ampsilin direng geni
iceren plazmid DNA’lar1 alan transforme bakteriler amsilinli LB agarda biiyiitiilerek

sec¢ilimi yapilmistir.

4.2.1 Pozitif kolonilerin koloni PZR ile dogrulanmasi

Transformasyonun ardindan ampisilili LB agarda kolonilerin hedef geni tasiyip
tasimadigi koloni PZR ile dogrulanmistir. KKKAV NP, Gn ve Gc genlerine spesifik

primerlerle yapilan PZR sonucucu Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Marker NP Gn Gce

Sekil 4.2: Transformasyon sonrasi segilen kolonilerden yapilan PZR reaksiyon
iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii.

4.3 Hiicre Kiiltiirii ve Transfeksiyon

4.3.1 Hiicrelerin antibiyotik duyarhhklarmin belirlenmesi

Stabil hiicre hatlar1 olusturulmadan 6nce, hiicreler i¢in en uygun antibiyotik dozunun
belirlenmesi amaciyla Oldiirme egrisi analizi gerceklestirilmistir. G418 Siilfat,
puromisin ve hygromycin B antibiyotikleri Huh-7 hiicrelerine uygulanarak her bir

antibiyotigin diisiik, optimum ve yiiksek dozu belirlenmistir.
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Oldiirme egrisi analizlerinde diisiik doz, hiicrelere minimal etki gosteren veya
hiicreleri minimal diizeyde inhibe eden, hiicre canliliginin yiiksek oldugu antibiyotik
konsantrasyonunu ifade etmektedir. Diger yandan, yiiksek doz antibiyotikler hiicrelere
belirgin derecede zarar veren toksik bir konsantrasyonu temsil etmektedir. Optimal
doz ise hiicre canliligini en iyi sekilde korundugu, hedeflenen seleksiyonun etkin bir
sekilde gerceklestirilebildigi kritik bir antibiyotik konsantrasyonunu ifade etmektedir.
Her ti¢ antibiyotigin hiicreler iizerindeki etkisi mikroskopik incelemeler ve MTT
analizi ile degerlendirildi. Mikroskopik incelemelerde antibiyotik uygulanmasinin
ardindan 1-2 giin sonra tiim hiicreleri 6ldiiren doz yiiksek doz olarak tanimlanirken 7
giin antibiyotik uygulanmasinin ardindan hiicre canliliginin bulundugu doz diisiik doz
olarak belirlenmistir.Optimal doz ise ilk 3 giinde hiicrelerin yarisini, 7 giiniin sonunda

ise hiicrelerin tamamini dldiiren antibiyotik dozu olarak se¢ilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Mikroskopik gézlemler sonucunda Huh-7 hiicreleri i¢in her bir
antibiyotigin diisiik, optimal ve yliksek olarak belirlenen doz miktarlari.

Diisiik Doz Optimal Doz Yiiksek Doz
G418 Siilfat 0.3 mg/ml 0.8 mg/ml 1.5 mg/ml
Puromisin 0.5 pg/ml 1.5 pg/ml 2.5 pg/ml
Hygromisin B 0.3 mg/ml 0.8 mg/ml 1.5 mg/ml

Mikroskopik gézlemler sonucunda belirlenen antibiyotik dozlart MTT analizi ile de
dogrulanarak analiz sonuglar1 Sekil 4.3’de gosterilmistir. G418 Siilfat i¢in diisiik doz
uygulamasinda (0.3 mg/ml) hiicrelerde minimal etki gozlenirken, optimal dozda (0.8
mg/ml) hiicre 6liim oranmin arttifi ve yiiksek dozda (1.5 mg/ml) toksisitenin
belirginlestigi gézlemlenmistir. Puromisin i¢in diisiik doz uygulamasinda (0.5 pg/ml)
hiicrelerde canlilik oraninin yiiksek oldugu gozlenirken, optimal dozda (1.5 pg/ml)
hiicre 6liim oranimin arttigi ve yliksek dozda (2.5 pg/ml) ise toksisitenin arttigi
gbzlemlenmistir. Hygromisin B'de ise diisiik doz uygulamasinda (0.3 mg/ml) hiicrelere
etkisinin simirli oldugu, optimal dozda (0.8 mg/ml) etkinin arttig1 ve yiiksek dozda (1.5

mg/ml) toksisitenin belirginlestigi gdzlenmistir.

45



o0 G418 Siilfat 100 Puromisin

X
x =
= [=
S 50 g %
2 L
0 T T T T T T T T T T ¢ ? 0 I I ? . ?
0.0 0.5 1.0 0 1 2 3
Antibiyotik Konsantrasyonlari (mg/ml) Antibiyotik Konsantrasyonlari (pg/pl)
Hygromisin B
100
=
& 50
@]
X
O T T *
0.0 0.5 1.0

Antibiyotik Konsantrasyonlari (mg/ml)

Sekil 4.3 : Antibiyotik 6ldiirme egrisi analizinin MTT testi ile degerlendirilmesi. Her
bir antibiyotik i¢in uygulanan antibiyotik 6ldiirme egrisi analizinin MTT testi
kantitatif olarak degerlendirilmistir.

4.3.2 Transfeksiyon

KKKAYV NP, PreGn ve PreGe proteinlerini iireten plazmit ve lineer formdaki DNA’lar
ve transfeksiyonun etkinligini géstermek yesil floresan proteini kodlayan, plazmid ve
lineer formdaki pcDNA 3eGFP ekspreseyon vektorii hiicrelere basarili sekilde
transfekte edilmistir. Transfeksiyonun etkinligini gostermek i¢in kullanilan yesil
floresan proteine ait 1gimalar Sekil 4.4’de gosterilmistir. Transfeksiyondan 24 saat
sonra yapilan goriintiilemede plazmid ve lineer formdaki pcDNA 3eGFP ile aym
kosullar altinda transfekte edilen hiicrelerdeki yesil floresan proteinin ekspresyonlari

arasinda biiyiik bir fark goriilememistir. Transfeksiyonun basaris1 %70-80 olarak

degerlendirilmistir (Sekil 4.4).

46



Plazmid formdaki pcDNA 3eGFP Lineer formdaki pcDNA 3eGFP
plazmidi ile transfeksyion plazmidi ile transfeksyion

GFP

Faz Kontrast § :

Eslestirilmis ,‘ ;
Goriintii  §

Sekil 4.4: Transfeksiyon etkinliginin yesil floresan protein ile gosterilmesi.
Lineer ve plazmit formdaki pcDNA 3 eGFP plazmidi ile yapilan transfeksiyonlarin
etkinliginin yesil floresan protein 1gimalarinin transfeksiyondan 24 saat sonra
goriintiilenmesi ile kiyaslanmasi.
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4.4 Stabil Hiicrelerin Olusturulmasi ve Dogrulanmasi
4.4.1 Hiicrelerin transfeksiyon sonrasi antibiyotik seleksiyonu

Transfeksiyonun ardindan transfekte olan hiicreler transfekte olmayan hiicrelerden her
bir plazmidin tasidig1 antibiyotik direng geni ile secilmistir. Antibiyotik dldiirme egrisi
analizinin ardindan KKKAV NP proteinini eksprese eden transfekte hiicreler 0.8
mg/ml G418 Siilfat antibiyotik igeren medyumla seleksiyonu 8 haftanin sonunda
tamamlanmistir (Sekil 4.6). KKKAV PreGn proteinini eksprese eden transfekte
hiicreler 0.8 mg/ml hygromysin B iceren medyumla koloni olusumlar1 gézlenene kadar
muamele edilmistir (Sekil 4.7). KKKAV PreGc proteinini eksprese eden hiicreler ise
1.5 pg/ml puromisin igeren medyumla seleksiyonu tamamlanmigtir (Sekil 4.8).
Antibiyotik seleksiyonu 8 hafta sonunda tamamlanarak yalnizca istenen proteini
eksprese eden hiicrelerden olusan koloniler elde edilmistir. Bu plazmitlerin yan1 sira
stabil hiicrelerin seleksiyonu G418 siilfat diren¢ geni tastyan pcDNA 3eGFP plazmidi
ile transfekte edilen hiicrelerin seleksiyonunun farkli zamanlardaki yesil floresan
proteinin goriintiilenmesi ile de gosterilmistir. Farkli zamanlarda alinan goriintiilerden
transfekte olmayan hiicrelerin zamanla 6ldiigli, yalnizca transfekte olan ve GFP
1s1masi veren hiicrelerin antibiyotik uygulanmasinin ardindan canliligina devam ettigi

gorilmistiir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: pcDNA 3 eGFP plazmidinin stabil hale getirilmesi. 0.8 mg/ml G418
stilfatli medyum ile yapilan seleksiyonun stabil hale getirilen hiicrelerin farkli
giinlerdeki GFP 1s1malarimin gésterimi.
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Sekil 4.6: KKKAV NP ile transfekte stabil hiicrelerin olusumu. KKKAV NP
ile transfekte edilen Huh-7 hiicrelerinin 0.8 mg/ml
G418 siilfat antibiyotigi ile seleksiyonu sonucunda zamanla
kolonilerin olusumu.
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Sekil 4.7: KKKAV PreGn ile transfekte edilen Huh-7 hiicrelerinin 0.8 mg/ml
hygromisin B'de antibiyotigi ile seleksiyonu sonucunda zamanla
kolonilerin olusumu.
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Sekil 4.8: KKKAV PreGec ile transfekte edilen Huh-7 hiicrelerinin 1.5 pg/ml
puromisin antibiyotigi ile seleksiyonu sonucunda zamanla
kolonilerin olusumu.
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4.4.2 Stabil hiicrelerin genomik diizeyde PZR ile dogrulanmasi

Antibiyotik seleksiyonu ile segilen hiicrelerden genomik DNA izolasyonu yapilmustir.
Hedef genlere 6zgii primerlerle genomik DNA’lardan yapilan polimeraz zincir
reaksiyonu ile hedef genlerin genomik DNA’ya entegre oldugu dogrulanmistir (Sekil
4.9).

Marker LNP PNP Marker LGn PGn Marker LGce PGc

Sekil 4.9 : Stabil hiicrelerin genomik DNA’sindan yapilan PZR
tirtinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. LNP:KKKAV NP kodlayan plazmidin
lineer haliyle transfekte edildigi stabil hiicrelerden elde edilen genomik DNA,
PNP: KKKAYV NP kodlayan plazmidin transfekte edildigi stabil hiicrelerden elde
edilen genomik DNA, LGn:KKKAYV PreGn kodlayan plazmidin lineer hale
getirilerek transfekte edildigi stabil hiicrelerden elde edilen genomik DNA,
PGn: KKKAYV PreGn kodlayan plazmidin transfekte edildigi stabil hiicrelerden elde
edilen genomik DNA, LGc:KKKAYV PreGc kodlayan plazmidin lineer hale
getirilerek transfekte edildigi stabil hiicrelerden elde edilen genomik DNA,
PGc: KKKAYV PreGce kodlayan plazmidin transfekte edildigi stabil hiicrelerden elde
edilen genomik DNA.

4.4.3 Reverse Transkriptaz PZR (RT-PZR) ile ekspresyon analizi

Genomik DNA’ya entegre olan KKKAV NP, PreGn ve PreGc proteini kodlayan
genlerin mRNA diizeyinden ekspresyon analizi RT-PZR ile yapilmistir. Hiicrelerden
yapilan total RNA izolasyonu ve cDNA sentezinin ardindan hedef genlerin
ekspresyonu RT-PZR ile gosterilmistir. Reaksiyonlarda insan GAPDH geni

housekeeping gen olarak kullanilip 0.03 esik degerinde analiz edilmistir.
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Sekil 4.10A’da KKKAV NP ve PreGc genlerini genoma entegre eden stabil
hiicrelerden mRNA diizeyindeki ekspresyon analizi gosterilmektedir. Hem plazmit
hem de lineer formdaki DNA’lar ile genoma entegre olan KKKAV NP ve PreGc
genleri hiicre igerisinde diizgiin bir sekilde transkripsiyon ve translasyon siireglerini
tamamlayarak hedef proteinlerin basarili bir sekilde eksprese etmistir. RT-PZR
sonucunda elde edilen fragmentlerin beklenen boyutlarda olup olmadig1 agaroz jel

elektroforezinde yliriitiilerek dogrulanmistir (Sekil 4.10B).

No. Renk Omek Adi Ortalama
A)
0.6 1 |l |Plazmid NP stabil hicre ve NP 19,50
primerleri
Linear NP stabil hiicre ve NP 1377
05 primerleri
i
Plazmid NP stabil hiicre ve GAPDH |16,76
primerleri
04 Linear NP stabil hiicre ve GAPDH 1545
Sl primerleri
o
5 DNA eklenmeden NP primerleri 30,07
3
o 03 Plazmid Ge stabil hiicre ve Ge 856
E- L primerleri
5 Linear Gc stabil hiicre ve Ge 1097
=4 primerleri

=
N

Plazmid Gc stabil hiicre ve GAPDH 15,06
primerleri

Linear Gc stabil hiicre ve GAPDH 16,36

0,1 primerleri
DNA eklenmeden Gc primerleri 36,21
DNA eklenmeden GAPDH primerleri | 34,29
0,0- HuH-7 ile NP primerleri 2928
HuH-7 ile Ge primerleri 32,62
HuH-7 ile GAPDH primerleri 18,33
B) Makzx 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 4.10 : Stabil hiicrelerin mRNA diizeyindeki analizi. KKKAV NP ve KKKAV
PreGc ile transfekte edilen hiicrelerin mRNA diizeyindeki RT-PZR ekspresyon
analizi sonuglari. A) Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde
edilen ham data ve Ct degerleri. B) RT-PZR f{irlinlerinin agaroz jel elektroforezinde
gorlintiillenmesi.
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Sekil 4.11A’da KKKAYV PreGn genini genoma entegre eden stabil hiicrelerden mRNA
diizeyindeki ekspresyon analizi gosterilmektedir.Hem plazmit hem de lineer DNA
formunda hiicrelere transfekte edilen KKKAV PreGn genini kodlayan DNA lineearize
halde genoma entegre olan hiicrelerde transkripsiyon ve translasyon siireclerini
basarili bir sekilde tamamlanmistir. Lineerize edilmeyen, plazmit DNA formunda
hiicrelere aktarilan KKKAV PreGn kodlayan DNA ise mRNA diizeyinde yapilan
analizlerde gen ekspresyonu bakimindan negatif sonug¢ vermistir. Bu durum genoma
entegrasyon sirasinda gerceklesen homolog rekombinasyonda ¢ift iplikli DNA
kiriliminin rastlantisal olarak gerceklesmesi ve PreGn kodlayan gende olusabilecek bir
hata ile agiklanabilmektedir. Sekil 4.11A’da elde edilen sonuglar reaksiyondan elde
edilen tirtinlerin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi ile boyut temelli olarak da
dogrulanmistir (Sekil 4.11B).

A) 08
/
061 7 1 . Linear Gn stabil hiicre ve Gn 18,69
d primerleri
g 2 Linear Gn stabil hiicre ve GAPDH  |13,53
5 primerleri
[/
%] 3 [l |Pazmid GosubilhicreveGn~ |NEG
g primerleri
4 . Plazmid Gn stabil hiicre ve GAPDH {1047
02 primerleri
5 ‘. HuH-7 ile Gn primerleri 79
i o ’ 6 ‘ HuH-7 ile GAPDH primerleri 1560
0,0 {Fhreshoide , - : — - 4

5 10 15 20 25 30 35 40

Sekil 4.11 : KKKAV PreGn ile transfekte edilen hiicrelerin mRNA diizeyindeki RT-
PZR ekspresyon analizi sonuglart. A) Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
sonucunda elde edilen ham data ve Ct degerleri. B) RT-PZR {iriinlerinin agaroz jel

elektroforezinde goriintiilenmesi.
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Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyon sonuglari hedef genlerin ekspresyon
diizeyindeki artis veya azalisin kag kat oldugunu belirten kat degisim analizi ile de
hesaplanmistir. Hedef genlerin ACt degerleri, her gene ait Ct degerinin, housekeeping
gen olarak kullanilan GAPDH genine ait Ct degerinden ¢ikartilmasi ile hesaplanmustir.
AACt degeri, hedef genin ACt degeri ile transfekte edilmemis hiicrelerin mRNA'sinin
her gene 6zgli primerler kullanilarak yapilan reaksiyonlardan elde edilen ACt degerleri
arasindaki farkin hesaplanmasiyla elde edilmistir. Gen ekspresyonlarindaki kat

degisim analizleri 2*-AACt degerleri tizerinden gosterilmistir (Sekil 4.12).

> 10+
o Il NP NK
C
‘5“ - 3 NP
oo Ml a s
o
&
@ |_| Il LGc
’g’ 5 1 PGc
= Bl GnNK
X -10 | 1 | 1 | | | | | D LGn
F L L E Lo FE L
éqé S &Oﬁ N Qc’es\’ FE€ 3 ren

Sekil 4.12 : RT-PZR ile hedef genlerdeki ekspresyonlarin kat degisim analizi.
NP NK:Transfekte olmamig Huh-7 mRNA’s1 ve NP primerleri, LNP:Lineer formda
transfekte edilen stabil hiicrelerin mRNA’s1 ve NP primerleri, PNP: Plazmit formda

transfekte edilen stabil hiicrelerin mRNA’s1 ve NP primerleri, Gc NK:Transfekte
olmamig Huh-7 mRNA’s1 ve Gc primerleri ile reaksiyonu, LGe:Lineer formda
transfekte edilen stabil hiicrelerin mRNA’s1 ve Ge primerleri, PGce: Plazmit formda
transfekte edilen stabil hiicrelerin mRNA’s1 ve Gc primerleri, Gn NK:Transfekte
olmamis Huh-7 mRNA’s1 ve Gn primerleri ile reaksiyonu, LGn:Lineer formda
transfekte edilen stabil hiicrelerin mRNA’s1 ve Gn primerleri, PGn: Plazmit formda
transfekte edilen stabil hiicrelerin mRNA’s1 ve Gn primerleri ile reaksiyonundan elde
edilen Ct degerlerinden hesaplanan kat degisim miktarlari.
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4.4.4 Protein Diizeyinde Analiz

4.4.4.1 Western Blotlama yontemi ile protein tespiti

Western blot analizleri i¢in KKKAV NP, PreGn ve PreGc proteinini stabil olarak

tireten hiicreler ve negatif kontrol olarak herhangi bir gen transfekte edilmemis

hiicrelerin peleti esit konsantrasyonlarda SDS-PAGE’de yiiriitiilerek ticari olarak

temin edilen spesifik antikorlarin kullanilmasiyla analiz edilmistir. Sekil 4.13A ve
Sekil 4.13B’de yaklasik 57 kDA boyutundaki NP, Sekil 4.13C’de ise yaksalik 75kDa
biiyiikligiindeki Ge proteinin varligr gosterilmistir. Sekil 4.13D ve Sekil 4.12E’de ise

140 kDa boyutundaki PreGn ve islenmesi sonucunda ortaya c¢ikan 160/85 kDa

boyutundaki Musin benzeri domain/GP38 kompleksi, 37 kDa boyutundaki Gn ve

yaklasik 38 kDa boyutundaki GP38 proteinlerinin iretimi gdsterilmistir.

A) B)

O

kDa
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~51

kDU NP PK NK
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~51

~29
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Sekil 4.13: Stabil hiicrelerden elde edilen proteinlerin Western blot ile analizi.A)9D5
B) 2C11 monoklonal antikoru ile NP iiretiminin anaizi. NP: KKKAV NP stabil
eksprese eden hiicrelerin peleti, PK: Bakteride tiretilen KKKAV NP, NK: transfekte
olmayan Huh-7 peleti.C)11E7 monoklonal antikoru ile KKKAV Gc iiretiminin
analizi. Ge: KKKAYV Ge stabil eksprese eden hiicrelerin peleti, NK: transfekte
olmayan Huh-7 peleti.D)13G8 E)7F5 monoklonal antikoru ile KKKAV PreGn
iiretiminin analizi. PreGn: KKKAV PreGn stabil eksprese eden hiicrelerin peleti,
NK: transfekte olmayan Huh-7 peleti.
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4.4.4.2 Enzim Immunoassay (EIA) ile proteinlerin antijenik o6zelliklerinin

gosterilmesi

KKKAV niikleoprotein ve glikoproteinlerini stabil olarak eksprese eden hiicrelerden

iretilen proteinlerin antijenik ozellikleri EIA ile gosterilmistir. Bu amagcla her bir

proteine spesifik monoklonal antikorlar kullanilarak EIA tamamlanmistir. Elde edilen

ham veriler Graphpad Prism programiyla analiz edilerek Sekil 4.14’de gosterilmistir.

Elde edilen sonuglarda hedef proteinler stabil hiicrelerin peletinde detekte edilmis,

hiicre medyumdan anlamli bir pozitiflik saptanamamustir.
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Sekil 4.14: Stabil hiicrelerden elde edilen proteinlerin EIA ile analiz sonuglari.
EIA’da kat1 faz antijeni olarak stabil hiicrelerin peleti ve medyumu ile negatif kontrol
olarak transfekte edilmemis Huh-7 hiicre peleti ve medyumu da kuyu basi 500
ng/well olacak sekilde kullanilmistir. Birincil antikor olarak A) NP-spesifik 9D5
monoklonal antikoru, B)NP-spesifik laboratuvarimizda iiretilen mAb, C)PreGn
spesifik 13G8 antikoru, D)PreGc spesifik 11E7 monoklonal antikoru kullanilmstir.
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4.4.4.3 Immiinfloresan Analiz (IFA) ile hiicre ici protein lokalizasyonunun analizi

KKKAYV niikleoprotein ve glikoproteinlerinin hiicresel ekspresyonu immiinofloresan
analizleri ile goriintiilenmistir. Bu amagla hiicreler method kisminda belirtilen
protokol ile hazirlanarak ticari monoklonal antikorlar ile inkiibe edilip FITC ile
goriiniir hale getirilmistir. Sekil 4.15A’da goriildigi tizere KKKAV NP’nin Huh-7
hiicrelerinde basarili bir sekilde ifade edilerek daha ¢ok hiicrenin sitoplazmasinda
yogunlastig1 gosterilmistir. Sekil 4.15B ve Sekil 4.15C’de ise KKKAV PreGn ve
PreGc proteinlerinin hiicrelerde basarili bir sekilde iiretilerek NP’den farkli olarak

daha ¢ok hiicrelerin membranlarinda bulundugu gosterilmistir.

DAPI FITC DAPI+FITC

Sekil 4.15 : KKKAV NP, PreGn ve PreGc proteinlerini stabil eksprese eden
hiicrelerin IFA ile goriintiilenmesi. Stabil hiicrelerden A)KKKAV NP eksprese
edenler 9D5, B)KKKAYV PreGce eksprese edenler 11E7, C)KKKAYV PreGn eksprese
edenler ise 13G8 monoklonal antikorlarin kullanilmasiyla detekte edilmistir.
D)Negatif kontrol olarak her bir spesifik antikor, transfekte edilmemis hiicrelerle de
inkiibe edilerek goriintiilenmistir.
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S5.TARTISMA

Kirim Kongo Kanamali Atesi, Nairovirus cinsine ait bir RNA viriisii olan Kirim
Kongo Kanamali Atesi viriisiiniin neden oldugu zoonotik bir viral hastaliktir. Hastalik,
viral bulagmadan sorumlu vektdr olan Hyalomma kenesinin kiiresel yayilimiyla iliskili
olan genis bir dagilima sahiptir. Bu viriis 6zellikle Orta Dogu, Afrika, Asya ve Dogu
Avrupa'da yaygin olarak goriilen bir hastalik etkeni olup prevalansi cografi bolgelere
gore degisiklik gostermekle birlikte, zoonotik bir viriis olmasi nedeniyle hayvanlarin
ve kenelerin bulundugu alanlarda oldukca yiiksektir [43,44]. Ulkemiz gibi endemik
bolgelerde yiiksek 6liim oranina yol agan viriisiin genomu S, M ve L olmak lizere ii¢
segmentten olusmaktadir. S segment, NP olarak isimlendirilen KKKAV’niin yasam
dongiistinde biiyiik 6neme sahip bir niikleoproteini kodlamaktadir. Bu protein viriiste
en bol bulanan protein olmasi ve yiiksek immiinojeniteye sahip olmasi nedeniyle
KKKA calismalarinda umut verici hedeftir. M segmentten ise Gn ve Gc adi verilen
glikoproteinleri kodlamaktadir. Bu proteinler viriisiin yiizeyinde bulunup ve viriisiin
konake¢1r hiicrelere girisini  kolaylastirmaktan sorumludur. Aymi zamanda
glikoproteinler KKKAV infeksiyonu sirasindaki bagigiklik tepkisinin birincil
hedefleri oldugundan KKKA c¢alismalarinda biiyiik 6neme sahiptir [45].

Bu calismada insan hiicrelerindeki glikozilasyon siireglerini taklit edebilen dkaryotik
hiicrelerde KKKAV glikoproteinlerini ve niikleoproteinlerini stabil bir sekilde tlireten
hiicre hatlar1 basarili bir sekilde gelistirilmistir. Bu amag i¢in oncelikle KKKAV NP,
PreGn ve PreGce optimize sekanslarini tagiyan plazmitler ticari olarak temin edilip
kesim reaksiyonlar1 ve PZR ile dogrulanmistir. Stabil ekspresyon i¢in hedef genin
hiicrenin genomuna entegre olmasi gerektiginden hedeflenen gen bir biitiin olarak
parcalanmadan genoma entegre olmasi i¢in transfeksiyondan once uygun restriksiyon
enzimleri ile kesilerek lineer hale getirilmistir. Hedef geni tasiyan her bir ekspresyon
vektoriiniin hem plazmid formu hem de lineer formu hiicrelere transfekte edilmistir.
Genellikle lineer formdaki DNA ile yapilan transfeksiyonlarda verim diisiik
olmaktadir [46]. Lineer ve plazmit formlardaki DNA’lar ile gergeklestirilen
transfeksiyonun etkinligi yesil floresan proteini eksprese eden pcDNA 3eGFP plazmiti
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kullanilarak analiz edilmistir. Sonu¢ olarak bu iki formdaki DNA’lar ile
gergeklestirilen transfeksiyonlarin etkinliklerinde ¢ok biiyiik bir fark gozlenmemistir
(Sekil 4.4). Transfeksiyon ve antibiyotik seleksiyonlarinin ardindan lineer ve plazmid
formdaki DNA’lar ile transfekte olan her bir hiicrenin genomik DNA’s1 izole edilmis
ve hedef genin genoma entegre oldugu polimeraz zincir reaksiyonu ile gosterilmistir
(Sekil 4.9). mRNA diizeyinde RT-PZR ile gerceklestirilen analizlerde ise KKKAV
PreGn genini tasiyan plazmid formdaki DNA ile transfekte edilen hiicrelerde
hedeflenen proteinin ekspresyonu gerceklesmemistir. Plazmid DNA formundaki
KKKAYV NP ve KKKAV PreGce genlerini stabil eksprese eden hiicrelerde ise boyle bir
soruna rastlanilmamistir. Bu durum plazmid DNA’daki PreGn sekansinda genoma
entegrasyon sirasinda meydana gelen bir hata ile iliskilendirilmistir. Lineer formdaki
KKKAYV NP, PreGn ve PreGc genlerini iceren DNA’lar ile transfekte edilen stabil
hiicreler ise hem DNA diizeyinde PZR ile hem de mRNA diizeyinde RT-PZR ile
basarili bir sekilde dogrulanmustir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.12). Uretilen viral proteinlerin
antijenitesi Western blot ve EIA ile ticari olarak temin edilen monoklonal antikorlar
kullanilarak analiz edilmistir. Okaryotik sistemlerde proteinler hiicre iginde
sentezlendikten sonra glikozilasyon ve fosforilasyon gibi cesitli post-translasyonel
modifikasyonlara ugrayabilmektedir. Bu modifikasyonlar, proteinin molekiiler
kiitlesini degistirebilmektedir [47]. Sekil 4.13’de gosterilen Western blot sonuglarinda
KKKAV NP proteinini stabil olarak eksprese eden Huh-7 hiicrelerinden {iretilen
NP’nin boyutunun, daha onceden bakteri hiicrelerinde iiretilen ve pozitif kontrol
olarak kullanilan NP nin boyutundan yaklagik 2-3 kDa daha biiyiik olmas1 dkaryotik
hiicrelerde  meydana gelen bu  post-translasyonel = modifikasyonlar ile
aciklanabilmektedir. Western blot analizlerinin yami sira viral proteinler EIA’da
transfekte olmamis Huh-7 hiicreleri ile de kantitatif olarak analiz edilmistir. EIA
sonuclarinda hedeflenen proteinlerin hiicrelerin peletinden detekte edilirken,
hiicrelerin ~ igerisinde bulundugu medyumda herhangi bir anlamli sonuca
rastlanilmamstir (Sekil 4.14). Stabil iiretimleri dogrulanan viral proteinlerin hiicre
igerisindeki lokalizasyonlar1 immunfloresan analizi ile gosterilmistir. Goriintiileme
sonuglart KKKAV NP’nin genellikle sitoplazmada yogunlastigini, KKKAV Gn ve Ge
proteinlerinin ise hiicre membranlarinda daha ¢ok yogunlastigini gostermistir (Sekil

4.15).
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Sonug olarak bu ¢alismada Kirim Kongo Kanamali Atesi viriisii niikleoprotein ve
glikoproteinlerini kararli bir sekilde ifade eden hiicre hatlar1 basarili bir sekilde
olusturulmustur. Bu hiicre hatlarinin viral proteinleri uzun vadeli ve giivenilir bir
sekilde iiretebilecek potansiyele sahip olacagi diisiiniilmektedir. Ozellikle, bu hiicre
hatlarinin BGS-4 kosullarina sahip olmayan laboratuvarlarda, KKKAV'niin temel
molekiiler siireclerini anlamak, antiviral stratejiler gelistirmek ve as1 ¢alismalarini
ilerletmek gibi arastirma alanlarinda islevsel bir sistem olarak kullanilacagi on

goriilmektedir.
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