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KIRIM KONGO KANAMALI ATES HASTALIGI (KKKAH) VIRUSU
NUKLEOPROTEININ (NP) PROKARYOTIK SISTEMDE ACIKLANMASI VE
BiYOLOJIK AKTIVITESININ ARASTIRILMASI
Hazel YETISKIN

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
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Damsman: Prof. Dr. Aykut OZDARENDELI
OZET
Kirim-Kongo kanamali ates hastaligi (KKKAH) Bunyaviridae ailesinin Nairoviriis
genusunda bulunan {ic segmentli ve negatif anlamli bir virlis tarafindan
olusturulmaktadir. Virlis Asya, Afrika, Ortadogu, ve Dogu Avrupa gibi genis bir
cografyada goriilmektedir. Hastaligin tasinmasi kene 1sirig1, viremik insan ve
hayvanlarla direk temastir. KKKAH viriisii simdiye kadar en az 31 kene tiirii tlirlinden
izole edildi. Mortalitesi 5% ile 50 % arasinda degisen bu hastalik hemorajik ve toksik

sendromlarla karakterizedir.

KKKAH virtisii ile yapilan ¢aligmalarin yiiksek giivenirlikli laboratuvarlarda yapilmasi
zorunludur. Bu kisitlama KKKAH virlis enfeksiyonun teshisinde kullanilacak
diagnostik materyallerin hazirlanmasin1 giiglestirmektedir. Bu problemin iistesinden
gelmek i¢in son yillarda rekombinant protein tabanli teshis sistemleri gelistirilmistir. Bu
calismanin amaci, KKKAH viriisii Turkey Kelkit06 susu niikleoproteinin (NP) E. coli
sisteminde liretilmesi ve rekombinant proteinin biyolojik olarak aktif olup olmadiginin
saptanmasidir. Bu amagla, KKKA viriisii S geni GenScript tarafindan kodon optimize
olarak sentez edilmis ve pCOLDTF vektorii igerisine klonlanarak elde edilen
pCOLDTF-NP plasmidi E. Coli BL21 C43(DE3) bakteriyel hiicrelerinde iiretilerek
konfirme edilmistir. Rekombinant NP, fare KKKAH ELISA gelistirilmesinde antijen
olarak kullanilmis ayrica rekombinant NP ile farelerin immiinizasyonlar1 sonucu
hiperimmiin serumlar elde edilmistir. Elde edilen sonuglar, rekombinant NP’nin
biyolojik olarak aktif oldugunu ve gelecekte KKKAH viriisii enfeksiyonun teshisinde

kullanilabilme potansiyeli oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kirim-Kongo Kanamali Ates Hastaligi (KKKAH) virisii,

Niikleoprotein, Prokaryotik protein ekspresyon sistemi, Biyolojik aktivite.
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PROKARYOTIC EXPRESSION OF CRIMEAN-CONGO HEMORRHAGIC
FEVER(CCHF) VIRUS NUCLEOPROTEIN (NP) AND INVESTIGATION OF
ITS BIOLOGICAL ACTIVITY

Hazel YETISKIN

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Microbiology
M.Sc. Thesis, July 2016

Supervisor: Prof. Dr. Aykut OZDARENDELI

ABSTRACT

Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) is caused by a trisegmented, negative-sense
RNA virus of the genus of Nairovirus, of the family Bunyaviridae. This virus is found
in various countries in Asia, Africa, Middle east and eastern Europe. The disease
transmitted through tick bite or direct contact with viremic animals or humans. CCHFV
has been isolated from at least 31 species of ticks. The disease is characterized by

hemorrhagic and toxic syndrome, with case fatality rates ranging from 5 to 50%.

CCHEF virus must be handled in a high-containment laboratory. This restriction makes it
difficult to prepare diagnostic materials for CCHF virus infections. To overcome this
problem, recombinant protein-based diagnostic systems have been recently developed.
The aim of this study is to express of the nucleoprotein (NP) of CCHF virus Turkey
Kelkit06 strain in E. coli system and investigation of the recombinant NP whether it is
biologically active or not. For this purpose, the S gene of CCHF virus was optimized by
GenScript to improve codon usage bias and synthesis, and the recombinant plasmid,
pCOLDTF-NP, was constructed and expressed in E. Coli BL21 C43(DE3) which was
purified and confirmed. The recombinant NP was used as a antigen to develop the
CCCHF ELISA system for mice and hyperimmune serum was raised against the
expressed protein in mice. These results indicated that the recombinant NP is
biologically active and might be used the establishment of diagnostic systems for

CCHEFYV infections in the future.

Key Words : Crimean-Congo Hemorrhagic Fever (CCHF) Virus, Nucleoprotein,

Prokaryotic protein expression system, Biological activity.
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1. GIRIS ve AMAC

Tez c¢alismasinin amaci, Kirirm-Kongo Kanamali Atesi Hastaligt (KKKAH) viriisi
niikleoproteinin (NP) prokaryotik sistemde agiklatilmasi ve rekombinant NP nin
KKKAH IgG ELISA tabanli test sistemi kullanilarak biyolojik aktivitesinin

belirlenmesidir.

KKKAH yoniinden iilkemiz diinyadaki en biiyiik salginlar1 yasamakta ve hastalik
giderek artan bir cografyaya yayilma egilimi gostermektedir. Hastaligin zoonotik bir
karakterde olmasi, vahsi yasamdan, tarim ve hayvanciligin yapildig: kirsal bolgelere ve
hatta gelisen tasimacilik sayesinde biiylik sehirlere kadar genis bir alanda aktivite
gostermektedir. Viriis, insanlara enfekte kenenin 1sirmasi, viremik hayvanlarla veya
insanlarla olan direkt temaslarla bulagsmaktadir. KKKAH viriisiiniin en énemli vektori
Hyalomma cinsi keneler olmasina ragmen en az 31 kene tiiriinde viriis tespit edilmistir.
Hastalik Asya, Orta Dogu, Afrika ve glineydogu Avrupa gibi genis bir cografyaya
yayllmistir (1). Tiirkiye’de KKKAH’nin insanlar arasindaki serolojik bulgulari
1970’lerden beri rapor edilse de ilk klinik KKKAH enfeksiyonu 2002 yilinda
tanimlanmistir. Bugiine kadar en biiyiik salginlar1 yasayan Tiirkiye’de 9,000’den fazla
KKKAH vakast bildirilmis olup halk sagligt acisindan ciddi saglik tehdidi
olusturmaktadir (2).

KKKAH viriisiiniin oldukg¢a patojenik bir karakterde olmasi ve olusan hastalikta
mortalite oraninin yliksek olmasi KKKAH viriisliniin potansiyel bir biyolojik silah
aday1 olabilecegini giindeme getirmistir. Bu nedenle CDC (Centers for Disease Control
and Prevention) tarafindan kategori C virlisii siiflandirmast yapilmistir (1,3). Bu
nedenle KKKAH viriisii gibi yiiksek gilivenlikli laboratuvarlarda calisilmasi gereken

viral ajanlarin gerek teshis metodlarinin gelistirilmesinde gerekse de yapisal viral



proteinlerinin molekiiler diizeyde calisilmasi i¢in rekombinant tekniklere ihtiyag

duyulmaktadir.

Viral hastaliklarda rekombinant yollarla teshis kit gelistirilmesinde kural olarak viriisiin
en ¢cok korunmus bolgesi secilir. KKKAH viriisiinlin en korunmus bolgesi S genidir ve
niikleoproteini sifrelemektedir. KKKAH viriisii NP'ni viral RNA’larla etkilegsime
girerek riboniikleoprotein kompleksini meydana getirmektedir. Bu kompleks viral
genomik RNA’nin transkripsiyonu ve replikasyonunda gorev almaktadir. KKKAH
virlisii NP 'nin konak hiicre kaspaz-3 tarafindan kesilmesi, viral RNA sentezinin kontrol
edilmesi ve KKKAH enfeksiyonuna karsi konak¢i savunma mekanizmasinin gelismesi

acisindan dnemli oldugu bildirilmistir (4).

Bu tez ile viriisiin internal bir proteini olan ve viral yasam dongiisiinde en ¢ok
aciklanan NP nin prokaryotik sistem olarak aciklatilmasi ve elde edilen rekombinant
NP nin biyolojik aktivitesinin test edilmesi amaclanmistir. Prokaryotik sistemde iiretilen
KKKAH viriisii rekombinant NP nin dogal yapisini korumasi ve biyolojik olarak aktif
olmast durumunda gelecekte gerek hastaligin teshisinde kullanilacak viral antijen
tiretimi ile yliksek giivenirlikte laboratuvarlara ihtiya¢ kalmayacak gerekse de viriisiin

NP proteinin 6zelliklerinin aydinlatilmasi agisindan 6nemli bir mesafe alinacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kirnm-Kongo Kanamah Ates Hastaligimin Tarihcesi ve Ulkemizdeki Durumu

Hastalik ilk olarak 12. yiizyilda Tacikistan’da tanimlanmistir. Hastalarda kanli idrar,
kusma ve balgam ile rektum, barsaklar, dis etleri ve abdominal boslukta kanamalar
bildirilmistir (1-3). Hastaliga baglangigta bit veya karatavuk kuslarinda siklikla bulunan
Hyalomma tiirii kene larvalarinin neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica Ozbekistan
yerel halki tarafindan khungribta (kanama), khunymuny (burun kanamasi) ve
karakhalak (kara o©liim) olarak adlandirilmistir. Orta Asya’da akut enfeksiyoz
kapillarotoksikozis, akut enfeksiydz kanamali hastalik ve Ozbekistan hemorajik atesi
KKKAH’na benzer seyrettigi i¢in uzun bir siire ayni isimlerle anilmistir (3). Modern
tibbin gelismesiyle birlikte, ikinci diinya savast sirasinda Kirim bolgesindeki kdyliilere
yardim eden 200 kadar Sovyet askerinin enfekte olmasiyla hastalik klinik olarak
tanimlanmistir. Bundan kisa bir siire sonra tedavi goren psikiyatri hastalarina Kirim
hemorajik atesi (KHA) hastalarindan akut fazda alinan kan Orneklerinin filtratlari
inokiile edilmis ve atesli sendromlarin gézlenmesiyle hastaligin viral kaynakli oldugu
oldugundan siiphe edilen Hyalomma marginatum kene tiirlerinin nimfal doénemdeki
stispansiyonlarinin filtratlar1 hazirlanip ve saglikli goniillii insanlara inokiile edilmistir.
Hastaliga ait karakteristik semptomlar inokiilasyondan iki giin sonra deneysel olarak
gosterilip, viral etiyoloji ve tasiyici kene tiirii ortaya konulmustur. Daha sona, Drosdov
adli hastadan alinan akut kan O6rneklerinin Chumakov ve ark. tarafindan yeni dogan
beyaz farelere intraserebral olarak inokiile edilmesiyle 1967 yilinda Sovyetler
Birligi'nde ilk etken ilk kez izole edilmis ve Drosdov susu olarak isimlendirilmistir.
Daha sonra, hastalik vakalarin ¢iktig1 yer ve virlis izolasyonun yapildig1 yerin cografi
konumundan uygun olarak Kirim kanamali atesi (KKA) olarak adlandirilmistir (1-3, 6-
8). Bir kag¢ yil sonra Belgika Kongo’sunda atesli bir ¢ocuktan izole edilen viriis ile

antijenik, fizikokimyasal ve morfolojik olarak benzer oldugu ortaya konulmustur. Takip



eden epidemilerde de izole edilen viriis suslar1 gelistirilen serolojik ve antijenik testler
ile dogrulanarak iki cografik yerin ismine uygun olarak Kirim-Kongo kanamali ates

hastaligi (KKKAH) ismi verilmistir (9-11).

KKKAH Afrika (Demokratik Kongo Cumbhuriyeti, Uganda, Moritanya, Giliney Afrika,
Tanzanya, Nijerya, Senegal vb.), giineydogu Avrupa (Rusya, Bulgaristan, Kosova,
Yunanistan vb.), Orta Dogu (Birlesik Arap Emirligi, Irak, Iran, Afganistan, Suudi
Arabistan, Umman vb.) ve Asya (Cin, Kazakistan, Tacikistan, Ozbekistan, Pakistan,
Hindistan vb.) kitalarinda 30°dan fazla iilkede rapor edilmistir (2,3). Ulkemizdeki
KKKAH ile ilgili ilk serolojik veriler 1970’11 yillarda Ege bolgesinde yapilan serolojik
bir ¢alismada elde edilmistir. Bununla beraber 2002-2003 yillarinda kanamali ates
belirtileri gosteren hastalar ozellikle Tokat ve Sivas illerindeki hastanelere
bagvurmuslar, ayni zamanda Ankara’daki hastanelere de benzer sekilde hasta
bagvurulart olmustur. Saglik Bakanligi Temmuz 2003°de epidemiyolojik bir inceleme
baslatmis ve bu rapora gore benzer hastalarin bir¢ogunun ge¢misinde hayvan
ciftliklerinde ¢alismis olmalari, rahatsizliklarin kene 1sirmasi ile bagladigi, klinik olarak
tipik viral kanamali ates tablosu goriildiigii belirlenmistir. Hasta kan serumlar1 Fransa,
Lyon kentindeki Pastor Enstitiisii’'ne daha detayli ¢alisilmak amaciyla gonderilmistir.
Agustos 2003 tarihinde Pastor Enstitiisii, serolojik ve molekiiler incelemeler sonucunda
etkenin KKKAH viriisii oldugunu bildirmistir. Bdylece, Tiirkiye’de bildirilen ilk
KKKAH vakalar1 olarak kesinlesmistir. Daha sonraki yillarda KKKAH vakalar1 her
gecen yil artmis ve Tiirkiye’nin farkli cografik alanlarma yayilmistir. Ulkemizde 2015
yil1 itibari ile 9.000"in iizerinde konfirme vaka bildirilmis olup mortalite orani1 yaklasik

%d,5'tir (2,12-14).

2.2. Viral Taksonomi

KKKAH viriisii  Bunyaviridae ailesinin Nairoviriis genusunda yer almaktadir.
Bunyaviridae ailesinde Nairoviriis genusu disinda Orthobunyaviriis, Hantaviriis,
Phleboviriis ve Tospoviriis genuslart bulunmaktadir. Uluslararas1 Viral Taksonomi
Komitesi’ne (ICTV) gore Orthobunyavirus genusunda 48, Hantavirus genusunda 24,
Phlebovirus genusunda 9, Tospovirus genusunda 8 ve Nairovirus genusunda ise 7 tiir
bulunmaktadir. Hantavirus genusunda yer alan viriisler rodentlerle tasinirken diger

genuslarda yer alan viriisler artropotlarla taginir (15, 16). Nairovirus genusunda bulunan



virusler ixodid ve argasid keneler tarafindan tasinmaktadir. Nairovirus genusunda yer
alan en 6nemli serogrup KKKAH virus ve Hazara viriisiin yer aldigi KKKA serogrubu
ile Nairobi koyun hastaligi (NSD) viriisii ve Dugbe viriisiin yer aldigi Nairobi koyun
hastalig1 viriis serogruplaridir. Sadece KKKAH viriisii, Nairobi Koyun Hastalig1 viriisii

ve Dugbe viriisii insanlar i¢in patojen etkendirler (1,3).

Onceki yillarda serolojik testlere (Agar Jel Difiizyon, Komplement Fikzasyon,
Notralizasyon vb.) bagli olarak yapilan ¢alismalarda KKKAH viriis suslar1 arasinda
onemli farkliliklar ortaya konulamadi (10, 17). Bununla beraber, DNA dizilimine
dayanan niikleik asit sekans analizleri KKKAH viriisiiniin olduk¢a degiskenlik
gosterdigini ortaya koydu. Bu konuyla ilgili ilk rapor Cin’deki bir koyun izolatinin S
geninin DNA diziliminin yapilmasiyla yaymland: (18). Daha sonraki yillarda diinyanin
birgcok bolgesindeki farkli izolatlarin viral niikleoproteini kodlayan S geni temelli DNA
dizi analizleri KKKAH virlis izolatlarinin 7 farkli gruba ayrildigimi ortaya koyan

caligmalar yapildi(19-22).

Ulkemizde ilk kez Kart1 ve ark. KKKAH vakalarindan elde edilen serum drneklerinden
Turkey = Gumushane200310845 ve  Turkey  Gumushane200310849  olarak
isimlendirdikleri izolatlarin virlis S gen bolgesine ait kismi bir pargasini
sekanslamislardir. Yapilan filogenetik analizler Tiirkiye’de iki farkli KKKAH viriis
izolatin sirkiile oldugu ve bunlarin sirasiyla Kosova ve Gilineybati Rusya izolatlarina
genetik olarak cok benzerlik gosterdigi belirlenmistir.(14). Tonbak ve ark.’nin 2006
yilinda iilkemizde KKKAH yoniinden endemik bir bdlge olan Kelkit vadisinde evcil
hayvanlardan toplanan kenelerden viriis izolasyonu yapmislardir. KKKAH viriisii S
genine ait kismi bir parcanin filogenetik haritasi ¢gikarilmis ve iilkemizde sirkiile olan
KKKAH viriistiniin Grub V igerisinde yer alan Kosova, Bulgaristan ve Rusya suslarina
genetik olarak yakin oldugunu géstermislerdir (Sekil 1) (23). Ozdarendeli ve ark. 2010
yilinda yaptiklar1 baska bir calismada bir hastadan KKKAH viriisiiniin izolasyonu
gergeklestirmislerdir. Turkey-Kelkit06 adi verilen KKKAH viriis izolatinin, tiim
genomunu sekanslayarak filogenetik analizini yapmislardir. Bu ¢alismanin sonuglarina
gore Turkey-Kelkit06 viriis izolati Grup V igerisinde yer alan diger izolatlar ile hem

niikleotid hem de aminoasit dizilimi yoniinden yiliksek oranda benzerlik gostermistir
(Sekil 2) (24).
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Sekil 1. KKKAH viriisii S gen bolgesine ait 212 bazlik kismi parganin filogenetik analizi (23).
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Sekil 2. KKKAH viriisii Kelkit06 susu tam biiyiikliikteki S geninin filogenetik analizi (24).

2.3.Viral Yapi ve Ozellikleri

KKKAH viriistiniin yapisal ozellikleriyle ilgili ¢alismalar olduk¢a azdir. Bununla
beraber, Murphy ve arkadaslar1 1973 yilinda yaptiklar calismalarda KKKAH viriisii ile
infekte edilen yeni dogmus fare yavrularinin beyinlerindeki viriis morfolojisinin
Bunyaviridae ailesindeki diger liyelere benzerligini ortaya koymuslardir (25). Daha
sonraki yapilan calismalarla birlikte KKKAH viriisiiniin fizikokimyasal ozellikleri,
replikasyon sikliisli, morfogenezisi ve temel yapisi itibari ile Nairoviriis genusundaki
viriislerle ¢cok benzer oldugu ortaya konulmustur (26-29).

Bunyaviriisler zarl, tek iplikli, 3 segmentli ve negatif polariteli bir RNA viriis ailesidir.
Virion partikiilleri viral RNA polimeraz (L segment), yiizey glikoproteinleri olan Gn ve

Gc (M segment) ve niikleokapsit proteininden (S segment) olusmaktadir (Sekil 3) (30).
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Tek iplikli (-) RNA (17000-23000 nt)
Ug segmentli;

S, Niikleokapsid protein

M, Gc ve Gn glikoproteinleri

L, RNA bagimli RNA polimeraz proteini

Sekil 3. KKKAH viriisiiniin sematik goriiniimii ve gen segmentleri (30).

Virionlar kiiresel yapida ve yaklasik 100 nm biiyiikliigiindedir. 5-7 nm kalinliginda
konak¢1 hiicresinden koken alan lipit bilayer yapisindaki zar bolimi viral
glikoproteinlerin ¢ikintilarini ihtiva etmektedir (18, 28, 29). Viriisiin genom biiyiikligii
17 kilobaz ile 23 kilobaz arasinda degismektedir. U¢ segmentli genom dért yapisal

proteini sentezler.

S geni 1673 niikleotidden meydana gelmekte ve 482 aminoasitlik ve 55 kDA
biiylikliigiindeki  niikleokapsit  proteinini  kodlamaktadir.  Enfekte hiicrelerde,
niikleokapsit proteininin  periniiklear bolgede lokalize oldugu bildirilmistir.
Niikleokapsit proteininin olusum asamasinda golgi ve endoplazmik retikulum tizerinden
gelismedigi bununla birlikte hiicresel aktin ile etkilestigi yapilan deneyler ile
gosterilmistir (1, 30, 31). NP, viral RNA ile etkilesime girerek riboniikleoprotein
kompleksini meydana getirmektedir. Bu kompleks viral genomik RNA’nin
transkripsiyonu ve replikasyonunda goérev almaktadir (32). KKKAH viriisit NP’ nin
konak hiicre kaspaz-3 tarafindan kesilmesi, viral RNA sentezinin kontrol edilmesi ve
KKKAH enfeksiyonuna karst konak¢ir savunma mekanizmasinin gelismesi agisindan

onemli oldugu bildirilmistir (33).

Nairovirus M segmenti 3.5 ile 6 kb biiyiikliigiindedir ve diger genuslardan 30-50% daha
biiytiktiir (1). KKKAH viriisii M gen segmenti (6nceleri G1 ve Gz olarak bilinen) Gn ve



Gc diye isimlendirilen iki yiizey glikoproteinini sentezlemektedir. M geni 6ncelikle SK-
1 benzeri proteazlar ile proteolitik bir kesim asamasmna giren 684 aminoasit
uzunlugunda bir poliprotein sentezlemektedir. Oncelikle preGn (140 kDa) ve preGe
(85kDa) iki farkli prekiirsor protein olusturur. Bu prekiirsér proteinler proteolitik
islemler neticesinde Gn (37 kDa) ve Gc (75 kDa) olarak adlandirilan iki yapisal protein
ve musin, GP160, GP85, GP38 ve NSm gibi yapisal olmayan proteinler sentez
edilmektedir. Bu islemler golgi ve endoplazmik retikulumda gergeklesmektedir (34-38).
Kesim islemi sirasinda gorev alan SKI-1 benzeri protaeazlar Lassavirus ve lenfatik
koriomenengitis viriisiinde de rol oynamaktadirlar. M geni tizerinde asir1 degisken N-
terminal bolgesi ile korunmus olup kodlama yapmayan boélgelerin varligi rapor
edilmistir. Musin benzeri bolge 6zellikle Ebola viriisiindeki glikoprotein (GP) yapisi ile
homolog bir yap1 icermektedir (36, 37).

Bunyaviridae ailesi igerisindeki L segmenti 6.3 ile 12 kb arasinda degisen biiyiikliiklere
sahiptir. DNA dizi analizlerine gére Nairovirus genusunda yer alan virlislerdeki L
segmenti diger genuslardaki L segmentlerinden yaklasik iki kat daha biiyiiktiir. L
segmenti tarafindan yalmzca 450 kDa biiyiikliigiinde RNA bagimli RNA polimeraz
(RdRp) enzimi sentez edilmektedir. Viral RNA (VRNA) ve kopya RNA (cRNA)’larin
replikasyon/transkripsiyonlarin1 ~ saglamaktadir. Nairovirus L gen segmentinin
analizlerinde, amino (N) terminal ucunda genus i¢cinde korunmus ovariyan tiimér (OTU)

benzeri proteaz bolgesi tespit edilmistir (1, 24, 39-41).

2.4.Viral Cogalma

KKKAH viriisiin hiicre yiizeyine tutunmasinda viriisiin yapisal glikoproteinleri olan Gn
ve Gc’nin rol oynadigr bilinmektedir. Viriisiin hiicreye girisinde hangi hiicresel
reseptorlerin rol oynadigi tam olarak bilinmemekle beraber Dimitrov ve ark.yaptiklar
bir ¢aligmada virlise duyarli hiicrelerin ylizeyinde niikleolin reseptdrleri bulundugunu
saptamiglar ve bu reseptorlerin virlisiin hiicreye girisinde rol oynayabilecegini
belirtmislerdir (42). KKKAH viriistiniin hiicre igerisine alinmasi ise klatrin aracili
endositoz ile gerceklesmekte ve asidik pH’da glikoproteinlerin konformasyonal
degisiklikler ile birlikte internalizasyona ugradig bildirilmistir (43-45). Endozomal ve
viral membranlarin fiizyonu sonucunda niikleokapsitler sitoplazma icerisinde serbest

kalirlar ve genom replikasyonu sitoplazmada gergeklesir. L proteinin endoniikleaz
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aktivitesi sayesinde konakg¢i hiicre sitoplazmasinda bulunan mRNA’lara ait
oligoniikleotid parcalart kullanilarak viral mRNA sentezi baslatilir. Bu mekanizmaya
“sapka c¢alma” adi verilir (46). Viral RNA, mRNA sentezi, viral protein
translasyonunun saglanmasi ve yeni viral RNA’larin iretilmesinde kullanilacak
komplementer RNA (cRNA)’larin olusmasinda kalip olarak kullanilirlar. Primer
transkripsiyon ve translasyon sonucu viriisiin replikasyonu ve transkripsiyonu igin
gerekli olan erken proteinler sentezlenir. Viriisiin genlerinin replikasyonu ve virionu
olusturacak viral proteinlerin sentezlenmesini takiben hiicrenin plazma membraninda
yada golgi aygitinda bu viral unsurlarin bir araya geldigi viral toplanma asamasi
gergeklestirilir (1, 43, 45, 47). Viriis hiicreyi plazma membranindan tomurcuklanarak
yada alternatif olarak golgi aygitindan ekzositoz yoluyla terk ederek viral

replikasyonunu tamamlar (Sekil 4) (29).
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Sekil 4. KKKAH Viriisiiniin Cogalma Stratejisinin Sematik Gortiinimii (29).

2.5 Epidemiyoloji

KKKAH sporadik olarak goriilmekte ve dogada kene—omurgali—kene siklusunu takip
etmektedir. Enfeksiyon omurgalilarda gegici bir viremi seklinde gizli olarak
seyretmekte ve sadece insanlarda klinik tablo olusturmaktadir (48). Keneler viriisiin
rezervuari olarak rol oynamaktadir. Ixodidae ve Argasidae ailesine bagli 30’dan fazla
kene tiiriinden viriis izolasyonu gerceklestirilmistir. Ozellikle Hyalomma tiirii kenelerin
hastaligin bulasinda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (1-3, 8, 48, 49). Bugiine kadar
KKKAH viriisii i¢in baz1 kene tiirlerinin vektorliik potansiyeli kanitlanabilmistir (1, 2,
8). Bunlardan Hyalomma marginatum marginatum, Hyalomma anatolicum anatolicum

ve Dermacentor marginatus lilkemizde de yaygin olarak bulunan kene tiirlerindendir (2,
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3). Vektor kenelerin disi erigkin formlari, enfekte bir konaktan viremik donemde kan
emdigi sirada etkeni alir ve yumurtalarina transovariyal olarak nakleder. Boylece yeni
nesiller, etkenle enfekte olarak gelismeye baglar. Kenelerin gergek anlamda vektor
olabilmesi i¢in bir gelisme doneminde kan emdigi viremik bir konaktan viriisi
alabilmesi (larva—nimf), sonraki gelisme doneminde gomlek degistirme sirasinda
etkeni tasimasi (nimf—eriskin), duyarli baska konaklardan kan emerken etkeni
transtadiyal olarak aktarabilmesi ve etkeni yumurtalarina (eriskin—yumurta)
transovariyal olarak nakledebilmesi gerekmektedir (Sekil 5). KKKAH keneler ile
nakledilen viral hastaliklar iginde en genis yayilis alanina sahiptir. Vektor keneler,
hastalig1 nakletmeleri yaninda, viriisiin dogadaki esas rezervuari olmalar1 bakimindan da

onemlidirler (50-54).

Hastaligin keneler vasitasi ile insanlara bulagsmasinda temel yol, enfekte kenenin
konaktan kan emmesi esnasinda tiikiiriik salgisi ile birlikte viriisii konaga nakletmesi ile
olmaktadir. Bulagma, enfekte kenelerin ¢iplak elle toplanmasi esnasinda patlamasi veya
ezilmesi durumunda da olabilmektedir. Bunun disinda viriis ile enfekte kenelerin el ile
ezilmesi, viremik hayvanlarin kesimi esnasinda viicut sivilar1 ve dokular ile temas,
hasta insanlarin viicut sivilart ile temas sonucu da bulasma olabilmektedir. Ayrica

nozokomiyal hastane enfeksiyonlarina da rastlanmaktadir (1, 2, 5, 7, 55).

Endemik boélgelerde tarim ve hayvancilikla ugrasan insanlar kenelerin tesadiifi
konaklar1 konumundadir. Bu grupta yer alanlarin biiyiik ¢ogunlugunu tarim calisanlari,
hayvan sahipleri ve c¢obanlar, kesimhane calisanlart ile veteriner hekimler
olusturmaktadir. Bu gruptaki calisanlar ayni zamanda risk altindaki gruplar sinifinda
degerlendirilmektedir. Bunlara ilaveten endemik bolgelerde kamp, piknik, yliriiyiis ve
avcilik yapan kisiler de risk altinda bulunmaktadir. Tiirkiye’deki endemik vakalarin

%90 gibi biiyiik bir boliimiinii ¢ift¢iler olusturmaktadir (2, 3, 5, 55).
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Sekil 5. KKKAH viriisiiniin dogadaki dongiisii (1).

2.6. Klinik Bulgular ve Patogenez

Hastaligin inkiibasyon periyodu, viriis ile olan temas sekline ve viriis ylikiine gore
degismektedir. Enfekte kene tarafindan isirilma vakalarinda inkiibasyon periyodu 1-3
giin olarak belirlenmistir ancak 9 giine kadar uzayabildigi de bildirilmistir. Hastalik
inkiibasyon, prehemorajik, hemorajik ve konvelesan olmak iizere dort klinik faza
ayrilmistir (1-3, 5, 6). Klinik belirtiler baglangicta hastaliga 6zgiil olmayip grip benzeri
semptomlarla seyretmektedir. Prehemorajik evre, ani ates yiikselmesi, miyalji, bas
donmesi, halsizlik, bas agris1, gégiis agrist ve abdominal hassasiyet ile karakterizedir.
Bu donem ortalama 1-7 giin devam eder. Hemorajik faz, genellikle hastaligin 4-5.
giinlerinde hizla gelismektedir. Hemorajik semptomlar petesi ile yaygin hematomlar
seklinde seyretmektedir. En sik kanamalara burun, gastrointestinal, iiriner ve solunum
kanallarinda rastlanmaktadir. Agir vakalarda biitiin viicut bogluklarinda kanamalara

rastlanmaktadir. Konvelasan evre ortalama olarak hastalik belirtilerinin ortaya
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ctkmasindan 10-15 giin sonra baglamakta ve bu donemde tasikardi, diisiik kan basinci

gibi belirtilerin oldugu ¢esitli vakalarda rapor edilmistir (2, 3, 56-58).

KKKAH patogenezi ile ilgili siirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bununla beraber
KKKAH patogenezi diger kanamali viral hastaliklara oldukca benzerlik géstermektedir.
Damar endotel hiicrelerinin viriis tarafindan enfekte edilmesi KKKAH patogenezinde
onemli rol oynamakta ve vaskiiler endotellerde hasar meydana gelmektedir. Endotel
hasar platelet agregasyonu ve degraniilasyonun uyarilmasina neden olarak intrinsik
koagulasyon kaskatlarin aktivasyonu ile hemostazin bozulmasina neden olur. Endotel
hiicrelerin enfekte olmasi ve enflamatuvar bolgeye c¢esitli sitokinlerin birikmesi sonucu
asir1 aktive olan sitokinlerin etkileri hastalifin patogenezinde dnem arz etmektedir (59-
62). KKKAH vakalarinda, hastaligin erken sathasinda anormal koagiilasyon sistem
indikatorlerin artmas1 ve dissemine intravaskiiler koagiilasyonlarin (DIC) goriilmesi
hastaligin seyri hakkinda oOnemli bilgiler vermektedir. Trombositopeni ve platelet
sayisinin, 6liimciil vakalarda son derece diigiik olmas1 ayrica IL-6 ve TNFa seviyeleri

diizeylerinde artis gortilmektedir (2, 3, 63-65).

2.7.Teshis Yontemleri

Hastaligin spesifik bir tedavisi olmadigi icin erken teshis biiylik 6nem tasimaktadir.
Hastalikta ilk klinik belirtiler grip benzeri oldugu i¢in klinik olarak erken teshis koymak
olduk¢a giictiir. Bununla beraber ani ates ve halsizlik gibi grip benzeri klinik
semptomlar ve hastanin endemik bolgede bulunmasi, kene 1sirmasi ya da enfekte kan,
doku ya da hasta biriyle temasi KKKAH i¢in siiphelenilmesi gereken durumlardir.
Hastaligin baglangicinda benzer semptomlarla seyreden riketsiyoz, leptospiroz,
boreliyoz, meningokokkal enfeksiyonlar, hantaviriis, malarya, sarthumma, Dengue
hummasi, Omsk kanamali hastaligi, Lassa atesi, Ebola, Marburg gibi kanamal1 ve atesli

seyreden hastaliklar mutlaka g6z 6niinde bulundurulmalidir (2, 6, 16) .

Kesin teshis laboratuvar yontemleriyle konulmaktadir. Dogrudan laboratuvar tani
yontemleriyle etken direkt olarak gdsterilirken, dolayli yontemler ile etkene karsi
olusmus antikor yaniti arastirilarak teshis konulmaktadir. Dogrudan laboratuvar tani
yontemleri arasinda viriisiin izolasyonu, viriise spesifik antijen aranmasi ve viral niikleik

asidin spesifik primerlerle ¢cogaltilmasi sayilabilir. Viriis notralizasyon testi, ELISA ve
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immunofloresan gibi teknikler hastaligin tanisinda kullanilan dolayli yontemlerdir (1, 3,

5, 46).

Viriis izolasyonun yapilmasi yiiksek giivenlikli laboratuvar sartlarini gerektirmesi ve
hassasiyetinin diisiik olmasi nedeniyle c¢ok tercih edilen bir metot degildir. Viriis
izolasyonu, viremik akut fazdaki hasta serumu, doku ya da endemik bdlgelerden
toplanan kene siispansiyonlarinin 1-2 giinliik yavru fare beyinlerine intrakraniyal (i.c.)
ya da intraperitoneal (i.p.) yolla inokiile edilmesiyle yapilmaktadir. Viriis izolasyonu
aynt zamanda Vero, SW-13, BHK-21, LLC-MK2 gibi hiicre hatlar1 kullanilarak da
yapilmaktadir. Dogrudan tam1 yontemlerin olan tersine transkriptaz-polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PZR) hizli olmasi agisindan KKKAH viriisiin laboratuvar teshisi i¢in en
sik kullanilan yontemdir (2, 3, 5). Akut donemde alinan klinik 6rneklerden viral niikleik
asidin spesifik primerler c¢ogaltilmas1 esasina dayanmaktadir. Canli viriis ile
calisilmasina gerek duyulmamast ve yiiksek giivenlikli laboratuvar sartlari
gerektirmemesi agisindan son derece pratik bir yontemdir. Klasik RT-PZR testinin daha
gelismis olan1 ve kantitatif deger veren otomatize real-time PZR testi son yillarda
olduk¢a genis kullanim alani bulmustur. Kontaminasyon riskinin klasik RT-PCR gore
cok daha az olmasi, daha yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip olmasindan dolayi viriis
suslar1 arasindaki varyasyonlar1 belirleyebilmesi, dakikalar igerisinde sonug¢lanmasi,
viral niikleik asit hakkinda kantitatif olarak bilgi vermesi ve monitdrize edilebilmesi
gibi bir ¢cok avantaj saglamaktadir. Dogrudan tani yontemlerinden olan Antijen-ELISA
ve IFA temelli testler RT-PZR kadar duyarli olmasa da pratik ve kolay uygulanabilir

olmas1 nedeniyle tercih edilen metotlar arasindadir (2, 5, 46, 66-69).

Gegmis yillarda, KKKAH virlisiniin serolojik tanisinda kopleman fiksasyon,
immunodifiizyon ve hemagliitinasyon inhibisyon testleri kullanilmis ancak bu testlerin
yeterli duyarlilikta olmamasi nedeniyle son yillarda kullanim alani yoktur. Hastalik
belirtileri ortaya ¢iktiktan yaklasik 1 hafta sonra spesifik IgM ve kisa siire sonra da IgG
antikorlar ELISA ve IFA testleri ile belirlenebilmektedir. Yeni bir enfeksiyon ise ¢ift
ornekli serumda 4 kat titre artis1 veya tek bir 6rnekte IgM antikorlarinin saptanmasi ile
tanmimlanir. Enfeksiyondan 4 ay sonra spesifik IgM belirlenebilir diizeyin altina
diiserken IgG en az 5 yila kadar belirlenebilir diizeyde kalmaktadir. Son yillarda gelisen
rekombinant DNA teknolojisiyle rekombinant KKKAH viriis niikleoprotein (rNP) ve
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monoklonal antikorlar kullanilarak gelistirilen ELISA ve IFA testleri antikor tespiti

yapilmaktadir (70-73).

2.8. Tedavi ve Korunma

KKKAH’na kars1 gelistirilen FDA tarafindan onaylanmis bir as1 mevcut degildir.
Maalesef KKKAH’nin spesifik bir tedavisi de yoktur. Hastalifin tedavisindeki
yaklagimlar destekleyici tedaviler, ribavirin uygulamasi ve antikor tedavileri olarak
sayilabilir (2, 3). Destekleyici tedavi glinlimiizde en ¢cok uygulanan tedavi yontemi olup
hastaya trombosit, taze donmus plazma ve eritrosit inflizyonlarini igermektedir. Sivi ve
elektrolit dengesi dengede tutularak ve platelet takviyesi ile trombositopeni ve olusan
kanamalar kontrol altina alinabilmektedir. Taze donmus plazma infiizyonu ile
koagiilasyon faktdr bozukluklarin, protrombin ve kismi tromboplastin zamaninin

normale donmesine yardimci olmaktadir (74).

Ribavirin sentetik piirin niikleozit analogudur ve bir¢ok RNA viriisiiniin ¢ogalmasini
inhibe ettigi in vitro olarak gosterilmistir (75). Ribavirinin KKKAH’ndaki etki
mekanizmas1 tam olarak bilinmemesine ragmen hastalifin erken donemlerinde etkili
oldugu bilinmektedir. Bununla beraber hastalifin tedavisinde ribavirin kullanimi ile
ilgili tartismalar devam etmektedir (76, 77). Konuyla ilgili kontrol gruplarininda
bulundugu daha ¢ok klinik ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

KKKAH’n1 gegiren insanlardan elde edilen hiperimmiin serumlarin hasta bireylere pasif
bagisiklama yoluyla verildigi bilinmektedir. Serum ile tedavi uygulamalar ilk olarak
Chumakov tarafindan 1944-1945 yillarinda goriilen vakalarda kullanilmistir ve az da
olsa faydali oldugu bildirilmistir. Sonraki yillarda intramuskiiler kullanim i¢in “CCHF-
bulin” ve intravendz kullanim i¢in “CCHF-venin” olmak {izere iki farkli immunglobulin
gelistirilerek Bulgaristan’daki vakalarda denenmistir. Bu sekilde yapilan tedavi
uygulamalarinda hastalarin daha hizli iyilestikleri bildirilmis ancak kontrol gruplari
olusturulmamistir. Kubar ve ark. Tirkiye’de hastaligi atlatan insanlardan elde edilen
hiperimmiin serumlar ile siddetli vakalarda yapilan tedavi uygulamalarinda serum
tedavisinin umut verici oldugunu bildirmistir. Ancak bu calismada kontrol grubu

olusturulmamistir (74, 78).
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Hastaliktan korunmada, risk altinda bulunan meslek gruplarinin bilgilendirilmesi
oldukca Onemlidir. Enfeksiyonla miicadelede keneler en Onemli basamagi
olusturmaktadir. Ozellikle endemik bdlgelerde yetistirilen ¢iftlik hayvanlar1 kenelere
konaklik etmeleri ve enfeksiyonun yayillmasina neden olmalarindan dolayr uygun
akarisidlerle diizenli olarak ilaglanmalidir. Endemik bolgelerde yasayan ya da bu gibi
yerlere seyahat amaciyla gidenlerin kisisel onlemler almasi gerekmektedir. Repellent
kullanmak, koruyucu elbiseler giymek, siipheli hayvanlarla temastan kaginmak, doku ve
doku sivilariyla temas etmemek ve viicutlarinda siirekli kene kontrolii yapmalar

gerekmektedir (5, 12).



3.GEREC VE YONTEM

3.1. KKKAH Viriisii Turkey Kelkit06 Susu Niikleoproteinin (NP) Kodon

Optimizasyonu, pUCS7 Vektoriine Yerlestirilmesi ve pMALpSx Plasmidine

Klonlanmasi

Bu amagla, GenBankasinda kayitlhh olan GQ337053 KKKAH viriisii Turkey-

Kelkit06,susuna ait NP DNA dizilimi temel alinmistir. GenScript sirketinden hizmet

alim1 yoluyla kodon optimizasyonu yapilan 1458 niikleotidlik sentetik KKKAH viriisii

NP DNA’s1 pUCS57 tasiyict vektorii igerisine yerlestirilmis ve elde edilen plasmid

pUCS57-NP olarak isimlendirilmistir.

3.1.1.

pUCS57 ve pMALpSx Plasmidlerinin TOP10 Kompetan Hiicrelerine

Transforme Edilmesi

3.1.1.1 Materyal

One Shot TOP10 kimyasal kompetan hiicre (C4040-03, Invitrogen)
pUCS57 plasmid
pMALp5Sx plasmid (E8200S, Neb)
Su banyosu (WNB10, Memmert)
Mikropipet
Luria Broth S1v1 besi yeri
Yeast (1037530500, Merck)
Pepton (1072131000, Merck)
NaClI (K92033000 546, Merck)

Distile su
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e Ampisilin (A0166, Sigma)
e Luria Broth Kat1 besi yeri
Yeast ( 1037530500, Merck)
Pepton (1072131000,Merck)
NaClI (K92033000 546, Merck)
Agar agar (1016130500, Merck)
Distile su
e Sarf malzemeleri (cam siseler, erlen mayer, petriler)
e Etiiv (Memmert)
e (alkalayicili inkiibator (IKA KS 4000i)
e Otoklav (Hirayama-Hiclave HVE-85L)

3.1.1.2. Metot

One Shot TOP10 kimyasal kompetan hiicrelerine transforme edilecek pUCS57-NP ve
pMALp5Sx plasmidlerinden 10 ng ilave edilerek buzda 30 dk inkiibe edildi. Daha sonra,
45 saniye 42 °C’ye ayarlanmis su banyosunda bekletilerek hiicreler buza alinarak 2 dk
inkiibe edildi. Hiicrelere 250 ul LB besi yeri eklendi. 37 °C’ye ayarlanmis ¢alkalayiciya
birakilarak 1-1.5 saat inkiibe edildi. Daha sonra transformasyon iriiniinden 50-150 pl
alinarak ampisilin antibiyotigi ile hazirlanmig kat1 besi yeri pleytlerine ekilerek 37 °C’ye
ayarlanmig etiivde bir gece bekletildi. Ertesi giin ampisilin igeren kati besi yerinde
gozlenen kolonilerden biri segilerek plasmid DNA elde edilmek iizere 5 ml LB

icerisindeki baglangig kiiltiirlerine ekimi gerceklestirildi.

3.1.2. pUCS7-NP ve pMALpSx Plasmidlerinden DNA Elde Edilmesi
3.1.2.1. Materyal

e Plasmid DNA kiti (12145, Qiagen)
e Santriflij (Mikro220R, Hettich)

e Sarf malzemeleri (falkonlar, erlen)
e Mikropipet

e Etanol (34870, Sigma)

e Propanol-2 (109634, Merck)
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e Luria Broth

e (Calkalayicili inkiibator (IKA KS 4000i)

e Agarose (3153131, Fisherbrand)

e FEthidium Bromide (H5041, Promega)

e TAE cozeltisi (50X icin 242g Tris, 57.1 ml Asetic acid, 0.5 M EDTA)
e TE ¢ozeltisi (10 mM Tris-Cl pH 7.5, 1 mM EDTA)

e Nanodrop (2000c, Thermo Scientific)

3.1.2.2. Metot

pUCS57-NP ve pMALp5x plasmidlerini tagiyan hiicreler 5 ml LB igerisinde ve ampisilin
varliginda 1 gece boyunca 37°C’de biiyiitiildiikten sonra 250 ml hacmindeki ampisilin
iceren LB varliginda bir gece 37°C’de biiyiitiildii. inkubasyon siiresi bittikten sonra
kiiltiirler 6000g, +4°C’de 20 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Bakteriyel pellet 4ml P1
buffer ile reslispanse edildi. 4ml P2 Buffer ilave edildi ve karigmasi saglandi. Soliisyon
oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. 4 ml P3 buffer ilave edildi. Hafifce calkalanarak
karigmas1 saglandi. Bu asamada soliisyon renksizleserek ve partikiillii bir soliisyon
olusturuldu. Soliisyon 15 dk buz igerisinde inkiibe edildi. +4°C’de, 6000rpm’de 30 dk
santrifiij sonrasinda Qiagen kolon 4 ml QBT buffer ile yikanarak hazir hale getirildi.
QBT buffer uygulamasi bittikten sonra elde edilen siipernatant kolondan gegirildi.
Qiagen kolon 2 kez 10’ar ml QC Buffer ile yikandi. DNA, 5 ml QF Buffer ile kolondan
alind1 ve 3,5 ml izopropanol ilave edilerek DNA’nin ¢dkmesi saglandi. Daha sonra
15000g’de, +4°C’de 30 dk santrifiij edilerek iist sivi atildi. DNA pelleti 1 ml oda
sicakligindaki %70 etanol ile yikandi ve 15000g de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant
atilarak elde edilen pelletin 5-10 dk kurumasi beklendi. Pellet uygun hacimde (100-
200ul) TE ¢ozeltisi ile tekrar ¢ozdiiriildii ve nanodrop cihazinda elde edilen plasmid
DNA miktar1 belirlendi. Elde edilen plasmid DNA’s1 %1 agaroz jelde etidyum bromiir
boyama ile goriintiilendi. Jel hazirlanmasi1 i¢in 100 ml 1X TAE i¢in 1 gr agaroz tartildi
ve mikrodalga firinda 3 dk ¢ozdiiriildiikten sonra musluk altinda sogutuldu. Soguma
islemi jel donmadan 6nce sonlandirildi ve 100 ml i¢in 5 pl etidyum bromiir jele
birakilarak karigtirilarak taraklariyla beraber kasete dokiildii. Daha sonra, 150V’ta
yiiriitme islemi yapilarak UV 1sikta goriintiilendi.
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3.1.3. pUCS57-NP Plasmidi Kullanilarak NP Geninin PCR ile Cogaltilmasi
3.1.3.1 Materyal

¢ 0.2 ml mikrosantrifiij tiipleri (3412A, Molecular Bio Products)

e Thermal cycler cihazi (Applied Biosystem Geneamp PCR System 2700)
e Phusion High Fidelity PCR Kit ( F553S, Thermo Scientific)

e Distile su

3.1.3.2 Metot

Bu amagcla, 10 pul 5X HF Phusion Buffer, 2ul pMAL forward primer (20pmol)
(CCCATATGGAAAACAAAATCGAAGT), 2ul pMAL reverse primer (20pmol)
(CCGAATTCTCAATTGATGAATATTCGCTGAGGT), 1.5ul 10mM dNTP karigima,
1ul Phusion DNA polymerase, 100ng pUCS57 template, 31.5ul dH20 konularak toplam
hacim 50ul’e tamamlanarak PCR cihazina yerlestirildi.PCR dongiisii 98 °C’de 30 saniye
On 1s1itma, 98°C” de 10 saniye denatiirasyon, 55 °C’de 20 saniye baglanma ve 72 °C’de 1
dk uzatma olarak toplam 35 siklus ve son uzatma islemi i¢in 72 °C’de 7 dk olarak
ayarlandi. PCR firilinleri %1 agaroz jelde etidyum bromiir boyama ile goriintiilendi.
Agaroz jel hazirlanmasi i¢in 100 ml 1X TAE icin 1 gr Agaroz tartildi ve mikrodalga
firnda 3 dk ¢ozdiriildiikten sonra musluk altinda sogutuldu. Soguma islemi jel
donmadan 6nce sonlandirildi ve EtBr’den 100 ml i¢in 5 pl jele birakilarak karistirilarak
taraklariyla beraber kasete dokiildii 150V’da yiiriitme islemi yapildi ve UV 1s1k altinda

goriintiilendi.

3.1.4. NP Geni PCR Uriiniin Piirifikasyonu
3.1.4.1. Materyal

e Jel piirifikasyon kiti (28106, Qiagen)

e [sitic1 blok (Benchmark)

e Mikropipet

e 1.5 ml Eppendorf tiip (S1615-5500 Starlab)
e Bistiiri (Broche)

e Propanol-2 (109634, Merck)
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3.1.4.2. Metot

Agaroz jelde yiiriitilmiis olan NP geni PCR firiinleri U.V altinda jelden kesilerek
mikrotiiplere alindi. Tartilan jel miktarinin ii¢ hacim kat1 kadar buffer QG ilave edildi
(100u1=100 mg). 50°C’de ¢ozlinmesi i¢in 10 dk beklendi. Jel tamamen ¢oziildiikten
sonra karisimin renginin sar1 olup olmadigina bakildi. Bir jel hacmi kadar izopropanol
eklenerek 6rnek karistirildi. Karisim Qiaquick spin kolona alinarak 13000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi ve flow through (alt akim) uzaklastirildi. Daha sonra, 500 pul buffer QG
eklendi ve 13000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.Yikama islemi ic¢in; 750 pl buffer PE
kolona eklendi ve 1 dk 13000rpm’de santrifiij edildi. Alt akim atilarak 13000 devirde 1
dk santrifiij edildi. Kolona 20 ul buffer EB eklenir ve 2 dk beklenilerek ardindan 13000
devirde 1 dk santrifiij edildi. Nanodrop cihazinda elde edilen jel piirifiye PCR f{iriin

miktar1 6l¢iildii.

3.1.5. NP Geni ve pMALpSx Plasmidinin Kesim Enzimleriyle Kesilmesi.

3.1.5.1. Materyal

e Ndel (R0111S,Neb)

e Ecorl (R0101S, Neb)

e Neb buffer 2.1 (B7202S, Neb)

e BSA (B9000S, Neb)

¢ Su banyosu (WNB10, Memmert)

e 1.5 ml Eppendorf tiip (S1615-5500, Starlab)

3.1.5.2. Metot

Klonlama igleminin gerceklestirilmesi i¢in hem jel piirifiye pUCS57-NP PCR iiriinii hem
de pMALp5X plasmidi Ecorl ve Ndel kesim enzimleriyle kesildi. Bunun i¢in, 1.5 ml
santrifiij tiiptine, 2ul 10X BSA, 2 pl NEB buffer 2.1, 1 pl Ndel enzimi ve 1 ul Ecorl
enzimi ve 5S5ug pMALpSx plasmid DNA’s1 eklendi ve diger tiipde de ayni sekilde
hazirlanmis enzim kesim reaksiyonuna 5Sug plirifiye pUCS57-NP DNA’s1 konularak
toplam hacim 20upl olucak sekilde dH>O ilave edildi. Kesim islemi, 37°C’de su
banyosunda bir gece boyunca gergeklestirildi.
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3.1.6. pMALP5x Vektoriine NP Geninin Klonlamasi

3.1.6.1. Materyal

T4 Ligase (M0202S, Neb)

T4 Ligase Buffer (B0202S, Neb)

Su Banyosu (WNB10, Memmert)

Thermal cycler cihazi (Applied Biosystem Geneamp PCR System 2700)
0.2 ml mikrosantrifiij tiipleri (3412A, Molecular Bio Products)

3.1.6.2 Metot

Kesimi gerceklestirilmis PCR iiriiniinlin  pMALpSx vektorii igerine klonlanmasi

amaciyla 0.2ml’lik mikrotiiplerine 2ul (80ng) vektor DNA’s1 ve 2ul (50ng) PCR iiriinti,

1 ul T4 ligase enziminden, 1 pl 10X T4 Ligase Buffer konularak kalan hacim dH»O ile

20 pul’ye tamamlandi ve 16°C’de bir gece klonlama islemi gerceklestirildi. Ertesi giin

klonlama {irtinlerinin one shot TOP10 kompetan hiicrelerine transformasyonu yapilarak

ampisilin igeren kat1 besi ortamlarini ekimi gergeklestildi.

3.1.7. Koloni PCR

3.1.7.1. Materyal

0.2 ml mikrosantrifiij tiipleri (3412A, Molecular Bio Products)

Thermal cycler cihazi (Applied Biosystem Geneamp PCR System 2700)
5X Colorless GoTaq Buffer (M792A, Promega)

25mM MgCl> (A3511, Promega)

dNTP set (U1240, Promega)

Gotaq DNA Polymerase (M3008, Promega)

Agarose (3153131, Fisherbrand)

Ethidium Bromide (H5041, Promega)

TAE c¢ozeltisi( 50X icin 242g Tris, 57.1 ml Asetic acid, 0.5 M EDTA)
1.5 ml Eppendorf tiip (S1615-5500 Starlab)

Distile su
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3.1.7.2. Metot

Koloni PCR protokolii i¢in 0.2 ml mikrosantrifiij tiiplerine 10 koloni 6rnegi i¢in; her
tipe 10 ul 5X PCR Buffer, 2ul pMAL forward primer (20pmol)
(CCCATATGGAAAACAAAATCGAAGT), 2ul pMAL reverse primer (20pmol)
(CCTCTAGATCAATTGTGATTATTCGCTGAGGT), 1ul 10mM dNTP karisimi, 1pul
25mM MgCl, 14 ul dH2O konularak toplam hacim 25ul’e tamamlandi. Secilen
koloniler pipet ucu yardimiyla alinarak tiiplerin icerisindeki karisima birakildi. Tiipler
thermal cycler cihazina yerlestirildi. Tiipler 95 °C’de 10 dk inkiibe edildi ve ardindan +4
°C’de tutuldu. Baska bir tiipe 30ul dH>O igersine 3 pl (5u/hul) taq polimeraz
enziminden konularak polimeraz enzimi hazirland1 ve her tiipe 3 ul olucak sekilde taq
polimeraz enziminden konuldu. PCR sikluslar1 95 °C’de 1 dk 6n 1sitma, 95°C” de 45
saniye denatiirasyon, 55 °C’de 45 saniye baglanma ve 72 °C’de 1 dk uzatma olarak
toplam 30 siklus olarak ayarlandi ve son uzatma islemi i¢in 72 °C’de 7 dk olarak
gerceklestirildi. Koloni PCR f{iriinleri %1 agaroz jelde etidyum bromiir boyama ile
goriintiilendi. Jel hazirlanmast igin 100 ml 1X TAE i¢in 1 gr Agaroz tartildi ve
mikrodalga firinda 3 dk ¢o6zdiiriildiikten sonra musluk altinda sogutuldu. Soguma islemi
jel donmadan 6nce sonlandirildi ve EtBr’den 100 ml i¢in 5 pl jele birakilarak karistirilir
ve taraklariyla beraber kasete dokiildii 150V’ta yiiriitme islemi yapildi. UV 1sikta
goriintiilendi. Igcerisinde NP iceren koloniler secilerek klonlanmis DNA elde edilmek

tizere LB icerisinde biiyiitiilmeye birakildi.

3.2. pMALp5x-NP Ac¢iklama Vektoriiniin IPTG ile Tetiklenmesi
3.2.1. Materyal

e Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (15502, Sigma)

e Overexpress BL21 C43(DE3) kompetan hiicre (60446-1, Lucigen)
e Ampisilin (A0166, Sigma)

e Luria Broth

e Santriflij (Mikro220R, Hettich)

e C(Calkalayici inkiibator (IKA KS 4000i)
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3.2.2. Metot

Rekombinant plasmid (pMALp5x-NP), E. coli BL21 C43(DE3) hiicresine transforme
edilerek, tek koloniler alind1 ve Sml LB besi ortami igerinde 37°C’de bir gece boyunca
baslangi¢ kiiltiirii olarak tretildi. Bununla birlikte igerisinde rekombinant NP’nin
bulunmadigi bos pMALpSx vektoriide ayni sekilde E. coli BL21 C43(DE3) hiicresine
aktarildi ve Sml LB besi ortami igerinde 37°C’de bir gece boyunca baslangi¢c kiiltiirti
olarak iiretildi. Baslangi¢ kiiltiirlerinden 2ml miktarinda alinan hiicreler ayr1 ayr1 250ml
100 pg/mL ampisilin igeren LB igerisinde 37°C’de kiiltiir ortaminda ODgoo~0,6
ulasincaya kadar biiyiitildii, kiiltiirlerden 1ml kadar tetiklenmemis kontrol Ornegi
alindiktan sonra 1mM isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) eklenerek kiiltiir
sicakligi 37°C olan bu ortamda 6 saat boyunca proteinin {iretilmesinin tetiklenmesi
saglandi. 1ml kadar tetiklenmis kontrol 6rnegi alindiktan sonra toplanan hiicreler
+4°C’de 6000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant atilarak pellet

alind1 ve pellet -20°C’de diger islemleri yapmak tizere saklandi.

3.3. pMALp5Sx-NP Rekombinant Proteinin SDS-PAGE ile Analizi
3.3.1. Materyal

e Commassie blue (61-0436, Biorad)

e ChemiDoc MP (Biorad)

¢ 1.5 ml Eppendorf tiip (S1615-5500, Starlab)

e Mini-PROTEAN Tetra Cell sistem (165-8000, Biorad)

e Akrilamid (C3HsNO) (800830, Merck)

e Bisakrilamid (C7H10N202) (V3143, Promega)

e Tris (HOCH2);CNH>) (K37266187 725, Merck)

e SDS (CH3(CH2)110SO3Na) (L5750, Sigma)

e Amonyum persiilfat/APS ((NH4)2S205) (A2941,0250 Applichem)

e Tetramethylethylenediamine/TEMED((CH3)NCH>CH>N(CH3)2)(M1107320
100, Merck)

* %30 akrilamid karisimi1 29g Akrilamid + 1g bisakrilamid karistirildi dH>O ile
100 mI’ye tamamlandi. 37°C benmaride ¢ozdiiriildiikten sonra 0.45 pm filtreden

stiziildii ve 151k gegrmeyen cam sisede muhafaza edildi.
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e %10 Cozdiirme jeli (10 ml icin): 4ml Distile su + 3,3 ml %30 akrilamid
karistmt + 2,5ml 1,5 M Tris + 0,1 ml %10 SDS + 0,1 ml %10 amonyum
persulfat + 0,008 ml TEMED

e %5 Yiginlama Jeli (3 ml i¢in): 2,1 ml dH20 +0,5 ml akrilamid karigimi + 0,38
ml 0,1 M Tris+ 0,03 ml %10 SDS + 0,03 ml %10 APS +0,003 ml TEMED

e 2-Mercaptoethanol (161-0710, Biorad)

e Laemli Sample Buffer (161-0737, Biorad)

e Ornek Tamponu : 950 ul Laemli sample buffer + 50 ul 2-Mercaptoethanol

e 10X Tris/Glisin Stok Yiiriitme Tamponu (161-0771, Biorad)

e 1X Tris/Glisin Yiirlitme Tamponu: 10X Stok Soliisyondan diliie edilerek 1X
olarak hazirlandi.

e Giic¢ kaynagi1 (164-5052, Biorad)

3.3.2. Metot

Mini-PROTEAN Tetra Cell sistem kurulumu yapildiktan sonra her cam pleyt i¢in 7.5
ml % 10’luk ¢6zdiirme jeli hazirland1 ve cam pleytler arasindan dokiildii ve jelin iizerine
pipet yardimiyla 1 ml dH2O ilave edildi ve 15 dk oda 1s1sinda donmasi1 beklendi. Daha
sonra hazirlanan 2 ml %5’lik yiginlama jeli ¢ozdiirme jelinin {izerine eklenerek tarak
takildi ve 20 dk oda 1sisinda donmasi igin bekletildi. Jelde yiiriitiilecek oOrnekler
hazirlanirken ilk olarak kiiltiirden 100 pl alinarak steril eppendorf tiipiine tetiklenmemis
kontrol olarak birakildi ve SDS jel analizi yapilmak tizere -20 °C’de bekletildi. Kiiltiiriin
geri kalanina final konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG eklenerek 6 saat 220-250
rpm’de  37°C’de inkiibasyon gerceklestirildi. Inkiibasyon periyodundan sonra
tetiklenmis ornekten 100 pl alind1 ve SDS analizi i¢in 20 pl 6rnek ve 20 pl 2x’lik SDS
jel 6rnek tamponu olacak sekilde alinarak 6rnek yeni eppendorf tiiplerinde hazirlandi ve
-20 °C’de saklandi. Kuyucuklara yiiklenmek tizere her érnekten; 20 ul 6rnek ve 20 pl
2x’lik SDS jel 6rnek tamponu olacak sekilde alinarak drnekler yeni eppendorf tiiplerine
buz igerisinde hazirlandi. Tetiklenmemis 6rnek de tetiklenmis 6rnek gibi 20 pl 6rnek ve
20 pl 2x’lik SDS jel 6rnek tamponu alinarak buz iizerinde yeni eppendorf tiiplerinde
hazirland1. Orneklerin 95°C’de 5 dk boyunca denatiirasyon islemi gerceklestirildi.
Tetiklenmemis ve tetiklenmis 6rnekler SDS-PAGE jeline yiiklendi Gii¢ kaynagi tanka
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baglanarak 100 voltta 1.5 saat siireyle 6rnekler yiirtitiildii. Comassie Brillant Blue ile 3

saat boyanarak ChemiDoc MP cihazi ile analiz edildi.

3.4. pMALp5x-NP Vektorii Kullanmlarak Rekombinat NP Proteinin Uretilmesi ve

Saflastiriimasi
3.4.1. Materyal;

e pMAL protein fusion & piirification system (E8200S, Neb)
e Column buffer : (1 litre icin; 20mM Tris-HCI, 200mM NaCI, 1ImM
EDTA,ImM azide,10mM B-mercaptoethanol ya da 1 mM DTT)

3.4.2. Metot

Yukarida anlatildigr gibi 6 saat tetiklenerek iiretilen ve santrifiij edilerek -20 °C’de
saklanan hiicre pelleti tartilarak her 1 gram pellete Sml 1X bugbuster soliisyonu eklendi.
Daha sonra pellet 1ml bugbuster soliisyonunda 25 unite benzeonaz, ve 1KU lizozim
olan tampon ¢ozeltiyle pargalanip, toplanan protein ¢ozeltisi karistirict lizerinde 20 dk
oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan 6000 rpm’de 20 dk +4°C’de santrifiijii
gerceklestirilerek kolon piirifikasyonlari islemine igin iist sivi alind1 ve elde edilen pellet
inkliizyon cisimcigi protokolii ve kolon piirifikasyonlar: islemleri icin -20°C’de

saklandi.

Inkliizyon cisimcigi protokolii icin; pellet bir gece -20°C’de bekletildikten sonra ayni
sekilde 1gram pellete Sml 1X bugbuster soliisyonuna karsi gelecek sekilde soliisyonda
¢Ozdiiriildii. Daha sonra pellet 1 ml bugbuster soliisyonuna 1KU lizozim olan tampon
cozeltiyle vortekslenerek 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu islemin ardindan su ile
1:10 oraninda diliie edilmis bugbuster soliisyonu eklenerek siispansiyon 1 dk
vortekslenerek 5000g’de 15 dk boyunca +4°C’de santrifiij edildi. Ust siv1 atilarak pellet
alindi ve su ile 1:10 oraninda diliie edilmis bugbuster soliisyonu eklenerek slispansiyon
vorteklendi ve bir dnceki adim iki kez tekrar edilerek en son asamada 18000rpm’de 15
dk +4°C’de santrifiij edildi, elde edilen pellet kolon piirifikasyonlart i¢in -20°C’de
saklandi.
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Saklanan pellet 5 ml kolon buffer ile siispanse edildi. Ardindan 1 ml amiloz resin
0.5x10 cm biiyiikliiglindeki kolona konularak kolon 5 kez kolon buffer ile yikanarak
hazir hale getirildi. Siispansiyon amiloz resin kolona yiiklenerek Ornegin gegisi
saglandi. Daha sonra diger bir yitkama islemi i¢in kolon 12 kat ful kolon hacmiyle kolon
buffer ile yikandi. Son adimda ise 10mM maltoz igeren kolon buffer ile eliisyon
gergeklestirilerek icerisindeki maltoz yardimiyla 1 ml 5 fraksiyon ile alt akim akisi
saglanarak kolona tutunan proteinin saflagtirilmas1  gerceklestirildi.  Yikama
basamaklarinda ve eliisyon fraksiyonlarindan alinan 6rneklerin SDS-PAGE yontemi ile

analizi gerceklestirildi.

Santrifiij sonrasi da alinan {ist s1v1 6rnegi (soluble) de ayni sekilde kolon buffer ile diliie
edilerek ayni kolon piirifikasyon islemlerine tabi tutuldu. Yikama basamaklarinda ve
elisyon fraksiyonlarindan alinan oOrneklerin SDS-PAGE yontemi ile analizi

gergeklestirildi.

3.5. pCOLDTF Vektoriine NP Geninin Klonlamasi

3.5.1. pUCS7-NP ve pCOLDTF Plasmidlerinin TOP10 Kompetan Hiicrelerine

Transforme Edilmesi
3.5.1.1.Materyal

e One Shot TOP10 kimyasal kompetan hiicre (C4040-03, Invitrogen)

e pUCS57 plasmid

e pCOLD plasmid (3365, Takara)

e Su banyosu (WNB10, Memmert)

e Mikropipet

e Luria Broth Siv1 besi yeri
Yeast (1037530500, Merck)
Pepton (1072131000, Merck)
NaCl (K92033000 546, Merck)
Distile su

e Ampisilin (A0166, Sigma)

e Luria Broth Kati besi yeri
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Yeast (1037530500, Merck)
Pepton (1072131000,Merck)
NaClI (K92033000 546, Merck)
Agar agar (1016130500, Merck)
Distile su
e Sarf malzemeleri (cam siseler, erlen mayer, petriler)
e Etiv MEMMERT)
e Calkalayicili inkiibator (IKA KS 4000i)
e Otoklav (Hirayama-Hiclave HVE-85L)

3.5.1.2. Metot

One Shot TOP10 kimyasal kompetan hiicreleri -80°C’den ¢ikartilarak buza alindi.
Transforme edilecek pUC57 plasmid ve pCOLDTF plasmidlerinden 6rneginden 2 ul
alinarak kompetan hiicreye birakildi ve pipetasyon yapilmadan parmakla 1-2 kez
sallama islemi uygulandi.. Buzda 30 dk inkiibe edildi. Siire sonunda hiicreler alinirak 45
saniye 42°C’ye ayarlanmis su banyosunda bekletildi. Hiicreler buza alinarak 2 dk
inkiibe edildi.Hiicrelere 250 pl LB besi yeri eklendi. 37°C’ye ayarlanmis ¢alkalayiciya
birakildi ve 1-1.5 saat inkiibe edildi. Siire sonunda transformasyon iiriiniinden 50-150 pl
alinarak ampisilin antibiyotigi ile hazirlanmis kat1 besi yeri pleytlerine ekim yapilarak
37°C’ye ayarlanmis etiivde bir gece bekletildi. Ertesi glin ampisilin i¢eren kat1 besi
yerinde gozlenen kolonilerden biri secgilerek plasmid DNA elde edilmek iizere 5 ml LB

icerisindeki baglangig kiiltiirlerine ekimi gerceklestirildi.
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3.5.2. pUCS7-NP ve pCOLDTF plasmid DNA’larin Elde Edilmesi
3.5.2.1. Materyal

e Plasmid DNA kiti (12145, Qiagen)

e Santrifiij (Mikro220R, Hettich)

e Sarf malzemeleri (falkonlar, erlen)

e Mikropipet

e Etanol (34870, Sigma)

e Propanol-2 (109634, Merck)

e Luria Broth

e (Calkalayicili inkiibator (IKA KS 4000i)

e Agarose (3153131, Fisherbrand)

e Ethidium Bromide (H5041, Promega)

e TAE c¢ozeltisi( 50X icin 242g Tris, 57.1 ml Asetic acid, 0.5SM EDTA)
e TE ¢ozeltisi (10mM Tris-Cl pH 7.5, 1mM EDTA)
e Nanodrop (2000c, Thermo Scientific)

3.5.2.2. Metot

Transformasyon sonrast elde edilen pUCS57-NP ve pCOLDTF plasmidlerini igeren
bakteriyel koloniler, 5 ml LB igerisindeki baslangi¢ kiiltiirlerine ekildi ve 1 giin boyunca
37°C’de biiyiitiildiikten sonra 40 ml hacmindeki ampisilin igeren LB igerisine
aktarilarak bir gece 37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra, kiiltiirler 6000g, +4°C’de 20 dk
santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Bakteriyel pellet 4ml P1 Buffer ile resiispanse edildi. 4ml
P2 Buffer ilave edildi ve karismasi saglandi. Soliisyon oda sicakliginda 5 dk inkiibe
edilerek 4 ml P3 buffer ilave edildi. Hafifce calkalanarak karigmasi saglandi. Bu
asamada sollisyon renksizleserek ve partikiillii bir soltisyon olusturuldu. Soliisyon 15 dk
buz icerisinde inkiibe edilirek +4°C’de, 6000rpm’de 30 dk santrifiij edildi. Qiagen kolon
4 ml QBT buffer ile yikanarak hazir hale getirildi. QBT buffer uygulamasi bittikten
sonra elde edilen silipernatant kolondan gecirildi. Qiagen kolon 2 kez 10’ar ml QC
Buffer ile yikandi. DNA, 5 ml QF Buffer ile kolondan alinarak 3,5 ml izopropanol
ilave edildi ve DNA’nin ¢okmesi saglandi. Daha sonra 15000g’de, +4°C’de 30 dk
santrifiij edildi ve siipernatant dokiildii. DNA pelleti 1 ml oda sicakligindaki %70 etanol
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ile yikand1 ve 15000g de 10 dk santrifiij edildi. Stipernatant dokiildii ve pelletin 5-10 dk
kurumasi beklendi. Pellet uygun hacimde (100-200ul) TE ¢ozeltisi ile tekrar ¢ozdiirtildi
ve nanodrop cihazinda elde edilen plasmid DNA miktar1 belirlendi. Elde edilen plasmid

DNA’s1 %1 agaroz jelde etidyum bromiir boyama ile goriintiilendi.

3.5.3. pUCS7-NP ve pCOLDTF Plasmidinin Kesim Enzimleriyle Kesilmesi.
3.5.3.1. Materyal

e Ndel (R0111S,Neb)

e Xbal (R0145S, Neb)

e Neb buffer 2.1 (B7202S, Neb)

e BSA (B9000S, Neb)

e Su banyosu (WNB10, Memmert)

e 1.5 ml Eppendorf tiip (S1615-5500 Starlab)
3.5.3.2. Metot

Klonlama igleminin gerceklestirilmesi i¢in hem NP iceren jel piirifiye pUCS57-NP
plasmid DNA’s1 hem de pCOLDTF plasmid DNA’s1 Ndel ve Xbal kesim enzimleriyle
kesildi. Bunun i¢in, 1.5 ml santrifiij tiiplinden birine, 2ul 10X BSA, 2 ul NEB buffer,
oncel pl Ndel enzimi ile kesilerek ve sonra jel piirifikasyonunun ardindan 1 pl Xbal
enzimi ile Spg pCOLDTF plasmid DNA’sinin tek enzim kesimi toplam hacim 20pl
olucak sekilde dH>O konularak 37°C’de su banyosunda bir gece boyunca
gerceklestirildi. Diger tiipe de Spg pUCS7-NP plasmid DNAs1 ilave edilerek dnce Ndel
daha sonra Xbal enzimleri ile yapilan kesim islemi 37°C’de su banyosunda bir gece

boyunca gerceklestirildi.
3.5.4.. NP Geninin pCOLDTF Vektoriine Ligasyonu

3.54.1. Materyal

e T4 Ligase (M0202S, Neb)

e T4 Ligase Buffer (B0202S, Neb)

e Su Banyosu (WNB10,Memmert)

e Thermal cycler cihazi (Applied Biosystem Geneamp PCR System 2700)
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¢ 0.2 ml mikrosantrifiij tiipleri (3412A, Molecular Bio Products)
e One Shot TOP10 kimyasal kompetan hiicre (C4040-03, Invitrogen)
e Ampisilin (A0166, Sigma)

3.5.4.2. Metot

Kesimi gerceklestirilmis NP’yi igeren pUCS57 plasmidinin pCOLDTF vektorii igerine
klonlanmasi amaciyla 0.2ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine 2ul (80ng) vektor DNA’sindan
ve 2ul (50ng) pUCS57-NP plasmidi igerisinden kesilmis NP DNA’sindan, 1 ul T4 ligase
enziminden, 1 ul 10X T4 ligase buffer konularak kalan hacim dH>O ile 20 ul’ye
tamamlandi ve 16°C’de bir gece ligasyon islemi gergeklestirildi. Ertesi glin klonlama
iirtinlerinin one shot TOP10 kompetan hiicrelerine transformasyonu yapilarak ampisilin

iceren kati besi ortamlarini ekimi gergeklestirildi.

3.5.5. Koloni PCR ile Pozitif Klonlarim Belirlenmesi
3.5.5.1. Materyal

e 0.2 ml mikrosantrifiij tiipleri (3412A, Molecular Bio Products)

e Thermal cycler cihaz1 (Applied Biosystem Geneamp PCR System 2700)
e 5X Colorless GoTaq Buffer (M792A, Promega)

e 25mM MgCl, (A3511, Promega)

e dNTP set (U1240, Promega)

e (Gotag DNA Polymerase (M3008, Promega)

e Agarose (3153131, Fisherbrand)

e Ethidium Bromide (H5041, Promega)

e TAE cozeltisi (50X icin 242g Tris, 57.1 ml Asetic acid, 0.5 M EDTA)

¢ 1.5 ml Eppendorf tiip (S1615-5500, Starlab)

e Distile su

3.5.5.2. Metot

Bu amagla, 0.2 ml mikrosantrifijj tiiplerine 10 bakteriyel koloni 6rnegi i¢in; her tiipe 10
ul 5X PCR Buffer, 2ul pMAL forward primer (20pmol)
(CCCATATGGAAAACAAAATCGAAGT), 2ul pMAL reverse primer (20pmol)
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(CCTCTAGATCAATTGTGATTATTCGCTGAGGT), 1ul 10mM dNTP karigimi, 1pl
25mM MgCly, 14 pl dH2O konularak toplam hacim 25ul’e tamamlandi. Segilen
koloniler pipet ucu yardimiyla alinarak tiiplerin igerisindeki karisima birakildi. Tiipler
thermal cycler cihazina yerlestirildi. Tiipler 95 °C’de 10 dk inkiibe edildi ve ardindan +4
°C’de tutuldu. Baska bir tiipe 30ul dH>O igersine 3ul (5u/ul) taq polimeraz enziminden
konularak polimeraz enzimi hazirland1 ve her tiipe 3 ul olacak sekilde taq polimeraz
enziminden konuldu. PCR sikluslar1 95 °C’de 1 dk 6n 1sitma, 95°C’ de 45 saniye
denatiirasyon, 55 °C’de 45 saniye baglanma ve 72 °C’de 1 dk uzatma olarak toplam 30
siklus olarak ayarlandi ve son uzatma islemi i¢in 72 °C’de 7 dk olarak gergeklestirildi.
Koloni PCR iiriinleri %1 agaroz jelde etidyum bromiir boyama ile goriintiilendi.
Icerisinde NP genini iceren koloniler secilerek LB igerisinde biiyiitiildii ve rekombinant
plasmid DNA’s1 ekstrakte edildi. Elde edilen rekombinant vektor pPCOLDTF-NP olarak

isimlendirildi.
3.6. pCOLDTEF-NP Ac¢iklama Vektoriiniin IPTG ile Tetiklenmesi

3.6.1. Materyal

e Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (I15502,Sigma)

e Overexpress BL21 C43(DE3) kompetan hiicre (60446-1, Lucigen)
e Ampisilin (A0166, Sigma)

e Luria Broth

e Santriflij (Mikro220R, Hettich)

e Calkalayici inkiibator (IKA KS 400010)

¢ 1.5 ml Eppendorf tiip (S1615-5500, Starlab)

3.6.2. Metot

pCOLDTF-NP plasmidi, E. coli BL21 C43(DE3) kompetan hiicresine aktarilarak Sml
LB besi ortani igerinde baslangi¢ kiiltiiri olarak {iretildi. Baslangi¢ kiiltiirlinden 2ml
miktarinda alinan hiicreler 40 ml 100 pg/mL ampicillin i¢eren LB igerisinde 37°C’de
kiiltiir ortaminda OD600 ~0,6 ulasincaya kadar biiyiitiildii, kiiltiirden belirli miktarda

kontrol 6rnegi alindiktan sonra ImM IPTG eklenerek kiiltiir sicakligi 16°C indirilip bu

ortamda 18 saat boyunca proteinin liretilmesi saglandi. Daha sonra, belirli miktarda
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ornek alinarak SDS-PAGE ile analizi i¢in saklandi. Toplanan bakteri hiicreleri +4 °C’de

6000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant atilarak pellet alind1 ve daha

sonraki islemler i¢in -20°C’de saklandi.

3.7. pPCOLDTF-NP Rekombinant Proteinin SDS-PAGE ile Analizi

3.7.1. Materyal

Commassie blue (61-0436, Biorad)

ChemiDoc MP (Biorad)

1.5 ml Eppendorf tiip (S1615-5500 Starlab)

Mini-PROTEAN Tetra Cell sistem (165-8000 ,Biorad)

Akrilamid (CsHsNO) (800830, Merck)

Bisakrilamid (C7H10N202) (V3143, Promega)

Tris ((HOCH2);:CNH>) (K37266187 725, Merck)

SDS (CH3(CH2)110S0OsNa) (L5750, Sigma)

Amonyum persiilfat/APS ((NH4)2S2053) (A2941,0250 Applichem)
Tetramethylethylenediamine/TEMED((CH3):NCH>CH>N(CH3)2)(M1107320
100, Merck)

%30 akrilamid karisim 29 g Akrilamid + 1 g Bisakrilamid karistirildt dH20
ile 100 mlI’ye tamamlandi. 37°C benmaride ¢ozdiiriildikten sonra 0.45 um
filtreden siiziildii ve 151k gegrmeyen cam sisede muhafaza edildi.

%10 Cozdiirme jeli (10 ml icin): 4ml Distile su + 3,3 ml %30 akrilamid
karigim1 + 2,5ml 1,5 M Tris + 0,1 ml %10 SDS + 0,1 ml %10 Amonyum
persulfat + 0,008 ml TEMED

%S5 Yiginlama Jeli (3 ml i¢in): 2,1 ml dH20 +0,5 ml akrilamid karigimi + 0,38
ml 0,1 M Tris+ 0,03 ml %10 SDS + 0,03 ml %10 APS +0,003 ml TEMED
2-Mercaptoethanol (161-0710 Biorad)

Laemli Sample Buffer (161-0737, Biorad)

Ornek Tamponu: 950 pl Laemli sample buffer + 50 pl 2-Mercaptoethanol

10X Tris/Glisin Stok Yiiriitme Tamponu (161-0771, Biorad)

I1X Tris/Glisin Yiirtitme Tamponu: 10X Stok Soliisyondan diliie edilerek 1X

olarak hazirland1
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¢ Giic¢ kaynagi (164-5052, Biorad)

3.7.2. Metot

Mini-PROTEAN Tetra Cell sistem kurulumu yapildiktan sonra her cam pleyt i¢in 7.5
ml % 10’luk ¢6zdiirme jeli hazirlandi ve cam pleytler arasindan dokiildii ve jelin {izerine
pipet yardimiyla 1 ml dH2O ilave edildi ve 15 dk oda 1sisinda donmasi beklendi. Daha
sonra hazirlanan 2 ml %5’lik yiginlama jeli ¢ozdiirme jelinin iizerine eklenerek tarak
takildi ve 20 dk oda 1sisinda donmasi igin bekletildi. Jelde ylriitiilecek Ornekler
hazirlanirken ilk olarak kiiltiirden 100 pl alinarak steril eppendorf tlipiine tetiklenmemis
kontrol olarak birakildi ve SDS jel analizi yapilmak iizere -20 °C’de bekletildi. Kiiltiiriin
geri kalanina final konsantrasyonu 1 mM olucak sekilde IPTG eklendi ve 18 saat 220-
250 rpm’de 16°C’de inkiibasyon gergeklestirildi. Inkiibasyon periyodundan sonra
tetiklenmis 6rnekten 100 ul alinarak SDS analizi i¢in 20 pl 6rnek ve 20 pl 2x’lik SDS
jel ornek tamponundan Ornekler hazirlandi ve -20 °C’de saklandi. Kuyucuklara
yiiklenmek iizere her 6rnekten; 20 pl 6rnek ve 20 ul 2x’lik SDS jel 6rnek solusyonu
eklenerek hazirlanan Ornekler yeni eppendorf tiiplerine buz igerisine birakildi.
Tetiklenmemis Ornek de tetiklenmis ornek gibi 20 pl 6rnek ve 20 ul 2x’lik SDS jel
ornek bufferindan alinarak buz {izerinde yeni eppendorf tiiplerinde hazirlandi..
Orneklerin 95°C’de 5 dk boyunca denatiirasyon islemi gergeklestirildi. Tetiklenmemis
ve tetiklenmis ornekler SDS-PAGE jeline yiiklenerek giic kaynagi tanka baglandi ve
100 voltta 1.5 saat siireyle Ornekler yiiriitiildii. Comassie Brillant Blue ile 3 saat

boyandi ve ChemiDoc MP cihazi analizi edildi.

3.8. pCOLDTF-NP Vektorii Kullanilarak Rekombinat NP Proteinin Uretilmesi ve

Saflastirilmasi
3.8.1. Materyal

e Bugbuster (70921-3, Novagen)

e rLysozyme (71110-3, Novagen)

e Benzonase (70746, Novagen)

e Ni-NTA column (31014, Qiagen)

e BUFFER B: (7M urea, 0.1M NaH>POs, 0.01M Tris.CL; pH 8.0)
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e BUFFER C: (8M urea, 0.1M NaH>PO4, 0.01M Tris.CL; pH 6.3)
e BUFFER E: (8M urea, 0.1M NaH;POs4, 0.01M Tris.Cl; pH 4.5)
e Urea (U5378, Sigma)

e Tris (HOCH2);CNH>) (K37266187 725, Merck)

e NaH>PO4(S3139, Sigma)

e Platform Calkalayic1 (unimax1010, Heidolph)

e 1.5 ml Eppendorf tiip (S1615-5500, Starlab)

e NaOH (S8045, Sigma)

3.8.2. Metot

Santrifiij isleminden sonra -20 °C’de saklanan hiicre pelleti tartilarak her 1 gram pellete
Sml 1X bugbuster soliisyonuna kars1 gelecek sekilde ¢cozdiriilmiistiir. Daha sonra pellet
Iml bugbuster soliisyonunda 25 unite benzeonaz, 1 ml bugbuster soliisyonuna 1KU
lizozim olan tampon ¢ozeltiyle pargalanip, toplanan protein ¢ozeltisi karistirict tizerinde
20 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan 6000 rpm’de 20 dk +4°C’de santrifiijii
gerceklestirilerek siipernatant atilmistir ve elde edilen pellet bir gece -20°C’de
tutulmustur. Pellet bir gece -20°C’de bekletildikten sonra NI-NTA kolonlar1 ile
ptrifikasyonu gerceklestirilmek tizere islemleri baslatilmistir. Ticari kitin donmus
pelletlere uygulanan protokoliine takip edilerek bufer B, bufer C, bufer E hazirlanarak
uygun pH’lara ayarlanmistir. Pellet 700 pl bufer B ile 6nce muamele edilerek oda
sicakliginda karstiricr ile 15 dk karistirildi. Elde edilen lizat 6000 rpm’de 30 dk oda
sicakliginda santrifiij edildi. Santriflij sonrasi siipernatanat alinarak daha once 600 pl
bufer B ile sartlanmis olan Ni-NTA kolonlarina 600ul yiiklendi ve 5 dk 1600 rpm’de
oda sicakliginda santrifiij gergeklestirildi. Elde edilen alt akim alinarak SDS-PAGE
analizi i¢in saklandi. Kolonun 600 pl iki kez buffer C ile 2 dk 2900 rpm’de oda
sicakliginda yikama islemi gerceklestirildi. Yikama fraksiyonlari da ayni sekilde SDS-
PAGE analizi i¢in saklandi. Son olarak eliisyon adiminda 200 pl bufer E ile kolonun
tutttugu proteinlerin alt akima gegcmesi 2900 rpm’de 2 dk santrifiij ile saglandi. Alinan
elisyon fraksiyonlar1 saklanarak SDS-PAGE ile analizi gergeklestirildi. SDS sonrasi
analizi yapilmis olan rekombinant proteininin diger islemlerde kullanilmak iizere -

20°C’de uzun donem saklanmasi gerceklestirildi.
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3.9. Fare immiinizasyonlari

108G 126 nolu ve "Kirim-Kongo Kanamali Ates Viriistiniin Epidemiyolojisi, Molekiiler
Karakterizasyonu, Antijen-ELISA Gelistirilmesi ve Koruyucu As1 Caligmalart’ isimli
TUBITAK 1007 KAMAG projesi kapsaminda pCOLDTF-NP vektorii kullanilarak
rekombinat NP proteini iiretilip saflagtirildiktan sonra Balb/c farelerine verilmistir. Bu
amacla, 5 adet 8-10 haftalik Balb/c farelerinden biri kontrol grubu olmak {izere bos
100pg pCOLDTF-NP antijeni ve diger dort fareye 100ug pCOLDTF-NP rekombinant
antijeni intramuskiiler olarak 3 hafta araliklar ile 3 defa olmak iizere verilmistir. Her
immunizasyondan 6nce farelerin goziinden kan alinarak fare serumlar1 ELISA ile test
edilmek tlizere saklanmistir. Yine ayni proje kapsaminda elde edilen inaktif KKKAH

viriisli Turkey Kelkit06 susuyla immiinize edilen fare serumlar1 kullanilmistir.

3.10. pCOLDTF-NP Rekombinant Proteinin, inaktif KKKAH Viriisii Turkey
Kelkit06 Susuyla Immiinize Edilen Fare Serumlarin Anti-KKKAH IgG

Belirlenmesi Amaciyla ELISA Testinde Kullanilmasi

3.10.1. Materyal

e NaCl (S3014, Sigma)

e Na;HPO4(9003145354, Merck)

e KH>PO4 (1048731000, Merck)

e Na;COs (A836892 707, Merck)

e TMB (T3405-100TAP, Sigma)

e NaHCOs(K36375029 645, Merck)

e Tween 20 (8.22184.0500, Merck)

o Sitrik asit (S4000, Sigma)

e H>SO4 (1090734000, Merck)

e TMB (3,3’,5,5’-Tetramehtylbenzidine tableti (T4041, Sigma)

e Karbonat tampon soliisyonu:1,59 gr Na,CO3 + 2,3 gr NaHCOs , pH 9.6

e PBS: 8 gr NaCl,.2g of KCl, 1.44g of Na;HPOy4, 0.24g of KH2POq4 , ditile su
ile 1 litreye tamamlandi. pH, HCl kullanilarak 7,2’ye ayarlandi.

¢ Yikama Soliisyonu : %0,05 Tween 20 iceren PBS
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e Konjugat Soliisyonu Anti Mouse IgG HRP (Novex) 1/15000 oraninda PBST
sollisyonu i¢erisinde diliie edilerek kullanildi.

e Substrat Soliisyonu: 1 TMB (3,3,5,5’-Tetramehtylbenzidine tableti tableti 4
ml 0,1 M sitrik asit ve 6 ml 0,2 M Na;HPOyj igerisinde ¢ozdiiriildii ve daha
sonra 100 ul H>O» ilave edildi

e Stop Soliisyonu : 1IN H2SOq4

3.10.2. Metot

Rekombinant pCOLDTF-NP antijeni kuyucuk basina 100 ng ve 250ng olacak sekilde
ve PEG piirifiye KKKAH antijeni kuyucuk basina 1 pg olacak sekilde pH 9.6 karbonat
tampon kullanilarak 1 gece + 4 °C’de 96 kuyucuklu ELISA pleytlerine baglandi. Ertesi
giin baglanmayan antijenler yikama soliisyonu (% 0,05 PBS-Tween 20 ) ile pleytten
uzaklagtirildi ve bloklama islemi icin %0,05 PBS-Tween 20 igerisinde hazirlanmis
%»5’lik siit tozundan olusan bloklama soliisyonundan, her bir kuyucuga 100 pl birakild:
ve pleyt 37 °C’ de 1 saat inkiibe edildi. Bir kez yikama soliisyonu ile (%0,05 PBS-
Tween 20) yikanarak test edilecek fare serumlarindan her bir kuyucuga 1/25-1/50-1/100
sulandirma ile 100 pl gegildi. Pozitif kontrol olarak, inaktif KKKAH viriisii ile
immiinize edilmis fare poliklonal serumu (1/2000), KKKAH viriisii NP proteinine kars1
elde edilmis olan monoklonal antikorlar, negatif kontrol olarak da immiinize edilmemis

fare serumlar1 kullanilmastir.

Bir saat 37 °C’ de inkiibe ardindan pleyt 5 kez yikama soliisyonu ile yikanarak keci anti-
fare konjugat1 1/10000 oraninda bloklama soliisyonu ile sulandirildi ve her bir kuyucuga
100 pl gecildi. Pleyt 1 saat 37 °C’ de inkiibe edildi ve 100 pl yikama soliisyonu ile 5 kez
yikandi. Goriintiilleme amaciyla 3,3°,5,5’-Tetramehtylbenzidine tableti, 4 ml 0,1 M sitrik
asit ve 6 ml 0,2 M Na,HPO4 igerisinde ¢ozdiiriildii ve 100 ul H»O; ilave edildi.
Hazirlanan substrat soliisyonundan her bir kuyucuga 100 pl eklendi. Daha sonra 15 dk
karanlik ortamda inkiibe edildikten sonra durdurma soliisyonu (1 N siilfirik asit) ilave

edilerek ELISA pleyt okuyucuda 450 nm dalga boyunda okundu.
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3.11. pCOLDTF-NP Rekombinant Proteinin, KKKAH Yoniinden IgG Pozitif
Insan Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla ELISA Testinde

Kullanilmasi

3.11.1. Materyal

e NaxCOs (A836892 707, Merck)
e KH>PO4(1048731000, Merck)
e NaCl (S3014, Sigma)
e NayHPO4(9003145354, Merck)
e TMB (T3405-100TAP, Sigma)
e NaHCOs3 (K36375029 645, Merck)
e Tween 20 (8.22184.0500, Merck)
o Sitrik asit (S4000, Sigma)
e H>SO4 (1090734000, Merck)
e TMB (3,3,5,5’-Tetramehtylbenzidine tableti (T4041, Sigma)
e Karbonat tampon soliisyonu :1,59 gr Na2CO3 + 2,3 gr NaHCOs , pH 9.6
e PBS: 8 gr NaCl,.2g of KCl, 1.44g of Na2HPO4, 0.24g of KH2PO4 , 1 litre distile
su igerisinde hazirlandi. pH, HCI kullanilarak 7,2 ‘ye ayarlandu.
¢ Yikama Soliisyonu : %0,05 Tween 20 igeren PBS
e Konjugat Soliisyonu Rabbit-Anti Human Fd (Southern Biotech 2046-05) 1/2000
oraninda PBST soliisyonu igerisinde diliie edilerek kullanildi.
e Substrat Soliisyonu : 1 TMB (3,3’,5,5’-Tetramehtylbenzidine tableti tableti 4 ml
0,1 M sitrik asit ve 6 ml 0,2 M Na,HPOs igerisinde ¢ozdiiriildii ve daha sonra
100 pl H20z ilave edildi
e Stop Soliisyonu : 1N H>SO4

e Siit tozu (Pmnar)

3.11.2. Metot

Rekombinant pCOLDTF-NP antijeni kuyucuk basia 200 ng ve 400ng olacak sekilde,
ve PEG piirifiye KKKAH antijeni kuyucuk basina 1 pg olacak sekilde pH 9.6 karbonat
tampon kullanilarak 1 gece + 4 °C’de 96 kuyucuklu ELISA pleytlerine baglandi. Ertesi
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giin baglanmayan antijenler yikama soliisyonu (% 0,05 PBS-Tween 20 ) ile pleytten
uzaklastirildi ve bloklama islemi igin %0,05 PBS-Tween 20 igerisinde hazirlanmis
%S5’lik siit tozundan olusan bloklama soliisyonundan, her bir kuyucuga 100 pl birakild:
ve pleyt 37 °C’ de 1 saat inkiibe edildi. Bir kez yikama soliisyonu ile (%0,05 PBS-
Tween 20) yikanarak test edilecek ve daha 6nceden KKKAH yoniinden giiglii,orta
,zaylf IgG pozitif oldugu bilinen serumlarindan her bir kuyucuga 1/100 sulandirma ile
100 pl gecildi. Pozitif kontrol olarak, inaktif KKKAH viriisii ile immiinize edilmis fare
poliklonal serumu (1/2000), negatif kontrol olarak da immiinize edilmemis fare

serumlar1 kullanilmistir.

Bir saat 37 °C’ de inkiibe edildikten sonra pleyt 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi.
Daha sonra tavsan anti-insan Fd konjugati 1/2000 oraninda bloklama soliisyonu ile
sulandirild1 ve her bir kuyucuga 100 pl gecildi. Pleyt 1 saat 37 °C’ de inkiibe edildi ve
100 pl yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Goriintileme amaciyla 3,3°,5,5’-
Tetramehtylbenzidine tableti, 4 ml 0,1 M sitrik asit ve 6 ml 0,2 M Na,HPO4 igerisinde
cozdiiriildii ve 100 ul H20: ilave edildi. Hazirlanan substrat soliisyonundan her bir
kuyucuga 100 pl eklendi. Daha sonra 15 dk karanlik ortamda inkiibe edildikten sonra
durdurma soliisyonu (1 N siilfirik asit) ilave edilerek ELISA pleyt okuyucuda 450 nm
dalga boyunda okundu.

3.12. pCOLDTF-NP Rekombinant Proteinin, KKKAH Yoniinden IgM Pozitif
Insan Serumlarinda Anti-KKKAH IgM Belirlenmesi Amaciyla ELISA Testinde

Kullanilmasi
3.12.1. Materyal

e Siit tozu (Pinar)

e uChain (10759-1,Sigma)

e NaCl (S3014, Sigma)

e Na;HPO4(9003145354,Merck)

e KH>PO4 (1048731000, Merck)

e Na;COs (A836892 707, Merck)

e TMB (T3405-100TAP,Sigma)

e NaHCOs;(K36375029645, Merck)



41

e Tween 20 (8.22184.0500, Merck)

o Sitrik asit (S4000,Sigma)

e H>SO4 (1090734000, Merck)

e Karbonat tampon soliisyonu:1,59 gr Na,COs + 2,3 gr NaHCOs3, pH 9.6

e PBS: 8 gr NaCl,.2g of KCI, 1.44g of Na;HPOy4, 0.24g of KH2PO4 , ditile su
ile 1 litreye tamamlandi. pH, HCI kullanilarak 7,2 ‘ye ayarlandi.

e Yikama Soliisyonu: %0,05 Tween 20 igeren PBS

e Konjugat Soliisyonu: Anti Mouse IgG HRP (Novex) 1/10000 oraninda
PBST soliisyonu igerisinde diliie edilerek kullanildi.

e Substrat Soliisyonu: TMB Sens (4850L ,Kementec)

e Stop Soliisyonu : 1IN H2SOq4

3.12.2. Metot

Piirifiye anti human IgM antikorlari(uchain) her bir kuyucuga 100ng antikor diisecek
sekilde pH 9.6 karbonat tampon igerisinde 1/1000 konsantrasyonunda diliie edilerek
her kuyucuga 100ul miktarinda kullanilarak 96 kuyucuklu ELISA pleytlerine bagland:
vel gece + 4 °C’de bekletildi. Ertesi giin yikama soliisyonu (% 0,05 PBS-Tween 20 ) ile
yikama islemi yapild1 ve bloklama i¢in %0,05 PBS-Tween 20 igerisinde hazirlanmis
%S5’lik siit tozundan olusan bloklama soliisyonundan, her bir kuyucuga 100 pl birakild:
ve pleyt 37 °C’ de 1 saat inkiibe edildi. Bir kez yikama soliisyonu ile (%0,05 PBS-
Tween 20) yikanarak daha onceden KKKAH yoniinden IgM pozitif oldugu bilinen
serumlarindan her bir kuyucuga 1/100 sulandirma ile 100 pl gegildi. Bir saat 37 °C’ de
inkiibe edildikten sonra pleyt 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi. Daha sonra inaktive
edilerek piirifiye edilmis KKKAH viriis antijeni ve rekombinant pPCOLDTF-NP antijeni
Sng/ul olucak sekilde PBS ile diliie edildi ve her bir kuyucuga 100 ul gegildi. Pleyt 1
saat 37 °C’ de inkiibe edildi ve 100 pl yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. KKKAH
virlisi NP antijenine 6zgii piirifiye monoklonal antikor 1/1000 oraninda bloklama
soliisyonu icerisinde sulandirilarak her bir kuyucuga 100 ul gecildi. Pleyt 1 saat 37 °C’
de inkiibe edildi ve 100 pl yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Daha sonra keg¢i anti-
fare konjugat1 1/10000 oraninda bloklama soliisyonu ile sulandirildi ve her bir kuyucuga

100 pl gecildi. Pleyt 1 saat 37 °C’ de inkiibe edildi ve 100 pl yikama soliisyonu ile 5 kez
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yikandi. Gorilintiilleme amaciyla TMB sense substrat soliisyonundan her bir kuyucuga
100 pl eklendi. Daha sonra 15 dk karanlik ortamda inkiibe edildikten sonra durdurma
soliisyonu (1 N siilfirik asit) ilave edilerek ELISA pleyt okuyucuda 450 nm dalga
boyunda okundu.

3.13. Immuno Blotlama (Western Blot)
3.13.1. Materyal

e Mini-PROTEAN Tetra Cell sistem (165-8000 ,Biorad)

e Akrilamid (C3HsNO) (800830, Merck)

e Bisakrilamid (C7H10N202) (V3143, Promega)

e Tris (HOCH:);CNH>) (K37266187 725, Merck)

e SDS (CH3(CH2)110S0sNa) (L5750, Sigma)

e Amonyum persiilfat/APS ((NH4)2S20s) ( A2941,0250 Applichem)

e Tetramethylethylenediamine/TEMED((CH3)NCH2CH>N(CH3)2)
(M1107320 100, Merck)

o %30 akrilamid karistmi : 29 g Akrilamid + 1 g Bisakrilamid karistirildi
dH20 ile 100 mI’ye tamamlandi. 37°C benmaride ¢ozdiiriildiikten sonra
0.45 pm filtreden siiziildii ve 151k gecrmeyen cam sisede muhafaza edildi.

e %10 Cozdiirme jeli (10 ml i¢in): 4ml Distile su + 3,3 ml %30 akrilamid
karigimi + 2,5ml 1,5 M Tris + 0,1 ml %10 SDS + 0,1 ml %10 Amonyum
persulfat + 0,008 ml TEMED

e %5 Yiginlama Jeli (3 ml i¢in): 2,1 ml dH20O +0,5 ml akrilamid karisimi +
0,38 ml 0,1 M Tris+ 0,03 ml %10 SDS + 0,03 ml %10 APS +0,003 ml
TEMED

e 2-Mercaptoethanol (161-0710 Biorad)

e Laemli Sample Buffer (161-0737, Biorad)

e Ornek Tamponu : 950 pl Laemli sample buffer + 50 pl 2-Mercaptoethanol

e Glisin (K40427490 940, Merck)

e 10X Tris/Glisin Stok Yiiriitme Tamponu (161-0771, Biorad)

e X Tris/Glisin Yiiriitme Tamponu: 10X Stok Soliisyondan diliie edilerek 1X

olarak hazirlandi
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Gii¢ kaynag1 (164-5052, Biorad)

Transfer sistemi (170-3930 Biorad, mini transblot)

Transfer membran (Millipore)

Transfer Tamponu : 3.3 g Tris+ 14.4 g Glisin + 200 ml Methanol + 800 ml
dH>O karistirilarak hazirlandi.

NacCl (S3014, Sigma)

KCI (P9333, Sigma)

Na;HPO4 (9003145354, Merck)

KH>PO4 (1048731000, Merck)

Na,CO3 (A836892 707, Merck)

Tween 20 (8.22184.0500, Merck)

Karbonat tampon soliisyonu :1,59 gr Na;COs + 2,3 gr NaHCO3, pH 9.6
PBS : 8 gr NaCl, 2g of KCl, 1.44g of Na;HPOys, 0.24g of KH2POy4 , ditile su
ile 1 litreye tamamlandi. pH, HCI kullanilarak 7,2 ‘ye ayarlandi.

Yikama Soliisyonu : %0,1 Tween 20 igeren PBS

Konjugat Soliisyonu : Anti Mouse IgG HRP (Novex) 1/10000 oraninda
PBST soliisyonu igerisinde diliie edilerek kullanildi.

Substrat Soliisyonu (32106, Thermo pierce)

Goriintiileme kaseti (FBCS 810, Fisher pierce)

Goriintiileme filmi (F5763, Sigma)

Goriintiileme soliisyonu (P7042, Sigma)

Fiksasyon soliisyonu (P7067, Sigma)

3.13.2. Metot

Mini-PROTEAN Tetra Cell sistem kurulumu yapildiktan sonra her cam pleyt ig¢in 7.5

ml % 10’luk ¢6zdiirme jeli hazirland1 ve cam pleytler arasindan dokiildii ve jelin {izerine

pipet yardimiyla 1 ml dH>O ilave edildi ve 30 dk oda 1sisinda donmasi1 beklendi. Daha

sonra hazirlanan 3 ml %5’lik yiginlama jeli ¢ozdiirme jelinin iizerine eklenerek tarak

takild1 ve 15 dk oda 1sisinda donmasi igin bekletildi. Jelde yiiriitiilecek rekombinant

pCOLDTF-NP antijeni ve pozitif kontrol olarak inaktive edilerek piirifiye edilmis

KKKAH viriis antijen ornekleri 4x Laemli Sample Buffer ile 3:1 oraninda karistirilip
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kaynar suda 5 dk siireyle denatiire edildi ve yiikleninceye kadar buz kabinda bekletildi.
Onceden hazirlanmis jelin bulundugu cam pleyt jel yiiriitme tankina yerlestirildi. 1 litre
Tris/Glisin yiiriitme tamponu cam pleytlerin arasma dolduruldu ve kalani tankin
icerisine bosaltildi. Taraklar ¢ikartildiktan sonra 15 ng KKKAH viriis antijen ornegi,
7.5 png rekombinant pPCOLDTF-NP antijeni ve 7.5 pug negatif kontrol olarak pCOLDTF
antijeni kuyucuga yiiklendi. Gii¢ kaynagi tanka baglanarak 100 voltta 1.5 saat siireyle
ornekler yiiriitiildii. Proteinler membrana transfer edilmek tizere jel biiyiikliiglinde
membran kesildi aktif olan yiizeyi isaretlendi ve methanol igerisinde aktive edildi.
Transfer tampon igerisinde cam pleytlerden ¢ikartilan jel, siingerler ve transfer kagitlart
1slatildi. Transfer tampon igerisinde kasetin iizerine sirasiyla siinger, kurutma kagidi,
membran, jel, kurutma kagidi ve siinger yerlestirildikten sonra kasetin kapagi kapatildi.
Kaset transfer sistem aparatina yerlestirildikten sonra tank transfer tamponu ile
dolduruldu ve igerisine buz akiisii ile manyetik karistirict bari yerlestirildi. Tank
manyetik karistiric1 lizerine yerlestirildikten sonra 100 rpm’de karistirilmaya baslandi.
Giic kaynag transfer sisteme baglandiktan sonra 100 voltta 60 dk siireyle transfer islemi
yapildi. Transfer islemi bittikten sonra membran kasetten alind1 ve bloklama soliisyonu
icerisinde calkalayicida 30 dk bloklandi. Membran 3 kez 10 dk siireyle PBST-20
solisyonu ile calkalayicida yikandi. Yikama soliisyonu dokiildi ve membran
6BI9GI9F11 monoklonal antikoru ile viriis i¢in 1/200 rekombinant protein i¢in 1/50
oraninda bloklama soliisyonu igerisinde hazirlandi 1 saat ¢alkalayicida inkiibe edildi.
Bir saatin sonunda soliisyonlar dokiildii ve membran 10 dk siireyle 3 kez PBST-20 ile
calkalayicida yikandi. Konjugat olarak Goat anti Mouse HRP (Novex) 1/10000
oraninda bloklama soliisyonu igerisinde sulandirilip membranlar tizerine dokiildii ve oda
1s1sinda 1 saat siireyle ¢alkalayicida inkiibe edildi. Membran 10 dk arayla 3 kez PBST-
20 ile calkalayicida yikandi. Membran iizerine goriintiilleme substrati 1:1 oraninda
karigtirilarak yayildi ve 5 dk siireyle biitin membranin {lizerine yayilmasi saglandi.
Membran bu soliisyonlardan ¢ikartilip tizerine stre¢ film ortiilerek goriintiileme kasetine

yerlestirildi.

Karanlik bir odada iizerine goriintiileme filmi ortiildii ve kasetin kapagi kapatilarak 3 dk
beklendi. Film kasetten ¢ikartilip 6nce 1 dk siireyle developer soliisyonunda bekletildi,
daha sonra dH>O kabinda yikandiktan sonra 1 dk da fiksasyon soliisyonunda bekletildi.
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Tekrar su kabinda yikandiktan sonra film karanlik odadan cikartilarak 1sik kaynagi

uzerinde incelendi.



4. BULGULAR

4.1. KKKAH Viriisii Kelkit06 Susu NP Kodon Optimizasyonu ve Puc57 Vektorii

Bu amagla, GenBankasinda kayith olan GQ337053 KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06,
susuna ait NP DNA dizilimi temel alinmistir. GenScript sirketinden hizmet alimi
yoluyla kodon optimizasyonu yapilan 1458 niikleotidlik sentetik KKKAH viriisiit NP
DNA’s1 pUCS57 tastyict vektorii icerisine yerlestirilmis ve elde edilen plasmid pUCS57-

NP olarak isimlendirilmistir.

ATGGAAAACAAAATCGAAGTGAACAGCAAAGATGAAATGAACAAATGGTT
TGAAGAATTAAAAAAGGCAACGGTCTGATGGATACCTTTACCAACAGCTA
TTCTTTCTGCGAAAACGTTCCGAATCTGGATAAATTTGTCTTCCAGATGG
CATCCGCTACGGATACGCACAGAAAGACAGCATCTATGCGTCTGCCCTGG
TGGAAGCTACCAAATTTTGCGCGCCGATTTACGAATGTGCGTGGGTGAGC
AGCACCGGCATCGTTAAAAAAGGTCTGGAATGGTTCGAAAAAGATATGGC
ACCATTAAATCCTGGGACGAAAACTATGCCGAACTGAAAGTGGATGTTCC
GAAAACGAACAGCTGGCAAATTACCAGCAAGCGGCCCTGAAATGGCGCAA
AGATATTGGCTTTCGTGTGAACGCTAATACCGCAGCTCTGAGTAACAAAG
TCCTGGCGGAATATAAAGTGCCGGTGAAATCGTCATGAGCGTGAAAGAAA
TGCTGTCTGATATGATTCGTGTCGAATGGTGTCGTGAATTTGTGAAAGGC
AAATACATTATGGCCTTCAACCCGCCGTGGGGTGATATTAATAAAAGTGG
CCGCTCCGGTATCGCACTGGTTGCTACCGGCCTGGCGAAACTGGCCGAAA
CGGAAGGCAAAGGTGTCTTTGATGAAGCGAAGAAAACCGTGGAAGCACTG
AATGGTTATCTGGTAAACATCGCGATGAAGTGGATAAAGCATCAGCTGAC
TCGATGATTACGAACCTGCCGAACACATCGCGAAAGCCCAGGAACTGTAC
AAAAATAGTTCCGCACTGCGTGCTCAGGGCGGCAAATCGATACCCCGTTT
TCATCGTTCTATTGGCTGTACAAGCCGGTGTTACGCCGGAAACCTTTCCG
ACGATTTCTCAGTTTCTGTTCGAACTGGGCGAACAACCGCGTGGCACCAA
GAAAATGAAAAAAGCTCTGCTGTCAACGCCGATGAAATGGGGCAAAAAAC
TGTATGAACGTTTGCAGATGACTCGTTCCAGCAAAACCGCATCTACATGC
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ATCCGGCCGTGCTGACCGCAGGTCGTATTAGCGAAATGGGCGTGTGCTTC
GGTACGATCCCGGTTGCAAACCCGGATGACGCAGCACAGGGCTCAGGTCA
CACCAAATCGATTCTGAATCTGCGTAACCTCTACGGAAACCAACAATCCG
TGTGCGAAAACCATTGTTAAACTGTTTGAAATCCAGGAAACGGGCTTCAA
TATTCAAGATATGGACATCGTTGCCAGTGAACATCTGCTGCACCAGTCCA
TTGTCGGTAAACAATCCCCGTTCCAAAATGCTTACAATGTGAAAGGCAAT
GCTACCTCAGCGAATATCATCTAATCTAGA

Sekil 6: KKKAH viriisii kodon optimize NP geni DNA dizilimi

Eco0100 20 Pl 46 B 19
fatl 24t | i [ Ndel 18

£co311 1
Eams1106! 1112

\L‘all i)

Sekil 7: Kodon optimize NP geninin yerlestirildigi pUCS57 vektoriiniin haritasi.

4.2. Puc57-NP ve pMALpSx Plasmid DNA eldesi

Kodon optimize NP geninin prokaryotik sistemde {iiretilmesi amaciyla pMALp5Sx
vektorii secildi. pMALpSx vektoriiniin TOP10 kompetan hiicresine transformasyonu

gerceklestirilerek ve daha sonra plasmid DNA eldesi yapildi.
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Sekil 8: pMALp5x vektor haritast.

pPMALp5x plasmid DNA elde edildi ve elde edilen miktar 447 ng/ul olarak belirlendi.
TOP10 kompetan hiicresine transformasyonu gercgeklestirilen pUC57-NP plasmid DNA
eldesi gergeklestirildi. Elde edilen plasmid DNA miktar1 356 ng/ul olarak olarak
belirlendi. Ede edilen plasmid DNA’larin jel goriintiisti Sekil 9°de goriilmektedir.

Sekil 9: A. pUCS57-NP B.pMALpS5Xx piirifiye plasmid DNA’larinin agaroz jel goriintiist.



49

4.3.Kodon Optimize NP geninin pMALpSx Vektoriine Klonlanmas1 Amaciyla PCR

ile Cogaltilmasi

Bu amagla pUC57-NP plasmidi templeyt olarak kullanilarak kodon optimize NP geni
PCR ile ¢ogaltildi. pMALpSx vektoriiniin klonlama bolgesine uygun olarak primer
ciftlerine Ecorl ve Ndel enzim kesim bdlgeleri eklendi. PCR sonucunda beklenildigi

gibi 1500 baz cifti (bg) biiyiikliiglindeki PCR iiriinii elde edildi. (Sekil 10)

1500bc

Sekil 10:1500 bg biiyiikligiindeki PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.

4.4.Kodon Optimize NP PCR Uriiniin Jel Piirifikasyonu

PCR iiriinleri birlestirilerek agaroz jelde yiiriitiildii ve jel piirifikasyonu gerceklestirildi
(Sekil 11). Elde edilen miktar 3.86pg/ul olarak belirlendi.

Sekil 11: Kodon optimize NP geninin PCR iiriiniin agaroz jel goriintiisii
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4.5Kodon Optimize NP PCR Uriinin ve pMALp5x Plasmidinin Kesim

Enzimleriyle Kesilmesi ve Ligasyonu.

Klonlama isleminin gerceklestirilmesi i¢in hem pMALp5x plasmidi (Sekil 12) hem de
jel piirifiye ve kodon optimize NP PCR iiriiniiniin Ecorl (Sekil 13A) ve Ndel (Sekil
13B) kesim enzimleriyle kesildi. Kesim reaksiyonuna 5pg pMALpSx plasmid DNA’s1
eklendi ve diger tiipte de aynmi sekilde hazirlanmig Spg piirifiye pUC57-NP DNA’s1 ve

ayn1 konularak kesim iglemi, 37°C’de su banyosunda bir gece boyunca gergeklestirildi.

Sekil 12: Lane 1: pMALp5x vektoriiniin Ecorl ve Ndel kesim enzimleriyle kesimi sonucunun
agaroz jel goriintiisii. Lane 3: DNA ladder.

1500bc

A B

Sekil 13: Kodon optimize NP PCR iiriiniin Ecorl kesimi (Sekil 13A) ve Ndel kesiminin
(Sekil13B) agaroz jel goriintiisii.
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Ecorl ve Ndel ile kesimi gergeklestirilmis olan pMALpSx plasmidi ve kodon optimize
NP PCR firilinlinlin jel piirifikasyonu yapilarak ligasyon islemi amaciyla pMALp5Sx
vektoriinden 80 ng ve kodon optimize NP PCR iiriiniinden 50ng miktar1 kullanilarak
ligasyon reaksiyonu gerceklestirildi. Daha sonra, ligasyon iiriinlerinin kompetant
hiicrelerine transformasyonu yapildi. Transformasyon sonucu alinan kolonilerin
istenilen gen bolgesine sahip olduklar1 koloni PCR ile belirlenerek pozitif sonug veren
kolonilerden plasmid DNA’s1 elde edildi (Sekil 9) ve pMALpSx-NP olarak

isimlendirildi.

Sekil 14 : Rekombinant pMALp5x-NP plasmid DNA agaroz jel goriintiisii.

4.6. pMALp5x-NP Plasmidinin Prokaryotik Sistemde Uretilmesi

Bu amagla pMALp5x-NP ve bos pMALp5Sx vektorleri E. coli BL21 C43(DE3)
kompetan hiicresine aktarilarak Sml LB besi ortani igerinde baslangi¢ kiiltiirii olarak
tiretildi. Baslangi¢ kiiltlirinden 2ml miktarinda alman hiicreler 250ml 100 pg/mL
ampisilin igeren LB icerisinde 37°C’de kiiltiir ortaminda ODeoo0,6 ulasincaya kadar
biiyiitiildi, kiltiirden belirli miktarda tetiklenmemis kontrol 6rnegi alindiktan sonra
ImM IPTG eklenerek kiiltiir sicakligi 37°C olan ortamda 6 saat boyunca proteinin
iiretilmesi saglandi. Daha sonra, belirli miktarda tetiklenmis 6rnek alinarak SDS-PAGE

ile analizi i¢in saklanda.
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Sekil 15: Rekombinant NP proteinin IPTG ile tetiklenmesinin SDS-PAGE analizi. Lane 1:
marker, Lane 2: pMALp5x-NP vektoriiniin tetiklenmemis Ornegi, Lane 3:
PMALDpSx-NP 2 saat IPTG ile tetiklenmis 6rnegi, Lane 4: 4 saat IPTG ile tetiklenmis
PMALpSx-NP, Lane 5: 6 saat IPTG ile tetiklenmis pMALp5x-NP, Lane 6 : marker,
Lane 7 : bos pMALpSx vektoriiniin tetiklenmemis 6rnegi, Lane 8 : 2 saat IPTG ile
tetiklenmis bos pMALp5x, Lane 9 : 4 saat IPTG ile tetiklenmis bos pMALp5x
ornegi, Lane 10 : 6 saat IPTG ile tetiklenmis bos pMALpSx Srnegi.

Rekombinant pMALpSx-NP vektoriinde bulunan maltose binding flizyon proteini
biiyiikliigii 42.5 kDA ve NP proteinin biiyiikliigii ise yaklasik olarak 55 kDa olmasi
sebebiyle {iretilmesi beklenen rekombinant proteinin biyiikligi 100 kDa'dur.
Tetiklenmemis pMALpS5x-NP  vektoriinlin  rekombinant  protein  iiretmedigi
goriilmektedir. (Sekil 15, Lane 2). ImM IPTG ile 2, 4, ve 6 saat yapilan tetikleme
sonucunda iiretilmesi beklenen rekombinant pMALp5x-NP proteini beklendigi sekilde
ortalama 100 kDa biiyiikliigiinde bulunmustur ve 6 saat tetikleme sonucunda daha
yiiksek miktarda rekombinant proteinin tiretildigi belirlenmistir. (Sekil 15, Lane 3-5).
Kontrol olarak kullanilan ve KKKAH viriisii kodon optimize NP geni icermeyen bos
pPMALpSx plasmidinin tetiklenmemis 6rneginde protein iiretimi gézlenmezken (Sekil
15, Lane 7) tetiklenmis Orneklerde bos pMALp5x'de bulunan yaklasik 40-50 kDa
biiyiikliiglindeki maltose binding fiizyon protein iretimi beklendigi sekilde
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gerceklesmistir (Sekil 15, Lane 8-10). Bu sonuglar KKKAH viriisii rekombinant NP
proteinin pMALpSx sisteminde spesifik sekilde iiretildigini gostermektedir.

4.7. pMALp5x-NP Vektorii Kullanilarak Rekombinat NP Proteinin Uretilmesi ve

Saflastirilmasi Islemleri

Rekombinant pMALp5x-NP proteinin tiretilmesinin tetiklenmesi IPTG ile saglandiktan
sonra elde edilen proteinin saflastirilmasi basamaklarit NEB amiloz resin kolonlari ile
gerceklestirildi. Uretilen proteinin  saflastirilmasinda  amiloz resin  kullanild1.
Saflastirllmak istenilen proteindeki maltose binding protein amiloza affinite
gostermekte ve geri dondiiriilebilir sekilde baglanmasi saglandi. Sonrasinda kolon
birka¢ defa yikandiktan sonra kolon tamponu igerisine eklenen maltoz ile MBP
aracilifiyla resine bagl olan protein kolondan ayrilmasi ve elde edilmesi ¢alisildi. Bu
caligmada tetiklenen proteinin amiloz resinle saflastirilmasi sirasinda tetiklenme
isleminden sonra pellet olarak alinan inkliizyon cisimcigi ve siipernatant olarak alinan
ist stvinin ayr1 ayr saflagtirilma islemleri uygulandi. Ancak bu iglemlerin ardindan
istenilen rekombinant protein amiloz resin kolondan alinamad ve protein saflagtirilmasi
gerceklestirilmedi. Defalarca tiretilen rekombinat NP proteinin saflastirilmasi denendigi
halde yeterli miktarda saf rekombinant protein elde edilemedi. Bu sebeple de

rekombinant pMALp5x-NP proteinin biyolojik aktivitesi belirlenemedi.

4.8.pCOLDTF vektorii ve plasmid DNA Eldesi

pPMALpSx sistemi kullanilarak istenilen miktarda rekombinat NP proteini
saflagtirlmadig1 i¢in, rekombinant NP proteinin istenilen miktarda {retilerek
saflagtirilmast icin bir baska plasmid olan pCOLDTF vektorii secildi (Sekil 16).
pCOLDTF vektorii TOP10 kompetan hiicresine transformasyonu gerceklestirilerek
plasmid DNA eldesi yapild1 (Sekil 17).
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Sekil 16 : pCOLDTF vektorii haritasi.

pCOLDTF plasmid DNA elde edildi ve elde edilen miktar 2.83ug/ul olarak belirlendi.

Sekil 17: QIAGEN plasmid DNA purifikasyon kiti ile elde edilmis pCOLDTF plasmid
DNA "smin agaroz jel goriintiisii.

4.9. pUCS57-NP plasmidinden DNA elde edilmesi

Kodon optimize NP genini igeren pUCS57-NP plasmid DNA eldesi gerceklestirildi
(Sekil 18). Elde edilen plasmid DNA miktar1 1.65 pg/ul olarak belirlendi.
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Sekil 18: pUCS57-NP plasmidinin DNA eldesinin agaroz jel goriintiisii.

4.10.pUCS57-NP ve pCOLDTF Plasmidinin Kesim Enzimleriyle Kesilmesi ve
Ligasyon Islemi

Klonlama isleminin gergeklestirilmesi i¢in hem pUCS57-NP plasmid DNA’s1 hem de
pCOLDTF plasmid DNA’s1 Ndel ve Xbal kesim enzimleriyle kesildi. Bunun i¢in,
pCOLDTF plasmid DNA’s1 Ndel enzimi ile kesilerek ve sonra jel piirifikasyonu yapildi
ardindan Xbal enzimi tek enzim kesimi 37°C’de su banyosunda bir gece boyunca
gergeklestirildi. Ayni islemler pUCS57-NP plasmidi i¢in de uygulandi. Ndel ve Xbal ile
kesimi gerceklestirilmis olan pCOLDTF plasmidinin jel piirifikasyonu yapildi ve ayni
sekilde pUCS57-NP plasmidinden kesilen 1.5 kb biiytikliiglindeki kesim iiriiniine jel
ptrifikasyonu yapildi. pCOLDTF vektoriinden 45 ng, purifiye edilmis kodon optimize
NP geninden ise 100ng kullanilarak ligasyon reaksiyonu gergeklestirildi. Daha sonra,
ligasyon iirlinlerinin kompetant hiicrelerine transformasyonu gergeklestirildi.
Transformasyon sonucu alinan kolonilerin istenilen gen bolgesine sahip olduklar1 koloni
PCR ile belirlenerek (Sekil 19) pozitif sonug veren kolonilerden plasmid DNA’s1 elde
edildi (Sekil 20) ve elde edilen rekombinant plasmid pCOLD-NP olarak isimlendirildi.
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Sekil 19: Koloni PCR ile 1500 bg biiyiikliigiindeki spesifik kolonilerin belirlenmesi.

Sekil 20: Rekombinant pCOLD-NP plasmid DNA agaroz jel goriintiisii.
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4.11.pCOLDTF-NP Plasmidinin Prokaryotik Sistemde Uretilmesi

pCOLDTF-NP ve bos pCOLDTF plasmidleri, E. coli BL21 C43(DE3) kompetan
hiicresine aktarilarak Sml LB besi ortani icerinde baslangi¢ kiiltiirii olarak {iretildi.
Baslangig kiilttirtinden 2ml miktarinda alinan hiicreler 40ml 100 pg/mL ampisilin iceren
LB igerisinde 37°C’de kiiltiir ortaminda ODsoo ~0,6 ulasincaya kadar biiyltiildii ve
kiiltiirden belirli miktarda tetiklenmemis kontrol 6rnegi alindiktan sonra 1mM IPTG
eklenerek kiiltiir sicakligit 16°C indirilip bu ortamda 18 saat boyunca proteinin
iiretilmesi saglandi. Daha sonra, belirli miktarda tetiklenmis 6rnek alinarak SDS-PAGE

ile analizi i¢in saklandi.
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Sekil 21: Rekombinant pCOLDTF-NP proteinin IPTG ile tetiklenmesinin SDS-PAGE analizi.
Lane 1: marker, Lane 2 Bos pCOLDTF vektoriiniin tetiklenmemis 6rnegi, Lane 3:
pCOLDTEF-NP tetiklenmemis Ornegi, Lane 4: Marker, Lane 5: Bos pCOLDTF
vektoriiniin 18 saat PTG ile tetiklenmesi, Lane 6: pCOLDTF-NP 18 saat IPTG ile

tetiklenmis 6rnegi.
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Rekombinant pCOLDTF-NP vektoriinde bulunan trigger faktoriiniin biiytikliigii 48kDA
ve NP proteinin biiyiikliigii ise yaklasik olarak 55 kDa olmasi sebebiyle iiretilmesi
beklenen rekombinant proteinin biiyiikligii 110 kDa'dur. Tetiklenmemis pCOLDTF-NP
ve bos pCOLDTF vektorlerinin rekombinant protein iiretmedigi goriilmektedir (Sekil
21, Lane 2,3) IPTG ile 16°C’de 18 saat siireyle rekombinant pCOLDTF-NP vektotiin
tetiklenmesi sonucunda {iretilmesi beklenen rekombinant pCOLDTF-NP proteini
beklendigi sekilde ortalama 110 kDa biiylikliiglinde bulunmustur (Sekil 21, Lane 6).
Ayni sekilde kontrol amaciyla IPTG ile 16°C’de 18 saat siireyle bos pCOLDTF vektor
de bulunan ve 48 kDa olan trigger faktor proteinin iiretildigi goriilmektedir (Sekil 21,
Lane 5). Elde edilen sonuclar KKKAH viriisii rekombinant NP proteinin pCOLDTF
sisteminde spesifik sekilde iiretildigini gostermektedir (Sekil 21, Lane 6).

4.12. pCOLDTF-NP Vektorii Kullanilarak Rekombinat NP Proteinin Uretilmesi
ve Saflastirilmasinin SDS-PAGE ile Analizi

Rekombinant pCOLDTF-NP proteinin iiretilmesinin tetiklenmesi IPTG ile saglandiktan
sonra elde edilen proteinin saflastirilmasi basamaklar1 Qiagen Ni-NTA kolonlart ile
gergeklestirildi. Uretilen proteinin saflastirilmasinda Ni-NTA ile konjuge edilmis agaroz
kiireciklerden olusan resin kullanildi. Saflagtirilmak istenilen proteindeki His-Tag Nikel
atomlarma affinite gostermekte ve geri dondiiriilebilir sekilde baglanmaktadir.
Sonrasinda kolon birka¢ defa yikandiktan sonra pH'!n kademeli olarak diisiiriilmesiyle
kolona His-Tag araciligiyla bagli olan protein kolondan ayrilarak ve saf olarak elde
edildi. Bu calisma prensibine gore iiretilen rekombinant pCOLDTF-NP proteinin
saflastirilmasi hazirlanan farkli pH’lardaki tampon soliisyonlar1 ile gerceklestirildi. Son
basamak olan eliisyon basamaginda istenilen proteinin miimkiin olabildigince diger
kontaminantlardan arinmis sekilde alinmasi saglandi. SDS-PAGE yontemi ile iiretilen
rekombinant pCOLDTF-NP protein 6rneginin kolona uygulanmasinin ncesi ve kolona
uygulandiktan sonraki alt akim, yikama ve eliisyon adimlar tek tek analiz edildi ve
protein marker yardimiyla ile proteinin biiyiikliigii belirlendi. Saflastirilmasi beklenen
rekombinant pCOLDTF-NP proteinin biiyiikligii pCOLD-TF vektoriinde bulunan
trigger faktoriinlin biiytlikliigli 48kDA olmak {izere rekombinant proteinin biiylikligi
beklendigi gibi yaklasik olarak 110kDa civarinda bulundu.
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Sekil 22: Rekombinant pCOLDTF-NP proteinin saflastirilmasinin basamaklar1. Lane 1: Uretilen
rekombinant proteinin kolon islemi oncesi, Lane 3: Ornek kolona uygulandiktan
sonraki alt akim, Lane 5: Kolon yikama adimi, Lane 7 ve 9: Eliisyon adimlari, Lane
2,4,6,8: bos kuyucuklar.

Proteinin saflagtirilmasinin  SDS-PAGE ile analizinde gorildiigii {izere; istenilen
miimkiin oldugunca saflagtirilmasi saglandi ve eliisyon adimlarinda yaklasik 110 kDa

biiyiikliigiinde rekombinant protein elde edildi (Sekil 22, Lane 7, 9).

4.13.Insert icermeyen Bos pCOLDTF Vektorii Kullamilarak Trigger Faktoriiniin
SDS-PAGE ile Goriintiillenmesi

pCOLDTF vektoriiniin istenilen gen bolgesini icermeden sadece vektoriin kendisinde
bulunan trigger saperon proteinin iiretimi IPTG ile tetiklenerek gerceklestirildi ve
kontrol grubu olmasi amaciyla rekombinant gen bdlgesini igermeyen proteinin elde
edilmesi ve saflastrilmasi yapildi. Bu sebeple saflastirilan bos pCOLDTF tarafindan
tiretilen trigger saperon protein 50-60kDa civarinda bulundugu belirlendi (Sekil 23,
Lane 7, 9).
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Sekil 23: Bos pCOLDTF proteinin saflastiriimasinin basamaklari. Lane 2: Uretilen proteinin
kolon islemi dncesi, Lane 3: Ornek kolona uygulandiktan sonraki alt akim, Lane 6 :
Kolon yikama adimi, Lane 7 ve 9 : Eliisyon adimlari, Lane 4 : marker. Lane
1,5,8,10: Bos kuyucuklar.

4.14.Saflastirilan Rekombinat NP Proteinin Miktarinin Belirlenmesi

Rekombinant pCOLDTF-NP proteinin iiretimi sonrasinda proteinin biyolojik
aktivitesinin belirlenmesi islemleri i¢in ne kadar proteinin saflastirildigi hesaplandi.
SDS-PAGE analizi yontemiyle miktar1 bilinen kontrol BSA proteini farkh
konsantrasyonlarda kuyucuklara yiiklenerek, saflastirilmis rekombinant pCOLDTF-NP
proteinin relatif olarak miktar1 Chemidoc cihazindaki program ile analiz edildi (Sekil

24).
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Sekil 24: Saflastirilan rekombinant NP proteinin miktarinin belirlenmesi Lane 1: Eliisyonu
yapilmis rekombinant NP proteini, Lane 3 : Eliisyonun 2.adimindaki rekombinant
NP proteini, Lane 5 : Yikama adimindaki rekombinant NP proteini, Lane 6,7,8,9,10 :
sirasiyla 250 ng, 500 ng, 1000 ng, 2000 ng, 3000 ng BSA, Lane 2,4 : bos
kuyucuklardir.

Chemidoc cihazinin kantitatif olarak miktar1 belirli olan proteine gore saflastirilmis
proteinin miktarmin belirlenmesinde; ilk eliisyon adiminda yaklagik 6000 ng, ikinci
eliisyon adiminda da yaklasik 6000 ng olarak hesaplandi. Ancak kayiplarinda oldugu
diistintilerek 5000 ng olarak hesaplanmasina karar verildi. Kuyucuklara yiiklenen
rekombinant protein miktar1 10ul oldugu i¢in hesaplama sonucu elde edilen protein 500

ng/ul bulundu.

4.15.Saflastirilan bos pCOLDTF Proteinin Miktarinin Belirlenmesi

Kontrol amaciyla iiretilen bos pCOLDTF proteinin negatif kontrol olarak kullanilmak
tizere ne kadar proteinin saflastirildigi hesaplandi. SDS-PAGE analizi yontemiyle
miktar1 bilinen kontrol BSA proteini bazi kuyucuklara yiiklenerek, saflagtirilmis bos
pCOLDTF proteinin de diger kuyucuklara yiiklenmesiyle Chemidoc cihazindaki
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program ile kantitatif analizi gergeklestirildi. Bu sekilde ne kadar pg protein
saflagtirildigr belirlendi.

T T
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Sekil 25: Saflagtirilan trigger faktor protein miktarinin belirlenmesi. Lane 1: Eliisyonu yapilmis
trigger faktor protein, Lane 3 : Ellisyonun 2.adimindaki trigger faktor protein , Lane
5 : Yikama adimindaki trigger faktor protein, Lane 6,7,8,9,10 : sirasiyla 250 ng, 500
ng, 1000 ng, 2000 ng, 3000 ng BSA, Lane2,4 :bos kuyucuklardir.

Chemidoc cihazinin kantitatif olarak miktar1 belirli olan proteine gore saflagtirilmig
proteinin miktarinin belirlenmesinde; ilk eliisyon adiminda yaklasik 2000 ng, ikinci
eliisyon adiminda da yaklasik 1700 ng olarak hesaplandi. Bunun sonucunda protein
miktarinin ortalamaya gore 2000 ng olarak hesaplanmasina karar verildi. Kuyucuklara
yiiklenen rekombinant protein miktar1 10ul oldugu i¢in hesaplama sonucu elde edilen

protein 200 ng/pl bulundu.

4.16.pCOLDTF-NP Rekombinant antijeni Kullanarak ELISA Gelistirilmesi

Grubumuz tarafindan 108G126 nolu TUBITAK projesi kapsaminda inaktif KKKAH
virlis antijeni kullanilarak fare IgG ELISA sistemi daha once gelistirilmisti. Bu

calismayla pCOLDTF vektor sisteminde {retilen ve daha sonra saflastirilan
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rekombinant NP antijenin, fare I[gG ELISA sisteminde antijen olarak kullanilmasi ve
biyolojik olarak aktif olup olmadiginin saptanmasi amaciyla ELISA testi yapildi. Bu
amacgla, ELISA pleytlerine rekombinat NP antijeni ve inaktif KKKAH viriisii
antijeninden sirastyla 50 ng, 100 ng, 150 ng, 200 ng ve 1000 ng miktarlarinda baglandi.
108G 126 nolu TUBITAK projesi kapsaminda yapilan ¢alismalarda elde edilen KKKAH
viriisli IgG pozitif oldugu bilinen fare serumu ve negatif fare serumlar1 ELISA testinde
primer serumlar olarak 1/100 oraninda sulandirilarak kullanildi. Konjugat olarak kegi

anti-fare IgG konjugati 1/10000 oraninda kullanildi ve daha sonra goriintiileme islemi

yapildi.
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Sekil 26: Fare IgG ELISA gelistirilmesinde pPCOLDTF-NP rekombinant antijeni, ve inaktif
KKKAH viriisii antijeni kullanilarak yapilan ELISA sonuglarinin goriiniimii. Sekil
26A A1-A2 50 ng rekombinant NP antijeni, B1-B2 100 ng rekombinant NP antijeni,
C1-C2 150 ng rekombinant NP antijeni, D1-D2 200 ng rekombinant NP antijeni ve
E1-E2 1000 ng miktarinda rekombinant NP antijeni baglanmistir. Sekil 26B A1-A2
50 ng inaktif KKKAH viriisti antijeni, B1-B2 100 ng inaktif KKKAH viriisii antijeni,
C1-C2 150 ng inaktif KKKAH viriisii antijeni, D1-D2 200 ng inaktif KKKAH viriisii
antijeni ve E1-E2 1000 ng miktarinda inaktif KKKAH viriisii antijeni baglanmustir.
KKKAH viriisii IgG negatif oldugu bilinen serumun test edildigi Sekil 26A G1-G2
kuyucuklarina 1000 ng miktarinda rekombinant NP antijeni ve Sekil 26B G1-G2
kuyucuklarina 1000 ng miktarinda inaktif KKKAH viriisii antijeni baglanmistir.. Cut
off degeri: 0.112 olarak hesaplanmuistir.
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Tablo 1: Fare IgG ELISA gelistirilmesinde pCOLDTF-NP rekombinant antijeni, ve inaktif
KKKAH viriisii antijeni kullanilarak yapilan ELISA ve OD degerleri.

Rekombinant antijen KKKAH viriis antiijeni
1 2 3 4

A 0.6352 0.6355 0.2210 0.2175
B 0.5961 0.5711 0.2789 0.2722
C 0.8639 0.5937 0.4854 0.4287
D 0.8459 0.7503 0.3881 0.3586
E 0,8350 0.7937 0.6422 0.6967
F
G (Kontrol) 0.0617 0.0562 0.0575 0.545
H

Tablo 1’de verilen ELISA OD degerleri incelendiginde pCOLDTF-NP antijenin 200 ng
baglandigit OD sonucu 0.8459 ve 0.7503’tlir. Bununla birlikte 1000 ng baglanan
KKKAH viriis antijeni OD degerleri 0.6422 ve 0.6967 oldugu goriilmektedir. Bu
sonuglar rekombinant NP antijenin KKKAH viriis antijeni ile karsilastirildiginda daha
az miktarlarda kullanilmas1 durumunda pozitif kontrol olarak kullanilan KKKAH viriis
antijeni ile benzer sonuclar1 verdigi belirlenmistir (Tablo 1) Bu sonuglar ayn1 zamanda
rekombinant NP proteinin biyolojik olarak aktif oldugunu ve IgG pozitif fare serumu ile

spesifik olarak reaksiyona girdigini gostermektedir.

4.17.pCOLDTF-NP Rekombinant Antijenin KKKAH viriisii IgG Pozitif Farkh

Fare Serum Sulandirmalarindaki Etkinliginin Saptanmasi

Bu amagla, KKKAH viriisii IgG pozitif oldugu bilinen 4 fare se¢ildi ve serumlarin
1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200, 1/6400, 1/12800, 1/25600, 1/51200 sulandirilmalari
ELISA ile test edildi. ELISA testinde antijen olarak 200 ng rekombinant pPCOLDTF-NP
ve 1000 ng inaktif KKKAH viriisii antijenleri kullanilarak farkli serum
sulandirmalarinin degerlendirilmesi amaciyla ELISA pleytlerine baglandi. Konjugat
olarak keci anti-fare IgG konjugati 1/10000 oraninda kullanildi ve daha sonra

gorlintiileme islemi yapildi.
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Tablo 2: pPCOLDTF-NP rekombinant antijeni ve inaktif kismi piirifiye KKKAH viriis antijenleri
kullanilarak yapilan IgG pozitif oldugu bilinen farkli fare serum sulandirmalarindaki
ELISA OD degerleri. (Cut off degeri 0.058 olarak hesaplanmistir

Rekombinant antijen 200ng

Serum Serum 1 Serum 2 Serum 3 Serum 4
sulandirmalar
A 1/400 0,1596 0,3317 0,1295 0,1377
B 1/800 0,1124 0.2110 0.0953 0.1098
C 1/1600 0,0889 0.1460 0.0770 0.0991
D 1/3200 0,0693 0.1044 0.0656 0.0760
E 1/6400 0,0760 0.0792 0.0607 0.0627
Serum
sulandirmalar KKKAH viriis antijeni 1ng

Serum 1 Serum 2 Serum 3 Serum 4
A 1/400 0.8626 0.9412 0.9782 0.9837
B 1/800 0.7201 0.8276 0.7615 0.9059
C 1/1600 0.6150 0.6704 0.6432 0.7525
D 1/3200 0.4722 0.6253 0.5080 0.8693
E 1/6400 0.3395 0.4444 0.3382 0.4419

Tablo 2 verilen OD degerleri incelendiginde 1000 ng olarak baglanan KKKAH viriisii
antijenin rekombinant NP antijeni karsilastinldiginda daha yiiksek serum
sulandirmalarinda pozitif reaksiyon verdigi anlasilmaktadir. Bununla beraber
rekombinant NP antijeni kullanildiginda yiliksek serum sulandirmalarinda elde edilen
OD degerlerinin azaldig1 goriilmektedir. Bu sonuglar rekombinant NP antijenin spesifik

olarak reaksiyona girdigini ve biyolojik olarak aktif oldugunu gostermektedir.

4.18.Rekombinant pCOLDTF-NP Antijeni ile Farelerin Immiinizasyonu ve ELISA
ile Test Edilmesi

ELISA testi ile pCOLD vektorii kullanilarak prokaryotik sistemde iiretilen ve daha
sonra saflastirilan rekombinant NP proteinin biyolojik olarak aktif oldugu ve KKKAH
viriisic  fare ELISA sisteminde spesifik olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.

Rekombinant NP proteinin biyolojik olarak aktif odugunun teyit edilmesi ve antijenik
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Ozelliginin arastirilmasi amaciyla rekombinat NP proteini ile Balb/c fareleri immiinize

edilmistir. Bu amagla, 5 adet 8-10 haftalik disi Balb-C farelerinden biri kontrol grubu

olmak {tizere 100 pg pCOLDTF antijeni ve diger dort fareye 100 pg pCOLDTF-NP
rekombinant antijeni intramuskiiler olarak 3 hafta araliklar ile 3 defa olmak {izere
verilmistir. Immiinizasyonlarda adjuvant olarak Freund adjuvant sistemi kullanilmistir.

Son immiinizasyondan 2 hafta sonra alinan fare kan serumlar1 ELISA ile test edilmistir.

pCOLDTF-NP rekombinant antijeni ile immiinize edilen 4 farkli fareden alinan

serumlar ile bos pCOLDTF antijeni ile immiinize edilen kontrol fare serumu
immiinizasyonun ger¢eklesip gergeklesmedigini belirlemek iizere test edildi.

Rekombinant pCOLDTF-NP antijeninden kuyucuklara 200 ng baglandi ve immiinize

farelerden alinan serumlar 1/100 oraninda sulandirildi. Kegi anti-fare konjugati 1/10000

oraninda bloklama soliisyonu ile sulandirild1 ve daha sonra goriintiilendi.

Tablo 3 Rekombinant pCOLDTF-NP antijeni ile farelerin immiinizasyonunun ELISA OD
degerleri. A: bos p pCOLDTF antijeni ile immiinize edilen fare serumlar1 OD
degerleri. (cut off degeri 0.0415 olarak hesaplanmistir.) B: pCOLDTF-NP antijeni ile
immiinize edilen 1.fare serumu. C: pCOLDTF-NP antijeni ile immiinize edilen 2.fare
serumu. D: pCOLDTF-NP antijeni ile immiinize edilen 3.fare serumu. E:

pCOLDTF-NP antijeni ile immiinize edilen 4.fare serumu. Lane 5: immiinizasyon
oncesi aliman serum.

1 2 3 4 5(Kontrol)
A 0.6108 0.5370 0.6204 0.0526 0.0434
B Serum 1 0.4780 0.4227 0.5497 0.5951 0.0393
C Serum 2 0.5743 0.6578 0.4499 0.4105 0.0435
D Serum 3 0.4879 0.3402 0.4212 0.3373 0.0393
E Serum 4 0,4455 0.4242 0.4171 0.3736 0.0420

Tablo 3’de goriildigii gibi kontrol grubuyla karsilastirildiginda pCOLDTF-NP
rekombinant antijeni ile immiinize edilen farelerin tiimii ELISA testinde pozitif olarak
bulundu. Bu sonuglar pCOLDTF-NP rekombinant proteinin antijenik 06zellikte
oldugunu gostermektedir.Bununla beraber yapilan Western Blotlama deneyi sonrasinda
da pCOLDTEF-NP proteini ile KKKAH viriisii NP’ye kars1 gelistirilmis 6BOGI9F11

monoklonal antikoru arasinda bir reaksiyon olmadig: belirlendi.
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4.19.pCOLDTF-NP Rekombinant Proteinin, KKKAH Yéniinden IgG Pozitif insan
Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla ELISA Testinde

Kullanilmasi

Rekombinant pCOLDTF-NP proteinin KKKAH yoniinden IgG pozitif oldugu bilinen
insan serumlarinin ELISA ile test edilmesi i¢in 100 ng, 200 ng, 250 ng, 400 ng gibi
degisik miktarlarda pCOLDTF-NP antijeni pleytlere baglandi ve KKKAH yoniinden
IgG pozitif serumlar giiglii, orta, zayif olarak gruplandirildi. Serumlarin 1/100
sulandirmas1 yapilarak ELISA testi yapildi. Ancak pozitif ve negatif kontrol
sonuglarinda farklilik bulunamadi ve negatif serumlarin bazilarinda cut off degerinin
iizerinde yalanci pozitiflikler saptandi. Metot kisminda ayrintili bir sekilde anlatildigi
gibi gerceklestirilen KKKAH yoniinden IgM pozitif oldugu bilinen insan serumlarinin
ELISA ile test edilmesi sonucunda pozitif ve negatif oldugu bilenen biitiin insan

serumlarinda herhangi bir renk degisimi ve OD yanit1 sekillenmemistir



5.TARTISMA ve SONUC

Viral enfeksiydz hastaliklar, gecmisten giiniimiize degin halk sagligini tehdit eden en
onemli nedenlerin basinda gelmektedir. Viral patojenlerin mutasyonlara bagli genetik
yapilarinin degismesi, iklim degisikleri, ekolojik dengelerin bozulmasi ve gelisen
teknoloji sayesinde diinyanin her noktasina insan hareketlerinin olmas1 gibi faktorler
viral enfeksiyonlarin daha once goriilmeyen cografyalarda goriilmesini saglamaktadir
(80). Ozellikle ekolojik dengelerin degismesi, hizli mobilizasyon, kiiresel 1smnma gibi
faktorler son yillarda insan saglhiginin tehdit eden mikrobiyal patojenlerin 6nemini
arttirmistir. Sadece tilkemiz i¢in insan sagligini tehdit patojenlerin degil ayn1 zamanda
diinyada bu konudaki gelismelerin ve tehditlerin iyi degerlendirilmesi ve risk

analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.

Kirim-Kongo kanamali ates hastaligt (KKKAH) Bunyaviridae ailesinin Nairovirus
genusunda bulunan ii¢ segmentli negatif polariteli bir RNA viriisii tarafindan meydana
getirilmektedir. Hastalig1 olusturan virlis Asya, Afrika, Ortadogu ve Dogu Avrupa’y1
icerisine alan genis bir cografyada goriilmektedir. Hemoraji ve toksik belirtilerle
seyreden hastaligin mortalitesi %5-30 arasindadir. KKKAH viriisii insanlara, enfekte
kenelerin 1sirmasiyla bulasir. Ayn1 zamanda enfekte kenenin ¢iplak elle ezilmesi, akut
enfekte fazdaki hastalarla temas yada viremik ciftlik hayvanlariyla temas sonrasi
enfeksiyonun olustugu bildirilmistir. Endemik boélgelerde tarim ve hayvancilikla
ugrasan insanlar kenelerin tesadiifi konaklar1 konumundadir. Endemik bdlgelerde
yasayanlar disinda hastane ve saglik c¢alisanlar1 da yiiksek risk grubunu olusturmaktadir.
Ozellikle KKKAH enfekte hastalarin hospitalize edildigi hastanelerden ¢ok sayida

nozokomiyal bulag vakalari rapor edilmistir (2, 3, 5).

KKKAH, bir¢ok evcil ve yabani hayvanlarda asemptomatik olarak goriiliirken sadece

insanlarda klinik belirtilerle seyretmektedir. Hastalik inkiibasyon, prehemorajik,
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hemorajik ve konvelasan olmak iizere 4 evreye ayrilir. Ortalama kulucka siiresi 3-9
giindiir ve enfeksiyona maruz kalma yoluna gore degisiklik gostermektedir. Baslangicta
spesifik olmayan ates, kas agrisi, bas donmesi, kirginlik, sirt ve bas agrisi, fotofobi,
mide bulantis1 ve karin agris1 gibi belirtiler goriiliir. Hemorajik evre ise petesi, ekimoz

ve viicut bosluklarinda yaygin kanamalar ile karakterizedir (1, 5, 6).

KKKAH iilkemizin en &nemli zoonotik hastaliklarindan birisidir. Ulkemizdeki ilk
konfirme KKKAH vakalar1 Tokat ve ¢evresinde 2002 yilinda tespit edilmis olup yogun
olarak Kelkit vadisi ve gevresindeki kirsal alanlarda ciftcilik ve hayvancilikla ugrasan
kesimde goriilmektedir (14). Ulkemizde 2002-03 yillarinda toplam 150 vaka goriilmiis
mortalite oran1 %4,5 olarak belirlenmistir. 2004-05, vaka sayist 515, mortalite orani
%?5,04 olarak bulunmustur. 2006 yilinda vaka sayis1 341’e yiikselirken %7,91 mortalite
orani saptanmistir. Takip eden yillarda vaka sayilarinda artislar gézlenmis olup 2015
y1l1 sonu itibari ile toplam konfirme KKKAH vaka sayis1 9000’in tizerinde ve mortalite
orani %4-5 oranindadir (T.C. Saglik Bakanlig1 verileri). Viral hastaliklardan korunmada
koruyucu asilama ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir. Bununla beraber, KKKAH na kars1
FDA tarafindan onaylanmis heniiz etkili bir as1 yoktur. Sadece fare beyinlerinden
tiretilerek 1inaktive edilip hazirlanan anti-KKAKH asis1 Bulgaristan’da Bul Bio
Enfeksiyoz ve Parazitik Hastaliklar Ulusal Merkezi (Bul Bio NCIPD) tarafindan
iretilmektedir. Ancak asinin deneysel olarak virlise karst koruyucu oldugu
belirlenmemistir. Ayrica asimin fare beyinlerinden elde edilmesi, insanlarda otoimmiin
hastaliklar olusturma riski tasimaktadir ve bir¢ok iilkede kullanimina izin verilmemistir

@, 3).

Hastaligin spesifik bir tedavisi de yoktur. Destek tedavisi olarak yapilan histamin
reseptor blokorlerinin  kullanilmasi, sivi ve elektrolit dengesinin siirekli olarak
izlenmesi, trombosit sollisyonlarinin verilmesi, taze donmus plazma verilmesi ve
antikor tedavileri daha ¢ok hastaligin erken teshisinde olumlu sonuglar vermektedir. Bu

nedenle hastaligin erken teshis edilmesi oldukca 6nem tasimaktadir (3, 16)

KKKAH akut vakalarin teshisi amaciyla diger viral kanamali hastaliklarda oldugu gibi
virus izolasyonu yapilabilmektedir. Bu amagla, slipheli 6rnek yeni dogmus fare
yavrularin beynine intrakranial olarak verilmekte ve virlisiin izolasyonuna
caligilmaktadir. Bir diger yontem hiicre kiiltiir sistemi kullanarak virlisiin izole

edilmesidir. Bu amagla, Vero-E6, BHK-21, SW-13 ve LLC-MK2 gibi hiicre hatlar
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kullanilmaktadir. Virlistin  hiicre  kiiltiirinden izolasyonu yeni dogmus fare
beyinlerinden yapilan izolasyonlara gore duyarligi daha diisiiktiir ve yliksek viriis
konsantrasyonu gerektirmektedir (1, 16, 18). Bununla birlikte KKKAH viriisiiniin
spesifik bir tedavisinin ve koruyucu asisinin olmamasi ayni1 zamanda yliksek derecede
patojenitesi nedeniyle bioterorizmde kullanilabilecegi nedeniyle CDC (the Centers for
Disease Control and Prevention) tarafindan kategori C viriisii siniflandirmasi nedeniyle
yiiksek gilivenlikli laboratuvarlarda calisilmasi zorunludur (30). Bu nedenlerden dolay1
viriislin izole edilmesi pratikte pek kullanilan bir metot degildir. Hastaligin erken teshisi
icin kullanilan tersine transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyon (RT-PCR) oldukga
hassas ve yaygin olarak kullanilan metotlardan birisidir. Bununla beraber KKKAH
viriistinlin 7 genotipinin olmas1 ve genetik variyasyonlar gostermesi RT-PCR ile
cogaltilacak gen bolgesini se¢ilmesi ve primer dizayni onem tasimaktadir. Yapilan
caligmalarda KKKAH viriisiiniin 7 genotipi i¢in korunmus bdlgelerin bulundugu ve
primer dizaynlarinin bu korunmus bolgelere uygun olarak yapildig: bilinmektedir (20).
Son yillarda gelistirilen ve sayisal olarak viriis yiikii tespit edilmesinde kullanilan real-
time PCR testi in-house PCR testine oranla kontaminasyon riskinin az olmasi, hizli ve
daha giivenilir sonucglar vermesi sebebiyle daha avantajlidir. Hastalifin erken teshisinde
kullanilan indirekt IFA ve antijen-ELISA testleri molekiiler tekniklere oranla daha

diistik duyarliliga sahiptirler (2, 3, 30).

KKKAH’nin serolojik tanisinin yapilabilmesi i¢in daha dnceki yillarda komplement
fikzasyon, immiindifiizyon ve ters pasif hemagliitinasyon testi (RPHA) testi gibi testler
kullanilmisgtir. Bununla beraber bu testlerin duyarliliklarinin ¢ok diisilk olmasi
nedeniyle glinlimiizde uygulama alan1 yoktur (1, 6, 30). Ayn1 sekilde KKKAH na kars1
olusan notralizan antikor yanitin1 tespit edecek yoOntemler son yillara kadar

gelistirilememistir.

Giiniimiizde, serolojik yontemlerden en yaygin olarak kullanilan ELISA ve IFA
yontemleridir. Hastalik semptomlar1 ortaya ciktiktan sonraki ilk bir hafta sonrasinda
spesifik IgM yamiti ve daha sonraki siirecte IgG antikorlart bu yoOntemlerle
saptanabilmektedir. Yeni bir enfeksiyon ise ¢ift ornekli serumda 4 kat titre artig1 veya
tek bir ornekte IgM antikorlarinin saptanmasi ile tanimlanir. Enfeksiyondan 4 ay sonra
spesifik IgM belirlenebilir diizeyin altina diiserken IgG en az 5 yila kadar belirlenebilir
diizeyde kalmaktadir (2, 5, 6, 30).
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Viral kanamali hastaliklar son yillarda genis bir cografyada goriilmektedir. Bunun
nedenleri arasinda kiiresel 1sinma ve buna bagli olarak iklim sartlarinin degismesi,
vejetasyon ve nem gibi faktorlerdeki degisimler, gelisen teknoloji ile birlikte ¢cok uzak
cografyalara ulasimin kolaylasmasi ve buna bagli olarak arthropod kaynakli etkenlerin
kolaylikla bir bolgeden diger bolgelere kolaylikla tasinmasi gibi faktorler sayilabilir.
Viral kanamali hastaliklarin biiylik bir ¢cogunluguna kars1 ruhsatlanmis koruyucu asilar
mevcut degildir. Viral kaynakli hastaliklar olduklar1 ic¢in tedavide kullanilan
antivirallerin ¢cogu kismi etkili yada hi¢ etkili degillerdir. Bu nedenle viral kanamali
hastaliklarin erken teshislerinin ¢ok énemli olmasi yaninda alinmasi gereken koruyucu
tedbirler de bir o kadar onem tasimaktadir. Ozellikle Kirim-Kongo kanamali ates
hastalig1 gibi viral kanamali hastaliklar vahsi yasamla yakin temasin oldugu bolgelerde
ortaya c¢ikmasi ve viriisiin enzootik dongiisiinde virlisiin rezervuari olan kenelerin
yaninda yabani tavsan ve domuzlarin bulunmasi 6nem tasimaktadir. Ayrica, evcil
hayvanlardan 6zellikle sigirlar, koyun ve kegcilerin viriisle enfekte olmalar1 ve 1 hafta
siireyle viremik olmalar1 virlisiin yasam dongiisiinde oldukca Onem tasimaktadir.
Hastaligin goriildiigli endemik bolgelerde yasayan ve vahsi yasamla yakin temasi olan

bireylerde risk altindadir (5, 11, 53, 54).

Ozellikle viriisiin yasam siklusunda arthropod vektdrler, yaban hayati ve evcil
hayvanlarin oldugu bir zincirde viral kanamali hastaliklarla miicadele etmek icin
hastaligin goriildiigii endemik bolgelerde serolojik yontemlerle siirveyans yapilmasi,
verilerin diizenli olarak toplanmasi ve analiz edilmesi gerekmektedir. Boylece elde
edilen veriler dogrultusunda olusturulacak risk haritalar1 viral kanamali hastaliklara
kars1 alinmasi gereken tedbirlerle konusunda ve yapilmasi gereken miicadele anahtar rol
oynamaktadir. Endemik bolgelerde serolojik yontemlerle silirveyans yapilmasinda
kullanilan en pratik ve kolay uygulanabilir metotlardan birisi ELISA testidir. ELISA
testinin gelistirilmesinde kullanilan viral antijenler, genellikle canli viriisiin hiicre
kiiltiirlerinde yada deney hayvanlarinda tiretilmesiyle elde edilmektedir. Ancak Kirm-
Kongo kanamali ates hastaligi, Ebola ve Marburg gibi viral etkenlerin patojenitesinin
yiiksek olmasi, koruyucu asis1 ve spesifik tedavisinin olmamasi nedeniyle canli viriis ile
calismak i¢in yiiksek giivenirlikli laboratuvarlara ihtiya¢ vardir. Bu sebeple ELISA gibi

stirveyans testlerinin gelistirilmesinde kullanilan viral antijenlerin canli viriis yerine
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rekombinant yontemlerle elde edilmesi ve standart laboratuvarlarda bu islemlerin

yapilmasi biiylik 6nem tagimaktadir (1-3, 5, 30, 46, 64).

Bu tez c¢aligmasinda, KKKAH viriisii NP proteinin prokaryotik sistemde {iretilerek
biyolojik aktivitesinin saptanmast ve ELISA gelistirilmesinde antijen olarak
kullanilabilme potansiyelinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagcla, kodon
optimizasyonu yapilan KKKAH virisi NP geni iki farkli prokaryotik vektore
klonlanarak rekombinant NP proteinin iiretilmesi ve daha sonra saflastirilarak biyolojik
olarak aktif olup olmadigi belirlenmistir. Uretilen rekombinant NP proteinin
saflastirilmasina calisilmis ve ELISA sisteminde viral antijen olarak kullanilabilme

potansiyeli belirlenmesi i¢in ¢alismalar yapilmistir.

Rekombinant DNA teknolojisiyle KKKAH tanisi i¢in yapilan ilk calisma 1994 yilinda
Marriott ve ark. tarafindan gerceklestirilmistir (79). Bu c¢alismada, KKKAH viriisii
AP92 susunun NP geni baculoviriis insekt sistemine aktarilarak rekombinant yollardan
NP proteini elde edilmis ve ELISA sisteminde viral antijen olarak kullanilmigtir. Saijo
ve ark. 2002 yilinda Cin izolati olan sus 8402 kullanarak yine baculoviriis insekt
sisteminde NP geninin ekspresyonu yapmislardir (70). Ancak yapilan bu calismada
toplam 4 insan serumu kullanildig1 igin gelistirilen rekombinant ELISA’nin duyarlilig
ve Ozgiilligii hakkinda yeterli very s6z konusu degildir. Dowall ve ark. yine baculoviriis
insekt sistemini kullanarak KKKAH viriisti Bagdat susunu kullanarak rekombinant NP
proteini tretmislerdir (81). Diger calismalara oranla elde edilen NP protein miktari ve
saflastirma oranmi oldukga yiiksek bulunmustur. Gelistirilen ELISA sisteminde insan
serumlarinda KKKAH kars1 olusan IgG antikorlarinin yani sira IgM antikorlarinin da
teshisini gerceklestirmislerdir. Baculoviriis ekpresyon sistemi kullanilarak rekombinant
olarak iiretilen NP proteini koyunlarda hem ELISA hem de indirekt IFA ydntemiyle
KKKAH viriisii IgG antikorlarinin deteksiyonunda basar1 ile kullanilmistir (71). Bu
caligmada Cin’in KKKAH yo6niinden endemik bir bolgesinden alinan 80 koyun serum
ornegi ve endemik olmayan bir bagka bolgeden alinan 39 koyun serum 6rnegi ELISA
ile test edilmistir. Rekombinant NP temelli indirekt IFA testinin duyarliligi %94 ve
ozgilligii %97 olarak belirlenmistir. ELISA testinin indirekt IFA testi ile
karsilagtirlldiginda elde edilen sonucglarin oldukca benzer oldugu ELISA testinin
duyarhilig1 %92 ve 6zgiilliigii %100 olarak bulunmustur. Arastiricilar ¢ok daha ucuz ve
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hizli sonu¢ veren ELISA testi ile koyunlarda KKKAH karst olusan IgG yanitinin

belirlenmesinin indirekt IFA testine oranla daha pratik oldugu sonucuna varmisglardir.

Bouloy ve ark. 2006 yilinda Semliki Forest alpha viriis sistemini kullanarak KKKAH
protip viriisii olan IbAr10200 NP genini klonlanmislar ve BHK-21 hiicrelerinde NP
genini agiklayan rekombinant Semliki Forest alpha viriis elde etmislerdir. indirekt IFA
testi icin BHK-21 hiicreleri ve ELISA testinde kulanilmak tizere BSR hiicreleri
IbAr10200 NP genini agiklayan rekombinant Semliki Forest alpha viriis ile infekte
edilmistir. Her iki sistemde de test edilen ve KKKAH IgG pozitif oldugu bilinen insan
ve hayvan serumlarinin deteksiyonu yapilmistir. Sonug¢ olarak rekombinant Semliki
Forest alpha wvirlis sisteminin KKKAH serolojik tanisinda kullanilabilecegi

gosterilmisgtir (82).

Bununla beraber detaylar1 yukarida anlatilan ve KKKAH hastaliginin serolojik
teshisinde kullanilan rekombinant NP tabanli ELISA ve indirekt IFA yoOntemlerinde
hiicre kiiltiir sistemleri kullanilarak yapilmistir. Baculoviriis, memeli hiicre temelli
aciklama vektdrleri ve viriis tabanli rekombinant agiklama sistemlerinin biitiinii hiicre
kiiltlirleriyle yapildigi i¢in elde edilen rekombinant proteinler dogal yapisina oldukca
yakin konformasyondadir. Bu nedenle elde edilen rekombinant proteinlerin yer aldig
diagnostik ayraglarin yliksek oranda 6zgiilliik ve duyarlik gosterdikleri bilinmektedir.
Ancak hiicre kiiltiir sisteminin kullanilmas1 olduk¢a pahali oldugu gibi steril kosullarin
saglandig1 gelismis laboratuvarlarda yapilmasi ve teknik olarak yetismis personele
ihtiya¢ duymast gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu tez caligmasinda belirtilen
dezavantajlara sahip Okaryotik sistem yerine ¢ok daha ucuz, komplike laboratuvar
cihazlarina ihtiyag¢ duymayan ve kisa siirede yiiksek miktarlarda rekombinant

proteinlerin tiretilebildigi prokaryotik sistem tercih edilmistir.

KKKAH viriisii Turkey Kelkit06 susu NP geni kodon optimize olarak sentez edilmis
(Sekil 6) ve pUCS57 plasmidi icine yerlestirilmistir (Sekil 7). Son yillarda rekombinant
proteinlerin daha yiiksek miktarda elde edilmesi i¢in rekombinant sistemlerde
aciklatilacak genlerin kodon optimizasyonu yapilmaktadir (83). Calismada kullanilan
ilk prokaryotik vektdor pMALp5Sx olarak belirlenmistir (Sekil 8). pMALpSx vektorii
maltoz baglanma protein gen bolgesi igeren ve bu sayede prokaryotik sistemde tiretilen
rekombinant proteinlerin biyolojik aktivitesini koruyan formda iiretilmesine yardimci

olan bir faktordiir. KKKAH viriisii Turkey Kelkit06 susu NP geni pMALp5x vektoriine
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klonlanarak elde edilen rekombinant pMALpS5x-NP vektoriiniin E. coli BL21 C43(DE3)
hiicrelerine aktarilarak ve IPTG ile tetiklenerek liretimi gerceklestirilmistir. Sekil 15°da
gortldiigii gibi ImM IPTG tetikleme sonucunda iiretilmesi beklenen rekombinant
pMALpSx-NP proteini beklendigi sekilde ortalama 100 kDa biiytikliigiinde
bulunmustur ve 6 saat tetikleme sonucunda daha yiiksek miktarda rekombinant
proteinin {retildigi belirlenmistir. Daha sonra saflastirilarak biyolojik aktivitesi
konusunda c¢aligmalar yapilmasi planlanmis ancak rekombinant pMALpSx-NP proteini
yeterli miktarda saf olarak elde edilememistir. Saflagtirma amaciyla maltose binding
protein affinite gosteren amiloz resin kullanilmis ve iiretici firmanin prosediirii takip
edildigi halde istenilen miktarlarda saf rekombinant protein elde edilememistir. Bunun
nedenleri arasinda pMALp5x vektoriinde bulunan ve saflagtirma igleminde amiloz
iceren kolonlara baglanmasi beklenen maltose binding protein biyolojik olarak aktif
olmamasit ve amiloza baglanacak kisminin reaksiyona girmemesi olabilecegi
distiniilmektedir. Bir bagka ihtimal KKKAH viriisii NP proteini ile birlikte iiretilen
maltose binding protein amiloza baglanma bdlgesinin NP proteini tarafindan
maskelenmesi sonucunda maltose binding proteini amiloz resin ile istenilen reaksiyona

girememis olmasidir.

pMALpSx sistemi kullanilarak  yeterli miktarda rekombinant NP proteini
saflagtirilmadigindan dolay1 rekombinant NP proteinin istenilen miktarda iiretilerek
saflastirilmasi i¢cin pCOLDTF vektori secildi (Sekil 16). Bu vektér se¢iminin nedeni
Samudzi ve ark. KKKAH viriisii rekombinant NP protein prokaryotik ekspresyon
sistemi kullanilarak pCOLDTF vektoriinde tiretmeleridir. Literatiir bilgisine dayanarak
bu ¢aligma KKKAH viriisii NP proteinin prokaryotik ekspresyon sistemi kullanilarak
iretildigi ilk ve tek makaledir (84). Calismada, KKKAH virlisii SPU 415/85 Giiney
Afrika susunun NP geni kodon optimize edilerek pCOLDTF vektorii igerisine
yerlestirilmistir. Daha sonra E. coli sisteminde iiretilerek saflastirilan rekombinant NP
antijeni KKKAH serolojik tanisinda kullanilmak iizere ELISA sisteminde
kullanilmistir. Toplam KKKAH geciren konfirme vakalardan alinan 17 insan serumu

test edilmis ve gelistirilen ELISA sistemiyle hepsi pozitif olarak saptanmistir.

Tez calismasinda, KKKAH viriisii Turkey Kelkit06 susunun kodon optimize NP geni
pCOLDTF vektoriine klonlanmis ve elde edilen rekombinant vektor pCOLDTF-NP
E.coli BL21 C43(DE3) ImM IPTG varliginda 16°C’de 18 saat boyunca iiretilmesi
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saglanmistir. Yapilan SDS-PAGE analizi sonucunda saperon gorevi yapan trigger
faktoriiyle birlikte aciklanan rekombinant NP proteini beklendigi gibi 110 kDa
biiytikliigiinde iiretimi gerceklesmistir (Sekil 21, Lane 6).

KKKAH viriisii rekombinant NP proteinin prokaryotik sistemde iiretimi teyit edildikten
sonra saflagtirma islemine gecildi. pPCOLDTF vektoriinde bulunan ve rekombinant NP
proteini ile birlikte agiklanan HisTag kurukcuguna baglanan Ni-NTA ile konjuge
edilmis agaroz kiireciklerden olusan resin kullanildi. Sekil 22°de goriildiigii gibi eliisyon
asamasindan sonra SDS-PAGE yiiklenen drnekler %100 olmasa bile biiyiikk oranda
saflagtirildigr anlagilmaktadir. Relatif olarak Chemidoc cihazi ile yapilan miktar
tayininde saflastirilmis olarak elde edilen rekombinant NP proteini ortalama
Imgr/100ml olarak hesaplanmistir. Genel anlamda, Okaryatik sistemle elde edilen
rekombinant protein miktarlartyla karsilastirildiginda olduk¢a yiiksek miktarda

rekombinant protein elde edildigi goriilmektedir.

Saflastirilan rekombinant NP antijenin, fare IgG ELISA sisteminde antijen olarak
kullanilmas1 ve biyolojik olarak aktif olup olmadiginin saptanmasi amaciyla yapilan
ELISA testinde rekombinant NP antijenin KKKAH viriis antijeni ile karsilastirildiginda
daha az miktarlarda kullanilmas1 durumunda pozitif kontrol olarak kullanilan KKKAH
viriis antijeni ile benzer sonuglar1 verdigi belirlenmistir (Tablo 1). Elde edilen bu sonug
rekombinant NP antijenin biyolojik olarak aktif oldugunu gostermektedir. Elde edilen
rekombinant NP proteinin biyolojik olarak aktif oldugunun ve immunojenitesinin
belirlenmesi amaciyla yapilan fare immunizasyon deneyleri (Tablo 3) teyit etmektedir.
Bununla beraber KKKAH viriisii NP’ye kars1 elde edilmis 6B9G9F11 mAbD ile yapilan
Western Blotlama deneyinde rekombinant NP proteinin 6B9G9F11 mAb ile reaksiyona
girmedigi tespit edilmistir.

Rekombinant pCOLDTF-NP proteinin KKKAH yoéniinden IgM pozitif oldugu bilinen
insan serumlarinin ELISA ile test edilmesi sonucunda beklendigi gibi negatif sonuglar
almmistir. Rekombinant pCOLDTF-NP proteinin KKKAH yo6niinden IgG pozitif
oldugu bilinen insan serumlarinin ELISA ile test edilmesi sonucunda bazi serumlarda
pozitif ve negatif kontrol sonuglarinda farklilik bulunmamasi ve negatif serumlarin
bazilarinda cut off degerinin ilizerinde goriilen OD degerleri yalanci pozitifliklerin
oldugunu gostermistir. Ancak, benzer sonuglar inaktive edilen ve kismi olarak

saflagtiritlan KKKAH viriisii Turkey Kelkit06 susu antijeni ile yapilan ELISA testinde
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alinmistir. Rekombinant pCOLDTF-NP’nin biyolojik olarak aktif oldugu halde insan
KKKAH IgG ELISA testinin standardize edilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.
Ozellikle ELISA testinde farkl: ticari konjugatlarin denenmesi ve rekombinant proteinin
daha yiiksek diizeyde saflastirilarak kullanilmasi gelecekte denenecektir. Ayrica
gelecekte prokaryotik sistemle elde edilen rekombinant NP antijen kullanilarak evcil
hayvanlarda ELISA gelistirilmesi ve siirveyans ¢aligmalarinin yapilmasi 6nem

tagimaktadir.
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