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Bashk :-insan Beta Aktin Proteini ile Influenza Viriisii RNA Polimeraz
Enzimi Arasindaki iliskinin Arastirilmasi

Ogrencinin Ad1 : Nazife GELMEZ

Danisman : Prof. Dr. Kadir TURAN
Anabilim Dali : Biyokimya Anabilim Dali

1. OZET

Amag: Orthomyxoviridae ailesi igerisinde yer alan influenza A viriisleri sik sik
tekrarlayan salginlarla insan sagligim1 tehdit eden 6nemli viral patojenlerdir. Bu
nedenle ¢ok sayida bilim insan1 influenza viriislerinin konak hiicrelerle olan iliskisini
molekiiler diizeyde aydinlatmak i¢in yogun g¢aba sarfetmektedir. Viral RNA’larin
transkripsiyonu ve replikasyonu PB1, PB2 ve PA alt birimlerinden olusgan RNA
polimeraz enzimi tarafindan kataliz edilmektedir. Bu tez calismasinda, daha once
maya ikili hibrit metodu ile iliskileri saptanan viral RNA polimeraz enziminin PA alt
iinitesi ile insan beta aktin (ACTB) proteini arasindaki iliski memeli hiicrelerinde
arastirildi. ACTB proteinin influenza viriisii replikasyonu ac¢isindan dneminin ortaya
konmas1 amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Memeli hiicrelerinde ekspresyon yapan pCHA plazmitine
klonlanmis insan ACTB cDNA'sindan belirli ekzon bdlgeleri ters PZR ile
uzaklastirildi ve delesyonlu ACTB proteini kodlayan vektorler olusturuldu. HeLa
ve/veya HEK293 hiicreleri ACTB ve delesyonlu ACTB proteinleri ile Influenza A
viriisii PA proteinlerini kodlayan plazmit vektorler ile birlikte transfekte edildi. Bu
hiicrelerde birlikte sentez edilen ACTB ve viral PA proteinleri arasindaki iligki birlikte
immiin ¢oktiirme ve hiicre i¢i lokalizsayonlar1 immiinfloresan teknikleri ile analiz

edildi.

Bulgular ve Sonugc: Birlikte immiin ¢oktliirme ve immiinfloresan teknikler transfekte
HeLa ve/veya HEK293 hiicrelerinde plazmitler {izerinden sentez edilen ACTB ve
Influenza PA proteinlerinin etkilesim halinde oldugunu ortaya koydu. Delesyonlu
ACTB ve viral PA proteinlerinin gosterdikleri etkilesim profilleri, ACTB proteininin
ozellikte amino-terminal bolgesinin viral PA proteini ile iligkili oldugu; bu iliskide PA
proteinin karboksil-terminal yariminin (cPA) 6nem tasidigini gosterdi. Bu verilerden
Influenza viriisii kurulumunda vVRNP’lerin sitoplazmada taginmasi siirecinde ACTB
proteinlerinin rolii olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Influenza, Viral RNA polimeraz, PA protein, Insan beta aktin
proteini, VRNP
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2. SUMMARY

Aim: Influenza A viruses within the Orthomyxoviridae family are important viral
pathogens that frequently threaten human health with outbreaks. For this reason, many
scientists are working intensively to enlighten the interaction of influenza viruses with
host cells at the molecular level. The transcription and replication of viral RNAS is
catalyzed by the RNA polymerase. In this study, the relationship between human
ACTB protein and PA subunit of viral RNA polymerase enzyme, which was
previously determined by yeast two-hybrid method, was investigated in mammalian
cells. It was aimed to determine whether ACTB protein is important for influenza virus
replication.

Materials and Methods: Specific exon regions from ACTB cDNA cloned into the
pCHA plasmid expressing in mammalian cells were removed by invers PCR and
vectors encoding the deletion ACTB protein were generated. HelLa and/or HEK293
cells were co-transfected with plasmid vectors encoding ACTB and deleted ACTB
proteins and viral PA proteins. The relationship between ACTB and PA proteins co-
expressed in the cells was analyzed with co-immunoprecipitation and
immunofluorescence assays.

Results and Conclusion: Co-immunoprecipitation and immunofluorescence assays
revealed that ACTB and Influenza PA proteins, synthesized via plasmids in transfected
cells, are in association with each other. The interaction profiles of deleted ACTB and
viral PA proteins show that the amino-terminal region of the ACTB protein is
associated with viral PA protein; showed that the carboxyl-terminal moiety (cPA) of
the PA protein was important in this relationship. From these data, it was concluded
that ACTB proteins may play a role in the transport process of influenza virus VRNPs
in the cytoplasm.

Keywords: Influenza, Viral RNA polymerase, PA protein, Human actin beta protein,
VRNP



3. GIRIS VE AMAC

Orthomyxoviridae ailesi icerisinde smiflandirilan influenza A viriisleri, 80 -
120 nm boyutlarinda, membranla ¢evrili RNA viriisleridir (Couch, 1996). Elektron
mikroskobu ile yapilan incelemelerde kiiresel veya pleomorfik bir goriiniim sergilerler
(Burleigh ve ark., 2005; Lamb ve Choppin, 1983). Influenza viriisiiniin genomunu
olusturan RNA’lar1 tek iplikli negatif polarite gdsteren molekiillerdir. influenza A ve
B tipi viriisler sekiz parcadan olusan RNA genomuna sahiptir. influenza C tipi

viriislerde ise yedi parcali RNA genomu bulunmaktadir (Couch, 1996).

Influenza viriisleri matriks proteini (M1) nuklear proteinin (NP) antijenik
ozelliklerine gore {i¢ ana gruba ayrilirlar. Bunlar Influenza A, B ve C tipi viriislerdir
(Couch, 1996). Yakin ge¢miste, sigirlardan izole edilen bir Influenza viriisiiniin, mevcut
viriis tiplerinden farkli oldugu saptanmis ve influenza D tipi viriisler olarak yeni bir
viriis grubu olusturulmustur (Ferguson ve ark., 2016; Hause ve ark., 2013). Influenza
viriisleri arasinda 6zellikle Influenza A tipi viriisler insan saghig1 acisindan biiyiik
onem tasimaktadir. influenza B grubu viriisler ise insanlarda enfeksiyon yapmakla
birlikte pandemilere neden olmazlar. Influenza C ve D tipi viriisler insan sagligi i¢in
onemli bir risk olusturmazlar. Influenza B viriisleri antijenik 6zellikleri bakimindan,
Influenza A viriisleri kadar biiyiik bir ¢esitlilik gdstermezler. Buna karsin influenza A
viriisleri yiizey antijen proteinleri HA ve NA proteinleri bakimindan biiylik bir
cesitlilik gosterirler (Couch, 1996). Bu proteinlerin immiinolojik 6zelliklerine gore
Influenza A viriisleri ¢ok sayida alt tipe ayrilir. Giiniimiize kadar antijenik olarak farkl
18 HA proteini, 11 NA proteini tipi belirlenmistir
(https://www.cdc.gov/flu/about/viruses/types.htm - Erisim tarihi: 25.05.2019). Bu iki

proteinin farkli kombinasyonlarda bir araya gelmesi ile biiylik bir viriis gesitliligi
ortaya ¢ikmaktadir. Influenza A viriislerinin HA ve NA proteinlerinde goriilen mevcut
bu c¢esitlilik ve mutasyonlar ve rekombinasyon sonucunda yeni viriis tiplerinin ortaya
¢ikmasi bagisiklik sistemimizin yetersiz kalmasina neden olmaktadir. Bunun sonucu
olarak, zaman zaman agir seyreden Influenza A viriisii enfeksiyonlarina maruz kaliriz.
Influenza A viriis enfeksiyonlari bazen epidemi bazen de pandemiler halinde kendisini

gosterir (Lagace-Wiens ve ark., 2010). Bu viriisler sadece insanlarda degil, domuzlar,


https://www.cdc.gov/flu/about/viruses/types.htm

atlar, cesitli deniz memeliler ve bir¢ok kanatli organizmalarda salginlara neden olurlar
(Parrish ve ark., 2015).

Insan saglig1 agisinda ¢ok biiyiik bir risk olusturan Influenza A viriislerine kars1
korunmada giintimiizde iki yol izlenmektedir. Bunlardan birincisi asilar, ikincisi ise
antiviral (anti-influenza) ilaglardir (Centers for Disease and Prevention, 2009; Fiore ve ark.,
2011). Yukarida da deginildigi gibi influenza A viriislerinin gosterdigi antijenik
cesitlilik ve yeni antijen tiplerinin ortaya ¢ikmasi, asilarin koruyucu etkilerinin ¢ok
kisa Omiirlii olmasina neden olmaktadir. Benzer sekilde antiviral ilaglara kars: da

direncli viriis tipleri ortaya ¢ikmaktadir.

Influenza viriisleri yapisal ve islevsel 6zellikleri bakimindan iizerinde en gok
calisilan virtislerden biridir. Bununla birlikte bu viriisler hakkinda c¢ok fazla
bilinmeyen vardir. Viriisiin replikasyon mekanizmalarinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in
konak hiicre proteinleri ve replikasyon ve transkripsyon gibi temel hiicresel olaylar ile
iligkisinin ortaya konmasi biiyiikk onem tasimaktadir. Bu yoniiyle ele alindiginda
influenza viriislerinin replikasyonu iizerinde pozitif ya da negatif yonde etkili olan
bir¢ok konak hiicre proteini tespit edilmistir (Dou ve ark., 2018; Samji, 2009). Bu tez
calismas: kapsaminda da hiicresel proteinlerden aktin beta (ACTB) proteininin
Influenza A viriisii RNA polimeraz enzimi ile iliskisi ele almmustir. Bu proteinin
secilmesinde maya ikili hibrit metodu ile yapilan tarama calismalarinda Influenza A
viriisii PA proteini ile iligkili oldugunun gosterilmesidir (yaymlanmamis vert;
TUBITAK projesi/Yiiriitiiciisii: Dr. Kadir Turan/ Proje no: 112S518). Aktin proteinleri
evrimsel agidan ¢ok iyi korunmus proteinlerdir (Hanukoglu ve ark., 1983). Biitiin
Okaryotik organizma hiicreleri aktin proteinlerini ihtiva eder. Aktin proteinleri
hiicredeki toplam proteinlerin ortalama % 5 -10’nu olusturur (Cooper, 2000). Aktin
proteinleri, mayalar gibi daha basit yapida 6karyotik organizmalarda sadece bir aktin
geni tarafindan kodlanirken, yiliksek organizasyonlu okaryotlarda bir gen ailesi

tarafindan kodlanmaktadir (Gunning ve ark., 2015).

Bu tez ¢alismasinda maya hiicrelerinde Influenza A viriisii polimeraz enzimi
ile iligkili oldugu gosterilen insan ACTB proteininin memeli hiicrelerinde viriis RNA
polimeraz enzimi ile etkilesimi ve bu etkilesimin viral replikasyon agisindan énemli

olup olmadiginin konusu ele alinmigtir. Viral polimeraz enzimi ile ACTB proteini



arasindaki olasi iliskiyi saptamak amaciyla pCHA plazmitine klonlanmig ACTB
geninde belirli ekzonlar delesyona ugratilarak, bu genler {izerinden kodlanan ACTB
ve delesyonlu ACTB proteinlerinin Influenza A viriisi RNA polimeraz alt
tinitelerinden PA proteini ile iliskisi in vitro kosullarda molekiiler biyoloji teknikleri

ve immiinfloresan teknikler ile aragtirilmistir.



4. GENEL BILGILER

Viriisler, yalnizca canli hiicrelerde ¢ogalabilen kiigiik bir enfeksiydz ajandir.
Kendi yapilarinda bulunan molekiillerin sentezi i¢in gerekli olan metabolik
reaksiyonlar1 gergeklestirebilecek mekanizmalara sahip degillerdir. O nedenle
replikasyon, transkripsiyon ve translasyon gibi karmagik siiregleri ig¢in konak
organizmaya gereksinimleri vardir. Viriisler, hayvanlar, bitkiler, bakteriler ve arkeler
dahil olmak iizere tiim yasam formlarin1 enfekte eder ve yasam dongiilerini
tamamlamak i¢in konak olarak kullanirlar (Koonin ve ark., 2006).

Virtisler canli organizmalar igerisinde en basit yapida olmalarina karsin yapisal
olarak biiylik bir ¢esitlilik gosterirler. Bir viriis partikiilii, kapsid ad1 verilen koruyucu
bir protein kilif i¢inde bulunan DNA veya RNA molekiillerinden olusur. Viriis
genomu tek ya da ¢ift iplikli DNA ya da RNA molekiiliinden olusabilir. Bir viriis
genomu tek parcali ya da ¢ok pargali olabilir (Gelderblom, 1996). Baz1 viriisler viral
genomu koruyan protein kilifa ek olarak yapiy1 ¢evreleyen bir membran yapisina
sahiptirler. Viriislere ait proteinleri de igeren membran yapilar1 viriis tarafindan
enfekte olan konak hiicrelerde kokenlenirler. Membran yapist viriisiin konak immiin
sisteminden korunmasina yardimci olmakla kalmaz, ayn1 zamanda membran lizerinde
bulunan proteinler araciligiyla konak hiicrelerde kendilerine 06zgii reseptor
molekiillerine baglanmasina ve konak hiicrelere girisine olanak saglarlar (Grove ve
Marsh, 2011). Bu calismaya konu olan Influenza viriisleri tek iplikli RNA

molekiillerinden olugan genoma sahip membranli viriislerdir.

4.1. influenza Viriisleri

Influenza viriisleri, basta kanatlilar olmak {izere insan ve diger memeli
organizmalarda enfeksiyon yapan viriislerdir. Bu viriisler Orthomyxoviridae ailesi
igerisinde siniflandirilirlar  (Biichen-Osmond, 2006). Orthomyxoviridae ailesi
icerisinde smiflandirilan yedi viriis cinsi bulunmaktadir. Bunlar; influenza A,
Influenza B, influenza C, Influenza D , Isaviriis, Thogotoviriis ve Quaranjaviriislerdir.
Isaviriisler somon baliklarinda enfeksiyon yaparlar. Thogotoviriisler ise bazi
omurgalilari, kene ve sivrisinekler gibi omurgasizlari enfekte eden viriislerdir (Jones
ve Nuttall, 1989; Raynard ve ark., 2001). Orthomyxoviridae ailesi i¢erisinde yer alan

Influenza A viriisleri kanatlilar, insanlar ve diger memelilerde grip salginlarina neden



olan en &nemli gruptur. Influenza B viriislerinin sadece insanlarda ve foklarda
enfeksiyon yaptigr bilinmektedir (Osterhaus ve ark., 2000). Influenza C viriisleri
insanlar ve domuzlarda enfeksiyon yaparken (Guo ve ark., 1983), Influenza D viriisii
insan, domuz, at, deve ve sigirlarda enfeksiyon yapabilmektedir (Kuchipudi ve Nissly,
2018; Su ve ark., 2017).

Influenza viriisleri, ortalama 80-120 nm ¢apinda, heliks yapida niikleokapsidli
olup morfolojik olarak farkl sekillerde olabilen membranli viriislerdir. Bu viriisler tek
iplikli negatif polarite gosteren ¢ok pargali RNA genoma sahiptirler (Gultyaev ve ark.,
2010; Palese ve Schulman, 1976). Influenza A ve B viriislerinin genomlar1 sekiz adet
RNA molekiiliinden olusur. Influenza C ve D viriisleri ise yedi parcadan olusan RNA
genoma sahiptirler (Asha ve Kumar, 2019; Flynn ve ark., 2018). Par¢ali genom yapisi
ozellikle influenza A viriislerinin ¢ok sayida alt tipinin ortaya ¢ikmasina olanak tanir.

Influenza viriislerinin siiflandiriimasinda sahip olduklari matriks proteinleri
(M1) ve nukleoproteinlerin (NP) antijenik 6zelliklerinden yararlanilmaktadir. Bu
proteinlerin antijenik dzelliklerine gore Influenza viriisleri, A, B, C ve D olmak iizere
dort ana grup altinda smiflandirilmistir. Antijenik o6zellikleri acisindan farklilik
gosteren Influenza viriisleri igerisinde insan sagligi bakimindan biiyiik risk olusturan
grup Influenza A viriisleridir. Influenza A viriisleri sadece insanlar i¢in degil dzellikle
kanatli ¢iftlik hayvanlar icin de biiyiik bir risk olustururlar. influenza A viriislerinin
dogal konag yabanil kuslardir. Bununla birlikte Influenza A viriisleri insanlar1 da
kapsayan bircok memeli organizmalar ve kanatlilarda da enfeksiyon yapabilen ¢ok
genis bir konak yelpazesine sahiptir (Sekil 1). Basta kuslar olmak tizere, bir¢ok deniz
memelisinde, atlarda, kedilerde, kopeklerde, domuzlarda ve insanlarda enfeksiyona

sebebiyet vermektedir (Abdelwhab ve Hafez, 2011; Kuchipudi ve Nissly, 2018).
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Sekil 1. Influenza A viriislerinin enfekte ettigi organizmalar (Kuchipudi ve Nissly,
2018).

Domuzlar, hem insan tipi hem de kus tipi Influenza A viriislerine duyarlilik
gosterdiginden bu viriislerin genom segmentlerinin karismasi (/ng. Reassortment) igin
en uygun bir ortami olusturmaktadir (Ma ve ark., 2008). Influenza viriislerinin konak
Ozgilliglini belirleyen etkenlerin basinda, konak hiicre membranlarinda yer alan
glikoproteinlerine bagl sialik asit bakiyeleri gelmektedir. Insanlarda enfeksiyon yapan
Influenza A viriisleri (6rn. HIN1) daha ¢ok galaktoz ile a-2,6 baglar1 yapan sialik asit
bakiyeleri (SA02,6Gal) tasiyan glikoproteinleri tercih eder. Influenza A viriisii igin
reseptor gorevi goren bu proteinler insan solunum yolu epitel hiicrelerinde bol
miktarda bulunur. Buna karsin kuslarda enfeksiyon yapan Influenza A viriisleri (6rn.
H5N1) galaktoz ile a-2,3 glikozid bagi yapan sialik asit bakiyelerini (SAa2,3Gal)
tercih eder (Sekil 2).
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Sekil 2. influenza viriislerinin konak hiicrelere tutunmasinda gérev alan reseptorlere

bagli sialik asit bakiyeleri ve viriislerin tercih ettikleri sialik asit baglanma formlart.

Bu tip glikoprotein reseptorler kanatlilarin bagirsak hiicrelerinde yaygin olarak
bulunur. Dolayisiyla bagirsak epitel hiicreleri bu viriisler ig¢in uygun hedeflerdir.
Domuzlarin epitel hiicrelerinde ise, hem SAa2,6Gal hem de SAa2,3Gal molekiilleri
bulunmaktadir (Ma ve ark., 2008; Sullivan ve ark., 2010). Bu nedenle domuz hiicre
reseptorleri, hem insan hem de kus tipi viriislerin tutunmasina olanak tanir ve ayni
hiicreyi infekte eden farkli Influenza alt tiplerine ait RNA segmentlerinin karismasina

aracilik eder (Sullivan ve ark., 2010; Tscherne ve Garcia-Sastre, 2011) (Sekil 3).
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Sekil 3. Influenza A viriislerinde antijenik kayma (antijenik shift) ve antijenik sapma
(antijenik drift). Konak hiicrelerin farkli influenza alt tipleri ile ayni anda infekte
olmasi sonucu olusan biiyiikk antijenik yap1 degisimi (Tscherne ve Garcia-Sastre,
2011).

Influenza A viriislerini gevreleyen membran iizerinde viral genom iizerinden
sentez edilen {i¢ farkli protein bulunmaktadir. Bunlardan hemaglutinin (HA) proteini
viriis partikiilinde en fazla bulunan proteindir (Leser ve Lamb, 2005). Viriis
membraninda bulunan diger 6nemli bir protein néraminidaz (NA) enzimidir (McAuley
ve ark., 2019). NA enzimi miktar olarak HA’e kiyasla daha azdir. Viriis membraninda
bu iki proteine ek olarak az miktarlarda M2 kanal proteinleri bulunmaktadir (de Vries
ve ark., 2018; Leser ve Lamb, 2005). Influenza A viriislerinin alt tiplere ayrilmasinda
HA ve NA yiizey antijenlerinin 6zelliklerinden yararlanilir. Influenza A viriisleri igin

immiinolojik olarak farklilik gosteren 18 HA (H1-H18) ve 11 NA (N1-N11) proteini
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tanmmlanmastir  (https://www.cdc.gov/flu/about/viruses/types.htm - Erisim tarihi:
25.05.2019 ; Kawaoka ve Neumann, 2012). Farkli HA ve NA proteinleri viriis

partikiillerinde farkli kombinasyonlarda bir araya gelerek ¢ok sayida farkli influenza
viriis tipinin ortaya ¢ikmasina olanak saglar. Bilinen influenza A viriislerinin tiim alt
tipleri kuslarda tanimlanmistir (Straus, 2005). Buna karsin insanlarda mevsimsel
dolagim gdsteren Influenza viriisii tipleri cogunlukla HIN1, H2N2 ve H3N2 tipleri ile
sinirlidir. Zaman zaman 6zellikle kuslardan gegisler ile farkli influenza A viriisii tipleri

de insanlarda enfeksiyon yapabilmektedir (de Vries ve ark., 2018).

Kanatlilarda enfeksiyon yapan Influenza A viriislerinin memeli hiicrelerinde
replikasyon hizlar1 diigiiktiir. Bununla birlikte mutasyonlar sonucunda memelilerde
enfeksiyon i¢in adaptasyon gecirebilirler. Bu sekilde kuslardan insanlara bulasan
Influenza A viriisleri insan saghig agisindan gok daha biiyiik riskler tasimaktadir (de
Vries ve ark., 2018). Cok parcali RNA genomu tastyan Influenza A viriisleri diger
viriislere gore ¢ok daha yliksek frekanslarda genetik degisiklige ugrar. Bu genetik
degisim temelde iki farkl sekilde gergeklesmektedir. Genetik olarak degisimin birinci
nedeni; konak hiicrelerde hizli bir sekilde replikasyon geciren viriis genomlarinda
meydana gelen nokta mutasyonlaridir. Influenza viriisleri tek iplikli RNA genomu
tasidiklarindan, konak hiicrede mRNA’lar1 ve yeni viral RNA’lar1 sentez edebilmek
i¢in yapilarinda RNA’y1 kopyalayan RNA polimeraz enzimi tasimaktadir. Ug farkl1 alt
iiniteden (PB2, PB1 ve PA) meydana gelen Influenza A viriisiine ait RNA polimeraz
enziminin diger birgok viral RNA polimeraz enzimlerinde oldugu gibi hata yapma
frekansi yiiksektir (Couch, 1996). Buna karsin RNA’y1 sablon olarak kullanan viral
RNA polimeraz enzimlerinin replikasyon sirasinda meydana gelen hatalarini diizeltme
yetenekleri yoktur. Bu nedenle viriisiin replikasyonu sirasinda viriis genomunun ¢esitli
segmentlerinde c¢ok sayida nokta mutasyonu meydana gelmektedir. Viral RNA
segmentlerinde olusan bu nokta mutasyonlarinin birikmesi 6zellikle viriisiin en 6nemli
yiizey antijenleri olan HA ve NA glikoproteinlerinde antijenik sapma (antigenic drift)
olarak isimlendirilen degisiklige neden olur (Bouvier ve Palese, 2008) (Sekil 4A).
Viral proteinlerde ortaya ¢ikan bu farklilasmalar, konagin bagisiklik sistemi tarafindan
viriislerin daha gec algilanmasina neden olur. Antijenik drift, tiim influenza viriisii
tiplerinde gergeklesir ve tekrarlayan viral epidemilerin temel nedenidir. influenza A

viriislerinde goriilen antijenik degisimin ikinci nedeni; bu viriislerin pargalt genom
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yapilarindan kaynaklanan segmentlerin farkli kombinasyonlarda bir araya gelmesidir
(Ing. reassortment). Antijenik kayma (antigenic shift) olarak tanimlanan bu olaylar

Influenza A viriisii genom yapisinda daha biiyiik degismelere neden olur (Sekil 4B).
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Sekil 4. Influenza viriislerinde meydana gelen genetik degismeler. A. Viral RNA
segmentlerinde meydana gelen nokta mutasyonlarinin birikmesi (antijenik drift). B.
Aym hiicreyi enfekte eden iki farkli tipte Influenza A viriisii RNA segmentlerinin
farkli kombinasyonlarda bir araya gelmesi (/ng. reassortment) ( antijenik shift).
(https://healthhearty.com/antigenic-drift-vs-antigenic-shift ~ —  Erisim  tarihi:
20.05.2019).

Yukarida da deginildigi gibi influenza viriisleri negatif polarite gosteren ¢ok parcali
RNA molekiillerinden olusan bir genoma sahiptir (Bouvier ve Palese, 2008). Bazen
bir konak ayn1 anda iki farkli Influenza A viriisii alt tipi ile infekte olabilmektedir. Bu
gibi durumlarda konak hiicrelerde her iki wviriis tipine ait RNA segmentleri
cogalabilmektedir. Bu tip enfeksiyonlarda hiicrelerde viriis kurulumu esnasinda farkli
viriis tipine ait RNA segmentleri gelisi giizel bir araya gelerek genetik yapis1 farkl
yeni viriis partikiilleri halinde paketlenebilmektedir. Viral RNA segmentlerinin
karismas1 sonucunda viral antijenleri tamamen farkli yeni viriis tipleri olugmaktadir.

Bu olusan yeni viris tiplerinin tiim Diinya’y1 etkileyen pandemilere yol agma olasilig1
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yiiksek olacaktir. Biiyiik antijenik kaymalar sadece tip A virlislerinde gozlenmistir
(Gething ve ark., 1980; Nakajima, 2003).

Insanlarda solunum yolu infeksiyonlaria yol agan etkenlerin basinda Influenza
viriisleri gelmektedir. Bu nedenle Influenza viriislerinin neden oldugu salginlar insan
saglig1 agisindan ¢ok biiyiik énem tasimaktadir. Influenza viriisleri, genis bir konak
yelpazesine sahip olmalari, insanlarda epidemilere ve kimi zaman yiiksek mortalite ile
seyreden pandemiler olusturmalar1 nedeniyle ge¢cmiste oldugu gibi giinlimiizde de
gilincelliklerini korumaktadir (Hsieh ve ark., 2006). Grip ile ilgili tarihteki ilk kayitlar
M.O. dérdiincii yiizyila kadar gitmektedir (Kuszewski ve Brydak, 2000). ilk influenza
pandemisine ait kayitlar 1580 yilina aittir. Influenza A viriisleri gecen yiizyilda iic
biiyiik pandemiye neden olmustur (Hsieh ve ark., 2006). Bunlardan, 1918-1919
yillarindaki pandemi en biiylik olanidir ve farkli kaynaklara gore ortalama 20-50
milyon Kkisinin oOliimiine yol agtigi belirtilmektedir (Taubenberger, 2005). Bu
pandemide Diinya niifusunun % 20-40’min etkilendigi diisiiniilmektedir. ispanyol
gribi olarak da bilinen bu salginda etkili olan viriisiin Influenza A/HIN1 oldugu
belirlenmistir (Shortridge, 1999). 1957-1958 yillarinda Asya gribi (Influenza
A/H2N2) ve 1968-1969 yillarinda Hong Kong gribi (Influenza A/H3N2) 20. yiizyilda
goriilen diger pandemileridir. Ayrica 1977-1978 yillarinda daha 6nce ortaya ¢ikan
Influenza A/HIN1 viriisleri Rus gribi olarak da adlandirilan yeni bir salgina yol
acmistir. Yasadigimiz yiizyilin baginda 2009 yil1 Subat-Mart aylarinda Meksika’da
ortaya cikan, Nisan aymda ABD’de tanimlanan yeni bir Influenza A (HIN1) viriisii

tiim Diinyay1 etkileyen bir grip salginina neden olmustur (Morens ve ark., 2010).

Influenza viriisii enfeksiyonlar1 ¢ogunlukla konak organizmanin kendi dogal
bagisiklik sistemi ile kontrol altina alinabilmektedir. Bununla birlikte yukarida da
deginildigi gibi 6zellikle antijenik kaymalar sonucu ortaya ¢ikan yeni viriis tiplerinin
neden oldugu hastaliklarla mortalite oranlari yiikselmektedir (Couch ve Kasel, 1983).
Giiniimiizde Influenza viriis enfeksiyonlari ile miicadelede iki farkli yol izlenmektedir.
Bunlardan biri viral enfeksyonlara karsi korunma amagli uygulanan asilar, digeri ise
antiviral ilaglardir. influenza viriisii enfeksiyonlarma kars: as1 ve antiviral ilaglarin
gelistirilmesi siireklilik gostermektedir. Influenzaya kars1 kullanilan asilar tam koruma

saglamamakla birlikte 6zellikle risk grubunda yer alan bireylerde enfeksiyonlarin daha
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hafif atlatilmasina imkan vermektedir (Zykov, 1982). Asilar, her yil, mevsimsel grip
etkeni viriis tipine gore yenilenmektedir (https://www.cdc.gov/flu/about/season/flu-
season-2017-2018.htm - Erisim tarihi: 20.05.2019). Kullanilacak influenza viriis

astlarinm hangi viriis alt tiplerinden olusacag: Diinya Saglik Orgiitii (WHO: World
Health Organization) ve Gida ve Ilag Yonetimi (FDA: U.S. Food and Drug
Administration) tarafindan belirlenmektedir (Hay ve McCauley, 2018).

Influenza viriisii enfeksyonlarina kars1 korunmada izlenen ikinci bir yol antiviral
ilaglar ile tedavidir. influenzaya karsi kullanilan mevcut antiviral ilaglar iki farkli
kategoride degerlendirilebilir. Bir grup antiviral ilaclar, influenza A viriislerinin konak
hiicre sitoplazmasinda endozomlardan serbestlesmesi asamasinda etkili olan ilaglardir.
Bu ilaglar viral membranda yer alan M2 proteinini inhibe eden iyon kanali
blokerleridir (Sekil 5). M2 proteinini inhibe eden bu ilaglar adamantan tiirevi
(amantadin ve rimantadin) ilaglardir. Adamantan tiirevi ilaclar sadece influenza A
viriisleri {izerinde etkilidirler. Influenza B viriislerine kars1 etkileri bulunmamaktadir.
Diger taraftan CDC verilerine gore, yapilan ¢aligmalar dolasimda olan Influenza
virlislerinin bilyiik bir ¢ogunlugunun M2 kanal inhibitorii olan adamantan tiirevi
ilaglara karsi direngli oldugunu gostermistir (Centers for Disease and Prevention,
2009). Dolayisiyla bu grup ilaglarm Influenza viriislerine karsi kullanimlari ¢ok

sinirhdir.
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Sekil 5. influenza A viriisii M2 kanal proteinini inhibe eden adamantan tiirevi
amantadin ve rimantadinin molekiil yapilar1 (A), Amantadinin baglanmasi ile olusan
amantadin/ M2 protein kompleksi (B) ve adamantan tiirevi ilaglarin viriisiin hiicre

sitoplazmasinda endozomdan serbestlesmesini bloke etme mekanizmalari (C).
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Influenza viriislerine kars1 kullanilan ve daha etkili olan ilaglar, viriise ait NA enzimini
bloke eden, buna bagli olarak enfekte hiicre membraninda olusan viriis partikiillerinin
hiicrelerden serbestlesmesini engelleyen molekiillerdir (Smith ve ark., 2001).
Zanamivir, oseltamivir, peramivir ve laninamivir influenza A ve B tipi viriislerin NA
enzimini bloke eden yeni nesil antiviral ilaglardir (Sekil 6). NA inhibitorleri yapisal
olarak, viriisiin HA proteini ile hiicre ylizeyine tutundugu glikoproteinlerin sialik asit

(N-asetil noraminik asit) bakiyelerine benzer molekiillerdir (Vavricka ve ark., 2011).

Zanamivir H, DjHﬂ
/\/l y

L)

HN" ™
NH,

H,C
Oseltamivir

Laninamivir

Sekil 6. influenza viriislerine ait NA enzimini inhibe eden sialik asit analogu antiviral

ilaglar.

NA inhibitérleri hem influenza A hem de Influenza B viriisleri iizerinde etkili olan ve
tedavi amacli kullanilabilen ilaclar olmakla birlikte, viriislerin NA enzimlerinde
ozelikle, sialik asite baglanma bolgesinde meydana gelen amino asit degisiklikleri, bu
ilaclara kars1 direng gelismesine neden olmaktadir (Moasser ve ark., 2019; Samson ve
ark., 2013). NA enziminde Q136K, E119D ve H275Y poziyonlarinda meydana gelen
amino asit degismelerinin, bu ilaglara kars1 direngli viriislerin ortaya ¢ikmasina neden

oldugu goriilmiistiir (Kurebayashi ve ark., 2016; L'Huillier ve ark., 2015). Antiviral
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ilaglara karsi hizli gelisen diren¢ nedeniyle, yeni antiviral ilaglarin gelistirilmesine
yonelik c¢aligmalar araliksiz siirdiiriilmektedir. Bu baglamda, NA disinda diger viral
proteinlerin ve viris ile iliskili olaylarin 6nemi artmaktadir. Molekiiler diizeyde hiicre-
virlis iliskisinin daha iyi aydinlatilmasi, influenza viriisleri ile miicadelede yeni
stratejilerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda da,
Okaryotik hiicrelerde hiicre ici iskelet yapisinin temel bilesenlerinden olan ACTB
proteini ile Influenza viriisi RNA polimeraz enzimi arasindaki iliski molekiiler

diizeyde aragtirilmistir.

4.2. Influenza A Viriislerinin Molekiiler Yapisi

Influenza A viriisleri, niikleoproteinler (NP) ile riboniikleoprotein partikiilleri
halinde paketlenmis olan 8 adet RNA molekiilii (VRNP) ve onlar1 ¢evreleyen bir
memrandan olusurlar (Bouvier ve Palese, 2008) (Sekil 7A). Sekiz segmentten olusan
viral genom iizerinden en az 11 protein sentez edilir (Sekil 7B). Viral genomu
olusturan en biiyilk iic RNA segmenti lizerinden viral RNA polimeraz enzimini
olusturan P proteinleri (PB2, PB1 ve PA) kodlanir. Viral RNA polimeraz hem viral
RNA molekiiliiniin replikasyonundan hem de viral mRNA’larin sentezinden
sorumludur. Bu enzimi olusturan proteinler, NP ve vRNA’larin olusturdugu
vRNP’lere bagl olarak viriis partikiiliinde (virion) tasinir (Honda ve ark., 1990; Honda
ve ark., 1988) (Sekil 7C). Influenza viriis genomunun 4.segmenti hemagliitinin (HA)
yiizey antijen proteinini kodlar. Her bir viriis partikiiliinde ortalama 500 HA molekiilii
bulunmaktadir. HA proteinleri viriislerin konak hiicre reseptdrlerine tutunmasi ve
sitoplazmada viral genomun serbest kalmasinda islev goriirler. Viriisiin 5.segmenti,
viral RNA’lar ile kompleks olusturan NP kodlar. Viral genomun biiyiikliik olarak
6.sirada yer alan RNA segmenti, virlisiin ikinci 6nemli yilizey antijen proteini olan NA
enzimini kodlamaktadir. NA virlislerin mukusla kapli ylizey epitel hiicrelerine
ulasmasimi kolaylastirirken, ayni1 zamanda enfekte hiicrelerde serbestlesme
asamasinda sialik asit bakiyelerini keserek hiicre yiizeyinden ayrilmasin
saglamaktadir. Virlis partikiillerinde ortalama 100 NA molekiilii yer almaktadir.
Viriisiin 7.segmenti iizerinden iki matriks proteini sentez edilir. Bunlar M1 ve M2
proteinleridir. M1 proteini virionda en fazla bulunan proteinlerden biridir. M1

proteinleri membranin hemen altinda bir katman olusturur. Her bir viriis partikiiliinde
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ortalama 3000 M1 proteinin bulundugu hesaplanmaktadir. M1 proteininin viral
genlerin transkripsiyonunda regiilasyonla ilgili bir isleve sahip oldugu
diisiiniilmektedir (Bui ve ark., 2000). Iyon kanali islevi gbren M2 proteini ise viriis

membraninda yer alan ti¢lincii viral proteindir.
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Sekil 7. Influenza A viriisii sematik goriiniimii (A) (Nelson ve Holmes, 2007), Viral
genomu olusturan RNA segmentleri ve bu segmentler tizerinden kodlanan proteinler
(B) (http://www.virology.ws/2009/05/01/influenza-virus-rna-genome/ - Erigim tarihi:
27.05.2019) ve vRNP’ler (C).
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Bu protein endozom ve virlis membranlarinin pH degisimine bagli olarak fiizyona
ugramast ve bunun sonucunda VRNP’lerin sitoplazmada serbest kalmasini saglar
(Grigoryan ve ark., 2011). Influenza A viriislerinin en kiigiik RNA segmenti olan
8.segment iizerinden de iki farkli yapisal olmayan protein sentez edilmektedir. Bunlar
NS1 ve NS2 (NEP) proteinleridir (Lamb ve Choppin, 1979). Influenza A viriisii NS1
proteini, viriis partikiiliinde varhig1 saptanamamis, yapisal olmayan (ing. Non-
Structural;NS) bir proteindir (Basu ve ark., 2009). Viriis partikiiliinde az miktarda
bulunan NS2 proteini ise M1 proteini ile birlikte vVRNP’lerin transportunda islev goriir.
Bu nedenle NEP (Ing. nuclear export protein) olarak da adlandirilir (Kawaoka ve
Neumann, 2012; Neumann ve ark., 2000).

4.3. influenza A Viriisii Yagsam Dongiisii

Influenza viriislerin yasam ddngiisii, viriisiin konak hiicrelere tutunmasiyla
baslar (adsorpsiyon). Viriislin adsorpsiyonu, viral HA molekiiliiniin globiiler yapida
olan eksternal uzantisindaki reseptor baglanma bolgesi ile konak hiicre membraninda
yer alan ve reseptor islevi goren glikoproteinlerin sialik asit (N-acetyl neuraminic acid)
bakiyelerine baglanmasiyla gerceklesir (Bouvier ve Palese, 2008; Carroll ve ark.,
2014). Konak hiicre yiizeyindeki adsorbe olan viriis reseptore bagli endositoz yoluyla
hiicre igerisine alinir (penetrasyon) (Us, 2010). Sitoplazmada enzdozom igerisinde
hapsolan viriisiin serbestlesmesi HA ve M2 proteinlerin islevleri ile saglanir. HA
proteininin islevini gerceklestirmesi i¢in endozom ve virionun i¢ pH degeri dnem
tagimaktadir. Diisiik pH degeri HA molekiiliinde konformasyonel degisiklige neden
olur ve HA2 bolgesindeki hidrofobik fiizyon peptidinin agiga ¢ikmasimi saglar. Bu
sekilde aktiflesen filizyon peptidi viral membran ile endozomal membranin
kaynagmasina neden olur. M2 kanal proteininin bir islevi sonucu pH degerindeki
diisme viral proteinler (NP ve M1) arasindaki etkilesimi de bozar ve VRNP’lerin
matriks proteininden serbest kalmasina yol agar. Bunun sonucu olarak vRNP’ler
endozomdan kurtularak sitoplazmada serbest kalirlar (Bouvier ve Palese, 2008).
Influenza viriislerinin replikasyon ve transkripsiyonu, diger birgok RNA viriisiiniin

aksine hiicrenin sitoplazmasinda degil, hiicre nukleusunda gergeklesir (Sekil 8).
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Sekil 8. Influenza viriisii yasam dongiisii. 1. Adsorpsiyon, 2. Penetrasyon, 3.
Serbestlesme (kot atma), 4. Hiicre nukleusuna tasinma, 5. Transkripsiyon ve
replikasyon, 6. vRNA’lerin sitoplazmaya tasinmasi, 7. Viral proteinlerin sentezi

(translasyon), 8 ve 9. Kurulum, 10. Hiicreden ayrilma (Zmora ve Péhlmann, 2015).

Hiicre sitoplazmasinda serbest kalan vRNP’lerin hiicre ¢ekirdegine taginmasi,
0zel niiklear transport sinyalleri ile ger¢geklesir. Nukleusa tasinan vVRNP’ler {izerinden
viral RNA-bagimli RNA polimeraz enzimi ile iki farklt RNA sentezi gergeklestirilir.
Bu RNA’larin bir grubu viral proteinlerin sentezinde kullanilacak olan mRNA’dur.
Diger RNA molekiilleri ise genomik viral RNA’larin (VRNA) sentezinde sablon
gorevi gorecek olan komplementer RNA (cRNA)’lardir (Bouvier ve Palese, 2008).
Infuenza viriisi RNA polimeraz enzimi PB2, PB1lve PA proteinlerinin bir araya
gelmesi ile olusmustur. Bu enzim kompleksi mRNA sentezi i¢in konak hiicrenin RNA
polimeraz Il enzimine gereksinim duyar. Viral RNA polimeraz enzimi, konak RNA

polimeraz II enzim tarafindan sentezlenmekte olan mRNA’larin 5 -ucundaki 7-metil
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guanozin sapka yapist ile birlikte 10-13 nukleotitlik bir bolgeyi kesip viral
mRNA ’larin sentezi i¢in primer olarak kullanir. Bu durum Influenza viriislerini, kendi
viral mRNA’larin1 sentez edebilmek i¢in konak RNA polimeraz Il enzimine bagimli
hale getirir (Mena ve ark., 1999; Plotch ve ark., 1981). Bu da Influenza viriislerinin
replikasyon ve transkripsiyon siire¢lerinin konak hiicre nukleusunda ger¢eklesmesini
gerektirir. Influenza viriisiit VRNA’nimn 5’-ucunda kodlanmaya katilmayan bdlgesinde
5-7 adet urasil nukleotidinden olusan poli-A sinyali bulunmaktadir. Bu dizi viral
mRNA’lara poli-A kuyrugunun eklenmesine yardimci olur. Bu sekilde 3’-poli-A
kuyrugu ve 5’-CAP yapist tasiyan viral mRNA’lar sitoplazmaya tasinir ve etkin bir
sekilde translasyon mekanizmalarina katilarak viral protein sentezine olanak tanir
(Bouvier ve Palese, 2008; Us, 2010). Virlis membraninda yer alan, HA, NA yiizey
antijen proteinleri ve M2 proteinlerinin sentezi endoplazmik retikuluma bagh
ribozomlarda gergeklestirilir. Bu proteinlerin post-translasyonal modifikasyonlar1 ve
enfekte hiicrelerin membranlarina tasinmasi endoplazmik retikulumdan ve golgi
kompleksi araciligiyla gerceklesir. Viral membranda yer almayan PA, PB1, PB2 ve
NP proteinleri sitoplazmada serbest ribozomlar araciligiyla sentez edildikten sonra
nukleusa tasinarak negatif polarite gosteren genomik VRNA ipliklerinin sentezini
saglarlar ve VRNA’lar ile birlikte vRNP’lerini olustururlar (Ciblak, 2011). Olusan
vRNP’lerin nukleustan sitoplazmaya tasinmas1 NEP olarak da adlandirilan NS2 ve M1
proteinleri tarafindan diizenlenir. M1 proteinleri hem viral RNA’lar hem de NP
proteinleri ile etkilesim halindedir. M1 proteini de sitoplazmada sentezlendikten sonra
nukleusa taginir ve VRNP-NEP komplekslerinin hiicre membranina yonlendirilmesine
katki saglar. Enfekte hiicre membraninda vRNP’ler HA, NA ve M2 proteinleriyle bir
araya gelerek viriisiin kurulumunu gergeklestirir (Palese P., 2007). Konak hiicre
yiizeyinde virionun tomurcuk seklini almasi, M1 matriks proteininin konak hiicre
sitoplazmik membranmin altinda birikmesiyle baglar. Tomurcuklanma islevi
tamamlandiginda viral membran iizerindeki HA proteinleri virionlarin hiicre
yiizeyindeki sialik asit bakiyelerine baglanmasina sebep olmaktadir (Ciblak, 2011). Bu
durum virionun serbest kalmasini giiglestirir. Bu asamada viral membranda bulunan
diger bir protein olan NA enzimi, konak hiicre membranindaki sialik asit bakiyelerini
kesmekte ve HA nin sialik aside yapismasini 6nleyerek virlis partikiillerinin serbest

kalmalarini saglamaktadir (Caligkan, 2011) (Sekil 8).
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4.4. Influenza Patogenezi

Influenza viriisiiniin patojenitesini etkileyen faktdrlerin bir kismi1 konak hiicre
kaynakli faktorlerdir (Fukuyama ve Kawaoka, 2011). Hiicrelerde viriisler igin uygun
hedef reseptorlerin varligi, viriisiin hiicre igine girisi ve replikasyonu i¢in gerekli olan
enzimlerin varligi, viral replikasyon iizerinde etkili olan hiicre i¢i protein faktorler,
organizmanin bagigiklik sisteminin yetkinligi, organizmanin viriise kars1 olan spesifik
bagisikliklar, bagisiklik sisteminin enflamatuar yaniti ile konak organizmada hasar
olusturmadan viral replikasyonunu kontrol edebilme yetenegi viral patogenezin
seyrini belirleyen onemli hiicresel faktorlerdir. Viral patogenezi belirleyen diger
onemli faktorler viriisiin kendi yapisal ve islevsel ozellikleri ile ilgili faktorlerdir.
Konak organizmada hedef hiicrelere baglanma yetenegi, konak organizma dokularinda
ya da konaklar arasinda yayilma yetenegi, bagisiklik sistemin kontrol
mekanizmalarindan kagis icin mutasyonlar ya da rekombinasyonlar ile antijenik
varyasyonlar gelistirme yetenegi ve konak savunmasini zayiflatmak i¢in immiin yaniti
kontrol altina alabilme yetenegi viral patogenezi etkileyen faktorler arasinda sayilabilir

(Chen ve ark., 2018).

Influenza viriisiiniin insanlarda enfeksiyon igin ana giris yolu, solunum
mukozasini olusturan epitel hiicreleridir. Bu hiicreler genellikle viriislerin tutunmasi
i¢cin gerekli olan fonksiyonel reseptor tasimalar1 nedeniyle enfeksiyona duyarhdirlar.
Dolayisiyla, viral reseptorlerin yapist enfeksiyon i¢in 6nemli belirleyici unsurlardan
biridir. Enfekte epitel hiicrelerinde viral bilesenlerin cogalmasi ve metabolik
fonksiyonlarin islemez hale gelmesi hiicrelerin 6liimiine neden olmakta ve ¢ok sayida
yeni viriis partikiilleri aciga ¢ikmaktadir. Solunum yolu epitel hiicrelerinde yiiksek
titrelerde ¢cogalan viriisler, daha sonra alveoler makrofajlar1 enfekte eder. Enfekte olan
makrofajlarda apoptoz mekanizmasi tetiklenmektedir. Viral enfeksiyon sonucunda
nekroz ya da apoptoz ile 6lmeleri, organizmada bagisiklik sisteminin uyarilmasina ve
sitokin / kemokinlerin {iretimine neden olmaktadir. Bu olaylarin sonucunda salgilanan
inflamatuvar mediyatorler, enfeksiyonun baslangicindan bir ka¢ giin icinde 6nce
makrofaj ve nétrofillerin daha sonra da T-lenfositlerinin periferal kandan akciger
dokularina gégiine sebep olmaktadir (La Gruta ve ark., 2007). Enfeksiyonun erken

evrelerinde dogal bagisiklik yanit mekanizmalari (interferon-alfa/beta, dogal oldiiriicii
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hiicreler, nazal salgilardaki miisinler, kompleman sistemi, pulmoner siirfaktan

proteinler ve serum mannoz baglayan proteinler) etkindir.

Influenza viriislerine kars1 kazamlmis bagisiklik yaniti, 5-7 giin igerisinde
ortaya cikar. Viral enfeksiyon dendritik hiicreler tarafindan algilanir. Dendritik
hiicreler antijen sunan hiicre olarak islev goriirler. Influenza viriisii icin dzgiil olarak
olusan T lenfosit yanitinda, aktive olan CD4+ yardimc1 T (Thl ve Th2) lenfositleri
salgiladiklar1 sitokinlerle (interlokin-2, interferon-gama) CD8+ sitotoksik T ve B
lenfositerini (IL-10, IL-4) aktive ederler. Sitotoksik T lenfositleri (CTL) viriis ile
enfekte hiicrelerin ortadan kalkmasini saglayarak enfeksiyonun siddetini ve
komplikasyon gelisme riskini azaltirlar. Diger taraftan, virlisiin gerek ylizey
antijenlerine (HA, NA) gerekse NP ve M1 proteinine kars1 gelisen CTL yaniti, viriisiin
farkl alt tiplerine kars1 da gapraz koruma saglayabilmektedir (Stambas ve ark., 2008)
(Sekil 9).
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Sekil 9. Influenza viriislerine kars: gelisen bagigiklik yaniti mekanizmalari
(Flint, 2004).

Viral enfeksiyon siirecinde viicutta sitokinler B lenfositlerini de aktive ederler.
Bunun sonucu olarak virlise 6zgii immiin globiilinlerin sentezi i¢in hiimoral immiin
yanit olusturulur. Influenza viriisiine kars1 gelisen hiimoral yanutta, viriisiin NP, M, HA
ve NA proteinlerine kars1 6zgiin antikorlar sentez edilir (Song ve ark., 2011). NP ve
M antijenlerine kars1 sentez edilen antikorlar kisa dmiirliidiir ve 6nemli bir koruyucu
ozelligi yoktur. Viral membranda yer alan NA enzimine karsi olusturulan antikorlar
yeni olusan viriislerin hiicre membranlarindan serbestlesmesini onleyerek hastalik
siddetini ve yeni hiicrelere bulagsmay1 sinirlandirirlar. Viriisiin en 6nemli ylizey antijeni

olan HA glikoproteini, Influenza enfeksiyonlarma karsi olusan koruyucu hiimoral
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yanitin en 6nemli hedefidir. HA glikoproteinine 6zgii olusturulan antikorlar viriislerin
hiicre membranlarina tutunmasini zorlastirir ve viriisiin yayilmasini 6nlerler (Garulli
ve Castrucci, 2009; Yang ve ark., 2002). Ozellikle influenza A viriislerinde gerek HA
gerekse NA yiizey antijenlerinin ¢ok sayida alt tipinin olmas1 kazanilmis bagisikligin
koruyucu etkisini sinirlar. Bu nedenle, farkli Influenza A alt tiplerinin HA ve NA
glikoproteinlerinde korunmus bolgelere karsi olusturulan 6zgiin nitelikli nétralize
edici antikor varliginin saptanmasi, olasi Influenza pandemilerden korunmada biiyiik

onem tasiyacaktir (EKiert ve ark., 2009) (Sekil 9).

4.5. Influenza Viriislerine Kars:1 Etkili Olan Hiicre ici Savunma Mekanizmalar

Omurgali canlilarda dogal bagisiklik sisteminin Onemli bilesenlerden biri
interferonlardir. Interferonlar ilk kez 1957 yilinda Isaacs ve Lindenmann tarafindan,
Influenza viriisleri {izerinde yaptiklar1 calismalar sirasinda kesfedilmistir (Isaacs ve
Lindenmann, 1987). Interferon (IFN) ismi hiicrelerde viral replikasyona miidahale
etme (interfere) kelimesinden gelmektedir. Nagano ve Kojima tarafindan yapilan
calismalar, IFN sisteminin ayrintilariyla ilgili daha sonraki g¢aligmalara temel
olusturmustur (Nagano ve Kojima, 1958). Interferonlar, baz1 viriis enfeksiyonlarinda
kars1 antiviral cevap olarak konak hiicreler tarafindan sentez edilen ve salgilanan
glikoprotein yapida bir grup sinyal proteindir (Chelbi-Alix ve Wietzerbin, 2007; De
Andrea ve ark., 2002). Bu glikoproteinler hiicreler tarafindan sadece viriislere karsi
degil ayn1 zamanda diger prokaryotik ya da Okaryotik patojenlere ya da tiimor
hiicrelerine yanit olarak da sentez edilirler. Bir enfeksiyon durumunda IFN’lar otokrin
ve parakrin yollarla etki ederek enfekte hiicrede veya interferon reseptorleri tasiyan
komsu hiicrelerde ¢esitli savunma mekanizmalarin1 aktif hale getirerek patojenin
yayilmasini engellerler (Bonjardim, 2005; Sen, 2001). IFN’lar genel olarak iki grup
altinda incelenirler. Bunlar Tip I ve Tip Il interferonlardir. IFN-a, IFN- ve IFN-o Tip
I interferonlar igerisinde siniflandirilir (Liu, 2005). IFN-a l6kositler, IFN-B ise
fibroblast hiicreleri tarafindan sentez edilir ve salgilanir. Ayn1 grup i¢inde yer alan
IFN-a, viral RNA veya DNA replikasyonunu durdurucu yonde etki gosterir ve edinsel
bagisiklikta epitop durumundaki antijenleri tasiyan MCH-I sinift genlerin anlatimini
uyarirlar. IFN-B makrofaj hiicreleri tizerinde etkilidir, NK hiicrelerini aktive eder ve

MCH-II anlatimini uyarirlar. Tip II IFN’lar immiin IFN’lar olarak bilinir. IFN-y bu
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grup grubu icerisinde degerlendirilir. IFN-y lenfositler tarafindan tiretilir ve salgilanir.
IFN-y makrofajlar iizerinde etkilidir, NK hiicrelerini aktive eder. MCH-I ve MCH-II
sinift genlerinin anlatimini uyarir. IFN-y CD4+Th yardimci hiicreleri ve CD8+Tc
hiicreleri de aktive eder (Stinebring, 1974). Her iki grupta yer alan IFN’lar antiviral,
antiproliferatif ve immiin diizenleyici 6zelliklere sahiptir. Bununla birlikte 6zellikle
viral IFN olarak bilinen Tip I IFN’lar viriis enfeksiyonlarinda, Tip II IFN’lar ise
mitojenik veya antijenik uyaricilarla immiin diizenleyici reaksiyonlarda etki
gostermektedirler (Williams, 2002). Ilgili hiicrelerde sentezlenen ve salgilanan
interferonlar parakrin veya otokrin yol ile hedef hiicrelere sinyal iletirler (Bunn ve ark.,
2012). Hiicreler bu sinyallere yanit olarak viriislerin replikasyonunu yavaslatici ya da

viriislerin replikasyonunu tamamen inhibe edici tepkiler ortaya koyar.

IFN’lar hedef hiicre membranlarinda yer alan reseptorlere baglanarak etkilerini
gosterirler (Mogensen ve ark., 1999). Bu sinyal molekiillerin reseptorlerine
baglanmasi hiicre igerisinde bir dizi reaksiyonun baslamasini neden olur (Samuel,
2001; Wagner, 1964). Tip I interferonlar, influenza viriislerinin ve diger bircok RNA
viriislerinin replikasyonunu inhibe ederler. Bu islevlerini hiicrelerde 2°-5’oligoadenilat
sentetaz, protein kinaz R (PKR) gibi enzimler ve ¢esitli protein faktorlerin sentezini
uyararak gergeklestirirler (Chelbi-Alix ve Thang, 1986). RNA genomu tasiyan viriisler
ile enfekte olan hiicrelerde fazla miktarda ¢ift zincirli RNA molekiillerinin olugmasi
IFN’larin sentezi i¢in en 6nemli uyarici faktordiir (Gowen ve ark., 2007). Buna yanit
olarak Tip I interferonlarin (IFN-a/B) sentezi gergeklesir. Interferonlarin uyarisi ile
hedef hiicrelerde RNA bagimli Protein Kinaz (PKR) enzimi iiretilmektedir (Thomis
ve Samuel, 1993). Insanda PKR enzimin karboksi-terminal bdlgesi protein kinaza pro-
apoptik bir 0Ozellik verirken, N-terminal bdlgesi viral replikasyon ve gen
ekspresyonlar1 sonucu olusan ¢ift zincirli RNA’ya baglanma islevi goriir. Viral
enfeksiyonlarda PKR, ¢ift zincirli RNA’ya baglanarak dimerlesir ve buna bagli olarak
otofosforilasyon reaksiyonu sonucunda aktive olur. Aktive olan PKR, 6karyotik
translasyon baslatici faktoriinii (EIF2a) fosforile eder. Fosforillenmis EIF2a, hiicresel
MRNA sentezini inhibe eder ve bu da viral protein sentezi olumsuz yonde etkiler
(Galabru ve Hovanessian, 1987; Merrick, 1992). PKR’nin antiviral etkisinin yani sira

hiicre proliferasyonunun kontroliinde de rolii oldugu saptanmaistir.
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Viriis enfeksiyonlarinda IFN’larin etkisi ile hiicrelerde sentez edilen diger bir
enzim 2°-5" oligo adenilat sentetaz (OAS) enzimidir (Ball, 1979). OAS enzimi viral
RNA’larin yikimina yol agarak antiviral etkisini gosterir. Viral RNA’larin yikimi i¢in
aktive olmus OAS ve RNaz L olmak tizere iki enzime gereksinim vardir. OAS enzimi
cift zincirli RNA molekiillerine baglanarak aktiflesir. Aktif OAS enzimi, 2°-5°
oligoadenilatlarin sentezini katalizler. Sentezlenen oligoadenilatlar inaktif haldeki
RNaz L enzimini aktive ederler. Aktif RNaz L enzimleri, virlise ait RNA
molekiillerinin yikilmasini kataliz eder ve viral replikasyonun inhibe olmasina neden

olur (Baglioni ve ark., 1979).

Konak hiicrelerin viral infeksiyonlara karsi kendilerini savunmada sentez
ettikleri bir diger 6nemli protein grubu Mx proteinleridir (Weber ve ark., 2000). Mx
proteinleri 6zellikle RNA viriisii ile enfekte hiicrelerde IFN’larin uyaris1 sonucunda
iiretilir. Insan hiicrelerinde IFN’larin uyarisi ile sentez edilen iki Mx proteini
tanmimlanmistir. Bunlar MxA ve MxB proteinleridir. Insan MxA ve MxB genlerinin
her ikisi de 21. kromozomda lokalize olmuslardir. Mx proteinlerinin sahip oldugu
GTPase aktivitesi, antiviral aktiviteleri agisindan gereklidir. Yapilan caligmalarda
MxA proteinlerinin influenza viriisleri basta olmak {iizere bircok RNA viriisii

replikasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Turan ve ark., 2004).

Virilis enfeksiyonlara kargt immiin yanit olusturmada gorev yapan MHC-I ve
MCH-II kompleks proteinleri de IFN’lar tarafindan sentezi uyarilan antiviral
proteinler arasindadir. Bu kompleks proteinler kazanilmis bagisiklikta antijenlerin T
lenfositlerce taninmalarindan sorumludurlar. Ekzojen antijenlerin taninmasinda
MCH-II ve CD4 etkilesimi gergeklesirken; endojen antijenlerin taninmasinda MCH-I
ve CD8 etkilesimi gerceklesmektedir (Waldburger ve ark., 2000; Yewdell ve Bennink,
1999).

4.6. Aktin Proteinleri

Aktin okaryotik hiicrelerde en bol miktarda bulunan proteindir. Aktin proteinleri
evrimsel acidan ¢ok iyi korunmus proteinlerdir (Hanukoglu ve ark., 1983). Biitiin
okaryotik organizma hiicreleri aktin proteinlerini ihtiva eder. Aktin proteinleri

hiicredeki toplam proteinlerin ortalama % 5 ile % 10’nu olusturur (Cooper, 2000).
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Aktin proteinleri, mayalar gibi daha basit yapida dkaryotik organizmalarda sadece bir
aktin geni tarafindan kodlanirken, yiiksek organizasyonlu dkaryotlarda bir gen ailesi
tarafindan kodlanmaktadir (Gunning ve ark., 2015). Bu nedenle yiiksek
organizasyonlu Okaryotik hiicrelerde birden fazla varyanti bulunur. Memeli
hiicrelerinde en az 6 farkli aktin tipi tammlanmistir (Vandekerckhove ve Weber,
1978). Bu proteinler elektroforetik 6zelliklerine gore a, B ve y olmak iizere ti¢ farkli
smif altinda degerlendirirler (Rubenstein, 1990). Bunlardan aktin o proteinleri daha
cok degisik kas tiplerinde bulunmaktadir. Aktin B (ACTB) ve y proteinleri ise tiim
hiicrelerde bulunmaktadir (Vindin ve Gunning, 2013). ACTB proteinleri aktin
filamentlerinin temel bilesenidir. Hiicre sitoplazmasinda lokalize olan ACTB aktin y
ile birlikte hiicre iskeletini olusturan mikrofilamentleri olustururlar (Cooper, 2000).
Canli organizmalarda aktin, yapisal bir protein olmanin yani sira hiicre hareketi, kas
kasilmasi, hiicre gogii, organellerin ve kromozomlarin transportu gibi olaylarda rol
alir. Aktin hiicrede ayrica, hiicre i¢i sinyal iletimi ve ¢esitli maddelerin taginmasi ile
enzimatik etkinligin diizenlenmesi gibi ¢ok 6nemli gorevler iistlenir (Dominguez ve
Holmes, 2011; Drubin ve ark., 1993). Hiicredeki isleyise goére aktin molekiilii
sitoplazmadaki ¢esitli proteinlerle etkilesime gegerek filament ag1, filament demetleri

ya da filament iskeleti olusturur (Janmey ve ark., 1992).

Biitiin Okaryotik hiicrelerde sentezlenen ACTB proteini, ortalama 42 kDa
agirliginda bir polipeptid zincirdir. Bu proteinin N-terminal ucu asidik aminoasitlerden
olugur. Aktin, hiicrede ayni anda hem globiiler aktin (G-aktin) olarak monomerik
yapida, hem de ipliksi aktin (F-aktin) olarak polimerik yapida bulunabilen tek
proteindir. Hiicrede biyolojik etkinlige sahip olan aktin ise ipliksi aktindir (Janmey ve
ark., 1992). Aktin filamentinin birincil yapis1 dort ayr alt birimden olusur. Birinci alt
birim G-aktinin 1-32, 70-144, 338- 375, ikincisi 33-69, ti¢linciisii 145-180, 270-333 ve
dordiinciisii 181-269 amino asitlerini kapsayan dizilerden olusur (McLaughlin ve ark.,
1993).

Bu tez calismasina konu olan insan ACTB proteinini kodlayan gen 7 no’lu
kromozomda 7p22.1 bolgede yer almaktadir. Parcali gen 6zelligi gosteren ACTB geni
6 ekzon ve 5 intron bolgesinden olusur. ACTB geni 6 ekson bolgesinden olusup agik

okuma c¢ergevesi 2.eksondan baslayip ekson 6’da ise stop kodonu ile sonlanir
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(Nakajima-lijima ve ark., 1985) (Sekil 10). insan ACTB geni iizerinden ortalama 1.8
kb boyutunda bir RNA molekiilii sentez edilir. Bu transkript {izerinden 374 amino
asitten olusan ortalama 42 kD agirliginda ACTB proteini sentez edilmektedir
(http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC_ACTB.html — Erisim tarihi: 27.10.2017).

‘

KROMOZOM 7

Sekil 10. insan aktin B proteinini kodlayan genin ekzon-intron sematik gdsterimi.

Aktin proteinlerinin yukarida verilen dogal islevlerinin yani sira, domuz
rotavirusili (PoRV), Enterovirus 71 (EV71), insan immiin yetmezligi viriisii tip 1 (HIV-
1) ve coronavirus gibi viriislerin replikasyonlari ile de iliskili oldugu saptanmistir
(Kimura ve ark., 1996; Lui ve ark., 2013; Wang ve ark., 2009; Yuan ve ark., 2016).
Bu tez ¢alismasinda da maya ikili hibrit metodu ile Influenza A viriisii PA proteini ile
fiziksel iligkisi saptanan insan ACTB proteininin, insan orijinli hiicrelerde Influenza

viriisii ile olasi iligkisi molekiiler diizeyde arastirilmistir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Agar

Agaroz

Akrilamid
Amonyum persiilfat
Ampisilin
Bromofenol mavisi
Bis-akrilamid
Dekstroz

Dimetil siilfoksit
Etidyum bromiir
Etil alkol

Etilendiamintetraasetik asit: EDTA

Fenol

Formaldehit
Formamid
Glasiyal asetik asit
Gliserin

Glukoz

Hidrojen klortir
[zoamil alkol
Izopropanol
Kalsiyum kloriir
Kloroform
L-Glutamin
Mangan klortir
Metil alkol
Nonidet P-40
Paraformaldehit
Polietilenglikol-6000

Difco, ABD

Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Merck, Almanya
Carlo Erba, Italya
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Fluka, Almanya
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Merck, Almanya
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Merck, Almanya
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Merck, Almanya
Sigma Aldrich, ABD
Merck, Almanya
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Santa Cruz, ABD
Sigma Aldrich, ABD
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Penisilin/Streptomisin
PIPES

Polietilenimin
Potasyum asetat
Potasyum fosfat
Potasyum kloriir
Sodyum asetat
Sodyum azid

Sodyum bikarbonat
Sodyum deoksikolat
Sodyum dodesil stilfat
Sodyum hidroksit
Sodyum klortir
Tetrametiletilendiamin: TEMED
Tripsin

Tris

Tween 20

Yag1 alinmis siit tozu
293fectin
2-B-Merkaptoetanol (2-ME)
8-hidroksikinolin

5.2. Enzimler

Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Carlo Erba, Italya
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Merck, Almanya
Carlo Erba, italya
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Invitrogen, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD

Calisma kapsaminda olusturulan vektdrlerin, restriksiyon haritalari géz Oniinde
bulundurularak dogruluklarinin kontrol edilmesinde EcoRI, EcoRV, BamHI, Dralll
ve Hind III (MBI Fermentas ya da New England Biolabs) restriksiyon endoniikleaz
enzimlerinden yararlanildi.

Gen klonlama c¢aligmalarin degisik asamalarinda, primerlerin fosforillenmesinde
poliniikleotit kinaz (New England Biolabs), ligasyon isleminde T4 DNA ligaz
(TaKaRa, Japonya), plazmit DNA izolasyonlarida RNaz (Masherey Nagel, Almanya)

enzimleri kullandi.
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ¢alismalarinda standart Taq DNA polimeraz (New
England Biolabs, Biotechrabbit) enzimi ve Thermococcus kodakaraensis KOD1 arke

susundan elde edilen, KOD-plus (Toyobo, Japonya) enzimi kullanildi.

5.3. Ticari Kitler

Plazmit DNA’larin izolasyonunda orta-6lgekte plazmit DNA izolasyon kiti (Qiagen);
PZR ile ¢ogaltilan DNA fragmentlerinin saflastiritlmasinda DNA jel ekstraksiyon kiti
(Qiagen) kullanildi.

5.4. Antikorlar

Western melezleme ve immiinfloresan deneylerinde birincil antikor olarak, fare anti-
HA (Millipore: 05-904; Santa Cruz: sc-7392), tavsan anti-NP ve/veya anti-PA [Dr.
Atsushi Kawaguchi (Tsukuba Universitesi, Enfeksiyon Biyolojisi Laboratuvari)
tarafindan verilmistir] fare anti-Aktin (Millipore: MAB-1501) antikorlar1; ikincil
antikor olarak, anti-fare IgG-HRP (INVITROGEN/Thermo 31420), anti-tavsan IgG-
HRP (INVITROGEN/Thermo 31423), anti-fare 1gG-Alexa 488 (Abcam:ab150117),
anti-tavsan IgG-Alexa 568 (Abcam: ab175471) antikorlar1 kullanildi.

5.5. Calismada Kullanilan Cihazlar

Bakteriyolojik Etiiv Memmert, Almanya

CO2 etiiv Sanyo, Japonya
Calkalayic1 su banyosu GFL, Almanya

Derin Dondurucu (-80 °C) Panasonic, Japonya

Dikey Jel Elektroforez Cihazlari Omnipage, Ingiltere

Etliv Memmert, Almanya
Floresan Mikroskop Olympus BH40, Japonya
Hassas Terazi Shimadzu, Japonya
Manyetik Karistirict Heidolph, Almanya
Mikropipetler Gillson-Thermo-Eppendorf
Mikrosantrifiij Eppendorf, Almanya
Otoklav Kermanlar, Tiirkiye

pH metre Hanna instruments, Portekiz

32



PZR Cihazlar ABI, ABD / Techne, Ingiltere

Sogutmal1 Sanrifiijler Sigma, ABD /Backman, ABD
Spektrofotometre Shimadzu BioSpec- 1601, Japonya
Steril Calisma Kabini Holten, Danimarka

Sterilizator Heraeus, Almanya

Su banyosu GFL-Thermolab, Almanya
Ters/Inverted Mikroskop Olympus BH40, Japonya

Tiip karistict (vorteks) Heidolph, Almanya

U.V. Transilliiminator Vilber Lourmat, Fransa

Yatay jel elektroforez cihazi Labnet, ABD

5.6. Besiyerleri

5.6.1. Luria-Bertani (LB) besiyeri

10 gr tripton, 5 gr maya 6ziitli ve 10 gr sodyum klortir distile su igerisinde ¢ozdiiriiliip

hacmi 1 litreye tamamlandi (Maniatis ve ark., 1982).

5.6.2. Luria-Bertani agar (LBA) besiyeri

LB besiyerine %1.5 (a/h) oraninda agar eklenerek hazirlandi.

Hazirlanan LB ve LBA besiyerleri,1 atmosfer basingta, 121 °C’da 20-25 dakika
otoklavda tutularak steril edildi.

Kat1 ya da s1v1 besiyerlerine gerekli durumlarda otoklavlama iglemi sonrasinda 100

pg/ml final konsantrasyonda ampisilin eklendi.

5.6.3. Memeli hiicre kiiltiirleri icin besiyerleri

Memeli hiicrelerinin iiretilmesinde 1g/L konsantrasyonda glikoz igceren Dulbecco
tarafindan icerigi degistirilen Eagle’in minmal temel besiyeri (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium: DMEM) (Gibco, ABD) kullanildi. Besiyeri 4x konsantre olacak
sekilde hazirlandi. Bunun i¢in 20 g toz haldeki DMEM, deiyonize distile su i¢erisinde
¢oziindiiriilerek toplam hacmi 500 ml’ye tamamland1 ve 0.2 um filtreden gegirilerek
steril edildi. Hiicreleri liretmek i¢in kullanilan besiyeri, 125 ml 4x konsantre DMEM,

325 ml steril deiyonize distile su, 50 ml FCS (fetal calf serum) ve 5 ml 100x konsantre
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penisilin/streptomisin (Gibco) karistirilarak hazirlandi. Besiyerinin pH’s14-5ml % 7.5
sodyum bikarbonat ¢ozeltisi eklenerek 7.3-7.4’e ayarlandi.

5.7. Cozeltiler ve Tamponlar

5.7.1. Akrialmid/bis-Akrilamid ¢ozeltisi (% 29 Akrilamid / % 1 bis-Akrilamid —
a/h)

29.0 g akrilamid ve 1 g bis-akrilamid deiyonize distile su i¢erisinde ¢oziindiiriildii ve
hacmi 100 ml’ye tamamlandi. Cozelti 0.44 pm filtreden gegirildi ve 4-8 °C’da
saklandi.

5.7.2. Amonyum persiilfat (APS) ¢ozeltisi (% 10 — a/h)

1 g amonyum persiilfat, deiyonize distile su i¢inde ¢6ziindiirtildii ve toplam hacim 10
ml’ye tamamlandi. Cozelti 1 mI’lik kisimlar halinde - 20 °C’da sakland.

5.7.3. Bloklama ¢ozeltisi (% 5 lik yagsiz siit tozu)

25 g yagsiz siit tozu, deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek toplam hacmi 474
ml’ye tamamlandi. Cozeltiye 25 ml 20x konsantre TBS ve 1 ml % 10 sodyum azid
(NaN3) eklendi. Cozelti 4-8 °C’da saklandi.

5.7.4. Etidyum bromiir (10 mg/ml)

0.1 g etidyum bromiir, 10 ml deiyonize distile su i¢erisinde ¢oziindiirtilerek hazirlandi.
Cozelti 4-8 °C’da sakland.

5.7.5. %70 Etil alkol

70 ml saf etil alkol, deiyonize distile su ile toplam hacmi 100 ml’ye tamamlanarak
hazirlandi.

5.7.6. Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ¢ozeltisi (0.5 M, pH: 8.0)

18,61 g EDTA, 80 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii. Cozeltiye pellet
halde bulunan NaOH eklenerek ¢ozeltinin pH’s1 8’e ayarlandi ve hacmi deiyonize

distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti otoklavda 121 °C sicaklikta 20
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dakika siireyle 1 atm. basing altinda otoklavlanarak steril edildi. Cozelti oda
sicakliginda muhafaza edildi (EDTA, Mw =292.24).

5.7.7. Fenol : Kloroform : izoamil Alkol (25:24:1)

Kristal haldeki fenol, 65°C’da ¢6ziindiiriildii ve oksidasyonu onlemek i¢in ortama %
0.1 (a/h) konsantrasyonda 8-hidroksikinolin eklendi. Fenol {izerine esit hacimde 0.5 M
tris-Cl tamponu (pH 8) eklendi ve 30-60 dakika manyetik karistiricida karistirildi.
Fenol ve tamponun iki faz halinde ayrilmasi icin, emiilsiyon 4-8 °C’da 60 dakika
bekletildi ve tistteki su fazi uzaklastirildi. Ayni islem 0.1 M tris-Cl tamponu (pH 8) ile
fenolin pH degeri >7.8 olana kadar tekrarlandi. Ust fazin yaklasik %901
uzaklagtirildiktan sonra 4-8 °C’da saklandi. Tris-Cl tamponu ile doyurulmus fenol,
25:24:1 (F:K:I) oranlarinda kloroform ve izoamil alkol ile karistirildi ve DNA
calismalarinda kullanilmak tizere 4-8 °C’da saklandi (Maniatis ve ark., 1982).

5.7.8. 5x Konsantre tamponlanmus fizyolojik tuzlu su (T-FTS)

40 g NaCl, 1 g KClI, 1 g KH2PO4 ve 21.6 g Na2HPO4.7H20, 800 ml deiyonize distile
su igerisinde ¢oziindiiriildii, pH’s1 7.4’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 1 litreye
tamamlandi. Hazirlanan T-FTS 121 °C’da 1 atmosfer basing altinda 20 dakika
otoklavda tutularak steril edildi. Caligmalarda 5x konsantre T-FTS steril deiyonize

distile su ile 1:5 oraninda karistirilarak kullanildi.

5.7.9. Glikoz ¢ozeltisi (1 M)

90 g glikoz, deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra toplam hacmi 500
ml’ye tamamlandi. Cozelti otoklavda 121 °C’da 1 atmosfer basing altinda 20 dakika
tutularak steril edildi (Glikoz, Mw=180.16).

5.7.10. Hidroklorik asit cozeltisi (3 N)

75 ml deiyonize distile su iizerine 29,56 g (25 ml) % 37’lik (a/a) HCI ¢ozeltisi
eklenerek hazirland1 (Hidroklorik asit, Mw=36.46; 1.186 g/ml).
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5.7.11. Kalsiyum Kkloriir cozeltisi (2.5 M)

27.75 gkalsiyum kloriir, 100 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra
toplam hacmi 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 121 °C’da 1 atmosfer basing

altinda 20 dakika otoklavda tutularak steril edildi (Kalsiyum kloriir, Mw = 110.98).

5.7.12. Lamel kapatma ¢ozeltisi

10 mg parafenilindiamin 1 ml 20 mM tris tamponunda (pH 8.8) ¢oziindiiriildii ve saf
gliserin ile hacmi 10 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti karanlikta -20°C’da
saklandi.

5.7.13. Mangan kloriir ¢ozeltisi (0.55M)

54.4 g MnCl,.4H20, deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra toplam
hacmi 500 ml’ye tamamlandi (MnCI12.4H20, Mw = 197.9).

5.7.14. % 10 Nonidet P-40 (NP-40) cozeltisi

5 g (4.72 ml) NP-40, deyonize distile icerisinde ¢ozlindiirilerek toplam hacmi 50
ml’ye tamamlandi (NP-40, d = 1.06 g/ml).

5.7.15. Paraformaldehit cozeltisi

3 g paraformaldehit, 80 ml distile su iginde 65 °C sicaklikta ¢dziindiiriildii. Uzerine 20
ml 5x konsantre T-FTS eklendi. Cozeltinin pH’s1 (pH 7-7.5) pH indikator kagidi ile

kontrol edildi. Hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda muhafaza edildi.

5.7.16. PIPES (1,4-piperazinediethanesulfonic acid) ¢ozeltisi (1 M)

30.2 g PIPES, 80 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii, pH’s1 NaOH ile
7.5’e ayarlandiktan sonra toplam hacmi 100 ml’ye tamamlandi. Cozeltinin
sterilizasyon islemi otoklavda 121 °C’da 1 atmosfer basing altinda 20 dakika tutularak
yapild1 ve sterilizasyon islemi sonrasinda ¢ozelti oda sicakliginda saklandi (PIPES,

Mw = 302.37).

5.7.17. Polietilen glikol (PEG) ¢ozeltisi (% 40 — a/h)

40 g PEG-4000, deiyonize distile su i¢inde ¢oziindiiriildii ve toplam hacim 100 ml’ye
tamamlandi. Cozelti 0.45 um filtre ile filtre edildi. Cozelti oda sicakliginda saklandi.
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5.7.18. Polietilen glikol (PEG) (%20 —a/h) / NaCl ¢ozeltisi (1.25 M)

% 40 PEG-4000 ¢ozeltisi ve 2.5 M NaCl ¢ozeltisi esit hacimlerde karistirilarak
hazirlandi.

5.7.19. Polietilenimin (PEI) cozeltisi (2 mg/ml)

50 mg polietilenimin deiyonize distile su i¢inde ¢oziilerek hacmi 25 ml’ye tamamlandi.
Cozelti 0,2 pm’lik filtreden gecirilerek steril edildi ve 1 ml’lik porsiyonlar halinde -20
°C sicaklikta saklandi.

5.7.20. Potasyum asetat cozeltisi (3 M)

29.44 g potasyum asetat (CH3COOK) deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek
¢ozeltinin toplam hacmi 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢dzelti oda sicakliginda
muhafaza edildi. (CHsCOOK, Mw= 98.14).

5.7.21. Potasyum Kloriir ¢ozeltisi (2.5 M)

93.2 g potasyum kloriir (KCI) deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra
toplam hacmi 500 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti oda sicaklifinda muhafaza
edildi (Potasyum kloriir (KCI, Mw= 74.55).

5.7.22. Sodyum bikarbonat ¢ozeltisi (% 7.5)

7.5 g NaHCOg3, deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra toplam hacmi
100 ml’ye tamamlandi. Cozelti 0.2 pm’lik filtreden gegirilerek steril hale getirildi.
Cozelti oda sicakliginda muhafaza edildi.

5.7.23. Sodyum deoksikolat cozeltisi (%10)

5 gr sodyum deoksikolat (3a,12a-Dihidroksi-5p-kolanik asit sodyum tuzu) deiyonize
distile su i¢inde ¢Oziindiiriiliip hacmi 50 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti oda

sicakliginda muhafaza edildi.

5.7.24. Sodyum dodesil siilfat (SDS) c¢ozeltisi (% 10 —a/h)

10 g SDS, deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek toplam hacmi 100 ml’ye

tamamlandi. SDS ¢o6zeltisi oda sicakliginda muhafaza edildi.
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5.7.25. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (2 N)

8 g sodyum hidroksit (NaOH), deiyonize distile su i¢erisinde ¢oziindiiriilerek toplam
hacmi 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliinda muhafaza edildi.

(NaOH, Mw=39.99).

5.7.26. Sodyum Kloriir cozeltisi (2.5 M)

36.6 g sodyum kloriir (NaCl), deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek toplam
hacmi 250 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda muhafaza edildi

(NaCl, Mw=58.5).

5.7.27. % 0.25 Tripsin cozeltisi

0.25 g tripsin, 100 ml T-FTS igerisinde ¢o6ziindirildii ve 0.2 um’lik filtreden
gegirilerek steril edildi. Hazirlanan ¢ozelti 10 ml’lik hacimler halinde -20 °C derece

sicaklikta muhafaza edildi.

5.7.28. Tripsin-EDTA c¢ozeltisi (%0.05 Tripsin, %0,05 EDTA-a/h)

10 ml % 0.25 tripsin, 39.5 ml steril T-FTS ve 0.5 ml % 5 EDTA (pH 8) karistirilarak
hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti 4 °C sicaklikta muhafaza edildi.

5.7.29. Tween-20 ¢ozeltisi (%10)

5 g (45 ml) Tween-20, deiyonize distile su ile karistirilarak hacmi 50 ml’ye
tamamlandi. Tween c¢ozeltisi oda sicakliginda muhafaza edildi (Tween-20

d=1.11g/ml).
5.7.30. Bakteri transformasyon tamponu

2ml 1M Pipes, 2 ml 2.5 M CaCl, ve 20 ml 2.5 M KCI 150 ml deiyonize distile su ile
karistirildi. Tamponun pH’s1 6.7 ye ayarlandiktan sonra izerine 20 ml 0.55 M MnCl2
eklendi ve hacmi deiyonize distile su ile 200 ml’ye tamamlandi. Tampon 0.2 pm’lik

fitreden gecirilerek steril edildi.
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5.7.31. DNA ekstraksiyon tamponu | (25 mM tris-Cl, 50 mM glikoz, 10 mM
EDTA, pH 8.0)

6.25 ml 1 M tris-Cl, 12.5 ml 1 M glikoz ve 5 ml 0.5 M EDTA ¢ozeltisi karistirildi,
deiyonize distile su ile hacmi 250 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan tampon oda

sicakliginda muhafaza edildi.
5.7.32. DNA ekstraksiyon tamponu Il (0.2 N NaOH, % 1 SDS)

1 hacim 2 N NaOH, 1 hacim % 10 SDS ¢ozeltisi ve 8 hacim deiyonize distile su

karistirilarak hazirlandi.
5.7.33. DNA ekstraksiyon tamponu I11 (3 M Potasyum: 5 M Asetat)

150 ml 5 M potasyum asetat ve 28.75 ml glasiyel asetik asit deiyonize distile su ile

250 ml’ye tamamlanarak hazirlandi. Hazirlanan tampon 4 °C sicaklikta sakland:

(CH3COOK), Mw = 98.14).
5.7.34. 6x Konsantre DNA yiikleme tamponu

25 mg bromofenol mavisi 6.55 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildiikten
sonra 3.45 ml %87’lik gliserin eklenerek hacmi 10 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan 6x

konsantre DNA yiikleme tamponu -20 °C’ da saklandi.
5.7.35. Hiicre liziz tamponu

2.5 ml IM tris-HC1 (pH 8), 3 ml 2.5M NaCl ve 1 ml %10’luk NP 40 ¢ozeltisi deiyonize
distile su ile 50 ml’ye tamamlandi. Deneylerde gerekli durumlarda kullanimdan 6nce

tampon ¢ozeltisine | mM final konsantrasyon olacak sekilde IM DTT eklendi.
5.7.36. 2x Konsantre NP-40 liziz tamponu

10 ml %10 NP-40 ¢ozeltisi, 10 ml 0.5M tris-HCI tamponu (pH 8.0) ve 6 ml 2.5M

sodyum kloriir ¢ozeltisi detyonize distile su ile 50 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.
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5.7.37. 4x Konsantre paketleme jeli tamponu (0.5 M Tris, % 0.4 — a/h SDS, pH
6.8)

6.05 g tris ve 0.4 g SDS 80 ml deiyonize distile su i¢inde ¢oziindiiriildii, ¢ozeltinin
pH’s1 3 N HCI ile 6.8’¢ ayarlandi. Son hacim deiyonize distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi.

5.7.38. 4x Konsantre ayirma jeli tamponu (1.5 M tris, % 0.4 SDS, pH 8.8)

45.43 g tris ve 1 g SDS 200 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii ve
¢ozeltinin pH’s1 3 N HCl ile 8.8’e ayarlandi. Cozeltinin hacmi deiyonize distile su ile

250 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda muhafaza edildi.

5.7.39. Poliakrilamid jel elektroforez tamponu (0.025 M tris, 0.25 M Gilisin, % 0.1
—a/h SDS, pH 8.3)

200 ml 5x konsantre tris glisin tamponu deiyonize distile su ile 990 ml’ye tamamlandi,

tizerine 10 ml % 10’luk SDS ¢ozeltisi eklendi.
5.7.40. Protein transfer tamponu

200 ml 5x konsantre tris glisin tamponu, 100 ml metanol ve 700 ml deiyonize distile

su karistirilarak hazirland.

5.7.41. 4x Konsantre protein yiikleme tamponu (0.2 M tris; %8 SDS — a/h; %0.2
bromofenol mavisi — a’h; %4 2-merkaptoetanol — h/h; %40 gliserin —h/h; pH 6.8)

0.61 gtris, 2 g SDS ve 0.05 g bromofenol mavisi, 10 ml deiyonize distile su i¢erisinde
¢ozilindiiriildii ve tizerine 1 ml 2-merkaptoetanol ile 11.5 ml %87’1ik gliserin eklendi.
Cozeltinin pH’s1 1 N HCI ile 6.8’e ayarlandiktan sonra deiyonize distile su ile hacim
25 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti 1ml porsiyonlar halinde 20 °C sicaklikta

saklandi.
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5.7.42. 2x Konsantre RIFA tamponu ( 50 mM tris, pH 8 ; 5 mM EDTA, pH 8 ;
150 mM NaCl; %1 NP-40, a/h ; %0.5 sodyum deoksikolat, a’h; %10 SDS, a/h)

2.5 ml IM tris-HCI (pH 8.0), 0.5 m1 0.5 M EDTA (pH 8.0), 3 ml 2.5M sodyum kloriir,
5 ml %10’luk NP-40, 0.5 ml % 10’luk SDS ve 2.5 ml %10’luk sodyum deoksikolat

cozeltileri deiyonize distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.
5.7.43. Sodyum asetat tamponu (3M)

12.3 g sodyum asetat (CH3COONa.3H20), 40 ml deiyonize distile su igerisinde
¢Oziindiiriildi. pH’s1 5.2’ye ayarlandiktan sonra hacmi 50 ml’ye tamamlandi

(CH3COONa.3H20, Mw:82.03).
5.7.44. 50x konsantre tris-asetat-EDTA (TAE) tamponu

121 g tris deiyonize distile su igerisinde c¢oziindiiriilerek hacmi 421.5 ml’ye
tamamlandi. Cozelti iizerine 28.5 ml glasiyal asetik asit, 50 ml 0.5 M EDTA ¢ozeltisi
(pH 8.0) eklendi. Elektroforez tamponu olarak ya da agaroz jellerin hazirlanmasinda

1:50 oraninda seyreltilerek kullanildi.
5.7.45. Tris-HCI tamponu (1 M, pH 8.0)

60.55 g tris 400 ml deiyonize distile su igerisinde ¢ozilindiiriildii. 5 N HCI ¢ozeltisi ile
pH’st 8’e ayarlandiktan sonra hacmi 500 ml’ye tamamlandi. Tris-HCI tamponun
otoklavda 121 °C’da 1 atmosfer basing altinda 20 dakika tutularak steril edildi (Tris,
Mw=121.1).

5.7.46. Tris/EDTA (TE) tamponu (10 mM tris/ 1 mM EDTA, pH 8.0)

2.5 ml 1 M tris-HCI tamponu (pH: 8.0) ve 0.5 ml 0.5 M EDTA ¢ozeltisi (pH 8.0)

deiyonize distile su ile 250 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.
5.7.47. 5x Konsantre tris-glisin tamponu (0.125 M tris, 1.25 M glisin, pH:8.3)

93.84 g glisin ve 15.15 g tris 800 ml deiyonize distile su i¢inde ¢oziindiiriildi. pH’s1
8.3’e ayarlandi. Tamponun son hacmi deiyonize distile su ile 1 litreye tamamland1

(Glisin, Mw=75.07).
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5.7.48. 20x Konsantre TBS tamponu

160 gr NaCl, 4 gr KCI ve 60 gr tris 800 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii,
¢Ozeltinin pH’s1 7.4’e ayarlandi ve hacmi 1000 ml tamamlandi. Tampon 121°C

sicaklikta, 1 atmosfer basing altinda, 20 dakika otoklavda tutularak steril edildi.
5.7.49. TBS ve TBS-T tamponu

TBS tamponu, 50 ml 20x konsantre TBS tamponu deiyonize distile su ile 1000 ml’ye
tamamlanarak hazirlandi. TBS-T tamponu i¢in ise, TBS tamponuna 10 ml %10 Triton

X-100 eklendi.
5.8. Plazmit Vektorler

Caligmada delesyonlu insan ACTB proteini kodlayan ekspresyon vektorlerinin
olusturulmasinda pCHA-ACTB plazmiti (TUBITAK Projesi/112S518/Yiiriitiicii:
Prof. Dr. Kadir Turan) kullanildi. Influenza A viriisii PA proteinlerini kodlayan
pCAGGS-PA, pCAGGS-nPA ve pCAGGS-cPA plazmitleri de 112S518 nolu proje
kapsamindan olusturulan plazmitlerdir. Transfeksiyon kosullariin belirlenmesi ve

normalizasyonunda pEGFP-N1 (Clontech, ABD) plazmitinden yararlanildi.
5.9. Viriisler

Enfeksiyon gerektiren deneylerde insan tipi influenza A/WSN/33-HIN1 (WSN) ve
kus tipi influenza A/Duck/Pen-H5N2 (DkP) viriisleri kullanildi.

5.10. Bakteriler

Plazmit DNA’larin g¢ogaltilmasinda E. coli DH5a ve Machl bakteri suslarindan

yararlanildi.
5.11. Memeli Hiicre Hatlar

Memeli hiicrelerinde insan aktin beta proteininin influenza A viriisii polimeraz enzimi
ile iligkilerinin arastirilmasinda insan orijinli HeLa (insan servikal kanser hiicreleri) ve
HEK293 (insan embriyonik bobrek hiicreleri) hiicre hatlar1 kullanildi. HeLa hiicreleri

ilk kez 1951 yilinda Henrietta Lacks isimli serviks kanseri hastasinin kanserli
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dokusundan George Gey (Jones ve ark., 1971) tarafindan izole edilmis ve iiretilmistir.
Hastanin ad ve soyadinin ilk harfleri hiicre hattinin ismi olmustur. Diger hiicre
hatlarina gore daha dayanikli olmalar1 nedeniyle birgok arastirmada tercih nedeni
olmus ve gilinlimiize kadar devamlilig1 saglanmistir. HEK-293 hiicreleri ise 1970’li
yillarda Graham ve Alex Van der Eb (Graham ve van der Eb, 1973) tarafindan
kiiltiirlenmistirler. HEK293 hiicreleri hizli ¢ogalmalar1 ve DNA transfeksiyon

etkinliginin yiiksek olmasi nedeniyle bilimsel arastirmalarda tercih edilen hiicrelerdir.
5.12. Memeli Hiicre Hatlarinin Devamlili@inin Saglanmasi

HeLa ve HEK293 hiicreler 10 ml DMEM besiyeri i¢eren 10 cm’lik petri kutularinda
37 °C’da , % 5 CO2 ve % 95 nispi nem igeren CO:’li etlivde iiretildi ve 3-4 giin
araliklarla pasajlar1 yapildi. Doygun kiiltiirlerin besiyerleri uzaklastirildi ve 37 °C’da
5-10 dakika Tripsin:EDTA etkisinde birakildi. Hiicreler 5 ml besiyerinde pipetaj
yapilarak stispanse edildi. 0.25-0.5 ml hiicre siispansiyonu 10 ml taze besiyeri i¢eren

petrilere aktarildi ve CO2’li etiiv icerisinde liremeye birakildi.
5.13. Agaroz Jellerin Hazirlanmasi ve Elektroforez

Caligmada DNA molekiillerinin analizinde % 1’lik (a/h) agaroz jeller kullanildi. 1 g
agar 100 ml Ix konsantre TAE igerisinde kaynatilarak c¢oziindiiriildii. Cozeltinin
sicakligi 60 -70 °C’a diistiiglinde 0.1-0.2 pg/ml final konsantrasyonda etidyum bromiir
eklendi ve yatay jel kasetlerine dokiildii. Agaroz jel katilastiktan sonra TAE tamponu
iceren elektroforez tankina yerlestirildi. DNA Ornekleri 5:1 oraninda 6x konsantre
yiikkleme tamponu ile karistirilarak jele uygulandi. Elektroforez islemi 100 volt sabit
gerilim altinda 20-30 dakikada tamamlandi. DNA bantlar1 UV transilliiminator ile

gorlniir hale getirildi ve fotograflar ¢ekildi.

5.14. Plazmit DNA’larinin Kantitatif ve Kalitatif Analizi

DNA ve RNA molekiillerinin miktar ve kalite tayinlerinde spektrofotometrik
yontemlerden yararlanildi. Orneklerin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans
degerleri belirlendi ve asagida verilen formiiller uygulanarak pg/ml olarak miktarlar
saptandi.

DNA konsantrasyonu (ug/ml) = OD2e0 . D . Kd
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RNA konsantrasyonu (ug/ml) = OD2eo . D . Kr
[OD, 1 cm ¢apinda quartz kiivet kullanilarak 260 nm dalga boyunda elde edilen
absorbans degeri; D, sulandirim katsayisi; Kd, (50 pg/ml); Kr, (40 ug/ml)].

DNA o6rneklerinin safligi OD260/OD2go oranindan yararlanilarak saptandi. (Bu oran

kaliteli DNA igin ~1.8 ; RNA i¢in ise ~2.0°dir).

5.15. Transformasyon icin Escherichia coli Hiicrelerinin Kompetent Hale

Getirilmesi

Plazmitlerin iiretilmesinde konak bakteri olarak E. coli DH5a ya da Machl susu
kullanildi. Bu amagla, -80°C’ da saklanan bakteri stogundan LBA kat1 besiyerine 6ze
ile steril kosullarda ekim yapildi ve 37°C’da bir gece boyunca iiretildi. Hazirlanan
kiiltiirden tek bir koloni alind1 ve 5 ml s1vi LB besiyerine ekim yapildi. Kiiltiir 37°C’da
150 dev./dak. ¢alkalama hizinda bir gece boyunca tiretildi. Hazirlanan 5 ml’lik doygun
kiiltiir 150 ml taze LB besiyerine aktarildi ve 23-25°C’da 150 dev./dak. ¢alkalama
hizinda tiremeye birakildi. Kiiltiir, 600 nm dalga boyundaki optik degerleri (ODsoo)
~0.25-0.3 degerine eristiginde kompetent hiicre hazirlamak i¢in kullanildi. Kiiltiir
4°C’da 10 dakika, 7.000 dev./dak. hizda santrifiij edilerek bakteriler ¢okeltildi. Cokelti
40 ml soguk bakteri transformasyon tamponu igerisinde siispanse edildi ve 15-20
dakika buz igerisinde bekletildi. Hiicreler 4 °C’da 10 dakika 7.000 dev./dak. hizda
tekrar santrifiij edildi. Hiicre c¢okeltisi 10 ml soguk transformasyon tamponunda
stispanse edildi. Hiicre siispansiyonu iizerine 700 pul DMSO eklendi. Hazirlanan
hiicreler ya dogrudan transformasyonda kullanild1 ya da ileride kullanilmak {izere -80

°C’ da saklandi (Inoue ve ark., 1990).
5.16. Delesyonlu ACTB Genleri Tasiyan Plazmit Vektorlerin Olusturulmasi

Insan aktin beta geni (ACTB), 6 ekzon ve 5 intron bdlgesine sahip pargali bir yap:
gostermektedir. Tez ¢aligmasi kapsaminda bu genin 2. ve 3. ekzon (A2-3) bolgesi; 3.
ekzon (A3) bolgesi; 4. ekzon (A4) bolgesi; 5. ekzon (A5-6) bolgesi; 5. ve 6. ekzon (AB)
bolgesi cikartilarak, bu bolgeler bakimindan delesyonlu ACTB proteini kodlayan
memeli ekspresyon vektorleri elde edildi. Bunun i¢in terz (inverz) polimeraz zincir

reaksiyonu tekniginden yararlanildi. PZR’nda kalip DNA olarak, baska bir proje

44



(TUBITAK/112S518 - Yiiriiyiicii: Prof. Dr. Kadir Turan) kapsaminda olusturulan
pCHA-ACTB plazmit vektorii ve Tablo 1’de verilen oligonukleotit primerler
kullanildi. pPCHA-ACTB plazmitinin, delesyona ugratilacak ekzon bdlgesi/bdlgeleri
disinda kalan kism1 PZR ile ¢ogaltildi.

Tablo 1. pPCHA-ACTB plazmit vektorii tizerinden ters PZR teknigi ile belirli ekzon
bolgelerini icermeyen delesyonlu gen tasiyan plazmit vektorlerin elde edilmesinde

kullanilan oligonukleotit primerler.

Primer Adi Niikleotid Dizisi
pCA-TAG-For S5-TAGATATCTTAAGTGACTGAATTC-3”

pCHA-Vec-Rev 5-GATATCACGCGTGGTGACC-3’
ACT-Aex2/3-For S-ATGATCATGTTTGAGACCTTCAACAC-3”

ACT-Aex3-For 5-GGATCATGTTTGAGACCTTC-3”

ACT-Aex3-Rev 5-CCTGGTGCCTGGGGLCGLC-3”

ACT-Aex4-For 5-ATGGAGTCCTGTGGCATCC-3”

ACT-Aex4-Rev 5-CTGGGTCATCTTCTCGCGG-3”

ACT-Aex6-Rev S-CTTGATCTTCATTGTGCTGG-3”
ACT-Aex5/6-Rev 5~CCCAGGAAGGAAGGCTGG-3’

Plazmit vektoriin ACTB genine ait belirli ekzon bolgelerinin disinda kalan kisminin
cogaltilmasinda kullanilan primer g¢iftleri, PZR 06ncesinde T4-polinukleotid kinaz
enzimi ile fosforillendi. Bunun i¢in asagida verilen reaksiyon karisimi hazirlandi.
Reaksiyon ortami 37 °C’da 1 saat bekletildi ve sonrasinda 85 °C’da 5 dakika
bekletilerek T4 polinukleotid kinaz enzimi inaktive edildi.

Reaksiyon Karisimi

Ileri primer 2,0 ul (200 pMol)
Geri Primer  : 2,0 ul (200 pMol)
rATP karisimi (10 mM) 8,0 ul
Reaksiyon tamponu (x10) : 2,0 ul
Deiyonize distilesu  : 5,5 ul
T4 polinukleotid kinaz (10U/ul) 0,5 ul
Toplam hacim  : 20,0 ul
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Ters PZR 0.2 mI’lik plastik tiiplerde 40 pl hacim igerisinde gerceklestirildi. Reaksiyon
karisimlari agagida verildigi sekilde hazirlandi. Reaksiyon kosullari, 97 °C’da 3 dakika
On denatiirasyondan sonra 32 dongii, “95°C -20 sn” / “50-58°C arasi- 20 sn” / “68°C-
6 dk” ve bir dongii 68 °C’da - 10 dk olarak belirlendi. Elde edilen PZR iiriinleri agaroz

jel elektroforezi ile kontrol edildi.

PZR Icin Reaksivon Karisimi

pCHA-ACTB (10 ng/ ul) : 2.0 ul
Fosforillenmis Ileri/Geri Primer karisimi (5 pmol/ul) @ 4.0 ul
dNTP karisimi 2,5 mM) : 4.0 ul
MgSO4 (25 mM) @ 2.0 ul
Tampon (x10) : 4.0 ul
Deiyoize distile su : 23.25 ul
KOD-plus (1U/ul) . 0.75 ul
Toplam hacim @ 40.0 ul

5.17. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Saflastiriimasi

PZR ile elde edilen iiriinler fenol:kloroform:izoamil alkol ile ekstre edildikten sonra
etil alkol ile ¢oktiiriildii. Bu amagla, PZR iirtinlerinin hacmi 100 pl’ye tamamlandi,
lizerine esit hacimde fenol:kloroform:izoamil alkol eklendi ve karistirildi. Ortam
14.000 dev./dak hizda, 20 °C’da 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz yeni bir tiipe aktarildi
ve {izerine 0.1 hacim 3M sodyum asetat ve 2.5 hacim saf etil alkol eklendi. Ornekler
10-15 dakika buz lizerinde bekletildi. DNA molekiilleri 4 °C’da 15 dakika 14.000
dev./dak hizda santrifiij edilerek ¢okeltildi. DNA ¢okeltisi % 70 etil alkol ile yikandi,
kurutuldu ve 20 pl TE tamponunda ¢ozdiiriildi. DNA &rnekleri 5 pl 6x konsantre
DNA yiikleme tamponu ile karistirildi ve % 1’lik agaroz jele uygulandi. Elektroforez
islemi, TAE tamponu igerisinde 100 V sabit diren¢ altinda 25-30 dakikada
tamamlandi. Elektroforez sonrasi beklenen boyutlardaki DNA bantlari, UV 151k altinda
bir bistiiri yardimiyla kesilip ¢ikartildi ve 1.5 ml’lik plastik tlipe aktarildi. DNA
molekiillerinin agaroz jelden geri alinmasinda DNA jel ekstraksiyon kiti (Invitrogen)

kullanildi. Ekstraksiyon islemleri {iretici firma tarafindan Onerilen yonteme uygun
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olarak gerceklestirildi. Kiigiik silika kolonlara baglanan DNA molekiilleri 30 ul TE

tamponu ile geri kazanildi ve ligasyonda kullanilmak {izere -20 °C’da sakland.
5.18. Ligasyon ve Transformasyon

Yukarida ( bkz. 5.16 ve 5.17) agiklandig1 sekilde hazirlanan ACTB genine ait belirli
ekzonlar1 tasimayan fosforillenmis dogrusal DNA fragmentleri kendi iglerinde
ligasyona ugratilarak halkasal sekle doniistiiriildii. DNA fragmentlerinin yaklasik
konsantrasyonlari, agaroz jel lizerinde bilinen standart DNA ile karsilastirilarak
saptand1. Ligasyon islemi 10 ul hacim igerinde T4-DNA ligaz enzimi ile
gerceklestirildi. Yaklasik 20 ng DNA fragmentine deiyonize distile su eklenerek 12.5
ul’ye tamamlandi. Reaksiyon ortamina 1.5 pl 10x konsantre T4-ligaz tamponu ve 1 pl
(1U) T4 DNA ligaz (TaKaRa) eklendi. Ligasyon islemi 15 °C’da 15-16 saat siirede
gerceklestirildi. Transformasyon i¢in ligasyon tirtinleri 1.5 ml’lik plastik tiipe aktarildi.
Uzerine daha 6nce boliim 5.15°de anlatildigs sekilde hazirlanan kompetent E. coli
hiicrelerinden 100 pl eklendi ve sirasiyla 20 dakika buz tizerinde, 1 dakika 42 °C’da
su banyosunda, 2 dakika buz lizerinde ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Transformasyon ortamia 500 pl antibiyotik icermeyen LB besiyeri eklendi ve 37
°C’da 45 dakika inkiibe edildi. Daha sonra hiicre siispansiyonundan 150 pl,
antibiyotikli LBA besiyerine cam baget ile yayilarak ekildi ve 37 °C’da 1 gece
tiremeye birakildi. Plazmit alan, pozitif transformant koloniler, koloni-PZR ydntemi
ile belirlendi ve bu kolonilerden hazirlanan 5 ml sivi kiiltiirlerden kiigiik Olgekte

plazmit DNA’lar izole edildi.
5.19. Koloni-PZR Yontemi ile Pozitif Kolonilerin Saptanmasi

Transformasyon sonrasi, her bir 6rnek i¢in kat1 besiyerlerinde olusan kolonilerden 6
koloni, steril kiirdan ile alinarak 5 pl deiyonize distile su igerinde siispanse edildi.
Hiicrelerin pargalanmasini saglamak amaciyla 6rnekler PZR cihazinda 95 °C’da 5 dk
bekletildikten sonra buz iizerine alindi. Orneklerin iizerine 2 pl 10x konsantre
reaksiyon tamponu, 1 pl (10 pmol/ul) hedef bolgesi vektor igerisinde olan ileri primer,
1 pul (10 pmol/ pul) hedef bolgesi cDNA igerisinde olan geri primer, 1 pl ANTP (2.5
mM), 2 pl MgClz (25 mM), 9 pl deiyonize distile su ve 0.2 ul Taqg DNA polimeraz

enzimi (5U/ul) eklendi. (Fazla sayida 6rnekle calisildigr i¢in 6rnek sayisiyla orantili
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olarak bir karisim hazirland1 ve bu karigimdan her bir PZR tiipiine 15 pl eklendi). PZR
kosullar1 95 °C’da 2 dakika 6n denatiirasyondan sonra 30 dongii, 95 °C-20 sn/ 53 °C-
20 sn/ 72 °C-1 dakika olarak belirlendi. Elde edilen PZR firiinleri agaroz jel

elektroforezi ile kontrol edildi.
5.20. Kiiciik Ol¢ekte Plazmit DNA izolasyonu

Koloni-PZR sonucunda pozitif sonug veren bakteri kolonilerinden 3 ml doygun
kiltiirler hazirlandi. Bunun i¢in steril kiirdan ile alinan koloniler 3 ml ampisilin igeren
LB besiyerine ekildi ve ortam 37 °C’da 120 dev./dak. ¢alkalanma hizinda 14-16 saat
slireyle iremeye birakildi. Elde edilen doygun kiiltiirler 7.500 dev./dak. hizda 5 dakika
santrifiij edilerek hiicreler ¢okeltildi. Hiicre c¢okeltisi, 150 pul DNA Ekstraksiyon
Tamponu I igerisinde siispanse edildi. Hiicre siispansiyonuna taze hazirlanmis 300 pl
DNA Ekstraksiyon Tamponu II eklendi ve hafif¢ce karistirildiktan sonra 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Parcalanan hiicrelerin iizerine 225 ul DNA Ekstraksiyon
Tamponu 11l eklendi ve karistirildiktan sonra buz tizerinde 10-15 dakika bekletildi.
Istenmeyen hiicresel artiklar ve genom DNA’lar1, 4°C’da, 14.000 dev./dak. hizda 15
dakika santrifiij edilerek ¢okelti halinde uzaklastirildi. Plazmit DNA’lar1 igeren {ist s1vi
iizerine 2.5 hacim etil alkol eklendi ve karistirildi. Ornekler 10-15 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 20°C’da, 14.000 dev./dak. hizda 10 dakika santrifiij
edilerek DNA ¢okeltildi. DNA ¢okeltisi 1 ml % 70 etil alkol ile yikand1 ve kurutuldu.
Kurutulduktan sonra 100 pl TE tamponu igerisinde ¢oziindiiriildii (Maniatis ve ark.,
1982). Hazirlanan kiigiik 6lgekte plazmit DNA 6rnekleri, restriksiyon haritalarina gore
secilen restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilerek ikinci kez kontrolleri yapildi.
DNA o6rnekleri PEG/NaCl ¢ozeltisi ile ¢oktiiriilerek kismen saflastirildi ve DNA dizi

analizinde kullanildi.

5.21. Plazmit DNA’lar Restriksiyon Endonukleaz Enzimi Ile Kesilerek Kontrol
Edilmesi

Delesyonlu ACTB geni tasiyan plazmitlerin timi pCHA-ACTB plazmitinden
tiiretildigi icin sadece ECORI restriksiyon endonukleaz enzimi ile kesilerek kontrol
edildi. Kiiciik o6l¢ekte hazirlanan DNA orneklerini ECORI enzimi ile kesmek icin

asagida verilen reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon karigimlar1 37 °C’da 1-2 saat
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su banyosunda bekletildi. Daha sonra orneklere 5 pl 6x konsantre DNA jel yiikleme
tamponu eklendi ve agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.

Reaksiyon Karisimi

Plazmit DNA (100-200 ng u/) : 3.0 ul
EcoRlI reaksiyon tamponu (x10) : 2.0 ul
Deiyonize distilesu :  714.2 ul

RNaz (10 ug ul) : 0.5 ul

EcoRI (10U/ul) : 0.3 ul

Toplam hacim : 20 ul

5.22. Plazmit DNA’larin PEG/NaCl ile saflastirilmasi ve dizi analizleri

Restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilerek dogruluklari gosterilen plazmit
DNA’lar1 PEG/NaCl ile ¢oktliirme yontemiyle kismen saflastirildt ve DNA dizi
analizine tabi tutuldu. TE tamponu icerisinde ¢ozilindiiriilen DNA 6rneklerinin {izerine
4 hacim PEG (%20-a/h)/NaCl (1.25M) ¢6zeltisi eklendi ve iyice karistirildiktan sonra
1 saat buz iizerinde bekletildi. Siirenin sonunda 4 °C’da 16.000 dev./dak. hizda, 20
dakika santrifiij edildi. Ust stv1 atild1 ve ¢okelti 1 ml % 70 etil alkol ile yikandi. DNA
cokeltileri kurutuldu ve 50-100 pl TE tamponu igerisinde ¢oziindiiriildi. Uygun
goriilen DNA ornekleri dizi analizlerinde kullanildi. DNA dizi analizleri i¢in hizmet

alimina gidildi.
5.23. Orta Olcekte Plazmit DNA’larin Hazirlanmasi

DNA dizi analizleri ile ACTB geni igeriSinde delesyona ugratilan ekzon bdlgelerinin
dogrulugu kesinlestirilen plazmit DNA’lar1 orta Olgekte c¢ogaltildi ve memeli
hiicrelerine transfekte edilebilecek kalitede saflastirildi. Bu amagla plazmitler bolim
5.15’de anlatildig1 sekilde kompetent hale getirilen E. coli hiicrelerine transforme
edildi. Plazmit tagiyan bakteri kolonilerinden steril bir kiirdan ile 5 ml ampisilin iceren
LB besiyerine ekildi ve 37 °C’da bir gece iiretilerek doygun 6n kiiltiirler hazirlandi.
Hazirlanan kiiltiirler, 150 ml ampisilin igeren taze LB besiyerlerine aktarildi ve 37
°C’da 120 dev./dak. calkalanma hizinda 14-16 saat siireyle iretildi. Hazirlanan

kiiltiirler plazmit DNA izolasyonunda kullanildi. Plazmitlerin izolasyonunda Qiagen
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orta-dlgekte plazmit izolasyon kiti kullanildi. Yontem olarak iiretici firmanin 6nerdigi
yol izlendi. Elde edilen DNA 6rnekleri 500-750 pl TE tamponunda ¢6zdiiriildii. DNA
orneklerinin miktar1 ve kalitesi, boliim 5.14°de anlatildigi gibi 260/280 nm dalga
boylarinda spektrofotometrede Olgiimler alinarak saptandi. Elde edilen plazmit
vektorler EcoRI restriksiyon enzimi ile yeniden kesilerek kontrol edildi ve -20 °C’da

saklandi.
5.24. Plazmit DNA’larin Memeli Hiicrelerine Transfeksiyonu

ACTB ve delesyonlu ACTB geni tasiyan plazmitler ve pEGFP-N1 plazmiti, deneyin
amacina gére HEK293 veya Hela hiicrelerine transfekte edildi. Transfeksiyon i¢in
katyonik bir polimer olan polietilenimin (PEI) kullanildi (Longo ve ark., 2013).
Hiicreler deneyin amacina gore 12-kuyulu (2-5x10° hiicre/kuyu) veya 6-kuyulu (5-
10x10° hiicre/kuyu) plaklara ekildi ve standart kiiltiir kosullarinda (37 °C - %5 CO2 -
%95 nispi nem) 16-24 saat siire ile iremeye birakildi. Transfeksiyon deneylerinde 12-
kuyulu plaklar igin 1.5-2 pg; 6-kuyulu plaklar igin ise 2-3 pg plazmit DNA’s1
kullanildi. Plazmit DNA’lar 20 ng/ul olacak sekilde OPTI-MEM (Gibco, ABD)
igerisinde sulandirildi. PEI ile transfeksiyon i¢in optimal kosullar1 belirlemek amaciyla
farkli oranlarda DNA/PEI (DNA/PEI oranlari: 1/1-5) karisimlart denendi.
Optimizasyon deneylerde canli hiicrelerde izlenebilen yesil floresan proteini kodlayan
PEGFP-NI1 plazmitinden yararlanildi. Plazmit DNA’lar1 20 ng/pl konsantrasyonda
OPTI-MEM igerisinde sulandirildi ve yine OPTI-MEM igerisinde sulandirilarak
hazirlanan farkli konsantrasyonlarda PEI ¢ozeltileri ile esit hacimlerde karistirildi.
Ornekler 15 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra hiicre kiiltiirlerine eklendi.
Kiiltiirler standart kiiltiir kosullarinda inkiibe edildi. Inkiibasyondan 6-8 saat sonra
kiltiirlerin besiyerleri degistirildi ve inkiibasyona devam edildi. Transfeksiyondan 44-

48 saat sonra hiicreler deneyin amacina gore kullanildi.

5.25. Plazmit Vektorler Uzerinden Kodlanan ACTB Proteinlerinin ve Viral

Proteinlerin Western Melezleme Yontemi ile Analizi

pCHA plazmit vektoriinde yer alan ACTB ve delesyonlu ACTB genlerinin ekspresyon
yapip yapmadigi, sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
teknigi ile incelendi. Bu amacla plazmitler ile transfekte edilen HEK-293 hiicrelerden
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hazirlanan proteinler, SDS-PAGE ile ayristirildi ve aktin proteinleri Western

melezleme ile analiz edildi.

5.25.1. Plazmit vektorler ile transfekte edilen HEK293 hiicre lizatlarinin

hazirlanmasi

HEK293 hiicreleri D’MEM igeren 12 kuyulu plaklara (2.0x10°/kuyu) ekildi ve 24 saat
inkiibasyondan sonra, her bir kuyudaki hiicreler 2 pg plazmit DNA’s1 ile transfekte
edildi (bkz. 5.24). 48 saat siire ile standart kiiltiir kosullarinda inkiibe edildikten sonra
besiyerleri uzaklastirildi. Hiicreler bir kez T-FTS ile yikandi ve her bir kuyudaki
hiicreler 250 pl 1x konsantre protein yiikleme tamponunda bir silikon styirici
yardimuiyla toplandi. Toplanan hiicre lizatlar1 15-20 kez insiilin ignesinden gecirildi ve

-20 °C’da sakland.
5.25.2. Poliakrilamid jellerin hazirlanmasi

Protein elektroforezi igin 100x100x0.8 mm boyutlarinda jeller kullanildi. Jeller %
10’luk ayirma ve % 5’lik paketleme jeli olarak iki kisim halinde hazirlandi. Jellerin %
10°luk akrilamid igeren birinci boliimii (ayirma jeli); 2 ml stok akrilamid/bisakrilamid
¢ozeltisi, 1.5 ml 4x konsantre ayirma jel tamponu, 2.5 ml deiyonize distile su, 50 pl
APS (%10 —w/v) ve 25 ul TEMED karistirilarak hazirlandi ve jel kasetlerine dokiildii.
Jel yiizeyine 500 pl deiyonize distile su yayilarak ylizeyin diizgiin polimerize olmasi
saglandi. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra jel yiizeyindeki su uzaklastirildr %
5’lik akrilamid iceren paketleme jeli; 1 ml stok akrilamid/bisakrilamid ¢o6zeltisi, 1.25
ml 4x konsantre paketleme jel tamponu, 2.75 ml deiyonize distile su, 60 ul APS (%10
— w/v) ve 30 ul TEMED ile karigtirilarak hazirlandi. Karigim ayirma jeli {lizerine

dokiildi, jel taraklari yerlestirildi ve oda sicakliginda polimerizasyonu saglandi.

5.25.3. Proteinlerin jelde yiiriitiilmesi ve nitroselliiloz membrana transfer

edilmesi

Yukarida (bkz. 5.25.1) anlatildig: sekilde hazirlanan protein 6rnekleri 5 dakika kaynar
suda bekletildi. Ornekler, 5-10 pl arasinda de@isen miktarlarda jele uygulandi.
Elektroforez islemi, poliakrilamid tris-glisin tamponu ile dolu tank igerisinde ilk 20

dakika 40 volt/kaset, daha sonra 80 volt/kaset gerilim altinda yaklasik 1-1.5 saatte
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tamamlandi. Elektroforez sonrasi, jel iizerinde ayrilan proteinler nitroselliiloz
membranlara transfer edildi. Bunun igin transfer kasetleri arasinda “siinger-filtre
kagidi-nitroselliiloz membran-jel-filtre kagidi-siinger” sirasina gore transfer sandvigi
hazirlandi. Hazirlanan transfer sandvigi transfer tamponu ile doldurulmus tanka
yerlestirildi ve 1sinmay1 6nlemek i¢in buz akiileri ile sogutulan ortamda 45 dakika 45

voltta ve 90 dakika 90 voltta transfer islemi gerceklestirildi.
5.25.4. Membran iizerinde proteinlerin goriintiilenmesi

Protein transferi isleminden sonra nitroseliiloz membranlar, antikorlarin olas1 6zgiin
olmayan baglanmalarini 6nlenmek i¢in 1-2 saat bloklama ¢ozeltisinde bekletildi. Daha
sonra membranlar bir gece boyunca, bloklama ¢ozeltisinde 1/1000 oranlarinda
sulandirilan primer antikor etkisinde birakildi. Primer antikor olarak pCHA plazmit
vektoriinde klonlanan dolayisiyla HA uzantisi tasiyan ACTB proteinleri kodlayan
genlerin analizinde, fare orijinli monoklonal anti-HA antikorlar1 (Millipore, 05-904),
tavsan poliklonal anti-PA (MyBioSource) ve tavsan orijinli anti NS2 (Invitrogen)
antikorlar1 kullanildi. Primer antikor uygulamasi sonrasinda membranlar bir kez 20
dakika TBS-T, iki kez 20 dakika TBS ile yikandi. Yikama islemlerinden sonra 30
dakika 1/3000 oraninda TBS igerisinde sulandirilarak hazirlanan kegi anti-fare 1gG-
HRP antikorlar1 (Invitrogen / Thermo: 31420) ya da anti-tavsan IgG-HRP antikolar1
(Invitrogen / Thermo: 31423) ile isleme kondu. Sekonder antikor kalintilarini
uzaklagtirmak icin membranlar 20 dakika 1 kez TBS-T, 2 kez TBS ile yikandi.
Proteinler kemiliiminesans substrat (H&C, RPN2232) kullanilarak jel goriintiileme

sistemi (DNR Bio-Gdriintiileme sistemi) ile goriintiilendi.

5.26. ACTB Proteinlerinin Hiicre Icerisinde Lokalizasyonlarinin immiinfloresan

Yontemle incelenmesi

Ekspresyon  vektorleri iizerinden kodlanan proteinlerin  hiicre  icindeki
lokalizasyonlarimin saptanmasinda HeLa hiicreleri kullanildi. HeLa hiicreleri 12-
kuyulu plaklarda (2-3x10° hiicre/kuyu) 9 mm c¢apinda yuvarlak lameller iizerinde
standart kiiltliir kosullarinda 24 saat iretildi. Daha sonra hiicreler boliim 5.24°de
verildigi gibi PEI kullanilarak plazmit DNA’lar ile transfekte edildi. Transfeksiyondan

44-48 saat sonra hiicreler fikse edilerek ACTB proteinleri i¢in immiinfloresan yontem
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ile analiz edildi. Lameller {izerinde iiretilen transfekte hiicreler T-FTS ile 2 kez 10’ar
dakika yikandi ve sonra %3 paraformaldehit igerisinde 20 dakika bekletilerek fikse
edildi. Fiksasyon isleminin sonunda hiicreler T-FTS ile 1 kez yikandi ve 10 dakika oda
sicakliginda % 0.1°lik NP-40 etkisinde birakilarak hiicre zarlar1 gegirgen hale getirildi.
Daha sonra istenmeyen antikor baglanmalarini en aza indirmek i¢in hiicreler %1°lik
yagsiz slit proteini ¢ozeltisi icerisinde 30 dakika bekletildi. Stirenin sonunda hiicreler
%1’lik yagsiz siit proteini ¢ozeltisi icerisinde 1/250-1/500 oraninda seyreltilerek
hazirlanan primer antikorlar ile 1 saat muamele edildi. Hiicreler 3’er kez 15 dakika
boyunca T-FTS ile yikandi ve tekrar 20 dakika %1°lik yagsiz siit proteini ¢ozeltisi
igerisinde bekletildi. Primer antikorlar ile islem goren hiicreler 1/300 oraninda %1°lik
yagsiz siit proteini ¢ozeltisi i¢erisinde seyreltilen Alexa-488 konjuge anti mouse 1gG
(Abcam:ab150117) ve/veya Alexa-568 konjuge anti tavsan IgG antikoru (Abcam:
ab175471) ile 1 saat muamele edildi. Hiicre nukleuslarimin goriintiilenebilmesi igin
antikor ¢ozeltilerine 1/2000 oraninda DAPI eklendi. Hiicreler T-FTS ile ile 3 kez tekrar
15’er dakika yikandi. Lameller temiz lamlar iizerine damlatilan 2-3 pl kapatma
sollisyonu {lizerine kapatildi ve cevrelerine seffaf oje siirtildii. Hazirlanan hiicre
preparatlart DP72 peltier sogutmali kamera bagli floresan mikroskop (Olimpus,

Japonya) ile analiz edildi.

5.27. ACTB Proteinleri ile influenza PA Proteini Arasindaki Olas1 Fiziksel

Etkilesimin Arastirilmasi

Memeli hiicrelerinde influenza PA proteini ile ACTB proteinleri arasindaki olasi
etkilesimleri immiinfloresan teknikler ve birlikte immiin ¢oktiirme (ing. co-

immunoprecipitation) yontemleri ile test edildi.

5.27.1. Immiinfloresan teknikler ile PA proteini ve ACTB proteinleri arasindaki

iliskinin aktarilmasi

12-kuyulu plaklarda (2-3x10° hiicre/kuyu) 9 mm capinda yuvarlak lameller
tizerinde 24 saat iiretilen HeLa hiicreleri PA proteini ve ACTB proteinleri kodlayan
plazmitler ile birlikte transfekte edildi (bkz. 5.24). Transfeksiyondan 44-48 saat sonra
hiicreler fikse edilerek boliim 5.26°da anlatildig: gibi ikili antikorlar (primer antikorlar:
anti-HA/anti-PA; sekonder antikorlar: fare 1gG-Alexa-488/tavsan IgG-Alexa-568)
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kullanilarak PA ve ACTB proteinleri isaretlendi ve DP72 peltier sogutmali kamera

bagli floresan mikroskop ile goriintiilendi.

5.27.2. Birlikte immiin ¢oktiirme

Proteinlerin islevlerinin ve farkli proteinler ile iligkilerinin saptanmasinda izlenen
Oonemli biyokimyasal yontemlerden biri 6zgilin antikorlar kullanarak proteinleri birlikte
¢oktiirme yontemidir. Bu ¢alismada HA uzantili ACTB proteinlerini ve influenza
virlisi PA proteinini kodlayan plazmit DNA’lar1 6-kuyulu plaklarda g¢ogaltilan
HEK?293 hiicrelerine birlikte transfekte edildi. Transfeksiyondan 40-45 saat sonra
hiicreler, bir kez T-FTS ile yikandi. Her bir kuyudaki hiicrelere 500 pl T-FTS iginde
hazirlanmis 2 mM konsantrasyonunda DSP c¢ozeltisi eklendi ve 4 °C’da 1 saat
bekletildi. Daha sonra DSP’yi etkisizlestirmek i¢in ortama 50 ul 1M Glisin eklendi.
Oda sicakliginda 5 dakika beklendi ve iist sivi uzaklastirildi. Hiicreler 500 pul RIFA
tamponunda bir silikon siyirict yardimiyla hiicreler toplandi. Hiicre lizatlar1 15-20
dakika -80 °C donduruldu ve 37 °C su banyosunda ¢oziindiiriildii. Dondurma-¢6zme
islemi 4 kez daha tekrarlandi. Lizatlar1 15-20 kez insiilin ignesinden gegirildi ve
4°C’da 15.000 dev./dak. hizda 5 dakika santrifiij edildi. Ust sivilar immiin ¢oktiirme
isleminde kullanildi. Bunun i¢in 250-500 pl hiicre lizatina 2-4 pl fare anti-HA antikoru
eklendi ve ortam 4°C da 1 saat boyunca dikey tiip karistiricisinda karistirildi. Daha
sonra hiicre lizatina 15-30 pl protein A-Sepharose siispansiyonu eklendi ve 4°C da bir
gece boyunca dikey tiip karistiricisinda karistirildi. Sonrasinda 6rnekler 3000 dev./dak.
hizda 2 dakika santrifiij edilerek protein A-sepharose boncuklar ve boncuklara bagl
proteinler ¢oktiiriildii. Ust s1vi uzaklastirildi, ¢okelti 500 pl yikama tamponunda (150
mM NacCl, 50 mM tris, | mM DTT, pH 8) siispanse edildi ve 10 dakika tiip karistiricida
karistirildi.  Ornekler tekrar santrifiij edilerek protein A-sepharose boncuklar
¢cOktiiriildii. Yikama islemi 2 kez daha tekrar edildi. Yikama islemleri sonrasinda elde
edilen ¢okeltiler 30-60 pl x2 konsantre protein yiikleme tamponunda siispanse edildi
ve kaynar suda 5 dakika bekletilerek boncuklara bagli proteinler denatiire edildi.
Hazirlanan protein 6rnekleri SDS-PAGE ile ayristirildi; ACTB proteinleri ve influenza

PA proteini i¢in Western melezleme teknigi ile analiz edildi.
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5.28. ACTB Proteinlerinin Asir1 Ekspresyonlarimin Influenza Viriis

Cogalmasina Etkilerinin Arastirilmasi

HEK?293 hiicrelerinde ACTB ve delesyonlu ACTB protein miktarlar1 bu proteinleri
kodlayan plazmitlerin gecici transfeksiyonu ile yapay olarak arttirildi. Bunun igin 12-
kuyulu plaklarda iiretilen hiicreler (2-3x10° hiicre/kuyu) bélim 5.24’te anlatildig
sekilde 2 pg plazmit DNA’lar ile transfekte edildi. Transfeksiyondan 36 saat sonra
kiiltiirlerin besiyerleri uzaklastirildi ve hiicreler serum icermeyen DMEM (DMEM-)
besiyeri ile iki kez yikand1. Hiicrelere %1 BSA igeresinde 1-2 moi (/ng. multiplicity of
infection) titresinde olacak sekilde seyreltilen A/WSN/33-HIN1 ve influenza
A/Duck/Pen-H5N2 viriisleri ile enfekte edildi. Plaklar 5 dakika araliklarla hafifge
karistirllarak 37 °C’da viriislerin tutunmasi i¢in bekletildi. Viriis siispansiyonu
uzaklastirildi ve ortama 2 ml DMEM besiyeri eklendi ve CO»-etiivde 37 °C’da inkiibe
edildi. Viriisler ile enfeksiyondan 8 saat sonra besiyerleri uzaklastirildi ve hiicreler 200
ul protein yiikleme tamponunda toplandi. Hiicre lizatlar1 15-20 kez insiilin ignesinden
gecirildi ve kaynar suda 5 dakika bekletilerek proteinler denatiire edildi. Lizatlardaki
endojen ACTB proteinleri, plazmit vektorler tizerinden sentez edilen HA uzantili aktin
proteinleri ve viral proteinler (PA, NP ve/veya NS1) yukarida anlatildig: sekilde (bkz.
5.25) SDS-PAGE/Western melezleme teknigi ile analiz edildi. Bu deneylerde primer
antikor olarak fare monoklonal anti-aktin, fare monoklonal anti-HA ve tavsan
poliklonal antikorlar (anti-PA, anti-NP ve anti-NS1) antikorlar1 kullanildi. Deney
sonucu elde edilen veriler {izerinde viral ve hiicresel proteinlerin bant yogunluklar

karsilastirilarak sonuca gidildi.
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6. BULGULAR

ACTB proteinleri farkli organizma tiirlerinde evrimsel olarak en iyi korunan
proteinlerden biridir. ACTB protein globuler aktin (g aktin) ile birlikte, sitoplazmik
iskeleti olusturan mikrofilamentlerin bir bilesenidir. Bu proteinler organellerin ve
kromozomlarin taginmasinda ve hiicre hareketlerinde islev goriirler (Fletcher ve
Mullins, 2010). Maya ikili hibrit metodu ile yapilan ¢alismalarda ACTB proteinin
influenza A viriisii PA proteini ile iliskili oldugu gosterilmistir (TUBITAK projesi:
1128518 / Yiritiicii: Prof. Dr. Kadir Turan). Bununla birlikte bu proteinin influenza
A viriisii replikasyonundaki rolii bilinmemektedir. Bu ¢alisma da memeli hiicrelerinde
ACTB proteini ile influenza A virlisii PA proteini arasindaki iliski arastirildi. Bunun
icin insan HA uzantili ACTB proteini ve delesyonlu ACTB proteinlerini kodlayan
ekspresyon vektorleri olusturuldu. Bu vektorler iizerinden sentez edilen proteinlerin
insan orijinli hiicrelerde influenza PA proteini ile etkilesimi, immiinfloresan teknikler
ve birlikte immiin ¢oktiirme teknikleri ile analiz edildi. Bu baglamda yapilan

calismalar sonucunda asagida verilen bulgular elde edildi.

6.1. insan ACTB Ekspresyon Vektorlerinin Olusturulmasi ile flgili Veriler

Genel bilgiler boliimiinde belirtildigi gibi insan ACTB geni 6 ekzon ve bes introndan
olusan pargali bir gendir (Sekil 10). Bu gen iizerinden kodlanan mRNA’nin DNA
kopyast (¢cDNA)’nin, pCHA-ACTB plazmit vektoriine klonlanmis haldeki dizisi
asagida verilmistir (kiigiik harfler ile verilen diziler ACTB genine sinir vektor
bolgelerini gostermektedir).

pCHA-ACTB plazmit vektoriine klonlanan insan ACTB geninin nukleotit dizisi:
nnnnnaacgtgctggttgttgtgctgtctcatcattttggcaaagaattcctcgagce
cgccatgtacccatacgatgttccagattacgctagecttgggtggtccggtcaccac
gcgtgatatcATGGATGATGATATCGCCGCGCTCGTCGTCGACAACGGCTCCGGCAT
GTGCAAGGCCGGCTTCGCGGGCGACGATGCCCCCCGGGCCGTCTTCCCCTCCATCGT
GGGGCGCCCCAGGCACCAGGGCGTGATGGTGGGCATGGGTCAGAAGGATTCCTATGT

GGGCGACGAGGCCCAGAGCAAGAGAGGCATCCTCACCCTGAAGTACCCCATCGAGCA
CGGCATCGTCACCAACTGGGACGACATGGAGAAAATCTGGCACCACACCTTCTACAA
TGAGCTGCGTGTGGCTCCCGAGGAGCACCCCGTGCTGCTGACCGAGGCCCCCCTGAA
CCCCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCC
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AGCCATGTACGTTGCTATCCAGGCTGTGCTATCCCTGTACGCCTCTGGCCGTACCAC
TGGCATCGTGATGGACTCCGGTGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTACGAGGG
GTATGCCCTCCCCCATGCCATCCTGCGTCTGGACCTGGCTGGCCGGGACCTGACTGA
CTACCTCATGAAGATCCTCACCGAGCGCGGCTACAGCTTCACCACCACGGCCGAGCG
GGAAATCGTGCGTGACATTAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCA

AGAGATGGCCACGGCTGCTTCCAGCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCTGA

CGGCCAGGTCATCACCATTGGCAATGAGCGGTTCCGCTGCCCTGAGGCACTCTTCCA

GCCTTCCTTCCTGGGCATGGAGTCCTGTGGCATCCACGAAACTACCTTCAACTCCAT

CATGAAGTGTGACGTGGACATCCGCAAAGACCTGTACGCCAACACAGTGCTGTCTGG
CGGCACCACCATGTACCCTGGCATTGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACTGCCCT
GGCACCCAGCACAATGAAGATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGCAAGTACTCCGT

GTGGATCGGCGGCTCCATCCTGGCCTCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAG

CAAGCAGGAGTATGACGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAATGCTTCHEEA ¢

atcttaagtgactgaattcactcctcaggtgcaggctgcecctatcagaaggtggtggce
tggtgtggccaatgccctggctcacaaataccactgagatctttttnnnnnnnn

Bu dizi iizerinden ters PZR ile 2. ve 3. ekzonlar1 delesyonlu ACTB geni tagiyan vektor
(pPCHA-ACTBA2-3) olusturmak i¢in Act-Aex2-3-For (P2) / pCHA-Vec-Rev (P1); 3.
ekzonu delesyonlu ACTB geni tasiyan vektor (pCHA-ACTBA3) olusturmak i¢in Act-
Aex2-3-For (P2) / Act-Aex3-Rev (P3); 4. ekzonu delesyonlu ACTB geni tasiyan vektor
(pCHA-ACTBAA4) olusturmak igin Act-Aex4—For (P6) / Act-Aex4-Rev (P5); 5. ve 6.
ekzonlart delesyonlu ACTB geni tasiyan vektor (pCHA-ACTBA5-6) olusturmak i¢in
pCA-TAG-For (P8) / Act-Aex5-6-Rev (P7); 6. ekzonu delesyonlu ACTB geni tasiyan
vektor (pCHA-ACTBAB) olusturmak i¢in ise pCA-TAG-For (P8) / Act-Aex6-Rev (P9)
primer ciftleri kullanildi. Ters PZR’da kullanilan primerlerin pozisyonlar1 ve
reaksiyon sonucu elde edilen delesyonlu DNA fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi
sonuglart Sekil 11°de verildi. Elektroforez sonuglari, PZR ile sentez edilen
fragmentlerin beklenen boyutlarda oldugunu gosterdi: pCHA-ACTBA2-3/ 5,6
kbg; pCHA-ACTBA3/5,8 kbg; pPCHA-ACTBA4/5,6 kbg; pCHA-ACTBAS-6/5,7 kbg;
pCHA-ACTBA6/5,9 kbg.
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P1 P3 P2 p7 P9 P8
: _ T
P5 P6

PCHA-ACTB

5148

4268
3530

2027
1904

1584
1375

047
831

21226

5148
4973
4268

3530

2027
1904

1584
1375

047
831

Sekil 11. pCHA-ACTB plazmit vektorii lizerinden ters PZR ile ¢ogaltilan delesyonlu
ACTB geni tasiyan dogrusal plazmit vektorlerin olusturulmasinda kullanilan
primerlerin pozisyonlari ve baglanma yonleri (A). PZR sonucu elde edilen DNA
fragmentlerinin elektroforez profilleri (B). 1. pPCHA-ACTBA2-3; 2. pCHA-ACTBAS;
3. pCHA-ACTBA4; 4. pCHA-ACTBA5-6; 5. pCHA-ACTBAG6. Elektroforez
isleminde %]1°lik agaroz jel kullamldi. islem TAE tamponunda, 100 V sabit gerilim
altinda 25 dakikada tamamlandi. M. Hindlll ve EcoRI restriksiyon endonukleaz
enzimleri ile kesilen Lambda bakteriyofaj DNA’s1 (A DNA/HindIlI+EcoRlI).
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Ters PZR ile ¢ogaltilan delesyonlu plazmit DNA molekiillerinin serbest u¢lart T4

DNA ligaz enzimi ile birlestirilerek asagida restriksiyon haritalar1 verilen plazmit
vektorler elde edildi (Sekil 12).

EcoO1081 860

Eco01081 861

4513
PCHA - ActB

o 6000 bp

EcoRI 1720

PCHA - ActB (d 2/3)

5640 b Eco01091 1495
1801 Xhol 1726 3945 P 1693 EcoRI 1720
HA XhoI 1726
HA
ActB ™ EceRV 1804 ActB (d 2/3) £
BamHI 4008 3383 2257 DraIll 1918
3601 2401 ™\ Dyealll 2098 BamHI 3648 N \
7 2821 Eco01091 1951
BamHI 3671 3001 Y
o Dralll 2278 BamHI 3311
HindIIl 3486 HindII 3126 EcoRV 2568
Patl 3481 EcoRV 2928 Pst312] EcoRT2582
EcoRI 2642
Eco01091 860
EcoD1081 861

Eco01051 860
Eco01051 861

pCHA - ActB d(3)
5763 bp

EcoO1051 1485

pCHA - ActB (d 4)
5559 bp

Eco01091 1485
4033 1728 EecRI 1720

EcoRT 1720
Xhol 1726 3836 1666 P

ActB (d 3) "\ EcoRV 1504 ActB (d 4) 4 HA
BamHI 3771 2305 4 . 271 EcoRV 1804

o Drefiie BamH 3567 A s
BamHI 3434 Eco010812104 \ 2
Eco01091 2113
)
B RV 2651 BamHI 3230
Betl3244 pooRT2705

HindIII 3043 _“EeRV 2487
Pst] 3040 EeoR12301

4337

135
pCHA - ActB (d 5/6)
5678 bp
3870

4681

pCHA - ActB (d 6)
5859 bp

EcoRI 1720

EcoRI 1720
1702

4056

1756 Xhol 1726
Xhol 1726 HA
HA .
ActB (d 516) 4 pony 150e ] ActB (d6) 4 eecrv isce
2260 BamHI 3867 2341
BamHI 3636 3403 << . * DiealTT 2098
2836 3™ Dyalll 2098 '\ <
< 3 277
BamHI 3349 \Dram"""s BamHl 3530 Dralll 2278
HindIll 3164 . Hindlll 3343 EcoRV 2787
Pst1 3159 EcoR¥ 2606 Bt 3340
EcoRI 2620

X 2
BatXI 2860 EcoRI 2801

Sekil 12. pCHA-ACTB plazmiti ve bu plazmit {izerinden tiiretilen delesyonlu ACTB
proteini kodlayan plazmit vektorlerin restriksiyon haritalari. Vektorler pCHA ve

ACTB genlerinin niikleotid dizileri ve klonlama asamasinda izlenen yontem goz
oniinde tutularak BioEdit programinda ¢izildi.
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Transformasyon sonucu elde edilen kolonilerin dogru plazmit tastyip tasimadiklar ilk
asamada koloni PZR ile arastirildi (Sekil 13). Koloni PZR sonuglart hemen hemen tiim

transformant kolonilerin istenilen rekombinant plazmitleri tasidiklarini gosterdi.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

M 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

M 25 26 27 28 29 30

Sekil 13. Koloni PZR ile plazmit vektorlerin kontrol edilmesi. 1-6 arasi olan drnekler
pCHA-ACTBAG vektorii (5,86 kbg), 7-12 arasi drnekler pCHA-ACTBAS5-6 vektorii
(~5,68 kbg), 13-18 arasi1 olan 6rnekler pPCHA-ACTBA4 vektorii (5,56 kbg), 19-24 arasi
olan ornekler pCHA-ACTBA3 vektori (~5,76 kbg), 25-30 arast olan Ornekler ise
pPCHA-ACTBA2-3 vektorii (~5,64 kbg). M. A DNA/Hindll1+EcoRI. PZR iiriinlerinin
analizinde %1°’lik agaroz jel kullanildi. Elektroforez islemi Sekil 11°de verilen

kosullarda gerceklestirildi.

Koloni PZR ile 6n kontrolleri yapilan transformantlardan kiiciik 6l¢eklerde plazmit
DNA izolasyonu yapildi; plazmitlerin restriksiyon haritalari g6z Oniinde
bulundurularak EcoRI restriksiyon endonukeaz enzimi ile kesildi ve sonuglar agaroz

jel elektroforezi ile degerlendirildi (Sekil 14). Agaroz jel elektroforezi ile pCHA-
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ACTBAZ2-3 i¢in 862 ve 4778 b¢ boyutlarda; pCHA-ACTBAS icin 985 ve 4778 bg;
PCHA-ACTBA4 icin 781 ve 4778 bg; pCHA-ACTBA5-6 i¢in 900 ve 4778 bg ve
pCHA-ACTBAG icin 1081 ve 4778 bg beklenen boyutlarda DNA fragmentlerinin

olustugu saptandi.

M 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 14. Olusturulan plazmitlerin EcoRI restriksiyon endonukleaz enzimi ile
kesilerek kontrol edilmesi. 1-3 arasi olan 6rnekler pPCHA-ACTBAG6 vektorii, 4-6 arasi
ornekler pCHA-ACTBA5-6 vektorii, 7-9 arasi olan o6rnekler pCHA-ACTBA4
vektort, 10-12 aras1 olan 6rnekler pPCHA-ACTBA3 vektorii , 13-15 arasi olan 6rnekler
ise  pCHA-ACTBA2-3 vektorii. M. A DNA/Hindlll+EcoRI. PZR iiriinlerinin
analizinde %1’lik agaroz jel kullanildi. Elektroforez islemi Sekil 11’de verilen

kosullarda gergeklestirildi.

Restriksiyon endonukleaz enzimi ile kesilerek dogru olduklari belirlenen plazmit
DNA’lardan birer 6rnek, ligasyon bolgelerinde PZR ya da ligasyon asamalarinda
herhangi bir nukleotit kayb1 ya da eklenmesi olasiligini bertaraf etmek icin Sanger
DNA dizi analizi teknigi ile dizilendi. Dizilenen plazmit 6rneklerinin teorik olarak
tasarlanan diziler ile bire bir uyumlu oldugu, herhangi bir nukleotit kayb1 ya da

eklenme olmadigi saptandi (Sekil 15).
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ACTBA2-3
Vektor Ekzon-4

ACTBA44
Ekzon-3 Ekzon-5

.
Hog 210 220 Siﬂ-l 540 550 360
AMCCCCAAGOCCAACCOCOAGARGATGACCCRAGATOGAGTCCTETAGCATCCACBARAAMDG

ACTBA5-6
Ekzon-4 Vektor

1030 1040 ‘ 1050 1060 1070
[ GTG A C TG T

G G[TAG|aTAT C TT

“‘MA‘“J‘A“h‘“'AHOA“AM‘A’A"A’A‘Mf\‘l‘!&&é‘

ACTBA6
Ekzon-5 Vektor

—
—

-—

-
—y

030 1040 1050 1060 ‘ 1070 1080 1090

TCACTGCCCTGGCACCCAGCACAATGAAGAT CARAG[TAG|ATAT CTTA AGTIGAC TGAAT CA C C TG

Sekil 15. pCHA plazmit vektoriine klonlanan insan ACTBA2-3, ACTBA3, ACTBA4,
ACTBA5-6 ve ACTBAG6 genlerinin DNA dizi analizi kromatogramlari.
Kromatogramlarda ACTB geninde yapilan delesyon sonrasi baglanti noktalar

verilmisgtir.
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6.2. Plazmit DNA’min PEI ile HEK293 Hiicrelerine Transfeksiyonun
Optimizasyonu ile Tlgili Veriler

HEK293 hiicreleri kompleks halinde DNA molekiillerini kolay alan
hiicrelerdir. Diger taraftan, DNA transfeksiyonunda kullanilan 6zellikle katyonik lipit
bazli transfeksiyon ajanlari yliksek maliyet gerektirmektedir. Buna karsin katyonik bir
polimer olan PEI maliyeti ¢cok disiiktiir, fakat DNA (ng) / PEI (/ug) oranmin iyi
ayarlanmas1 gerekmektedir. Yiksek oranlarda PEI hiicreler igin toksik etki
gostermektedir (Reed ve ark., 2006). Bu nedenle en iyi orani saptamak igin yesil
floresan protein kodlayan pEGFP-N1 plazmit DNA’s1 farkli oralarda PEI ¢ozeltisi ile
karistirilarak HEK293 hiicrelerine transfekte edildi. Transfeksiyondan 36 saat sonra
hiicreler floresan mikroskop altinda incelendi (Sekil 16). Uygulanan transfeksiyon
kosullarinda HEK293 hiicreleri i¢in en uygun DNA (ng) /PEI (ng) oraninin 1:2 oldugu
saptandi. Daha sonra ACTB ve PA proteinlerini kodlayan plazmitler ile yapilan

transfeksiyon deneylerinde bu oran uygulandi.

X

o e Do
e
.
3 g )

\, D
- A v,y

Sekil 16. HEK293 hiicrelerinin pEGFP-N1/PEI kompleksleri ile transfeksiyonu.

Hiicreler 12-kuyulu plaklarda (1x10° hiicre/kuyu) bir gece iiretildi ve 2 pg plazmit
DNA ile transfekte edildi. Transfeksiyondan 36 saat sonra floresan mikroskop ile

hiicreler yesil floresan protein i¢in incelendi.
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6.3. Plazmitler ile Transfekte Edilen HEK293 Hiicrelerinde ACTB ve Delesyonlu
ACTB Proteinlerinin Western Melezleme Yontemi ile Belirlenmesine Iliskin
Veriler

Insan ACTB geni 7 no’lu kromozomun 7p22.1 kolunda yer alan bir gendir
(Sekil 10). Hiicrelerde bu gen lizerinden ~42 kD agirliginda bir protein sentez edilir.
Bu ¢alismada pCHA-ACTB plazmitine klonlanan tam boyutta ACTB geninde belirli
ekzonlar delesyona ugratilmistir. Delesyonlu genler lizerinden sentez edilecek ACTB
proteinleri i¢in ongoriilen molekiil agirliklar1 Sekil 17A’da; ACTB ve delesyonlu
ACTB geni tasiyan plazmit vektorler ile transfekte edilen HEK293 hiicrelerinde bu
plazmitler iizerinden sentez edilen ACTB proteinlerinin SDS-PAGE/Western
melezleme sonuclari ise Sekil 17B’de verilmektedir. Elde edilen sonuglar, olusturulan
plazmit vektdrlerin HEK293 hiicrelerinde ACTB ve delesyonlu ACTB proteinlerini
etkin bir sekilde ekspresse ettiklerini ortaya koydu. Hiicrelerde sentez edilen ACTB
proteinlerinin molekiil agirliklarinin Sekil 17A°da verilen degerler ile uyumlu oldugu
goriildii.
A

ACTB Geni

———B-H—E-EH-0—

ACTB ve Delesyonlu ACTB Proteinleri

MW MW (HA-uzantili)

m ACTB (~41.7kD)  (~44.0 kD)
S RNNENE AcTBA23  (-285kD)  (~30.8kD)
5@ ACTBA3 (~32.6 kD) (~34.9 kD)
5 ........... e @ ACTBA4 (~25.4 kD) (~27.7 kD)
mﬂ ACTBA5-6 (~29.9 kD) (~32.2 kD)
mﬂ ACTBA6 (~36.4 kD) (~38.7 kD)
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Sekil 17. Insan ACTB geninin ekzon/intron yapisi (A). ACTB ve delesyonlu ACTB
proteinlerinin sematik gosterimi ve amino asit kompozisyonlarina gore belirlenen
molekiil agirliklar1 (B). pPCHA-ACTB, pCHA-ACTBA2-3, pCHA-ACTBA3, pCHA-
ACTBA4, pCHA-ACTBA5-6 ve pCHA-ACTBAG plazmit vektorleri ile transfekte
edilen HEK-293 hiicrelerinde sentezlenen HA uzantili ACTB proteinlerinin SDS-
PAGE/Western melezleme teknigi ile incelenmesi. Proteinlerin isaretlenmesinde
primer antikor olarak fare monoklonal anti-HA 1gG antikoru, sekonder antikor olarak
ise HRP konjuge keci anti-fare IgG antikoru kullanildi. Elektroforez islemi 100x100x 1
mm boylularinda %10 poliakrilamid jeller kullanilarak, 70 V/jel sabit gerilim altinda
60-80 dakikada tamamlandi. Protein bantlar1 kemiliiminesans substrat ile

goriintiilendi. Goriintiilemede DNR Bio marka jel goriintiileme cihazi kullanildi.

6.4. ACTB ve Delesyonlu ACTB Proteinlerinin Hiicre ici Lokalizasyonlar ile
Ilgili Veriler

pCHA plazmit vektorii lizerinden kodlanan ACTB ve delesyonlu ACTB
proteinlerinin HeLa hiicrelerinde hiicre i¢i lokalizasyonlar1 immiinfloresan
yontemlerle saptandi. Bolim 5.26’de anlatildigi sekilde transfekte edilen HelLa
hiicrelerde sentez edilen ACTB proteinleri, plazmit vektorler iizerinden kodlanan bu

proteinler HA uzantilan tasidigi icin, anti-HA antikorlar1 ile isaretlendi. Sekonder
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antikor olarak Alexa-488 konjuge anti-fare IgG antikorlari kullanildi. Farkli plazmitler
ile transfekte edilen HeLa hiicrelerinde plazmitler iizerinden sentez edilen ACTB

proteinlerinin lokalizasyonlar1 Sekil 18’de verildi.

2l
ot

H-ACTBA4 " H-ACTBA5-6

Sekil 18. pCHA-ACTB, pCHA-ACTBAZ2-3, pCHA-ACTBA3, pCHA-ACTBA4,
pCHA-ACTA5-6 ve pCHA-ACTBAG plazmit vektorleri iizerinden kodlanan HA
uzantii ACTB ve delesyonlu ACTB proteinlerinin HeLa hiicrelerindeki
lokalizasyonlari. Primer antikor olarak fare orijinli monoklonal anti-HA antikoru ve
sekonder antikor olarak ise Alexa488-konjuge anti-fare 1gG antikorlar1 kullanildi.
Hiicre nukleuslar1 DAPI ile isaretlendi. Ornekler lazer taramali konfokal mikroskop
(Zeiss LSM 700) ile incelendi.

Immiinfloresan sonuglari plazmit iizerinden sentezlenen HA uzantih ACTB
proteinin dogal ACTB proteinine benzer bir sekilde sitoplazma igerisinde hiicre
membranina yakin bolgelerde 1sinsal goriiniimde yogunlasmis oldugunu gosterdi.
ACTB proteinin amino-terminalini olusturan ekzon (2-3)’un veya tek basina ekzon
3’{in kars1l1g1 olan bélgenin yoklugu, delesyonlu proteinin sitoplazmada daha homojen
bir dagilim gdstermesine yol acti. Ekzon 4’°¢ karsilik gelen orta bolgeye sahip olmayan

delesyonlu ACTB proteininin agregatlar halinde sitoplazmada yer aldig1 belirlendi.
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Buna karsin karboksi terminalde, ekzon (5-6) ya da tek basimna ekzon 6’ya karsilik
gelen bolgeleri tasimayan ACTB proteinleri, daha ¢ok nukleusta olmakla birlikte

nukleo-sitoplazmik lokalizasyon gosterdi.

6.5. ACTB ve Delesyonlu ACTB Proteinleri ile PA Proteini Arasindaki iliskinin

Arastirilmasi ile Tlgili Bulgular

Insan orijinli hiicrelerde birlikte sentez edilen influenza A viriisii PA proteini
ile ACTB proteinleri arasindaki olas1 etkilesimlerin arastirilmasinda iki farkli yol
izlendi: i. Anti-HA antikorlar1 ile HA uzantili ACTB proteinlerini ¢oktiirerek, PA
proteinlerinin de birlikte ¢okelip ¢okelmedigi SDS-PAGE/Western melezleme teknigi
ile aragtirildi. ii. Hiicrede birlikte sentezlenen bu proteinlerin immiinfloresan teknikler

ile hiicre i¢i lokalizasyon profilleri saptandi.

6.5.1. Birlikte immiin-coktiirme testleriyle elde edilen sonuclar

Proteinlerin islevlerinin ve farkli proteinler ile iligkilerinin saptanmasinda
izlenen 6nemli biyokimyasal yontemlerden biri 6zgiin antikorlar kullanarak proteinleri
birlikte ¢oktiirme (/ng. co-immunoprecipitation) yontemidir. Bu calismada plazmit
transfekte edilen HEK-293 hiicrelerinde influenza A viriisii PA proteini ile birlikte
sentez edilen HA uzantili ACTB proteinleri anti-HA antikoru ile ¢oktiiriildii. Protein
¢okeltisi hem ACTB proteinleri hem de PA proteinleri icin SDS-PAGE / Western
melezleme teknigiyle analiz edildi (Sekil 19). Birlikte immiin-¢oktiirme testleri,
influenza A viriisii PA proteini karboksi-terminal bolgesinin ACTB protein ile birlikte
¢okeldigini gostedi. Tam boyutta PA proteininin delesyonlu ACTB (ACTBA5-6 ve
ACTBAG) proteinleri ile birlikte ¢okeldigi, buna karsin amino-terminal bdlgesi
delesyonlu ACTB (ACTBAZ2-3) proteini ile ¢okelmedigi saptandi. Diger taraftan
influenza A viriisii PA proteininin karboksi-terminal bdlgesinin (cPA) ACTBA5-6 ve
ACTBAG6 proteinleri ile gok daha giiglii etkilesim icerinde oldugu gériildii. influenza
A viriisii PA proteininin amino-terminal bdlgesinin (nPA) sadece ACTBAG6 ile ¢ok
diisiik miktarda ¢okeldigi saptandi. ACTBA4 proteini ile yapilan immiin-¢oktiirme

testlerinden istenilen sonug alinamadi.
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Sekil 19. Insan ACTB proteini ve Influenza PA proteinin arasindaki iligkinin immiin
¢oktiirme testleri ile analizi. ACTB ve delesyonlu ACTB proteinlerinin (ACTBA2-3,

ACTBA 5-6 ve ACTBAG6 proteinleri) ve influenza viriisit PA proteinini kodlayan
plazmit DNA’lart HEK293 hiicrelerine birlikte transfekte edildi. Transfekte edilen

hiicrelerden hazirlanan lizatlar, 5.25.1°de ayritili verilen igslemlerden gegirildi ve
SDS-PAGE/Western melezleme teknigi ile analiz edildi. Proteinler nitroseliiloz
membranlarda spesifik antikorlarla isaretlendi. Elektroforez islemi Sekil 17’de

belirtilen kosullarda gergeklestirildi.

6.5.2. ACTB ve PA proteinlerinin birlikte hiicre i¢i lokalizasyonlar: ile ilgili

veriler

Memeli hiicrelerde birlikte sentez edilen proteinlerin hiicre icerisinde ayni
noktalarda lokalize olup olmadiklarinin immiinfloresan yontemler ile saptanmasi, s6z

konusu proteinler arasindaki iligski hakkinda 6nemli ipuglar1 vermektedir. Bu ¢alisma
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kapsaminda da immiin-¢oktlirme testlerinde pozitif sonug¢ veren PA ile ACTB ve
karboksi-terminal bolgesi delesyonlu ACTBA5-6 proteinlerinin birlikte sentez
edildiklerinde hiicre i¢i lokalizasyonlariin nasil olacagi arastirildi. PA ve ACTB
kodlayan plazmitler ile birlikte transfekte edilen HelLa hiicrelerinde PA proteinleri
poliklonal anti-PA (tavsan), HA uzantisi tasiyan ACTB proteinleri ise monoklonal
anti-HA (fare) antikorlari ile isaretlendi. Deneylerde sekonder antikorlar olarak, alexa-
488 (anti-fare 1gG) ve alexa-568 (anti-tavsan IgG) antikorlar1 kullanildi. Farkli
florokromlar ile PA ve ACTB proteinleri DP72 peltier, sogutmali kamera bagl
floresan mikroskop ile incelendi (Sekil 20). PA ve ACTB proteinleri i¢in ayn1 hiicrede
farkli florokromlar kullanilarak alinan goriintiiler iist iiste cakistirilarak sonuglar
degerlendirildi. Yapilan degerlendirmeler sonucunda, iki farkli proteinin de hiicrenin

ayni yerlerinde lokalize oldugu goriildii (Sekil 20).

H-Act.BAB-6

Sekil 20. Influenza A viriisii PA proteini ve ACTB proteinlerini kodlayan plazmitler
ile birlikte transfekte edilen HeLa hiicrelerinde PA ve ACTB proteinlerinin hiicre i¢i
lokalizasyonu. Primer antikor olarak PA proteini i¢in poliklonal tavsan anti-PA
antikoru, ACTB proteinleri i¢in ise monoklonal fare anti-HA antikoru; sekonder
antikor olarak ise, Alexa-568 konjuge anti-tavsan IgG ve Alexa-488 konjuge anti-fare

IgG antikorlar1 kullanildi.

6.6. HEK293 Hiicrelerde Fazla Miktarlarda Sentez Edilen ACTB ve Delesyonlu
ACTB Proteinlerin influenza Viriisii Replikasyonuna Etkileri ile Tlgili Veriler

HEK293 hiicreleri ACTB geni tastyan plazmitler ile transfekte edilerek, ACTB

proteinlerinin hiicre i¢i miktarlar1 yapay olarak arttirildi. Daha sonra bu hiicreler insan
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tipi (WSN) ve kus tipi (DkP) influenza A viriisleri ile enfekte edildi. Enfeksiyondan 8
saat sonra hiicrelerde influenza A viriisii replikasyonunun hangi diizeyde oldugu viral
proteinlerin SDS-PAGE/Western melezleme teknigi ile analiz edilmesi ile
degerlendirildi. Enfekte hiicrelerin 6rnek tamponunda pargalanmasi ile elde edilen
lizatlarda influenza A virlisiine ait PA, NP ve NS1 proteinleri; plazmitler tizerinden
kodlanan HA uzantili ACTB proteinleri ve hiicrelerin dogal ACTB proteinlerine ait
SDS-PAGE/Western melezleme sonuglar1 Sekil 21°de verildi. Transfekte edilen
hiicrelerde HA wuzantili ACTB ve delesyonlu ACTB proteinlerinin ekspresyon
diizeylerinin farklilik gosterdigi saptandi. Hiicrelerde HA uzantili ACTB ve ACTBA4
daha yiiksek diizeylerde sentez edildigi, buna karsin ACTBAZ2-3’iin daha diisiik
diizeylerde sentez edildigi goriildii. Buna karsin HA uzantili ACTB proteinlerinin asir
eksprese oldugu hiicrelerde incelen viral PA, NP ve NS1 protein miktarlarinda 6nemli

farkliliklar saptanamadi.

A/WSN/33-H1IN1 A/Duck/Pen-H5N2
D
é'\
<
A e o 5 .

HA Uzantii f y HA Uzantili
ACTB . ¥ ACTB
Proteinleri = ki e - Proteinleri
PA W—-— PA
NP S———— NP

T TTT————

NS1

NS1 m

Sekil 21. Plazmit transfeksiyonu ile ACTB ve delesyonlu ACTB protein diizeyi
arttiritlan HEK293 hiicrelerinde influenza viriisii replikasyonunun Western melezleme

ile analizi.
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7. TARTISMA ve SONUC

Influenza A viriisleri enfekte ettikleri konak hiicreden aldiklari bir zar ile
cevrilmis sekiz adet tek iplikli negatif polarite gosteren RNA genomu tagirlar (Bouvier
ve Palese, 2008). Bu RNA’lar 5. RNA segmenti {izerinden kodlanan nuklear proteinler
(NP) ile kompleks olusturarak viral ribonukleoprotein partikiilleri (VRNP) halinde
bulunur (Ferhadian ve ark., 2018). Viral enfeksiyonun ilk asamalarinda, influenza A
viriisii VRNP’leri konak hiicre sitoplazmasindan niikleer porlar araciligiyla nukleusa
tasmir. Influenza viriislerinin replikasyon ve transkripsiyon olaylar1 hiicre
nukleusunda gergeklesir (Samji, 2009). Influenza A viriisleri insan saghg: acisindan
cok biiylk bir 6nem tasimaktadir. Bu nedenle bu viriislerin replikasyon
mekanizmalarimin aydinlatilmasi  birgok bilimsel arastirmanin odak noktasini
olusturmaktadir. influenza viriislerinin membran tagimalar1, genomlarmin ¢ok parcali
olmasi, viral genomun replikasyon ve transkripsiyonlarinin hiicre nukleusunda
gerceklesmesi virlisiin yasam dongiisti ile ilgili aydinlatilmasi gereken bir dizi olayin
temel kaynagidir. Hiicre sitoplazmasinda serbest kalan vRNP’lerin niiklear por
kompleksleri ile nukleusa taginmasi ve yeni sentez edilen VRNA’larin vRNP’ler
halinde paketlenmesi ve tekrar niiklear por kompleksleri araciligiyla sitoplazmaya
taginmast 6zel mekanizmalar gerektirmektedir. Bu mekanizmalarin aydinlatilmasina
yonelik ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir (Heldt ve ark., 2012; Matsuoka ve ark.,
2013; Mikulasova ve ark., 2000; Resa-Infante ve ark., 2011). influenza A viriisii
yasam dongiisii ile ilgili yanit bekleyen en 6nemli sorulardan biri de enfekte hiicrede
olusan yeni vRNP’lerin bir takim halinde hiicre zarina tasinmalart ve viriis
partikiiliiniin kurulmas1 mekanizmasidir. Bu olayda rol alan viriis ya da konak hiicreye
ait hangi proteinlerin islev gérdiigii konusunda sinirlt diizeyde veri bulunmaktadir. Bu
tez caligmasina konu olan hiicresel proteinlerden sitoplazmik ACTB proteini, hiicre
icin iskelet gorevi gdrmenin yani sira; hiicre i¢i hareketler ve kasilma, hiicre boliinmesi
ve sitokinezi, vezikiil ve organel hareketleri, hiicre sinyal iletimi ve hiicreler arasi
baglantilarin olusturulmasi gibi 6nemli olaylarda rol alir (Dominguez ve Holmes,
2011; Lee ve Dominguez, 2010; Visa ve Percipalle, 2010; Zhao ve ark., 2017). ACTB
proteininin influenza A viriisi  VRNP’lerinin hiicre i¢i trafigindeki rolii

bilinmemektedir. Bu ¢alismada ACTB proteininin influenza vRNP’lerinin yapisinda
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yer alan ve viral RNA polimeraz enziminin bir alt tinitesi olan PA proteini ile olasi
iligkisi arastirtlmistir.

Influenza A viriisii PA proteini yem (bait) olarak kullanilarak HEK293 cDNA’s1
tarafindan kodlanan proteinlerin viral PA ile etkilesimleri bakimindan maya ikili-hibrit
metodu ile tarandigi bir calismada (yayimlanmamis veri) insan ACTB proteininin
maya hiicrelerinde PA proteinleri ile etkilesim gosterdigi saptanmistir. Bu proteinin
memeli hiicrelerinde de influenza viriisii PA proteini ile iliskisi DNA teknolojilerinden
yararlanilarak olusturulan yapay sistemler ile degerlendirildi. Bunun i¢in ACTB genini
hem bir biitlin olarak hem de belirli ekzonlar1 delesyonlu bir sekilde tasiyan memeli
ekspresyon vektorleri olusturuldu (Sekil 12). Memeli hiicrelerinde, elde edilen bu
vektorler tlizerinden kodlanan ACTB ve delesyonlu ACTB proteinlerinin influenza
virilisli PA proteini ile iliskisi birlikte immiin ¢oktiirme ve immiinfloresan teknikler ile
analiz edildi.

Fiziksel olarak iligkili olan proteinlerde, etkilesim gdsteren bdlgelerin
saptanmasinda, belirli bolgeleri (domein) tasimayan proteinlerin hiicrelerde yapay
olarak sentez edilmesi ve sonuglarin degerlendirilmesi en gecerli yaklagimlardan
biridir (Blanar ve Rutter, 1992; Mayer ve ark., 1992; Phizicky ve Fields, 1995). Bunun
i¢in insan orijinli HEK293 ve HelLa hiicrelerinde influenza A viriisii PA proteini ile
hiicresel ACTB proteini arasindaki olasi iligkiyi aragtirmak i¢in bu proteinleri biitiin
olarak ya da belirli bolgelerini kodlayan plazmit vektorlerden yararlanildi. Bu plazmit
vektorlerden delesyonlu ACTB proteini kodlayanlar bu c¢aligma kapsaminda
olusturuldu ve plazmitlerin dogruluklar1t DNA dizi analizleri ile ortaya kondu (Sekil
15). Insan orijinli hiicrelerde plazmitler {izerinden gegici olarak sentez edilen ACTB
proteinlerini endojen ACTB proteinlerinden ayirmak i¢in genler HA uzantili ACTB
proteini kodlayacak sekilde klonlandi. Bu plazmitlerin HEK293 hiicrelerinde HA
uzantili ACTB ve delesyonlu ACTB proteini kodlayip kodlamadiklar1 SDS-
PAGE/Western melezleme teknigi ile ortaya kondu (Sekil 17). Calismada yararlanilan
tam boyutlu PA ve PA proteinlerinin fakli bolgelerini kodlayan plazmitler () CAGGS-
PA, pCAGGS-cPA ve pCAGGS-nPA) ise danigmanim Dr. Turan tarafindan baska bir
proje kapsaminda olusturulmustur.

Okaryotik hiicrelerde birbiri ile iliskili olan proteinlerin hiicre igi

lokalizasyonlari, ayni noktalarda bulunup bulunmamalar1 ve lokalizasyonlarinin
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zamanla degisip degismemesi gibi veriler proteinlerin islevlerini belirlemek icin biiyiik
onem tasir. insan ACTB proteini dogal haliyle daha ¢ok hiicre membranma yakin
bolgelerde yogunlasan bir sekilde sitoplazmik lokalizasyon gdsteren bir proteindir
(Simiczyjew ve ark., 2017) ve ¢ogunlukla aktin filamentleri halinde bulunur. Aktin
filamentlerinin olusumu ve bozulmasi dinamik bir 6zellik gosterir. Bu dinamik yap1
hiicre hareketi, morfogenez ve endositoz gibi temel hiicre islevleri i¢in gereklidir
(Kotila ve ark., 2018). Calismada plazmit vektorler iizerinden kodlanan 6zellikle
delesyonlu ACTB proteinlerinin dogal ACTB proteininden farkli davranmasi
beklenen bir durumdur. Bu baglamda HeLa hiicrelerinde gegici olarak sentez edilen
HA uzantili ACTB proteinlerinin hiicre i¢i lokalizasyonlar1 immiinfloresan teknikler
ile analiz edildi. Plazmit iizerinden kodlanan, delesyon tasimayan HA uzantihi ACTB
proteinin, dogal ACTB proteinine benzer bir lokalizasyon gosterdigi, sitoplazma
icerisinde hilicre membranina yakin bolgelerde yogunlagsmis oldugu saptandi. HA
uzantilt ACTB proteinlerinin hiicre membranina yakin bolgelerde 1sinsal bir dagilim
gostermeleri, dogal ACTB proteinleri ile aktin filamentlerin olusumuna katildiginm
gosterdi (Sekil 18). Buna karsin amino-terminal bolgesinde 3.ekzonu ve 2/3.ekzonlari
delesyonlu ACTB proteinlerinin (ACTBA3 ve ACTBAZ2-3) hiicre sitoplazmasinda
daha homojen dagilim gosterdigi saptandi (Sekil 18). Bu proteinlerin 1sinsal dagilim
gostermemeleri, aktin filament olusumuna katilmadiklarini diisiindiirmektedir.
Karboksil-terminal bolgede delesyon tasiyan ACTB proteinlerinin (ACTBA5-6 ve
ACTBAG) nukleo-sitoplazmik lokalizasyon gosterdigi belirlendi. Orta bolgesinde
ekzon-4’¢ karsilik gelen amino asit dizisini tasimayan ACTB proteininin (ACTBA4)
ise sitoplazmada gruplar (agregatlar) halinde lokalize oldugu gorildi (Sekil 18).
Okaryotik hiicrelerde proteinler arasi etkilesimler ve proteinlerin tasidiklari sinyal
dizileri proteinlerin lokalizasyonlar1 ve hiicre i¢i trafigini etkileyen onemli faktorlerdir.
Nukleo-sitoplazmik taginmalarda 6zellikle niiklear por kompleksi proteinleri ve diger
bazi proteinler hedef molekiillerin taginmasinda etkilidirler (Mattaj ve Englmeier,
1998; Williams ve ark., 1997). Proteinlerin tasidiklari sinyal peptitlerinin hiicrelerde
protein trafiginin diizenlenmesinde islev gordiigii bir¢ok calismada kanitlanmistir
(Schutze ve ark., 1994; Stornaiuolo ve ark., 2003). Ozellikle membran proteinlerinin,
ribozomlarda mRNA {izerinden kodlanmaya baslamasindan itibaren hiicre

membranina yonlendirilmesinde sinyal gérevi goren diziler islev goriirler (Blobel ve
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Dobberstein, 1975a; Blobel ve Dobberstein, 1975b). Sinyal dizileri, proteinlerin
sadece hiicre membranlarina yonlendirilmesinde degil, ayn1 zamanda hiicredeki
organellere ve sitoplazmadan niikleusa taginmasinda da onemli gorevler {istlenirler
(Kalderon ve ark., 1984; Schwartz, 1990; Stornaiuolo ve ark., 2003; Teasdale ve
Jackson, 1996). Sinyal dizileri arasinda SV40 viriisiine ait T antijeni niiklear
lokalizasyon (NLS) sinyali (PKKKRKYV) o&karyotik hiicrelerde proteinlerin
sitoplazmadan nukleusa tasinmasinda is gordiigii saptanan ilk dizidir. Bunun disinda
birgok farkli tipte niiklear lokalizasyon sinyal dizileri saptanmistir (Dingwall ve ark.,
1988). Diger taraftan belirli bolgelerinin uzaklastirilmasi ya da SV40 T antijeni NLS
dizisinin eklenmesi gibi durumlarda proteinlerin hiicre i¢i lokalizasyon profillerinin
degismesi beklenen bir durumdur (Kakar ve ark., 2007; Kosugi ve ark., 2009).
Dolayisiyla delesyona ugratilan ACTB proteinlerinin lokalizasyonlarinda goriilen
farklilagsmalar1 bu baglamda degerlendirmek gerekir. ACTB proteininde ekzonlar
temel alinarak yapilan delesyonlarin proteinin sitoplazmada dogal 1sinsal
lokalizasyonunu degistirdigi ve biiyiikk olasilikla polimerlesme 6zelliginin
kaybolmasina yol ac¢tig1 goriilmiistiir.

Hiicrelerde sentez edilen proteinlerin fonksiyonlarinin ve diger hiicresel
proteinler ile iligkilerinin saptanmasi bir¢ok biyokimyasal, mikrobiyolojik ve
molekiiler biyoloji teknikleri ile analizler gerektirmektedir. Maya ikili hibrit metodu
(Letteboer ve Roepman, 2008) ve memeli ikili hibrit metodu (Lievens ve ark., 2009);
canli hiicre icerisinde belirli bir transkripsiyon aktivatoriiniin aktivasyon bolgesi veya
baglanma bolgesi ile fiizyon halinde sentez edilen iki ya da daha fazla proteinin
etkilesimine bagli olarak anlatim yapan cesitli isaret (reporter) genlerinin
ekspresyonuna dayali 6nemli tekniklerdir. Bu ¢alismada da insan ACTB proteinin
influenza A viriisii PA proteinin interaktorii olarak belirlenmesinde maya ikili-hibrit
metodu ile elde edilen veriler temel alinmistir. Proteinlere 6zgii antikorlar kullanilarak
gergeklestirilen birlikte immiin ¢oktlirme testlerinde ise ilgili proteinleri sentez eden
hiicrelerin parcalanmasi ile elde edilen hiicre lizatlarinda, aday proteinlerin spesifik
antikor ve antikorlar1 baglayan protein-A-sefaroz (ya da protein-G-sefaroz) ile
coktiiriilen proteinlerin SDS-PAGE/Western melezleme teknigi ile analiz edilmesi
temeline dayanir (Lin ve Lai, 2017; Takahashi, 2015). Bu gibi durumlarda proteinlere

0zgl antikorlara gereksinim vardir. Hiicrelerde sentez edilen tiim proteinler i¢in 6zgiin
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antikor tiretmek her zaman miimkiin olmadig i¢in rekombinant olarak sentez edilen
proteinlerin amino- ya da karboksil-terminallerine HA (YPYDVPDYA), Flag
(DYKDDDDK), Myc (EQKLISEEDL) ya da His (HHHHHH) gibi antikorlar i¢in
epitop uzantilari (tag) eklenir (Gloeckner ve ark., 2009; Krachmarova ve ark., 2017).
Bu ¢alismada da insan ACTB genleri HA uzantili ACTB proteinleri kodlayacak sekilde
klonlanmis ve proteinler HEK293 ya da HeLa hiicrelerinde HA uzantili olacak sekilde
sentez edilmistir. Bu sekilde gerek immiin ¢Oktliirme testlerinde gerekse
immiinfloresan teknikler ile yapilan analizlerde rekombinant ACTB proteinlerinin
hiicrelerde dogal olarak sentez edilen ACTB proteinlerinden ayirt edilebilmesi
saglanmustir.

Calismada influenza PA proteini ile insan ACTB proteini arasindaki iliskinin
saptanmasinda birlikte immiin ¢oktiirme teknigi uygulandi. HA uzantih ACTB
proteinleri ve influenza PA proteini sentez eden HEK293 hiicreleri pargalanarak
lizatlar elde edildi. Hiicre lizatlarina, anti-HA antikoru eklenerek HA uzantili ACTB
ve delesyonlu ACTB proteinlerine baglanmas1 ve olusan komplekslerin protein A
sefaroz ile c¢oktiiriilerek lizattan ayrigmasi saglandi. Protein-A-sefaroz ile ¢okelen
proteinler arasinda hem ACTB proteinleri hem de influenza PA proteininin varligi
SDS-PAGE/Western melezleme teknigi ile degerlendirildi. Elde edilen sonuglar anti-
HA antikorlar1 ile HA uzantili ACTB proteinlerinin beklendigi sekilde ¢okeldigi
goriildii (Sekil 19). Delesyon tasimayan insan ACTB proteini ve influenza A viriisi
PA proteini karboksi-terminal bolgesini kodlayan plazmitler (pCHA-ACTB ve
pCAGGS-cPA) ile transfekte edilen HEK293 hiicrelerinden hazirlanan lizatlarda anti-
HA antikorlar ile ¢oktiiriilen ACTB proteini ile birlikte influenza A viriisii cPA
proteininin de ¢okeldigi saptand1 (Sekil 19). Benzer sekilde insan ACTB proteini ve
influenza A viriisii PA proteininin amino- ya da karboksil-terminal kismimi kodlayan
plazmitler () CHA-ACTB ve pCAGGS-nPA ya da pCAGGS-cPA) ile transfekte edilen
hiicrelerden hazirlanan lizatlarda ise ACTB proteini ile birlikte karboksil-terminal PA
proteinin etkin bir sekilde ¢okeldigi, buna kargin amino-terminal PA proteininin ise
¢okelmedigi ortaya kondu (Sekil 19). Bu veri influenza A virlisii PA proteininin
karboksil-terminal yariminin (cPA) insan ACTB proteini ile etkilesimde onemli

olabilecegi sonucunu verdi.
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Rekombinant DNA teknolojileri sadece proteinlerin fonksiyonlarinin ve diger
proteinler ile iligkilerinin belirlenmesine yardimci olmakla kalmaz, ayn1 zamanda
genler iizerinde gergeklestirilen delesyonlar ya da kodon degisiklikleri ile ilgili
proteinlerin islevsel bolgelerinin ve islevsel amino asit bakiyelerinin saptanmasina da
olanak tanir. Genlerde gergeklestirilen delesyonlar, proteinde bir ya da birka¢ amino
asitin degismesine ya da belirli bir ekzon dizisine karsilik bir bolgenin ortadan
kaldirilmasina olanak saglar. Bu ¢alismada sadece PA proteininin amino- ve karboksil-
terminalleri degil aym1 zamanda ACTB proteininin de farkli bolgeleri delesyona
ugratilarak elde edilen proteinler ile immiin ¢oktiirme testleri gergeklestirildi.
Dolayisiyla ACTB proteini lizerinde de PA ile iliskide 6nemli olabilecek bolge
arastirildi. Delesyonlu ACTB geni tasiyan plazmitler ile transfekte edilen HEK293
hiicrelerinde delesyonlu proteinlerin de etkin bir sekilde ekspresse oldugu saptandi
(Sekil 17). influenza A viriisii PA proteini ve amino-terminal bolgede ekzon 2/3’e
karsilik gelen kismi tagimayan ACTBAZ2-3 proteininin birlikte sentez edildigi
hiicrelerden hazirlanan lizatlar ile yapilan immiin ¢oktiirme testleri bu iki proteinin
birlikte ¢okelmedigini gosterdi (Sekil 19). Buna karsin PA proteininin, karboksil-
terminal bolgede ekzon 5/6 ya da sadece ekzon 6’ya karsilik gelen kismi tagimayan
ACTBA5-6 ve ACTBAG6 proteinleriyle birlikte ¢okeldigi goriildii. immiin ¢oktiirme
testleri delesyonlu ACTB proteinleri ile PA proteininin amino-terminal yarimi veya
karboksil-terminal yarimi ile de gergeklestirildi. Karboksil-terminal PA (cPA)
proteininin 6zellikle ACTBAS-6 proteini ile diger delesyonlu ACTB proteinlerine gore
daha yiiksek oranlarda ¢okeldigi ortaya kondu. ACTBAZ2-3 proteini ile birlikte cok
diisiik diizeyde cPA proteininin ¢okeldigi saptandi. Amino-terminal PA (nPA)
proteininin cPA’nin aksine ACTBAS-6 proteinleriyle birlikte ¢okelmedigi goriildii.
Bu proteinin ACTBAG proteini ile iz miktarlarda ¢okeldigi, ACTBA2-3 proteini ile ise
hi¢ ¢okelmedigi ortaya kondu (Sekil 19).

Protein molekiillerinin hiicre i¢i lokalizasyonlar1 kendi yapisal 6zelliklerinin
yani sira diger proteinler ile etkilesimlerden de etkilenebilmektedir. Caligmada, immiin
coktlirme testleri ile pozitif reaksiyon veren PA ve ACTB proteinlerinin HeLa
hiicrelerinde birlikte sentez edildikleri durumda hiicre i¢i lokalizasyonlari
immiinfloresan teknikler ile analiz edildi. Bu testlerde PA protein ile delesyon

tasimayan ACTB ya da immiin ¢oktiirme testlerinde giiclii interaksiyon gosteren
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ACTBA5-6 proteinlerinin lokalizasyonlar1 incelendi. Plazmit vektorler iizerinden
birlikte sentez edilen PA ve ACTB proteinlerinin HeLa hiicrelerinde ayn1 bolgelerde
lokalizasyon gosterdikleri belirlendi (Sekil 20). Bu veriler immiin ¢oktiirme deneyleri
ile elde edilen sonuglar1 destekler niteliktedir.

ACTB ve PA proteinleri ile ilgili immiin ¢oktiirme ve immiinfloresan testleri
sonucu elde edilen veriler degerlendirildiginde, PA proteinin karboksil-terminal
yarimi ile ACTB proteinin amino-terminal bolgesinin bu iki proteinin etkilesimleri
acisindan O6nemli oldugu sonucuna varildi. Delesyonlu ACTB proteinleri ile elde
edilen sonuclar tam boyutta ACTB proteini ile elde edilen sonugclar ile paralellik
gosterdigi goriildil.

ACTB proteinlerinin, enfekte hiicrelerde gerceklesen bazi viriis replikasyonlari
ile ilgili olaylarda etkili oldugu gosterilmistir. Yuan ve digerleri, yaptiklart
biyokimyasal analizler sonucunda rotavirus VP6 kapsit proteininin beta aktin,
tropomisin 1 ve 40S ribozomal protein S16 ile iliskili oldugunu, aktin beta proteinin
domuz rotavirusii (PoRV) yasam dongiisiinde hayati rol oynadigini gostermislerdir
(Yuan ve ark., 2016). Lui ve digerleri, enterovirus 71 (EV71) viris replikasyonu igin
ACTB proteininin gerekli oldugunu ve annexin2 gibi proteinler ile birlikte EV71’in
vesikiiler transportunda rol aldigm ileri siirmislerdir (Lui ve ark., 2013). Benzer
sekilde ACTB proteinin insan immiin yetmezligi viriisii tip 1 (HIV-1) replikasyonu ile
iliskili oldugu (Kimura ve ark., 1996) ve coronavirus’leri kurulumunda (Wang ve ark.,
2009) rol aldigi bildirilmistir. Literatiir verileri arasinda insan ACTB proteini ile
influenza A viriisii proteinleri arasinda bir iliski oldugunu gdsteren bir veriye
rastlanmamistir. Buna karsin ACTB proteinleri hiicre igerisinde bir¢ok molekiil ya da
vesikiillerin transportunda iglev goren filamentlerin yapi taslaridir (Persson ve ark.,
2013; Schuh, 2011). influenza A viriisii PA proteini viral RNA polimeraz enzimini
olusturan alt tinitelerden biridir. Bu protein polimeraz enziminin diger alt iiniteleri olan
PB2 ve PBL1 proteinleri ile birlikte viriiste vVRNP’lere bagh olarak tagmmaktadir.
Dolayisiyla, elde edilen sonuglar ACTB proteinlerinin influenza virlisit vVRNP
partikiillerinin sitoplazmada hiicre membranina taginmasinda bir rolii olabilecegini
diistindiirmektedir.

Hiicresel proteinlerin viral replikasyona etkilerini incelemek i¢in yapay

yollarla ilgili proteinlerin hiicre i¢i miktarlarinda degisiklik yapmak ve bu hiicrelerde

77



viral replikasyonun seyrini gdzlemlemek izlenen yontemler arasinda yer almaktadir
(Agrawal ve ark., 2003; Kim ve Rossi, 2008). Hiicrelerde ilgili transkript diizeyini,
dolayisiyla protein diizeyini diisiirmek icin o6zgiin siRNA’lardan (/ng. RNA
interferens) yararlanmak yaygin olarak uygulanan bir yontemdir. Bu ¢alisma
kapsaminda siRNA teknigi uygulanmamistir. Hiicrelerde belirli bir proteinin miktarini
arttirma i¢in ise, bu proteini kodlayan genlerin kopya sayisini arttirmak etkili bir
yoldur. Bunun i¢in hiicreler, bu genleri uygun promotor dizilerinin kontroliinde tasiyan
plazmit vektorler ile gegici olarak transfekte edilir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda da
insan ACTB ve delesyonlu ACTB proteinlerini kodlayan plazmit vektorler HEK293
hiicrelerine transfekte edildi ve bu proteinlerin hiicre i¢i miktarlari arttirildi (Sekil 21).
Daha sonra bu hiicreler belirli dozlarda influenza A viriisleri ile enfekte edildi ve
enfeksiyondan 8 saat sonra hiicreler parcalanarak, belirli viral proteinlerin miktarlari
Western melezleme teknigi ile incelendi (Sekil 21). Calismada viral PA, NP ve NS1
protein miktarlar1 karsilastirildi. Farklt ACTB proteini sentezlenen hiicrelerde viral
proteinler arasinda belirgin bir farklilik gézlenmedi. Bu sonu¢ ACTB ve delesyonlu
ACTB proteinlerindeki artigin influenza viriisii replikasyonun ilk 8 saatlik diliminde
viral RNA polimeraz enzimini (veya polimer enzimin PA alt tinitesini) interfere edici
bir etki yapmadigini diisiindiirdii. HA uzantis1 tasiyan ACTB proteinin endojen ACTB
proteini gibi filament olusumuna katilmasi ve hiicrelerin ACTB proteinleri
bakimindan zengin olmasi, bu protein miktarindaki ilave artisin viral replikasyonun
seyrini etkilememesi olagan karsilanabilir bir durumdur. Benzer sekilde immiin
¢coktiirme deneylerinde PA proteini ile negatif sonu¢ veren amino-terminal bolgesi
delesyonlu ACTBA2-3/ACTBA3 proteinler ve ACTBA4 proteini igin de ayni sonuca
varilabilir. Buna karsin, hiicrelerde PA proteini ile etkilesim gosterdigi saptanan
karboksil-terminal bolgesi delesyonlu ACTBA5S-6 ve ACTBAG6 proteinlerindeki artigin
viral replikasyonu etkilemesi beklenirdi. Bu sonucun nedeni, hiicrelerde normalde
fazla miktarlarda bulunan dogal endojen ACTB proteinlerin baskin olmasindan
kaynaklanabilir. Bir diger olasilik ise, hiicre i¢i viral protein sentezi diizeyini
etkilemekle birlikte, daha ileri evrede viriis kurulumu iizerinde etkili olabilir. Bunun
i¢in enfekte kiiltiirlerde serbestlesen viriis miktarlariin titrasyonu gerekmektedir.
Sonug olarak, bu tez ¢alismasi1 kapsaminda, daha 6nce maya ikili hibrit metodu

ile yapilan calisma sonucunda influenza A viriisit RNA polimeraz enzimi alt iinitesi
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PA proteini ile iligkisi saptanan insan ACTB proteininin, memeli hiicrelerinde de olas1
iligkisi birlikte immiin ¢oktiirme testleri ve immiinfloresan teknikler ile arastirildi.
Birlikte immiin ¢Oktiirme testleri ACTB proteininin 6zellikle amino-terminal
bolgesinin viral PA proteini ile iligkili oldugu; bu iliski de PA proteinin karboksil-
terminal yariminin (cPA) 6nem tasidigi ortaya kondu. Plazmitler iizerinden HeLa
hiicrelerinde gegici olarak sentez edilen ACTB ve PA proteininin immiin lokalizasyon
sonuglar1 immiin ¢oktlirme testleri ile elde edilen bulgular1 destekler nitelikte bulundu.
Bu veriler influenza viriisti kurulumu agisindan 6nemli olan vVRNP’lerin sitoplazmada

taginmast siirecinde ACTB proteinlerinin rolii olabilecegini gosterdi.
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Influenza A viruses have segmented RNA genome composed of eight single stranded negative sense RNA molecu-
les. Replication and transcription ofviral RNAs areentirely dependent on the viral RNA polymerase. Viral RNA
polymeraseisatrimericstructureincluding of PB1, PB2 and PAsubunits. ftese proteins are more conserved than
otherviral proteins in different influenza virus subtypes. ftis makes theviral RNA polymerase anideal target for
development of anti-influenza virus drugs. fterefore, elucidation of the relationship between viral RNA polymera-
se and host proteins have a vital importance.

In this work, we screened the potential human interactor proteins for influenza viral RNA polymerase PA subunit
with yeast two-hybrid method. More than 15 host proteins, including actin beta were found related with PA protein
inyeastcells. fteinteraction between human actin and viral PAprotein was alsoinvestigated inhuman cells. Hu-
man actin beta complete cDNA was cloned intopCHA mammalian expression vector and obtained pCHA-ActB
plasmid. A serial plasmid vectors encoding beta actins deleted some exonic domains were derived with invers PCR
from pCHA-ActB. fte expression of actin genes and thelocalization of native and deleted actin proteins in tran-
siently transfected HEK293 and/or HeLa cells were defined with western blotting and immunofluorescence tech-
niques. fte interaction between PA and actin proteins were investigated with co-immunoprecipitation assays and
co-localization analysis of the proteins in the cells. Co-localization analysis of viral and host proteins was carried out
with immunofluorescent staining and proximity ligation assay.

Immunoprecipitation and western blot analyses revealed interactions between virus PA protein and actin proteins
inmammalian cells. [twas observed that the N-terminal domains of actin and C-terminal halfof PAhavea rolein
interaction. ftis interaction was supported with confocal microscopic examinations. Actin beta proteins are essen-
tial components of actin filaments and highly conserved between species. fte results obtained in this work suggest
that actin filaments may have a role in intracellular traffic of influenza vRNPs consisting of the viral RNA, RNA
polymerase subunits and NP in human cells.

*ftis work was supported by fte Scientific and Technological Research Council of Turkey (grant number
112S518).
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