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KISALTMALAR

HCYV: Hepatit C virusu (Hepatitis C virus)

HIV: Bagisiklik Sisteminin Cokmesine Neden Olan Virus (Human immunodeficiency

HBYV: Hepatit B virusu (Hepatitis B virus)

HBsAg: Hepatit B yiizey antijeni

HSK: Hepatoseliiler karsinoma

RNA: Riboniikleikasit

DNA: Deoksiriboniikleikasit

cDNA: Komplementer DNA (Complementary DNA)

mRNA: Haberci RNA (Messenger RNA)

tRNA: Transfer RNA

UTR: Proteine doniistiiriilmeyen bolge, (Untranslated region)

PZT: Polimeraz zincir tepkimesi (PCR: Polymerase chain reaction)
C178: Ozyapi proteinin, ilk 178 aminoasitten olusan rekombinant protein.
PKR: Cift iplikli RNA’ya bagimli protein kinaz

RbRp: RNA’ya bagimli RNA polimeraz

SR-B1: Copcii reseptorii sinif B tip 1 (Scavenger receptor class B type 1)
LDL-R: Diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii, (Low density lipoprotein recepetor)
ALT: Alanin aminotransferaz

TNF: Tiimor nekrozu faktorii (Tumor necrosis factor)

IFN: Interferon
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elF2a: Translasyon baslatic1 faktor 2o

HRP: Yaban turpu peroksidazi (Horse-radish peroxidase)
SDS: Sodyum dodesil siilfat

SSA: Sigir serum albiimini

IPTG: izopropil-B-D-tiyogalaktopiranosid

LB: Luria-Bertani

PVDF: Poliviniliden diflorid (Poly-vinilidene floride)
IRES: “Internal Ribosomal Entry Site”
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ori: Replikasyon orijini, (Origin of replication)

EIA: “Enzyme immunoassay”

RT: “Reverse transcriptase”
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kb: Kilo Baz

bp: Baz cifti (Base pairs)

IU: Enternasyonal iinite

u: Unite

Rpm: Dakika devir sayis1 (Revolution per minute)
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1. OZET

Hepatit C virusu (HCV) zarfly, tek iplikli bir RNA virusudur. Diinya Saglhk Orgiitiiniin
tahminlerine gore diinyada 170 milyon kisinin HCV ile infekte oldugu tahmin edilmektedir.
HCV ciddi morbidite ve mortalitesi yan1 sira, tedavi maliyetlerinin yiiksekligi ile de 6nemli

bir saglik sorunudur.

HCV poliproteininden kodlanan ilk protein 6zyapi (core) proteinidir. Bu protein
virusun yapisina katilmasi disinda, hiicresel islevleri de virus lehine diizenleyebildigi

gozlenmistir. Bu nedenle bu proteinin virusun patogenezinde rol aldigi diisiiniilmektedir.

Calismada, Ozyapr proteinin ilk 178 aminoasidini kodlayan DNA dizisi PZT ile
cogaltildi. PZT iiriinii 6nce pGEM-T Easy TA vektoriine klonlandi. Ardindan bu vektdrden
BamHI ve Hindlll ile kesilip pQE-30’a klonlandi. Ekspresyon, E. coli M15 (prep4) susunda
ODgpp=0.7"de 1mM IPTG ile uyarilarak 3 saat siire ile yapild1 ve bakteriler santrifiij ile pellet
haline getirip 8M lirede ¢6ziindii. Protein saflagtirllmasi afinite kromotografisi (Ni-NTA
matriks) ile yapildi. Ekspresyon ve saflastirilmis protein, “Western Blot” ile ECL substrat
kullanilarak saptandi. Ekspresyon ve saflastirma sonrasinda beklenen 21kDa’luk bant

biiyiikliigii elde edildi.

Calismada, Ozyap1 proteinin ilk 178 aminoasidi E. coli’de eksprese edilmistir. Bu
saflastiilmis  protein  patogenez  calismalarinda, serolojik test hazirlanmasinda
kullanilabilecektir. Ayrica klonlanan vektorler PZT’de pozitif kontrol olarak kullanilabilir. Bu
calismada ile elde edilen bilgiler, gelecekte yapilacak prokayotik ekpresyon calismalari igin

zemin olusturacaktir.

Anahtar kelimeler: Hepatit C virusu, Ozyap: (core) proteini, Klonlama, Ekspresyon,

Saflastirma



2. SUMMARY

Hepatitis C virus (HCV) is an enveloped, positive stranded RNA virus. The World
Health Organization estimates that there are more than 170 million HCV infected individuals
worldwide. Aside from the high morbidity and mortality of the HCV infection, the treatment

costs can be a burden on health economics.

Core protein is the structural unit of the viral capsid. It also seems to be important for

the viral pathogenesis by interfering with various cellular processes.

In this study, the first 178 amino acids coding sequence of the core protein was
amplified using polymerase chain reaction (PCR) and cloned into the pGEM-T Easy TA
cloning vector. Following digestion with BamHI and Hindlll, the insert was subcloned into
the pQE-30 vector. The protein expression was carried out in the E. coli M15 (prep4) using
IPTG as inducer. The bacterium was pelleted with centrifugation and resuspended in 8M urea.
The purification of the recombinant protein was made with affinity chromatography (Ni-
NTA). The detection of the expressed and purified protein was made with western blotting
using chemiluminescent substrate. The expected 21kDA protein band was detected after the

expression and purification.

In this study, the core protein was expressed in E. coli. The purified protein can be
used in pathogenesis studies and in serologic tests as antigen. The cloned vector can be used

as a positive control in PCR experiments.

Key words: Hepatitis C virus, Core protein, Cloning, Expression, Purification



3. GIRiS VE AMAC

Hepatit C virusu (HCV) zarfli, tek iplikli bir RNA virusudur. Cogunlugu kronik
seyreden hepatitlere ve bu zeminde gelisen siroz ve hepatoseliiler karsinomaya (HSK) neden
olur. Tiim diinyada ortalama prevelansin %3 oldugu ve yaklasik 170 milyon kisinin bu virusla
infekte oldugu tahmin edilmektedir. HCV ciddi morbidite ve mortalitesi yan1 sira, tedavi

maliyetlerinin yiiksekligi ile de dnemli bir saglik sorunudur.

HCYV infeksiyonlarinin nasil kroniklestigi, bagisik yanitlardan nasil kacabildigi tam
olarak bilinmemektedir. Son yillarda, virusun yapisal ve yapisal olmayan proteinlerinin
hiicresel siireclerle etkilesebildigi ve farkli hiicrelerin islevlerini etkileyebildiklerini

gosterilmistir. Bu proteinlerden biri de 6zyapi (core) proteinidir.

Bu calismada 6zyap1 geninin klonlanmasi ve prokaryotik hiicrelerde eksprese edilerek,
saflastirilmas1 gerceklestirilmistir. Saflastirilan protein, patogenez calismalari yani sira
bagisik yanitlarin incelenmesinde ve tanisal testlerin gelistirilmesinde kullamilabilecektir.
Ayrica, elde edilen klonun PZT (Polimeraz Zincir Tepkimesi) incelemelerinde pozitif kontrol

olarak kullanilmasi da olasidir.



4. GENEL BIiGILER

4.1 Hepatit C Virusu
4.1.1 Yapt ve Genom Organizasyonu

HCV, 1989 yilinda Choo ve arkadaglar1 tarafindan ne-A ne-B hepatitli hasta kanlari ile
infekte edilen sempanzelerden molekiiler klonlama teknikleri kullanilarak tanimlanmistir (1).
HCV Flaviviridae ailesinde Hepacivirus cinsi iginde siniflandirilmigtir. Virus ikozahedral

kapsidli, 50-70nm ¢apinda, zarfl bir virustur (2,3). Virion yogunlu 1.06-1.25g/mL’dir (4).

Sekil 1: HCV’nin sematik yapisi. E1 (gp31) ve E2 (gp70) zarf glikoproteinleri olup,

viral kilif 6zyap1 proteini (p21) tarafindan olusturulur (Kaynak 5’ten alinmistir).

HCV genomu tek iplikli, pozitif yonelimli bir RNA’dan olusur. Genom yaklagik 10kb
bityiikliigiindedir. Genomun 5’ ve 3’ ucunda protein kodlamayan ve iyi korunmus iki bolge
bulunmaktadir. 5° ucu poliproteinin translasyonundan, 3’ ucu ise genomun replikasyonundan

sorumludur (2).
4.1.2 HCV Poliprotein Yapist

Viral genomda tek bir acik okuma cercevesi bulunmaktadir. Bu bolge 3010-3011
aminoasit uzunlugunda bir poliprotein kodlamaktadir. Poliproteinin islemlenmesi sonucunda
10 adet protein olusmaktadir. Bunlar 5’ ucundan 3’ne dogru sirasiyla 6zyapi, E1, E2, p7, NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B’dir (2) (Sekil 2). Ozyap1 geninden ribozomal ¢erceve
kaymas1 sonucu sentezlenen ve ARFP/F proteini adi verilen bir protein daha vardir (3).
Ozyap1 ve zarf (E1 ve E2) proteinleri yapisal proteinler, diger proteinler ise yapisal olmayan

4



(Non Structural; NS) proteinlerdir. Yapisal proteinler ve p7 proteini konak hiicre proteazlari,

yapisal olmayan proteinler ise viral proteazlar tarafindan poliproteinden kesilip ayrilmaktadir

Q).

5'UTR IRES
3'UTR

%

ER Liimeni

NS4A

b%
DLST.

Sekil 2: HCV poliproteinin sematik gosterimi (Kaynak 3’ten alinmistir).

E1 |
wﬁ A

Sitozol

Ozyap1 proteini viral kapsidi olusturmasinin yani sira virusun yasam dongiisiinde ve
konak bagisik yanitlarindan kagmasinda rol alir (2). Bu protein 4.2 basligi altinda ayrintili

olarak anlatilacaktir.

El, 31kDa agirhiginda bir glikoproteindir ve zarf yapisinda yer almaktadir. E1, 6zyap1

proteini ile etkileserek enkapsidasyonu saglamaktadir (6,7).

E2, 70kDa agirliginda bir glikoproteindir ve E1 gibi zarfta yer alir. E2 virionun
hiicreye tutunmasindan sorumludur (2,6). E2 iizerinde bulunan ¢okdegisken (hypervariable)

bolgeler virusu nétralizan antikorlardan kagmasini saglar (8).

p7, 7kDa agirhiginda hidrofobik bir proteindir ve bir viroporin oldugu
diisiiniilmektedir. Iki adet transmembran bolgesine sahiptir ve hekzamerler olusturmaktadir.
Yapilan aragtirmalarda p7’nin bir iyon kanali oldugu ve HCV’nin infektevisinde rol aldigina

dair bulgular elde edilmistir (3).



NS2, 23kDa agirhiginda bir proteindir ve NS3 ile birlikte proteaz etkinligi
gostermektedir. NS2 proteini, NS2/NS3 bileskesindeki bir diziyi tamiyarak keser ve iki

proteinin birbirinden ayrigsmasini saglar (3,6).

NS3, 68kDa agirliginda bir proteindir. N-terminal bolgesinde NS4A kofaktorii ile
birlikte serin proteaz, C-terminal bolgesinde helikaz aktivitesi gostermektedir. Serin proteaz

aktivitesi sayesinde HCV poliproteinin yapisal olmayan proteinlerini birbirinden ayirmaktadir

(3,6).

NS4A, 6kDa agirliginda ve NS3’iin kofaktorii olarak gorev alan bir proteindir (2,6).
N-terminal bolgesinde bulunan hidrofobik aminoasit kalintis1t NS3’iin proteaz islevini

diizenlemektedir (3,6).

NS4B, 27kDa agirliginda bir integral membran proteinidir. Endoplazmik retikulum
membraninda degisiklige neden olmaktadir. Bu degisiklik viral replikasyon komplekslerini

olusturmaktadir (2,6).

NS5A’nmn 56 ve 58kDa agirhiginda iki sekli vardir ve bu protein bir cinko
metalloproteindir. ~ NS5A’min 58kDa  agirhigindaki  sekli  hiperfosforilasyondan
kaynaklanmaktadir (9). Hiperfosforilasyon hem viral hem de konak hiicre proteinleri
tarafindan gergeklestirilmektedir (10,11). Hiperfosforile proteinin viral replikasyonda
diizenleyici gorevi vardir (12). Bu protein iizerinde cift iplik RNA’ya bagiml protein kinaz
(PKR) ile etkilesen “Interferon Duyarliligim Belirleyen Bolge (ISDR: Interferon-sensitivity-
determining-region)” olarak adlandirilan bir bolgesi vardir. ISDR bolgesinin PKR ile

etkilesimi interferon sagaltimini etkileyebilecegi gosterilmistir (2,13).

NS5B, 65kDa agirliginda bir proteindir. RNA’ya bagimli RNA polimeraz (RbRp)
etkinligindedir (3,6). Diger tiim pozitif iplikli RNA viruslarin RbRp’1 gibi NS5B’de GDD
motifi igermektedir (14). Bu protein aym zamanda terminal transferaz aktivitesi
gostermektedir (15). RbRp’in aktivitesi divalan katyonlara (Mn2+,Mg2+) bagimlidir. RNA’y1
dakikada 150-200 niikleotit kadar uzatmaktadir (5). RbRp’in DNA polimerazlar gibi 3’ —5’
ekzoniikleaz aktivitesi yoktur. Bu nedenle, uzatma esnasinda ¢ok hata yaparlar (16). RbRp’in

neden oldugu mutasyon orani tiim genomda 1.44x107 niikleotit/y1l’dir (17).



4.1.3 HCV’nin Yagsam Dongiisii

Virusun olasi reseptorleri arasinda CD81, SR-B1 (Scavenger receptor class B type 1)
ve LDL-R (Low density lipoprotein receptor) yer alir (4). Virusun klatrin aracili endozitozis
ile hiicre i¢ine alindig1 diisiiniilmektedir (18). Soyulma ardindan serbest kalan viral genom 5’
ucunda bulunan IRES (Internal ribozomal entry site) sayesinde genom ribozoma baglanir ve
translasyon baglar. Bu asamada 6zyapi, E1, E2 ve p7 konak proteazlan tarafindan kesilerek
poliproteinden ayrilir. Kalan diger proteinlerde viral proteazlar tarafindan kesilir. NS4B
endoplamik retikulum membranimi degisiklige ugratir ve vezikiiler replikasyon kompleksleri
olusur (2). Repklikasyon bu komplekslerin icerisinde gerceklesir. (19). Sentezlenen RNA
varliginda 6zyapi proteini oligomerize olur (20). Membranin dis kismina bakan E1 ile 6zyap1
proteinleri arasinda bulunan bir sinyal dizisi sayesinde enkapsidasyon gerceklesir ve virion
olusur (7). Virion endoplazmik retikulum membranindan tomurcuklanir ve ekzositozla salinir

(17) (Sekil 3).

IRES aracih translasyon ve
Reseptire Baglanma (+, RNA postanslasyoenel modifiliasyonlar
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Sitoplazmaya
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. Enkapsidasyon {+} RNA - (o] MW
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Sekil 3: HCV’nin yasam dongiisii (Kaynak 21’den alinmistir)
4.1.4 Viral Heterojenite

Viral polimerazin hata diizeltme islevinin olmamasi ve replikasyon hizimin ¢ok
olmasmna (giinliik ~10'* virion) bagh olarak HCV’de genetik degiskenlik siktir (16,17). Bu

nedenle, virusla infekte bireylerde birbirlerinden kiiciik farklarla ayrilabilen ve tiirlimsii
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(Quasispecies) olarak adlandirilan heterojen bir viral popiilasyon ortaya ¢ikar (21). HCV
tiriimstileri niikleotit diizeyinde farklilik oram1 %12’den kiigiiktiir. Viral genomlar arasindaki
degiskenlik %14-25 ise farkl alttiplerden, %28’den fazla ise farkli genotiplerden s6z edilir
(22).

HCYV 6 ana genotipe ve 80’den fazla alttipe ayrilmistir. Genotiplerin isimlendirilmesi
1,2,3 gibi Arap rakamlariyla olmaktadir. Altiplerin isimlendirmesi ise kiigiik harflerle
(a,b,c...) olmaktadir (23). Genotipler arasinda cografi dagilim, patojenite ve interferon

tedavisine yanit gibi faktorler yoniinden farkliliklar vardir.

Genotip 1,2,3 tiim diinyada yaygindir. Ancak, bir cografik bolgeden digerine
degisebilmektedir. HCV genotip 1a ve 1b ABD ve Avrupa’da yaygin olarak goriilmektedir.
Japonya’da HCV suslan agirlikli olarak genotip 1b’dir. Genotip 2a ve 2b Kuzey Amerika,
Avrupa ve Japonya’da, 2c Italya’da goriilmektedir. HCV genotip 4 ise Kuzey Afrika’da ve
Ortadogu’da yaygindir. Genotip 5 ve 6 daha sik olarak Giiney Afrika ve Hong Kong’da
goriilmektedir (21). Abacioglu ve arkadaglarin, {iilkemizde genotiplerinin dagilimin
saptanmasina yonelik yaptiklan bir ¢calismada hastalarin, %75.3 genotip 1b, %19.1 genotip
la, %3.4 genotip 2 ve %2.2’si genotip 4 bulunmustur (24). Ulkemizde yapilan baska bir
arastirmada ise hastalarin %84’ genotip 1b, %111 genotip la, %3’ii genotip 2, %1°1 genotip

3 ve %1°i genotip 4 bulunmustur (25).
Genotip 1’in interferon tedavisine yaniti, genotip 2 ve 3’e gore diisiiktiir (26).
4.1.5 Konakg: Iliskisi

HCV’nin bilinen tek konag1 insandir. Deneysel olarak sempanzelerde (Pan troglodyte)
infeksiyon olusturulabilmektedir. HCV proteinlerinin bir ya da bir kisminin transgenik
farelerde ekspresyonuyla olusturulan modeller olmasina karsin, hicbiri insanda ya da

sempanzede olusan infeksiyonu taklit edememektedir (27).
4.1.6 Yaytlhim ve Epidemiyoloji

HCV tiim diinyada yaygindir. Diinya Saghk Orgiitii tahminlerine HCV ile infekte
birey sayist 170 milyondur. Bu da diinya niifusun %3’ne denk gelmektedir (28).



HCV’nin ABD’de ki prevelansi %]1.8, Japonya’da %1.5-2.3, Misir’'da %22,
Almanya’da %0.6, Fransa’da %1.1, Kanada’da %0.8, Avustralya’da %]1.1, 1talya’da %32.2,
Cin’de %2.1, Hindistan’da %5.5°dir (29). Ulkemizde Viral Hepatitle Savasim Dernegin
tahminlerine gére HCV’nin prevelansi %0.3-1.8’dir (30).

4.1.7 Infeksiyonun Bulas Yollari

HCV posttransfiizyonel hepatitlerin en sik nedenidir. Donér kanlarimin HCV
antikorlar1 yoniinden taranmasi ile risk énemli oranda azaltilmistir ancak sifirlanmamigtir

(29).

Gelismis iilkelerde damar i¢i uyusturucu kullanimi ile HCV bulag1 birinci sirada yer
almaktadir. ABD’de uzun siireleri damar ici uyusturucu kullanan ve 30 yasin iizerinde olan

kisilerde HCV prevelans1 %68 olarak saptanmistir (29).

Gelismis iilkelerde saglik hizmeti nedeniyle HCV ile bulas ¢ok diisiik seviyededir,
fakat gelismemis iilkelerde durum tam tersidir: diinyada en yiiksek seroprevelansa sahip
Misir’da HCV bulast 1960-1987 yillart arasinda siirmiis olan sistozomiyaz sagaltimi
esnasinda kullanilan kontamine enjektorler sonucu olmustur. Hindistan’da kala-azar sagaltim

icin birden ¢ok ilag enjeksiyonu alan kisilerde HCV prevelans1t %31.1°dir (29).

HCV’de mesleksel, perinatal ve cinsel yolla bulas gorece diisiik diizeydedir. Mesleksel
bulas en cok saglik calisanlarda goriilmektedir. Kontamine igne batmasi nedeniyle bulas
%0.3’tir (29). Ulkemizde saglik cahsanlar1 arasinda yapilan arastirmalara goére HCV
prevelanst %0.3-5.4 arasindadir (31,32). Yine iilkemizde yapilan bir ¢alismaya gore
kontamine igne batmis olan hemsirelerde HCV prevelansit %7.9 olarak saptanmistir (33).
Perinatal bulas, HIV koinfeksiyonu ve yiiksek maternal viral yiik varliginda daha siktir (34).
HCV’de perinatal bulag %?2.7-8.4 dolaylarindadir (29). Cinsel yolla HCV bulasinda risk, tek
esliler icin yilda %0-0.6, birden cok kisi ile cinsel iliski kurmus kisilerde yilda %1’dir.
ABD’de yapilan seroprevelans arastirmalarinda elde edilen sonuglara gére HCV’nin
prevelansi seks iscilerinde %6, escinsel erkeklerde %4 ve cinsel yolla bulasan hastaliklar

kliniklerinde %4 tiir (35).



4.1.8 Klinik Ozellikleri

Akut HCV infeksiyonun ¢ogu belirtisizdir. Belirtili seyreden nadir olgularda halsizlik,

bulanti, iist sag kadran agris1 ve sarilik gibi klasik hepatit semptomlar1 goriiliir. Ortalama

inkiibasyon siiresi 7 haftadir. Bulastan 1-2 hafta sonra HCV-RNA saptanabilmekte ve 10°-

10°TU/mL diizeyine kadar cikabilmektedir. Birka¢ hafta sonrada serum alanin aminotransferaz

(ALT) diizeyi artmakta ve semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. Akut donem genellikle 2-12 hafta

sirer. Kendini sinirlayan akut HCV’de HCV-RNA diizeyi birka¢ hafta igerisinde

saptanamayacak diizeye iner ve ALT diizeyi normale doner (36) (Sekil 4).
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Sekil 4: Hepatit C’nin akut donem seyri (Kaynak 37’ten alinmistir)
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Akut Hepatit C’li hastalarin %50-85’inde infeksiyon kroniklesmektedir (4). Kronik

Hepatit C’li hastalarda semptomlar yok ya da siliktir. Hastalarin iicte ikisinde ALT diizeyi

akut Hepatit C’de ki gibi seyredebilir ve diizeyler genellikle normalin 1.5-10 kat

dolaylarindadir. Kronik Hepatit C’li hastalarin %22’sinde aktif kronik hepatit goriilmektedir

ve bu hastalarin histolojik bulgularinda karaciger hasar1 saptanmaktadir (36) (Sekil 5).
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Sekil 5: Hepatit C’nin kronik donem seyri (Kaynak 37’ten alinmuistir)

Kronik Hepatit C’li hastalarin %10-20’isinde 10-20 yilda siroz gelismektedir. Siroza
sahip hastalarda ise yi1lda %1-4 insidansla HSK gelismektedir (4).

HIV/HCV koinfeksinonunda hem HCV hem de HIV infeksiyonun seyrinin hizlandigi
saptanmistir. ABD’de ve Avrupa’da HIV ile infekte kisilerde HCV koinfeksiyonu prevelansi
%16-33’diir. Damar i¢i uyusturucu kullanimi 6ykiisii olan HIV pozitif kisilerde HCV
koinfeksiyonun prevelans1 %84-88’dir (29).

HBV/HCV koinfeksiyonun klinik ve histolojik seyri tek basina HCV infeksiyonuna
gore daha siddetlidir. HBV/HCV koinfeksiyonu HSK gelisimini hizlandirmaktadir. HBsAg
pozitif olan hastalarda gorilen HCV prevelanst Yeni Zelanda’da %10, italya’da %7,
Pakistan’da %0.6, Tayvan’da %?2, Tiikiye’de %0.6-3.7°dir (29,38).

Giinde 50g’dan fazla alkol tiiketen kisilerde artan oranda karaciger fibrozu
gozlenmistir. Yiiksek alkol tiiketimi ile iligkili olarak HCV infeksiyonunda siroz ve HCV’ye

bagl olarak 6liim riski de artmaktadir (29).
4.1.9 Patogenez

Virus zarf glikoproteinleri (E1 ve E2) araciliiyla hiicresel reseptorlere baglanir (39).

Olasi reseptorler arasinda CD81, LDL-R, SR-BI yer alir (4).
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HCV primer olarak hepatotropik bir virustur. Karaciger dokusunun gramimda 10%-10"
kopya diizeyinde HCV-RNA saptanmistir (40). Ancak virusun B-lenfositler, pankreas,
bobrek, akciger vb. dokularda ara replikatif formlar1 gosterilmistir. Bu bulgular virusun

hepatositler diginda farkli hiicrelerde replike olabilecegini diisiindiirtmektedir (2).

Enfeksiyonun ilk giinlerinde, dogal bagisik yanita ait bircok hiicresel gen ifade
diizeyinde artis gozlenmektedir. Bunlar PKR, 2’-5° oligoadenilat sentetaz ve baska
interferonla (IFN) ilgili transkripsiyonel faktorler ve sitokinlerle ilgili genlerdir. HCV
tarafindan endojen tip I IFN salinimi uyarilmaktadir, fakat bu viral replikasyonu inhibe

etmemektedir (4,37).

HCV’ye 6zgii antikorlar infeksiyonun 7-31 haftada saptanacak diizeye ¢ikmaktadir.
HCV’de noétralizan antikorlar icin hedef E2 zarf proteininde bulunan 27 aminoasit
uzunlugundaki c¢okdegisken bolge 1°dir (HVR1). HVRI1 tiim HCV suslarinda en fazla
aminoasit degisikligine sahip bolgedir. Bu degiskenlik sayesinde bu bolgeye karsi iiretilen

notralizan antikorlardan virus kendini koruyabilmektedir (4,8).

Kendiliginden smirlanan akut HCV infeksiyonunda gii¢lii ve etkin bir CD4+ T hiicre
yanit1 gozlemlenmektedir. Kroniklesen infeksiyonlarda ise bu yanit zayif ve gecikmelidir. Bir
hipoteze godre bu T hiicre yamtinin zayifligi, dentritik hiicrelerin, T hiicrelerini yeterince
uyaramamasindan kaynaklandigini 6ne stirmektedir. Olas1 diger nedenler HCV’nin T hiicre
proliferasyonunu, differansasyonunu, matiirasyonunu ve IFN-y salimmi engellemesi ya da

tiiriimsiilerin bu hiicrelerin yanitindan kacabilmesidir (4).

Akut HCV infeksiyonun sinirlandirilmasinda giiglii ve etkin bir CD8+ T hiicre yaniti

gozlemlenmektedir. Bu yanit kroniklesen infeksiyonlarda zayiftir (4).

Hepatit C infeksiyonunda karaciger hasar portal alanda lenfosit infiltrasyonu, nekroz
ve dejeneratif lobular lezyonlar ile karakterizedir. Bu lezyonlar, yerel bagisik yanittan ve
bolgeye biriken T hiicrelerden kaynaklanmaktadir. Karaciger lezyonlarin siddeti yerel Thl
sitokin salintmindan ve sitotoksik T lenfositlerin Fas, TNF-a ve perforin aracili apoptoz ile

hiicreleri 6ldiirmelerinden kaynaklanmaktadir (4).

Akut Hepatit C infeksiyonunun kroniklesmesine gotiiren nedenler tam olarak

bilinmemektedir. One siiriilen nedenler arasinda virusun yiiksek bir replikasyon kinetigine
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sahip olmasi yer alr. Bagisik yanitin, giinlik 10'? virion iiretimi ve infeksiyonun ilk
haftalarinda serumda 10° kopya/mL’ye ¢ikan HCV’nin yiiksek replikasyon kinetigi ile bas
edemedigi diisiiniilmektedir. Diger taraftan yiiksek replikasyon kinetigi nedeniyle ortaya

cikan tiiriimsiiler bagisik yanittan kagabilmektedir (37).

HCV’nin replikasyonu esnasinda bazi proteinlerinin IFN yolag: ile etkilestigi ve bu
yolagi baskilayabildigi gozlenmistir. RNA viruslarin replikasyonu esnasinda goriilen cift
iplikli RNA Toll-benzeri reseptor 3 ile saptanir ve bu reseptor IFN regiilator faktor 3 ile IFN
yolagimi harekete gecirir. Bu etkilesim ile sentezlenen tip 1 IFN PKR’yi uyarir ve PKR
translasyon baslatic1 faktor 2a’y1 (elF2a) fosforilleyerek translasyonu durdurur. NS3/4A serin
proteaz IRF3’iin fosforilasyonunu baskilamaktadir. E2, PKR ve elF2a’nin fosforilasyon
bolgeleri ile homoloji gostermektedir. Bu sekilde, E2 kendisinin fosforillenmesini saglayarak
diger proteinlerin etkinligini engellemis olur. Ayrica NS5A PKR’nin katalitik bdolgesini
baskilamaktadir ve bu sekilde islevini durdurmaktadir. Boylece HCV, hiicrenin infeksiyon ile

savasmasini engellemektedir (37).

HCV’nin ayrica bagisik yanita karsi da savastig diistiniilmektedir. In vitro olarak E2,
CD81’e baglanarak dogal katil hiicrelerin sitoksite, proliferasyon IFN-y ve TNF-a salinimi
baskiladig1 gozlenmistir. Kronik Hepatit C’li hastalarda ayrica dentritik hiicrelerin islevleri
zayiflamistir. In vitro olarak 6zyap1 proteinin kompleman reseptdriine baglanmasi sonucunda

CD8+ hiicreleri IFN-y salinim1 ve proliferasyonu baskilanmaktadir (37).

HCYV enfeksiyonunda steatoz goriilmektedir. HCV genotip 3 enfeksiyonunda goriilen

steatozis virusa, diger genotiplerde ise ekzojen metabolik bilesenlere baghidir (4).

Kronik Hepatit C’de fibroz goriilmektedir. Fibroz, siirekli hiicre yikimi ve olusumu
nedeniyle gelisen kronik inflamasyondan kaynaklanmaktadir. Bu siiregte hepatik stellar
hiicrelerin 6nemli rolii bulunmaktadir. HCV infeksiyonu esnasinda bu hiicreler etkindirler. Bu
etkinlik hiicrelerin miyofibroblast, ekstaseliilermatriks bilesenleri ve diiz kas a-aktini
tiretmesine neden olmaktadir. Fibroz gelisiminde viral faktorlerin rolii heniiz aydinlatilabilmis
degildir. Fibroza sahip hastalarda 10-20 yillik siirecte %10-20 oraninda siroz gelismektedir.

Alkol tiiketimi siroz gelisimini hizlandirmaktadir (4).

Sirozlu hastalarin %1-4’iinde ise HSK gelismektedir. HSK gelisiminde 6nemli bir risk
faktorii olan siroz disinda, alkol tiiketimi, viral koinfeksiyon, diyabet ve obezite diger
13



nedenler arasinda yer almaktadir. Ozyap1, NS3, NS4B ve NS5A proteinlerinin in vitro olarak
bircok hiicre hattin1 transforme edebildigi gosterilmistir, fakat bu etkilerinin in vivo olarak da

gecerli olup olmadig1 bilinmemektedir (4).

HCV, kronik hepatit disinda ekstrahepatik manifestolara neden olmaktadir. Bunlar
karisik kriyoglobulinemi, glomerulonefrit, seronegatif artrit, keratokonjuktivit, siyaladenit,
lichen planus ve kutan6z vaskulit. HCV infeksiyonunda goriilebilen non-Hodgkin lenfoma ile

viral infeksiyon arasinda bir iliskinin varlig1 diisiiniilmektedir (37).
4.1.10 Tam

1989 yilinda Kuo ve arkadaslar1t HCV’nin yapisal olmayan bolgesinden (C100) birinci
nesil anti-HCV ELISA gelistirmislerdir (2). Birinci nesil EIA duyarlilign %80’dir. Duyarliligi
ve Ozgiilliigii arttirmak igin yeni nesil EIA gelistirilmistir. Ikinci nesil EIA testlerinde birinci
neslin kullandigi NS3 bolgesine ek olarak 6zyapi1 proteini eklenmistir. Bu sekilde testin
duyarliigi %95 cikarilmistir Ugiincii nesil EIA’larda ise her iki proteine ek olarak NS5

proteini eklenmistir ve testin duyarliligt %96’ya cikarilmistir (41).

HCV’nin tanisinda niikleik asit tabanh testlerde kullanilmaktadir. En duyarli yontem
kalitatif PZT dir. Kalitatif PZT saptama alt sinir1 100 kopya/mL’dir. Kantitatif PZT testleri ile

viral yiik tayini yapilarak, hastanin sagaltima verdigi yanit izlenebilmektedir (41).

Kanda bulunan 6zyap1 proteini virus replikasyonu gosteren bir bulgudur. Kan
dolasiminda bulunan 6zyap1 proteinin Olgiilmesi ile elde edilen sonug, kantitatif RT-PZT ile
elde edilen sonuglar ile ortiismektedir. 1pg 6zyap1 proteini 8.000IU/mL HCV-RNA’ya denk
gelmektedir (42).

HCV’nin sagaltiminda genotipin belirlenmesi Onemlidir. Genotipin belirlenmesi
sagaltimda kullanilacak ilag miktar1 ve siiresini etkilemektedir. NS5 bolgesinin RT-PZT ile
cogaltilip niikleik asit dizilemesi ile genotip saptanabilmektedir. Bir diger yontem restriksiyon
enzim kesimidir. Bu yontemde 5’UTR ya da NS5 RT-PZT ile ampliye edilir ve ardindan
amplikon 3-5 farkli restriksiyon enzimi ile kesimi yapilir. Kesim {iriinii bilinen standartlarla

birlikte agaroz jelde yiiriitiiliir ve sonug, standartlar ile karsilastirilarak degerlendirilir (43).
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4.1.11 Sagaltim ve Koruma

HCYV sagaltiminda hedef, sagaltimin sonlandirilmasindan alt1 ay sonra HCV-RNA’nin

negatif kalmasidir (44).

HCV’nin sagaltiminda pegile interferon ve bir niikleozid analogu olan ribavirin
kullanilmaktadir. HCV tedavisinin seyrini belirleyen en onemli etken virusun genotipidir.
HCYV genotip 1’in 48 haftalik bir tedavisinde yanit %41-52’dir. Ayn1 dozlarla 24-48 haftalik
bir genotip 2 veya 3 tedavisinde yanit %76-84’tiir (26). Pegile interferonun ABD’deki aylik
maliyeti 1200$ iken, ribavirin i¢in bu rakam 1100$’dir (44).

HCV’den baslica korunma yollar1 bagislanan kanlarin taranmasi, damar i¢i uyusturucu
kullanan kisilerin egitilmesi, aseptik kosullarda ila¢ enjeksiyonun Onlenmesi, dovme
yaptirmada kullanilan ara¢larinin hijyenin saglanmasi sayilabilir. HCV’ye kars1 heniiz bir as1

gelistirilememistir (45).
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4.2 Ozyap Proteini

Ozyap1 proteini bazik yapida bir proteindir (46). Tiim genotipler icerisinde en ¢ok
korunmus protein 6zyap1 proteinidir. Niikleotit dizisi acisindan %79.4-99, aminoasit dizilimi
acisindan %85.3-100 oraninda korunmustur (47). Bu proteinin virus i¢in oldukc¢a Onemli
islevleri bulunmaktadir Bunlar arasinda oligomerizasyon, RNA baglama, hiicre yolaklarini

etkilemek sayilabilir.
4.2.1 Ozyap: Proteinin Yapist

Hiicrede, ozyapr proteinin iki sekli gozlenmektedir. iki sekil arasinda ki fark
endoplazmik retikulum membraninda yer alan proteazlarin 6zyapi proteinini kesmesinden
kaynaklanir. Bunlardan ilki 191 aminoasit uzunlugunda, 23kDa agirhigindadr. Ikincisi ise 174
aminoasit uzunlugunda ve 21kDa agirligindadir (46,48). p21 6zyap:1 proteinin hiicrede en ¢ok

karsilasilan seklidir (49).

Sekil 6’de 6zyap1 proteinin HCV-TR1 susundan BioEdit siiriim 7.0.9 ile olusturulan
Kyte ve Doolittle Ortalama Hidrofobisite Skalas1 goriilmektedir (50). Proteinin yapist bu
grafik iizerinden anlatilacaktir. Egrinin grafigin negatif kisimda bulunmasi proteine ait
bolgenin hidrofilik, pozitif kistmda bulunmasi proteine ait bolgenin hidrofobik dogada oldugu

anlamina gelir.
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Sekil 6: Kyte ve Doolittle Ortalama Hidrofobisite Skalasi.
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Ozyap1 proteinin ilk bolgesi yaklasik olarak 122 aminoasit uzunlugundadir. Bu bolge

hidrofiliktir ve immunojenik epitoplarin bilyiik cogunlugu burada yer alir (3,47).

122-174’cii aminoasitler arasinda kalan bolge ikinci bolgeyi olusturur ve birinci
bolgeye nazaran daha hidrofobiktir. Bu bolge o-heliks yapisindadir (51). Ozyap: proteini bu
yapisiyla lipit damlaciklarina baglanabilmektedir (52).

174-191°ci aminoasitler arasinda kalan iiciincii bolge olduk¢a hidrofobiktir. Bu bolge
hiicre proteazlar i¢in iki adet peptit sinyali icermektedir. Birinci sinyal yaklagik olarak 191°ci
aminoasitte bulunur. Bu peptit sinyali, 6zyap1 ve E1 proteini birbirinden ayirir (53). Ikinci
peptit sinyali ise 179 ve 182’ci aminoasitte bulunmaktadir. Proteinin bu bdlgeden kesilmesi

sonucunda 6zyap1 proteinin olgun p21 sekli ortaya ¢ikmaktadir (54).
4.2.2 Ozyap: Proteinin Hiicre Ici Dagilimi

Ozyap proteini, hiicre sitoplazmasinda endoplazmik retikulumun sitoplazmaya bakan
yiizeyinde agirlikli olarak graniiler yapida bulunmaktadir. Graniiler yapilarin incelendiginde
bunlarin lipit damlaciklar1 oldugu anlasilmistir (55,56). Ayrica 6zyap1 proteininin p21 sekli

nukleusta saptanmstir (57).
4.2.3 Ozyap: Proteinin Oligomerizasyonu

Ozyap1 proteinin en 6nemli islevi virusun kapsit yapisim olusturmasidir. In vitro
olarak HCV-RNA varliginda ilk 124 aminoasidin oligomerizasyon igin yeterli oldugu

saptanmustir (20).

Ozyapt proteinin 36-91°ci ve 82-102°ci aminoasitler arasinda kalan bolgeleri

oligomerizasyondan sorumludur (58,59).
4.2.4 Ozyap: Proteinin RNA ile Etkilesimi

Ozyap1 proteinin in vitro olarak RNA’ya baglanabildigi gosterilmistir. Bu baglanma
proteinin birinci bolgesi ile gerceklesir. Bu bolgede RNA’nin seker omurgasi ile etkilesen

bazik aminoasitler agirlikli olarak bulunmaktadir (60).
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4.2.5 Ozyap Proteinin Diger HCV Proteinleri ile Etkilesimi

Ozyap1 proteini El1 ile etkilesmektedir. Bu etkilesim enkapsidasyona neden
olmaktadir. Etkilesim her iki proteinin C-terminallerinde bulunan birer sinyal peptid ile

olmaktadir (7).

Ozyap1 proteini ile NS5A arasinda da bir etkilesim saptanmistir. Ozyapr proteini
NS5A’ya baglanip, NS5A’nin apoptoz esnasinda kaspaza bagimli proteolitik kesimine
aracilik etmektedir. Bu kesim sonrasinda NSS5A, kendisini sitoplazmada tutan bdlgesini

kaybetmekte ve bu sekli ile nukleusa gecebilmektedir (61).
4.2.6 Ozyap: Proteinin Etkilestigi Transkripsiyonel Faktorler ve Hiicresel Proteinler

Ozyap1 proteinin c-myc, Rous sarcoma virusu uzun terminal tekrarina (LTR), Simian
virus 40 (SV40) erken genine ve interlokin-2, 2’-5’ oligoadenilat sentetaz promotdrlerini
uyardigi, HIV-1 LTR, c-fos, HBV (Huh7 hiicre hattinda), p2lw"lfl ve pS53 promotorlerini ise
baskiladig1 gosterilmistir (2).

Ozyapt proteini hiicrenin bircok proteini ile etkilesmektedir. Bunlar arasinda,
lenfotoksin , TNF-1 almaci, heterojen niikleer riboniileoprotein K, p21waﬂ, pS3, p73,
STAT1, DEAD-box proteinleri (DDX3, DBX, CAP-Rf), apolipoprotein-All, LZIP,
retinoblastoma tiimor siipresor proteini, kompleman reseptorii gC1qR ve 14-3-3 proteini yer

alir (2,62).
4.2.7 Ozyap: Proteinin Lipit Metabolizmas: Uzerine Etkileri

Ozyap proteini yogun olarak lipit damlaciklarina baglanir (57). Ozyap: proteinin lipit
damlaciklarina baglanabilme yetenegi, ikinci bolgesinde bulunan a-heliks yapisindan
kaynaklanmaktadir (51,52). Ozyap1 proteini lipit metabolizmanmin bir bileseni olan
apolipoprotein-All ile etkilesime girmektedir ve salgilanmasini diizenlemektedir (64). HCV
genotip 3 dogrudan steatoza neden olmaktadir. Bu genotipin kodladigi 6zyapr proteinin
164’cii aminoasidi olan fenilalaninin, bu aminoasidi icermeyen mutantlara gore, lipit
liretimini arttirdign  gozlenmistir (64). Ozyap1 proteinini iireten transgenik farelerde,

yasamlarinin ikinci aylarinda steatoz gelismistir (65).
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4.2.8 Ozyap: Proteinin Apoptoz Uzerine Etkileri

Ozyap1 proteinin apoptoz yolaklari iizerine degisik etkileri saptanmustir. Ozyapi
proteinin HeLa hiicrelerinde cisplatin aracili apoptozu, MCF-7 hiicrelerinde TNF-a aracili
apoptozu baskilamaktadir. Ozyap: proteini, HepG2 hiicrelerini Fas aracili apoptoza duyarli
hale getirmektedir. Ayrica BC10ME, HepG2 ve HeLa hiicrelerinde TNF uyarilimli apoptozu
arttirmaktadir  (2). Ozyapi proteini, birgok hiicre hattinda niikleer faktoér-kB yolagini
etkinlestirerek apoptozu baskiladigi gézlenmistir (66).

4.2.9 Ozyap: Proteinin Onkojenik Potansiyeli

Ozyapl proteini Rat-1 hiicrelerini, BALB/3T3 hiicrelerini, NIH-3T3 hiicrelerini, H-ras
ile birlikte primer sican embriyo fibroblastlari, primer insan hepatosit hiicrelerini timor

fenotipine doniistiirdiigii gosterilmistir (2,67,68).

Ozyapr proteinini siirekli olarak iireten birbirinden bagimsiz iki transgenik fare

neslinde 16 ve 19°cu yasam ayindan sonra HSK gelismistir (69).
4.2.10 Ozyap: Proteinin Bagisik Sistemine Etkileri

Ozyap:r proteinini, E1 ve E2’yi iireten rekombinant adenovirus ile infekte edilen
lenfoid dentritik hiicrelerinin allojenik T hiicre stimiilasyonunu azaltmaktadir. Ozyapi
proteinine sahip rekombinant ag1 virusu ile enfekte edilen farelerde, Ozyapi proteinin asi
virusunun virulansim arttirmaktadir ve sitotoksik T lenfosit yamitin1 diisiirmektedir. Ayrica
El1, E2 veya NS3 ile birlikte dentritik hiicre matiirasyonunu da engellemektedir (66). Ozyap1
proteinin kompleman reseptorii gCIgR ile etkilesimi sonucu T hiicre proliferasyonu

baskilanmaktadir (62).

20



4.3 Gen Klonlama
4.3.1 Gen Klonlama Nedir?

Klonlama, istenilen bir DNA molekiiliiniin in vivo olarak kopyalanmasi ve sayisiz

olarak ¢ogaltilmasidir (70).
4.3.2 Tasiyict DNA Molekiilleri

Klonlamada, plazmit adi verilen, kendi kendine cogalabilen, ekstrakromozomal,

cembersel DNA molekiilleri kullanilmaktadir (71).

Klonlamada kullanilan plazmitler, ¢ogalabilmeleri, secilebilmeleri ve yabanci DNA

molekiiliinii tagiyabilecekleri bolgeler icerirler.

Plazmitlerin ¢ogalabilmeleri i¢in repklikasyon orjini (ori: Origin of replication) denen
dizileri icermeleri gerekir. Bu diziler ayrica plazmitin hiicrede bulunan kopya sayisim da
belirlemektedir. Ornegin, bu rakam pBR322 icin 15-20, pUC i¢in 500-700, pACYC184 igin
10-12°dir (71).

Plazmitin secilimi i¢in konak hiicrenin klonlanan plazmiti icermedigi taktirde duyarh
oldugu ve ¢ogalamadigi bir antibiyotik kullanilmaktadir. Konak hiicreye antibiyotik direnci,
konak hiicreye aktarilan plazmit tarafindan kazandirilir. Bu sekilde sadece plazmit iceren
hiicreler ¢ogalacaktir. Plazmit seciliminde kullanilan antibiyotik diren¢ genlerine 6rnek olarak

AmpR (Ampisilin), KanR (Kanamisin), TetR’dir (Tetrasiklin) verilebilir (72,73).

Plazmitlerin klonlanmasi istenilen DNA molekiillerini tasiyabildikleri bolgeler
bulunmaktadir. Bu bolgeler restriksiyon endoniikleazlarin tanidiklar1 palindromik diziler

icerir. Klonlanan DNA molekiilii bu bolgeye sokulup, baglanmaktadir (72,73) (Sekil 7).
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Sekil 7: Plazmit pQE-30’un haritasi (Kaynak 74’ten alinmistir).

4.3.3 Restriksiyon Endoniikleazlar

Restriksiyon endoniikleazlar genellikle bakterilerde bulunmaktadir. Bakteri, bir faj
tarafindan infekte oldugunda, bu enzimler faj DNA’sim1 kesip islevsiz hale getirmektedir.
Bakteri, kendi DNA’sinin bu enzimler tarafindan kesilmesini metilasyonla engellemektedir.
Restriksiyon endoniikleazlar palindromik DNA dizisini taniyip, DNA ipliginin tamamin
kesen enzimlerdir. Tanidiklar dizinin uzunlugu 4-6 niikleotit kadardir. Baz1 enzimler kiint ug

kesim yaparken bazilar1 yapiskan ug olusturur (75). Asagida baz1 enzimlerin kesim sekillerine

ornek verilmistir:

BamHI'min kesimi sonucu 5° yapiskan uclar olusur:

5’-G|G-A-T-C-C-3°
3’-C-C-T-A-G1G-5’

Pael’in kesimi sonucu 3’ yapiskan uglar olusur:

5"GCATG|C-3
3-Ct1GTACG-5

EcoRV’in kesimi sonucu kiint u¢ olugur:

5'-G-A-T|A-T-C-3'
3'-C-T-A1T-A-G-5

22



Ayni palindromik diziyi taniyan enzimlere izosizomer adi verilmektedir. Bir enzim,

izosizomeri kesimiyle ayni ug¢lari olusturabildigi gibi farkli uglar da olusturabilmektedir (76).
4.3.4 Klonlama Teknikleri
4.3.4.1 TA Klonlamasi

TA klonlama yontemi, PZT fiiriinlerini kolaylikla klonlayabilmek igin
kullanilmaktadir. Cembersel halde olan plazmit, kiint u¢ olusturan bir restriksiyon
endoniikleaz ile dogrusal hale getirilir ve terminal transferaz aktivitesi olan bir polimerazla 3’
uclarina dTTP eklenir. PZT iiriiniine amplifikasyon esnasinda ya da sonrasinda polimerazin
terminal transferaz aktivitesi ile dATP eklenir. Bu sekilde plazmitin ucunda bulunan timin
(T), PZT iiriiniiniin ucunda bulunan adenin’le (A) eslesebilmektedir. Her iki DNA molekiilii
uygun molar oranda karistirilir ve DNA ligaz ile 3°-5’ fosfodiester bagiyla baglanir. Ardindan

rekombinant plazmit bakteriye aktarilir ve koloni olusturmasi i¢in inkiibe edilir (77) (Sekil 8).
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Sekil 8: TA Klonlamasi (Kaynak 79’den alinmgtir).
4.3.4.2 Yonlendirilmis Klonlama

Yonlendirilmis klonlama ile PZT iirtinleri, genomik DNA veya herhangi bir DNA
parcasi klonlanabilmektedir. Bu yontemde cembersel plazmit yapiskan uca sahip olacak
sekilde kesilir. Kesim, farkli palindromik dizileri taniyan iki restriksiyon endoniikleaz ile
yapilmaktadir. Aynmi enzimler ile klonlanacak DNA molekiilii de kesilir. Bu sekilde vektor ve

klonlanacak DNA birbirini tamamlayan uglara sahip olmus olur. TA klonlamasinda oldugu

23



gibi kesilmis plazmit ve klonlanacak DNA uygun molar oranda karistirilir ve DNA ligaz ile
baglanir. Ardindan rekombinant plazmit bakteriye aktarilir ve koloni olusturmasi igin inkiibe

edilir (70,72) (Sekil 9).
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Sekil 9: Yonlendirilmis klonlama (Kaynak 78’den alinmistir).
4.3.5 DNA Ligasyonu

Klonlamada plazmit ve klonlanacak DNA molekiiliiniin birbirine baglanmasi
gerekmektedir. Bu islevi yerine getiren enzimler DNA ligazlardir. DNA ligazlar, DNA
molekiiliinde 3’ konumda bulunan sekeri 5° konumda bulunan fosfat ile kovalent olarak
baglamaktadir. Bu islem icin enerji gereklidir. Ornegin T4 ligaz dATP, E.coli DNA ligaz
NAD kullanmaktadir. T4 ligaz hem yapiskan, hem de kiint uclar1 verimli bir sekilde birbirine
baglamaktadir (80,81) (Sekil 10).
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Sekil 10: DNA parcalarinin birbirine baglanmasi (Kaynak 82’den alinmustir).
4.3.6 Rekombinant Plazmitin Konak Hiicreye Aktarilmasi

Rekombinant  plazmitin  konak  hiicreye  aktarilmasinda  transformasyon
kullanilmaktadir. Elektroporasyon veya kimyasal yolla DNA alabilecek yetenege getirilen
bakterinin bulundugu ortama rekombinant plazmit aktarilir ve plazmit ile inkiibe edilir.
Bakteri, ortamda bulunan plazmitleri biinyesine almaktadir. Ardindan bakteri se¢ilim igin
kullanilacak antibiyotikli ortama eklenir ve bakterilerin koloni olusturmasi i¢in inkiibasyona

birakilir (83,84).
4.3.7 Rekombinant DNA’y1 Iceren Hiicrenin Saptanmast

Klonlama sonucunda her plazmit istenilen rekombinant DNA molekiiliinii
icermeyebilir. Bu nedenle besiyerinde iireyen bakterilerin rekombinant plazmiti icerip
icermedigi yoniinden taranmasi gerekmektedir (85). Hiicrenin rekombinant DNA molekiiliinii
icerip icermedigini saptamak icin izlenebilecek yollar kullanilan plazmitin 6zelligine gore

degismektedir.

Klonlama plazmitlerinde genellikle lacZ geni icermektedir. Bu gen, X-Gal’1 parcalar
ve mavi renk olusturur. Bu tiir plazmitlerde klonlama bu genin ortasina yapilmaktadir ve
basaril1 bir klonlamada gen islevsiz hale gelir. Dolaysiyla olusan koloniler beyaz renktedir.
Mavi renkli koloniler, klonlamanin basarili olmadigin1 ve ortamda islevsel lacZ geni iceren

plazmitlerin bulundugunu gosterir (85) (Resim 2).
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Sekil 11: Mavi-Beyaz koloni goriintiisii (Kaynak 86’den alinmistir)

Bir diger yontem plazmit eSer rekombinant DNA’y1 eksprese edebiliyorsa protein
iiretimi i¢in uyarilir ve ilgili proteine afinitesi olan bir antikor ile koloniler taranir. Antikorun

baglandig1 koloni istenilen rekombinant plazmiti icermektedir (87).

Rekombinant plazmitin varligi, plazmitin kolonilerden izole edilmesini takiben, PZT

ya da restriksiyon enzim kesimi ile de degerlendirilebilmektedir (88).
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4.4 Escherichia coli’de Protein Uretimi ve Saflastirilmasi
4.4.1 Vektor Secimi

Vektorde bulunan ori, kullanilan promotér, fiizyon proteininin 6zellikleri, iiretilen

proteinin sudaki ¢oziiniirliigiinii, saflagtirilmasin etkilemektedir.

Protein eksprese eden vektorler klonlama vektorlerine benzemektedirler. Farkliliklar
koloni se¢iminde kullanilan lacZ veya benzer isleve sahip genler icermemeleri ve icerdikleri
ori’lerin, plazmiti yiiksek kopya sayisi ile hiicrede tutmamasidir. Klonlama vektorlerinde
oldugu gibi ekpresyon vektorlerinde de ori, plazmiti yiiksek kopya sayisi ile bakteride tutuyor
olsaydi, eksprese edilen protein yiiksek miktarlarda iiretilirdi ve protein, inkliizyon cisimleri

halinde hiicrede birikebilirdi (89).

Promotdr, protein liretim miktarin1 etkileyen bir bilesendir. Promotor ile iiretim
istenilen zamanda baglatilir ve iiriin miktar belirlenebilir. En ¢cok kullanilan promotor lac’tir.
Bu promotoér bir seker molekiilii olan IPTG (Izopropil-p-D-tiyogalaktopiranosid) ile
uyarabilmektedir (89).

Vektorlerin igerisinde bulunan fiizyon proteinleri, saflastirma esnasinda kullanilacak
afinite kromotografi teknigini de belirlemektedir. Fiizyon proteinlerin diger islevleri, iiretmek
istenilen proteinin inkliizyon cisimcikleri olarak hiicrede birikmesini, iiretilecek proteinin

hiicre tarafindan tiretim esnasinda yikilmasini engellemeleridir (89).
4.4.2 Konak Hiicre Secimi

Konak hiicre se¢imi protein iiretim miktarimi etkilemektedir. Herhangi bir E. coli
susunda (JM109, XL-1 Blue, DHS5a, vb.) protein iiretmek miimkiindiir, fakat protein verimi
yiiksek degildir. Yiiksek miktarda protein iiretimi saglayan E. coli suslart gelistirilmistir.

BL21, DE3, M15, SG13009 bu suslara 6rnektir (89).
4.4.3 Protein Uretimini Etkileyen Faktorler

Klonlanan DNA molekiiliinde ribozoma baglanma bolgesine komplementer dizi
bulunmamasi gerekmektedir. Boyle bir durumda mRNA ikincil bir yapi halini alabilir ve
ribozoma baglanma bolgesini ortebilir. Bu durumda mRNA ribozoma baglanamayacaktir ve
protein iiretilmeyecektir (90).
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Kodon ikilemi E. coli’nin Okaryotlarda bulunan bazi kodonlar1 zayif tanimasindan
kaynaklanmaktadir. Ornegin arjinini kodlayan AGG, AGA, CGG, CGA, 16sini kodlayan
CUA, prolini kodlayan CCC E. coli tarafindan zayif algilanir ve bu durumda translasyon

durur; ribozom icerdigi mRNA degrade edilene kadar islevsiz kalir (89,91).

Baz proteinler konak hiicre i¢in toksik dzelliklere sahip olabilir. Elektron transport ile
etkilesen proteinler, hiicrenin metabolik aktivitelerini etkileyen proteinler ve membran
proteinleri toksik olabilmektedir (92,93). Bu tiir proteinlerin iiretilmesi esnasinda promotor
uyarilmadan 6nce sizintili (leaky) protein iiretimi nedeniyle hiicreler ya yavas iirerler ya da
Oliirler. Bu sorun, sizintili protein iiretimini engelleyecek miktarda promotdrii baskilayan

siipresor protein kullanimi ile ¢oziilebilmektedir (90).

Hidrofobik bolgeler konak hiicreyi yasamsal olarak etkileyebilmektedir. Rekombinant
proteinin igerisinde bulunan yiiksek orandaki hidrofobik bolgeler veya transmembran
bolgeleri hiicrenin sitoplazma membranina gecerek yapisimi bozabilmektedir. Boyle bir
durumda hiicre 6lmekte ve protein sentezi durmaktadir. Translasyon esnasinda 1siy1

diisiirmek, proteini fiizyon proteini olarak eksprese etmek bu sorunu ¢ozebilmektedir (94).

Translasyonu kontrol eden bir baska bilesen, translasyonu durdurucu kodonun
ozelligidir. E. coli en ¢ok UAA durdurma kodonunu tercih eder ve translasyonu durdurucu
kodonun hemen arkasindan gelen niikleotit translasyonun sonlandirilma oranini etkiler. En

etkin durdurma kodonu UAAU olarak saptanmistir (95).
4.4.4 Rekombinant Proteinin Uretimi

Biiyiik miktarda protein iiretimine gecmeden Once kiigiik hacimlerde protein iiretimi
yapmak ve en verimli protein iiretimi i¢in kosullart belirlemek gerekmektedir. Bu asamada
ortam, protein ¢oziniirliigii, uyartm zamanini, uyanim diizeyi, iiretim siiresi gibi protein

iretimini etkileyecek bilesenler saptanir (96).

En uygun uyarim zamam bakterilerin iireme egrisinde logaritmik fazda olmaktadir.

Bakterilerin logaritmik faza ulastiklart optik yogunlugun dl¢iilmesiyle belirlenir (97).

Rekombinant protein iiretiminde kullanilan besiyerinin se¢imi ve besiyerinin pH
degeri iiretilecek protein miktarin1 belirlemektedir. Besiyerlerinde, secilimi yapilacak

plazmitlere uygun antibiyotik icermeleri  gerekmektedir. = Besiyerinin  yeterince
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havalandirilmasi igin iretim yapilacak flaskin hacmi kullanilacak besiyerinin 4-8 kati kadar

olmalidir (96,97).

Rekombinant protein tiretimi yapilacak besiyerine 20’de bir oraninda bir gece dnceden
hazirlanmis inokolum besiyeri ekilir ve uygun optik yogunluga ulasana kadar calkalanir.
Uygun optik yogunluga ulagmis besiyeri plazmitin sahip oldugu promotdriine uygun bir
substrat ile uyarilarak rekombinant protein liretimi baslatilir. Belirlenen iiretim siiresi sonunda
hiicreler santrifiij yapilarak toplanir. Rekombinant protein iceren hiicreler, yas pellet halinde

-80°C’da saklanabilmektedir (96).
4.4.5 Protein Saflastirmasi

Protein denatiire edici ya da dogal kosullar altinda saflastirilabilir. Protein inkliizyon
cisimcikleri halinde ise saflagtirma denatiire edici kosullarda, degil ise dogal ya da denatiire

edici kosullarda saflagtirilmalidir (96,98).

Dogal kosullar altinda saflastirmada hiicre dondurup cozmekle ya da sonikasyonla
parcalanir. Bu asamada proteinlerin proteazlar tarafindan parcalanmasim engellemek icin

ortama proteaz inhibitorlerinin eklenmesi gerekmektedir (96,97).

Denatiire edici kosullar altinda saflastirma yapilirken 6M guanidyum hidrokloriir veya
8M iire gibi kaotrop ajanlar kullanilmaktadir. Kaotrop ajanlar bir yandan bakteri hiicrelerini
parcalarken, diger yandan proteinlerin tiim ikincil ve dordiinciil yapilarin1 bozarak inkliizyon

cisimciklerinin ¢oziiniir hale gelmesini saglar (98).

Saflastirmada kullanilacak afinite kromotografisi teknigi kullanilan fiizyon proteinine
bagh olarak degismektedir. Fiizyon proteini, saflastirma esnasinda kromotografi matriksine
tutunur, diger tiim proteinler yikamalarla uzaklastirilir ve ardindan uygun pH veya iyon
konsantrasyonu altinda eliisyon gerceklestirilir (99,100). Sekil 11°de 6xHistidin ile yapilan bir

dogal ve denatiire edici kosullar altinda saflagtirma basamaklar1 goriilmektedir.
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Sekil 12: 6xHistidin’li proteinlerin saflastirma basamaklar1 (Kaynak 101°ten

alinmistir).

Saflastirma sonras1 fiizyon proteinin uzaklastirilmasi gerekebilir. Fiizyon proteini ile
rekombinant protein arasina kimyasal olarak etkilenen veya proteolitik kesim saglayacak
aminoasit dizisi eklenir. Kesim bu dizilerden yapildiktan karisimda bulunan fiizyon proteini
ve rekombinant protein birbirinden ayrilmalidir. Bunun icin tekrar afinite kromotografisi ile
saflastirma yapilir. Fiizyon proteini kromotografi matriksine baglanirken iiretilen rekombinant

protein yikama basamaklarinda eliie olacaktir (99).
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Denatiire kosullar altinda saflagtirillmis bir protein ikincil yapisim kaybeder ve bu
nedenle biyokimyasal iglevselligini yitirir. Proteini renatiire etmek i¢in ¢6ziindiigii kaotropun
konsantrasyonu basamaklar halinde diisiirmek ve cozeltiden tamamen uzaklastirmak
gerekmektedir. Bu islem icin diyaliz yapilmaktadir. Protein ¢ozeltisi diyaliz membranin
icerisine konur ve kaotropun giderek azalan c¢ozeltilerin icerisinde diyaliz edilmesi saglanir.
Protein bu sekilde azalan kaotrop konsantrasyonlarinda ikincil yapisina tekrar veya kismen

donecektir (98).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1 Gerec

5.1.1 Cozeltiler

Cozeltilerin hazirlanmasinda 18.2MQ ddH,0, besiyerlerin hazirlanmasinda dH,O

kullanilmistir. Otoklavlama yarim litre hacim i¢in 121°C 1Atm basing altinda, 15 dakika siire

ile yapilmistir. Kimyasallarin miktarlari, belirtilen hacimler i¢in hesaplanmaistir.

IM Tris-Cl, pH8.0 — 100mL

Tris 12.114¢g

HCI1 ile pH8.0’e ayarlandi ve ddH,O ile

Otoklavlama ile sterilize edilip oda 1sisinda saklandi

1.5M Tris-Cl, pH8.8 — 100mL

Tris 18.17¢g

HCI1 ile pH8.8’e¢ ayarlandi ve ddH,O ile

Otoklavlama ile sterilize edilip oda 1sisinda saklandi.

IM Tris-Cl, pH6.8 — 100mL

Tris 12.114¢g

HCl ile pH6.8’e¢ ayarlandi ve ddH,O ile

Otoklavlama ile sterilize edilip oda 1s1sinda saklandi.

0.15M Tris-Cl, pH7.6 — 100mL

Tris 1.8171g

HCI ile pH7.6’ya ayarlandi ve ddH,O ile

Otoklavlama ile sterilize edilip oda 1sisinda saklandi

(Sigma T 8524)

son hacim 100mL’ye

(Sigma T 8524)

son hacim 100mL’ye

(Sigma T 8524)

son hacim 100mL’ye

(Sigma T 8524)

son hacim 100mL’ye

tamamlandi.

tamamlandi.

tamamlandi.

tamamlandi.
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0.5M Na,EDTA, pH8.0 — 500mL
Na,EDTA-2H,0 91.08¢g (Sigma ED2P)

NaOH ile pHS8.0’e ayarlandi. ddH,O ile son hacim 500mL’ye tamamlandi ve
otoklavlandi. 4°C’da saklandi.

10xTris-EDTA, pH8.0 — 100mL

1M Tris-Cl, pHS8.0 10mL
0.5M Na,EDTA pHS8.0 2mL

ddH,O ile son hacim 100mL’ye tamamlandi. Otoklavlama ile sterilize edilip oda

1s1s1inda saklandi.

50xTris Asetik EDTA — 1000mL

Tris 0.2M (242¢g) (Sigma T 8524)
0.5M Na,EDTA, pH8.0 100mL

Asetik asid 57.1mL (Merck 100056)
ddH;O0 ile son hacim 1000mL’ye tamamland1 ve oda 1sisinda saklandi.

10x DNA Yiikleme Tamponu — 100mL

Bromfenol mavisi 0.25¢g (Sigma B 5525)
Ksilen siyanol 0.25¢ (Sigma X 4126)
150mM Tris pH7.6 33mL

Gliserol (Saf) 60mL (J.T.Baker M77809)
ddH,O 7mL

Oda 1s1sinda saklanda.
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Etidyum Bromid — 10mL

Etidyum bromid 0.1g (Sigma E 8751)
ddH,O 10mL
Isik gecirmeyen bir cam sise icerisinde 4°C’da saklanda.

0.IM IPTG — 10mL

[zopropil B-D-tiyogalaktopiranosid 0.2383g (Applichem A4978)

ddH,0 ile son hacim 10mL’ye tamamlandi ve 0.45um’lik filtre ile steril edilip,

1mL’lik alikotlar haline -20°C’da saklandi.
X-Gal - 5SmL
X-Gal 0.1g (Applichem A4978)

SmL N,N dimetilformamid icerisinde ¢oziildii. 0.5mL’lik alikotlar halinde -20°C’da

saklanda.

IM KCI — 100mL

KCI 7.455g (Merck 104934)
ddH,O ile son hacim 100mL’ye tamamlandi ve oda 1sisinda saklandi.

0.15M NaCl — 100ml

NaCl 0.877g (Merck 106400)
ddH;O0 ile son hacim 100mL’ye tamamland1 ve oda 1sisinda sakland.

IM MgCl, — 100mL

MgCL-6H,0 20.33¢g (Ridel-de Haén 13152)

ddH;O0 ile son hacim 100mL’ye tamamland1 ve oda 1sisinda sakland.
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10N NaOH - 100mL

NaOH 40g (Merck 106462)
ddH,O0 ile son hacim 100mL’ye tamamland1 ve oda 1sisinda sakland.

1M Glikoz — 100mL

D-Glikoz 18.01g (Merck 108337)
ddH,O0 ile son hacim 100mL’ye tamamland1 ve oda 1sisinda sakland.

3M NaOAsetat, pH5.2 — 100mL

NaOAsetat-3H,0 40.824¢g (Sigma S 8625)

Asetik asid ile pH5.2’ye ayarland1 ve ddH,O ile son hacim 100mL’ye tamamlandi.

Otoklavlama ile sterilize edilip oda 1sisinda saklandi.

SM KOAsetat — 100mL

KOAsetat 49.075¢g (Sigma P 1190)
ddH,O0 ile son hacim 100mL’ye tamamlandi ve 4°C’da saklandi.

Ampisillin Stok Soliisyonu (100mg/mL) — 10mL

Ampisillin 1g (Applichem A0839)

ddH,0 ile son hacim 10mL’ye tamamlandi ve 0.45um’lik filtre ile sterilize edilip,

-20°C’da 0.5mL’lik alikotlar halinde saklandi.

Kanamisin Stok Soliisyonu (25mg/mlL) — 10mL

Kanamisin 0.25¢g (Applichem A1493)

ddH,O ile son hacim 10mL’ye tamamlandi ve 0.45um’lik filtre ile sterilize edilip,

-20°C’da 0.5mL’lik alikotlar halinde saklanda.
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Luria Bertani S1vi Besiyeri— 500mL

Luria Bertani 12.5¢g (Sigma L 3522)
dH,0 ile son hacim 500mL’ye tamamland1 ve otoklavlanip, 4°C’da saklandi.

Luria Bertani Agar Plaklar1 — 500mL

Luria Bertani Agar 20g (Sigma L 3147)

dHO ile son hacim 0.5L’ye tamamlandi ve otoklavlandi. Ardindan petri kaplarina
dokiildii ve kaplar 4°C’da saklandi. 251g/mL kanamisin ve/veya 100pug/mL ampisillin iceren

besiyerlerine asagida belirtilen miktarlarda antibiyotik eklenmistir.
Ampisillin (100mg/mL) 0.5mL
Kanamisin (25mg/mL) 0.5mL

Antibiyotikler besiyeri otoklavlandiktan sonra 50-55°C sicakliktayken eklenip petri

kaplarina dokiilmiistiir ve 4°C’da saklanmustir.

SOC Besiyeri — 100mL

Tripton 20g (Lab M MCO005-A)
Maya ekstrakti 5¢g (Acumedia 7184A)
NaCl 0.5g (Merck 106400)
IM KCl 2.5mL

10M NaOH pH7.0’ye ayarland1 ve dH,O ile 970mL’ye tamamlandi ve otoklavlandi.
Ardindan 0.45um’lik filtre ile sterilize edilen 10mL 1M MgCl, ve 20mL 1M glikoz eklendi
ve 4°C’da saklandi.
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TFB1 — 500mL

MgCl,-6H,0 0.1M (10.165g) (Ridel-de Haén 13152)
MnCl,-4H,0 0.050 (4.94¢) (Applichem A2087)
KOAsetat 0.03M (1.47g) (Sigma P 1190)
CaCl,-2H,0 0.01M (0.74g) (Merck 102381)
Gliserol (Saf) %15 (v/v) (75mL)  (J.T.Baker M77809)

Asetik asid ile pH5.8’e ayarland1 (Gliserol pH ayarlandiktan sonra eklendi) ve ddH,O

ile son hacim 500mL’ye tamamlanip, 0.45um’lik filtre ile sterilize edildi. 4°C’da saklandi.

TFB2 — 500mL

MgCl,-6H,0 0.01M (1.02g) (Ridel-de Haén 13152)
CaCl,-2H,0 0.1M (7.351g) (Merck 102381)
MOPS 0.01M (1.05g) (Sigma M 1254)
Gliserol (Saf) %15 (v/v) (75mL)  (J.T.Baker M77809)

KOH ile pH6.8’e ayarland1 (Gliserol pH ayarlandiktan sonra eklendi) ve ddH,O ile

son hacim 500mL’ye tamamlanip, 0.45um’lik filtre ile sterilize edildi. 4°C’da saklandi.

Alkalen lizis soliisyon 1 — 100mL

D-Glikoz 0.05M (0.9g) (Merck 108337)
IM Tris-Cl, pHS8.0 0.025M (2.5mL)
0.5M EDTA, pHS8.0 0.0IM (2mL)

ddH;O0 ile son hacim 100mL’ye tamamland1 ve otoklavlanip, 4°C’da saklandi.

37



Alkalen lisis soliisyon 2 — 10mL

10N NaOH 0.2N (0.2mL)
Sodyum dodesil siilfat %1 (w/v) (0.1g) (Sigma L 4390)
Taze hazirland1 ve oda 1sinda kullanildi.

Alkalen lisiz soliisyon 3 — 100mL

5M KOAsetat 60mL
Glasial Asetik asid 11.5mL
ddH,O 28.5mL

4°C’da saklandi.

STE — 100mL
IM Tris-Cl, pH8.0 0.01M (0.001mL)
NaCl 0.1M (0.584¢) (Merck 106400)

0.5M Na,EDTA, pH8.0 0.001M (0.0002mL)

ddH,O0 ile son hacim 100mL’ye tamamland1 ve otoklavlanip, 4°C’da saklandi.

SDS. %10 — 100mL

Sodyum dodesil siilfat 10g (Sigma L 4390)

Kristaller 68°C’da ¢o6zdiiriildii ve ddH,0 ile son hacim 100mL’ye tamamlandi.

Amonyum persiilfat, %10 — SmL

Amonyum persiilfat 0.5g (Sigma A 7460)

ddH;O0 ile son hacim 5mL’ye tamamlandi. 4°C sicaklikta iki hafta siire ile saklandi.
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Akril-bisakril-amid, %30 — 100mL

Akrilamid 29¢g (Sigma A 9099)
N,N’-metilenbisakrilamid 1g (Sigma M 2022)

37°C’de ddH,O0 i¢inde ¢oziildii ve son hacim 100mL’ye tamamlandi. Isik gecirmeyen
bir cam sisede 4°C’da saklandi.

10xSDS-PAGE Yiiriitme Tamponu — 1000mL

Sodyum dodesil siilfat %1 (w/v) (10g) (Sigma L 4390)
Tris 0.25M (30.3g) (Sigma T 8524)
Glisin 1.92M (144.1g) (Sigma G 7126)

ddH;O0 ile son hacim 1000mL’ye tamamland1 ve oda 1s1sinda saklandi.

2xSDS-PAGE Protein Yiikleme Tamponu — 100mL

IM Tris-Cl, pH6.8 0.09M (0.009mL)

Gliserol (Saf) %20 (v/v) (20mL)  (J.T.Baker M77809)
Sodyum dodesil siilfat %2 (wlv) (2g) (Sigma L 4390)
Bromfenol mavisi 9%0.02 (w/v) (20mg) (Sigma B 5525)
DTT 0.1M (1.54g) (Applichem A2948)

ddH;O0 ile son hacim 100mL’ye tamamland1 ve -20°C’da 0.5mL’lik alikotlar halinde

saklandi.
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5xSDS-PAGE Protein Yiikleme Tamponu — 100mL

IM Tris-Cl, pH6.8 0.225M (0.225mL)

Gliserol (Saf) %50 (v/v) (50mL)  (J.T.Baker M77809)
Sodyum dodesil siilfat %5 (wlv) (5g) (Sigma L 4390)
Bromfenol mavisi 9%0.05 (w/v) (50mg) (Sigma B 5525)
DTT 0.1M (3.85g) (Applichem A2948)

ddH,O0 ile son hacim 100mL’ye tamamlandi ve -20°C’da 0.5mL’lik alikotlar halinde

saklanda.

Yari-Kuru Transfer Tamponu — S00mL

Tris 0.025M (1.52g) (Sigma T 8524)
Glisin 0.15M (5.63g) (Sigma G 7126)
Metanol %10 (v/v) (50mL)  (Merck 106008)

ddH;O0 ile son hacim 500mL’ye tamamlandi ve oda 1sisinda sakland.

10xTris Tamponlu Tuzlu Su (TTS) — 500mL

Tris 0.1M (6.057)g (Sigma T 8524)
NaCl 1.5M (43.83)g (Merck 106400)

HCI ile pH7.4’e ayarlandi ve ddH,O ile son hacim 500mL’ye tamamlanip, oda

1s1s1inda saklandi.

TTS-Tween 20 (TTST) — 500mL

10xTTS 50mL
Tween20 2.5mL (Applichem A1389)

ddH;O0 ile son hacim 500mL’ye tamamland.
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%3’liik S1gir Serum Albumini (SSA) bloklama tamponu — SOmL

SSA 1.5g (Applichem A1391)
TTST ile son hacim 50mL’ye tamamlandi.

SSA Standardi, 2mg/mL - SmL

I1lmg SSA 5SmL tampon B’de coziildii ve optik dansite Apgp=1.322 olana kadar
tampon B eklendi. 0.5mL alikotlar halinde -20°C’da saklandi

Bradford Boyasi — 100ml

Coomassie Brilliant Blue G250 9%0.01 (w/v) (0.01g) (Sigma B 0770)
Etanol (saf) %5 (v/v) (5ml) (Applichem A3578)
orto-Fosforik asit, %85 (w/v) %8.5 (v/v) (10ml)  (Applichem A0637)

“Coomassie Brilliant Blue G250” 6nce etanolde ¢oziildii ve iizerinde fosforik asit
eklendi. ddH,O ile son hacim 100mL’ye tamamlandi. Soliisyon, filtre kagidi ile siiziildii ve

151k almayan bir sisede 4°C’da saklandi.

Tampon B — 100mL

NaH,PO, 0.1M (1.38g) (Sigma S 8625)
Tris 0.01M (0.12g) (Sigma T 8524)
Ure 8M (48.05g) (Sigma U 5378)

10M NaOH ile pHS8.0’e ayarland1 ve ddH,O ile 100mL’ye tamamlanip oda 1sisinda

saklandi. Kullanmadan 6nce pH kontrol edilip, tekrar ayarlandi.
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Tampon C — 100mL

NaH,PO, 0.1M (1.38g) (Sigma S 8625)
Tris 0.01M (0.12g) (Sigma T 8524)
Ure 8M (48.05g) (Sigma U 5378)

HCl ile pH6.3’e ayarland1 ve ddH,O ile 100mL’ye tamamlanip oda 1sisinda saklandi.

Kullanmadan 6nce pH kontrol edilip, tekrar ayarlandi.

Tampon D — 100mL

NaH,PO, 0.1M (1.38g) (Sigma S 8625)
Tris 0.01M (0.12g) (Sigma T 8524)
Ure 8M (48.05g) (Sigma U 5378)

HCl ile pH5.9’a ayarland1 ve ddH,O ile 100mL’ye tamamlanip oda 1sisinda saklandi.

Kullanmadan 6nce pH kontrol edilip, tekrar ayarlandi.

Tampon E — 100mL

NaH,PO, 0.1M (1.38g) (Sigma S 8625)
Tris 0.1M (0.12g) (Sigma T 8524)
Ure 8M (48.05g) (Sigma U 5378)

HCl ile pH4.5’e ayarland1 ve ddH,O ile 100mL’ye tamamlanip oda 1sisinda saklandi.

Kullanmadan 6nce pH kontrol edilip, tekrar ayarlandi.

Izopropanol (Sigma 19516)
Agaroz (Sigma A 9539)
N-N dimetil formamid (Applichem A3676)
HCI %37 (Merck 100314)
Fenol:Kloroform:izoamilalkol (24:25:1) (Applichem A0889)
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5.1.2 Enzimler

Tag Polimeraz (Su/uL)

Pfu Polimeraz (2.5u/uL)

BamHI (10u/uL)

HindIlI (10u/uL)

Riboniikleaz inhibitorii (20-50u/uL)
“Ribonuclease A” (10mg/mL)

“RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase”
5.1.3 Antikorlar

“RGS-His Antibody”

“Sheep Anti-Mouse (IgG) Horse Radish Peroxidase”

5.1.4 Hazir Uygulamalar

“Rapid Ligation Kit”

“DNA Extraction Kit”

“QIAexpress Type IV Kit”

“Chemilucent ECL Detection System”
“pGEM-T Easy Vector System”

5.1.5 Diger Geregler

GeneRuler1™ 50bp

GeneRuler™ 1kb

“Prestained Protein Molecular Weight Marker”

PVDF Membran

(Fermentas #EP0406)
(Fermentas #EP0509)
(Fermentas #ER0051)
(Fermentas #ER0501)
(Applichem A3934)

(Fermentas #EN0531)

(Fermentas #EP0441)

(Qiagen 34610)

(Fermentas #K1422)
(Fermentas #K0513)
(Qiagen 32149)
(Chemicon 2600)

(Promega A1380)

(Fermentas #SM0371)
(Fermentas #SMO0311)
(Fermentas #SM0441)

(Millipore IPVH15150)

(Chemicon AP300P)
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Rontgen Filmi

3MM blotlama kagidi
10mM dNTP Mix
Dis ileri 6nciil:

Dis Geri Onciil:

I¢ fleri onciil:

I¢ Geri onciil:

(Kodak 5256441)

(Whatman GBO005)

(Fermentas #R0191)
5'- GAA AGC GTC TAG CCATGG CGTTAGT -3'
5'- CGT AGG GGA CCA GTT CAT CAT CAT ATC CC -3'
5'- CGC GGA TCC ATG AGC ACG AAT CCT AAA -3

5'- CGC AAG CTT AGA GGA AGA TAG AGA AAG AGC
AACC-3
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5.2 Yontem
5.2.1 Klonlanacak DNA’min Eldesi
5.2.1.1 Kalip RNA

Calismada kalpp RNA olarak Dokuz Eyliill Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvari’nda tanisal arastirma amaciyla elde edilmis genotipi 1 olan 60209418 UIN
numarali hastanin HCV RNA ekstrakt1 kullanildi.

5.2.1.2 Onciillerin Berlilenmesi

“Nested” PZT icin iki ¢ift onciil belirlendi. Onciillerin hangi bélgelerin arasim
cogaltacagini belirlemek amaciyla HCV veri bankasina (http://hcv.lanl.gov) kayith tiim
genotiplerin niikleotit dizileri indirildi ve BioEdit 7.0.9 siiriimii ile hizaland1 (102). Dis
onciiller olarak 5’ kodlanmayan bolge ve El icerisinde bulunan ve tiim genotipler icerisinde
korunmus olan bélgeler secildi. i¢ 6nciiller olarak 6zyap1 proteinin 1°ci ve 534 cii niikleotit
arasinda kalan bolgeyi cogaltilacak onciiller tasarlandi. I¢ onciillerinden ileri dnciil olanma
BamHI kesim bolgesi ve kesim etkinligini arttirmak i¢in 5’ ucuna ii¢ adet fazla niikleotit
eklendi. Geri Onciiliine ise Hindlll kesim bolgesi ve bu kesim bolgesi ile 6zyap1 proteinin
534’cii niikleotit arasina bir timin eklendi. Bu sekilde TAA dur kodonu olustu. Ayrica Hindlll
restriksiyon enzimin kesim etkinligini arttirmak i¢in 3’ ucuna ii¢ adet niikleotit eklendi. H77
(GenBank erigim numarasi: AF009606) susuna gore dis Onciillerin konumlan sirasiyla 71°ci
niikleotit ve 1300’iincii niikleotit, i¢ Onciillerin konumlar1 sirastyla 342°nci niikleotit ve

852’inci niikleotitdir.
Dis Onciiller
Ileri 6nciil: ~ 5'- GAA AGC GTC TAG CCA TGG CGT TAG T -3'
Geri onciil: ~ 5'- CGT AGG GGA CCA GTT CAT CAT CAT ATC CC -3
i¢ Onciiller
Ileri 6nciil: ~ 5'- CGC GGA TCC ATG AGC ACG AAT CCT AAA -3'

Geri Onciil:  5'- CGC AAG CTT AGA GGA AGA TAG AGA AAG AGC
AACC-3'
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5.2.1.3 cDNA Sentezi

PZT, DNA cogaltmaktadir. HCV ise bir RNA virusudur. Bu nedenle c¢ogaltma

yapabilmek icin 6nce cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi iiretici firmanin (Fermentas

#EP0441) tavsiyeleri dogrultusunda yapildi.

1.

SuL kalip RNA 200uL’lik tiipe kondu.
40pmol dis geri onciil eklendi
Son hacim 11pL olacak sekilde ddH,O ile tamamlandi.

Tiip 1s1 dongii cihazinda (Techne TC-412) 70°C’da 5 dakika inkiibe edildi ve

ardindan buzda sogutuldu.

5x reaksiyon tamponundan 4ulL, 10mM dNTP’den 2uL, riboniikleaz
inhibitoriinden 1uL (20u) eklendi. Son hacim 19uL olacak sekilde ddH,O ile

tamamlandi.

Karigim 1s1 dongii cihazinda 37°C’da 5 dakika inkiibe edildi.
Karigima 1pL (200u) M-MuLV enzim eklendi.

Karisim 1s1 dongii cihazinda 42°C’da 60 dakika inkiibe edildi.

Reaksiyon, tiiptin 70°C’da 10 dakika 1sitilarak durduruldu ve 4°C’da sogutuldu.

10. Sentezlenen cDNA -20°C’da saklandi.

5.2.1.4 DNA Cogaltma

Polimeraz nedeniyle olusabilecek niikleotit hatalarin1 en aza indirmek amaciyla

cogaltmada 3’—5’ ekzoniikleaz aktivitesi olan Pfu polimeraz se¢ildi. Cogaltma iki asamali

olarak yapildi. Cogaltma i¢in Oncellikle dis sonra i¢ Onciiller kullanildi. Reaksiyonlar S0uL

hacimde yapildi1 ve 1s1 dongii cihazi olarak Techne TC412 kullanild.
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Dis onciillerle cogaltma:

Karisim:

ddH,O

10x Tampon (MgSO4’11)
dNTP (10mM)

Dis ileri onciil (10mM/uL)
Dis geri 6nciil (10mM/uL)

Pfu (2,5u/uL)

cDNA

Dongiiler:

. On Denatiirasyon
. Denatiirasyon

. Tavlama

. Uzatma

. Son uzatma

. Saklama

ic onciillerle cogaltma:

Karisim:

ddH,O

10x Tampon (MgSO4’11)
dNTP (10mM)

Das ileri onciil (10mM/uL)

94°C

94°C

50°C

72°C

72°C

4°C

35,5uL
SuL.
1uL
1,5uL
1,5uL
0,5uL.

SuL.

40,5uL
SuL

1uL

3 dakika
45 saniye
45 saniye
2 dakika

10 dakika

30 dongii
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Dis geri onciil (10mM/uL) 1uL

Pfu (2,5u/uL) 0,5uL.

Kalip DNA 1uL

Dongiiler:

. On Denatiirasyon 94°C 3 dakika

. Denatiirasyon 94°C 45 saniye

. Tavlama 50°C 45 saniye 30 dongii
. Uzatma 72°C 1 dakika

. Son uzatma 72°C 10 dakika

. Saklama 4°C o0

5.2.1.5 DNA Elektroforezi

PZT iiriinlerini goriintiilemek amaciyla agaroz jel elektroforezi yapildi. Jel 25mL
IXTAE icerisinde %]1°lik (w/v) agaroz karistirildi. Mikrodalga firinda orta giicte agaroz
eritildi. Igerisine 1.2 pL etidyum bromid (10mg/mL) karistirildi ve taragi hazir jel kabina
dokiilip donmasi i¢in oda 1sisina birakildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice jelin
icerisinden cikarildi ve jel kalip ile birlikte elektroforez tankina (Thermo EC320) yerlestirildi.
4.5uL PZT iirtiniine 10xDNA yiikleme tamponundan 0.5uL karistinldi ve jelde acilmis
kuyulara yiiklendi. Kuyulardan birisine “marker” yiiklendi. Elektroforez giic kaynagi
(Thermo EC135-90) 120V’a ayarland1 ve jel 30-60 dakika yiiriitiildii. Jel transliiminatorde
orta dalga UV’de (280-340nm) goriintiilendi ve (Vilber Lourtmat Infinity-1000/26MX)

cihaziyla fotografi ¢ekildi. Goriintiilen bant biiyiikleri “marker” ile karsilastirildi.

Calisma kapsaminda dis onciillerle yapilan PZT nin iiriinii i¢in ~1.2kb, i¢ Onciillerle
yapilan PZT nin iiriini i¢in 553bp, pQE-30 icin ~3.4kb, pGEM-T Easy icin ~3kb, pQE-C178
icin ~4kb, pGEM-C178 i¢in ~3.6kb bant biiyiikliikleri goriintiilendi.
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5.2.2 Klonlama
5.2.2.1 TA Klonlamasi

I¢ onciillerle yapilan PZT’nin iiriinii TA klonlamas: ile pGEM-T Easy vektoriine
klonlandu. Icerisinde 6zyap1 proteinin ilk 178 aminoasidini (C178) iceren bu klon, restriksiyon

enzim kesimi i¢in substrat olarak kullanildi.

Vektor 3015bp uzunlugunda ve secilimi ampisillin ile yapilmaktadir. Klonlama,
vektoriin icerisinde bulunan lacZ genin ortasina yapilmaktadir. Bu sekilde lacZ geni inaktif
olmakta ve besiyerinde bulunan X-Gal’1 parcalayamamaktadir. Bu nedenle, klonlanan geni

iceren koloniler beyaz renkte goriilmektedir.

Vektor bir TA klonlama vektoriidiir ve 3’ uglarinda serbest timinler bulunmaktadir. Bu
vektore klonlama yapabilmek icin klonlanacak DNA molekiilin 5’ uclarinda adenin
bulunmasi gerekmektedir. PZT’de kullanilan Pfu polimerazin terminal transferaz aktivitesi
yoktur. Bu nedenle i¢ Onciillerle cogaltilan iiriin, terminal transferaz aktivitesi olan Tag

polimeraz ile tekrar cogaltilmistir.
5.2.2.1.1 Taq Polimeraz ile DNA Cogaltma

Is1 dongii cihazi olarak Techne TC-412 kullanildi.

Karisim:

ddH,O 37,5uL

10x Tampon SuL.

MgCl, 3uL

dNTP (10mM) 1uL

I¢ ileri dnciil (10mM/uL) 1uL

I¢ geri 6nciil (10mM/uL) 1uL

Taq (Su/uL) 0,5uL (Fermentas #EP0406)
Kalip DNA 1uL
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Dongiiler:

. On Denatiirasyon ~ 94°C 3 dakika

. Denatiirasyon 94°C 45 saniye

. Tavlama 50°C 45 saniye 30 dongii
. Uzatma 72°C 1 dakika

. Son uzatma 72°C 10 dakika

. Saklama 4°C 00

PZT iirtinti 5.2.1.5 baslhiginda anlatildig: sekilde goriintiilendi.
5.2.2.1.2 Ligasyon
Ligasyon iiretici firmanin (Fermentas #K1422) 6nerileri dogrultusunda yapildi.

1. Buz iistiinde bulunan 200uL’lik tiipe SuL. ddH,O, 1uL (50ng/uL) pGEM-T Easy
vektorli ve 1pL Taq polimeraz ile c¢ogaltilmis PZT iiriinii, 2ul S5xLigasyon
tamponu ve 1puL T4 ligaz karistirildi.

2. Karisim 22°C’da 60 dakika 1s1 dongii cihazinda (Techne TC-412) inkiibe edildi.
5.2.2.1.3 Gliserol Stogu Hazirlama

Kompetan hazirlamada, klonlanmis hiicrelerin saklanmasinda gliserol stoklar

kullanildi. Gliserol stoklarinda %35 gliserol (v/v) bulunmaktadir.

1. Bir deney sonucunda (klonlama, vb.) LB agar plaklarinda {iiremis olan
kolonilerden bir tanesi 0.9mL LB siv1 besiyeri i¢ceren mikrosantrifiij tiipiine (eger
hiicre klon igeriyorsa secilim i¢in gerekli antibiyotikler igeren besiyeri olmali)

ekildi ve 200 rpm’de calkalanarak 37°C’da bir gece inkiibe edildi.
2. Bir gece 6ncesinden iireyen kiiltiire 100puL %50 gliserol (v/v) karistirildi.

3. Hiicreler -80 °C’da dondurularak saklandi.
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5.2.2.1.4 Kompetan Hiicre Uretme

Klonlama yapabilmek i¢in transformasyon yetenegi arttirilmis hiicre kullanildi.

Kompetan hiicre hazirlamak i¢in “The Qiaexpressionist™” (Qiagen) kullanma kilavuzunda

yer alan yontem izlendi.

1.

10.

JIM109 gliserol stogundan LB agar plagina canlandirildi ve bir gece 37°C’da
inkiibe edildi.

Bir giin once ekilen ve iireyen JM109 susundan bir koloni 10mL LB sivi
besiyerine ekildi ve gece boyunca 200rpm’de calkalanarak 37°C’da inkiibasyona
birakildi.

. Gece boyunca iiremis kiiltirden kiiltirden 1mL 100mL 37°C’de ki LB sivi

besiyerine ekildi ve 200rpm ¢alkalama hiz1 ile 37°C’da inkiibe edildi.

Kiiltiir, 60 dakika inkiibasyon sonrasinda her 20 dakikada bir 600nm’de OD
Olciildii (Thermo MultiSkan) ve ODgpp=0,5"de kiiltiir 6nceden buzda sogutulmus
iki adet SOmL konik tabanl tiipe aktarildi.

Kiiltiirii iceren konik tabanl1 tiip buda 10 dakika sogumaya birakildi.

Kiiltiiri iceren konik tabanli tiip 4°C’da 4000g ile 5 dakika santrifiij (Heraeus
Labofuge 400R) edildi ve siipernatant dikkatlice atild1.

Pelletin iizerine 30mL TFB1 tamponu eklendi ve pellet vorteks ile tamponun
icerisine siispanse edildi. Ardindan konik tabanli tiip 90 dakika bu igerisinde

inkiibe edildi.

Konik tabanh tiip 4°C’da 4000g’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
dikkatlice atildi.

Pelletin iizerine 4mL TFB2 tamponu eklendi. Pellet vorteks ile tamponun igerisine

stispanse edildi.

Hiicreler 200uL alikotlar mikrosantrifiij tiipleri icerisinde -80°C’da dondurularak

saklandi.
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5.2.2.1.5 Transformasyon

Ligasyon {riiniiniin kompetan hiicrelere aktarilmasi i¢in transformasyon yapildi.

Uygulamada (+) kontrol olarak pQE-40, (-) kontrol olarak 1xTE kullanilmustir.

1.

8.

Buzda sogutulmus 3 adet mikrosantrifiij tiipiine S0uL kompetan JM109 kondu ve
klonlama tiipii (V), pozitif kontrol tiipii (+), negatif kontrol tiipii (-) olarak

isaretlendi.

Vektor tiipiine 1uL ligasyon iiriinii, pozitif kontrol tiiptine 1puL (10ng/uL) pQE-40
vektor, negatif kontrol tiiptine 1puL 1xTE eklendi.

. Tiipler parmak vurularak nazikce karistirildi ve 30 dakika siiresince buzda inkiibe

edildi.

Tiiplere 42°C sicakliginda ki 1s1 blogunda 60 saniye 1s1 soku verildi ve ardindan 2

dakikaligina buz iizerine alindu.
Tiiplere 6nceden 37°C’da 1sitilmig SO0uL SOC besiyeri karistirildi.
Tiipler 200rpm ¢alkalama hiz1 ile 37°C’da 60 dakika inkiibe edildi.

Pozitif ve negatif kontrolden 100uL, klon iceren tiipten 2x100uL ve 2x50uL
onceden 37°C’da 1sitilmis ampisillin (100pug/mL), 100mM IPTG, 20mM X-Gal
iceren LB agar plaklarina ekildi.

Plaklar 30°C’da bir gece inkiibe edildi.

5.2.2.1.6 Klon Iceren Hiicrenin Saptanmast

pGEM-T Easy vektoriinde klon iceren hiicrenin se¢imi gorsel olarak yapilmaktadir.

Klon iceren koloniler beyaz, icermeyenler ise mavi olarak goriilmektedir. Her transformasyon

deneyinde belirli bir oranda artalan koloni ¢ikabilmektedir. Bu nedenle rekombinant vektor

icerdigi diisiiniilen koloniler, rekombinant vektor icerdiklerine dair baska bir yontem ile tekrar

taranmasi gerekmektedir. Bu ¢calisma kapsaminda PZT kullanilmistir.
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5.2.2.1.6.1 Kaynatma Yolu ile DNA Eldesi

Bir klonlama deneyinde istenilen klonu saptamak amaciyla onlarca koloni taramasi
gerekebilir. Kaynatma yolu ile DNA eldesi kolay, hizli ve ucuz bir yontemdir ve elde edilen

DNA PZT’de kalip olarak kullanilabilmektedir.

1. Transformasyon sonrasi iireyen ve klon icerdigi diisiiniilen koloniler 1mL
ampisillin (100pg/mL) iceren LB sivi besiyeri iceren mikrosantrifiij tiiplerine

ekildi ve 200rpm’de ¢alkalanarak 37°C’da bir gece inkiibe edildi.

2. Bir giin once ekilen ve iireyen kiiltiirlerden 100uL kiiltir 400uL. ddH,0 iceren
mikrosantrifiijlere karistirildi. Ana kiiltirde artan 900uL kiiltire 100uL %50
gliserol (v/v) kanstirildi ve bunlar gliserol stogu olarak -80°C’da dondurularak

saklandi.

3. 500uL’ye sulandirilmis kiiltiir iceren tiipler 100°C’da ayarlanmig 1s1 blogunda 15
dakika kaynatildi.

4. Tiipler 10000g’de 10 dakika santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5415C) edildi.
5. Elde edilen DNA, 4°C’da PZT uygulamak i¢in saklandi.
5.2.2.1.6.2 Klon Tarama Amaciyla PZT Uygulamasi

Kaynatma yolu ile elde edilen DNA’lar kalip olarak kullanilacaktir. Her 10 6rnekte bir
kullanilacak negatif kontrol i¢in ddH,O, pozitif kontrol olarak i¢ Onciillerle ¢ogaltilan
5.2.2.1.1 bashgmnda ki PZT iiriini kullanildi. Is1 dongii cihazi olarak Techne TC-412
kullanild1 ve reaksiyon 20uL hacimde yapildi.

Karisim:

ddH,O 14.4uLL
10x Tampon 2ul
MgCl, 1.2uL
dNTP (10mM) 0.4pL
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I¢ ileri onciil (10mM/uL) 0.4uL

I¢ geri 6nciil (10mM/uL) 0.4uL

Taq (Su/uL) 0,2uL

Kalip DNA 1uL

Dongiiler:

. On Denatiirasyon 94°C 3 dakika

. Denatiirasyon 94°C 45 saniye

. Tavlama 50°C 45 saniye 30 dongii
. Uzatma 72°C 1 dakika

. Son uzatma 72°C 10 dakika

. Saklama 4°C 00

PZT iirtinleri 5.2.1.5 bashginda anlatildig: sekilde goriintiilendi.
5.2.2.1.7 Alkalen Lizis ile Midiprep

Rekombinant DNA iceren koloniden cok miktarda DNA elde etmek i¢in alkalen lizis
yontemi ile Midiprep yapildi. Elde edilen vektor restriksiyon enzim kesimi i¢in substrat

olarak kullanild1 ve igerisinden elde edilen C178 pQE-30 vektoriine klonlandi.

1. Rekombinant DNA igeren klonun gliserol stoktan ampisillin (100pg/mL ) LB agar
plaklagina canlandirildi ve bir gece 37°C’da inkiibe edildi.

2. Bir giin oOnce ekilen ve {iireyen kolonilerden bir tanesi 10mL ampisillinli
(100pug/mL) Sivi LB iceren 100mL’lik Erlenmayer icine ekildi ve 37°C’da bir

gece calkalanarak inkiibe edildi.

3. Kiiltir 15 mL’lik konik tabanli tiipe aktarildi ve 4°C’da 2000g’de 10 dakika

santrifiij edildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Stipernatant atildi ve pellet 4mL STE’de siispanse edildi ve 4°C’da 2000g’de 10
dakika santrifiij (Heraeus Labofuge 400R) edildi.

Stipernatant’dan 3mL cekilip atildi ve pellet kalan 1mL’lik tampona siispanse
edilip mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Ardindan tiip 4°C’da 15000g’de 1 dakika

santrifiij edildi.

Stipernatant atildi ve 4°C soguklugunda 200uL alkalen lizis soliisyonu 1 ile sert

vorteksleme yapilarak siispanse edildi.

Tiipe 400 pL taze hazirlanmis alkalen lizis 2 soliisyonu eklendi ve sikica

kapatilarak 5 kez ters yiiz edilerek karistirildi ve 3 dakika buz iistiinde bekletildi.

Tiipe 300 pL 4°C’da sicakliginda alkalen lizis soliisyonu 3 eklendi ve tiip birkag
kez tersyliz edilerek viskdz hale gelen bakteri lizat1 ile tamamen temas etmesi

saglandi. Tiip 3-5 dakika buz tizerinde bekletildi.
Bakteriyel lizat 4°C’da 5 dakika son hizda santrifiij edildi.
600 uL siipernatant yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

Tiipe 600 pL fenol:kloroform:izoamilalkol eklendi. 30 saniye vorteksleme ile iki
fazin karigsmasi saglandi, sonra da emiilsiyon son hizda 4°C’da 2 dakika santrifiij

edildi ve iist faz yeni tiipe aktarildi.

Tiipe 600 pL oda sicakligindaki izopropanol eklendi ve vorteksle karistirildiktan
sonra 2 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Tiip oda sicakliginda 5 dakika son hizla santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5415C)
edildi.

Pelletin varlig1 kontrol edilerek siipernatant dikkatlice cekilip atildi. Tiipe 1mL
%70 etanol (v/v) eklendi ve tiip ters yiiz edilerek pellet yikandi. Ardindan tiip son
hizda hizda 2 dakika santrifiij edildi.

Pelletin varlig1 kontrol edilerek siipernatant dikkatlice ¢ekilip atildi. Ardindan tiip
kisa siireli santrifiij edilerek tiipiin ¢eperlerinde kalan sivi c¢oktiiriildii ve atild.
Tiipiin kapagi acik vaziyette pellet 15 dakika kurumaya birakildi.
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16. Tiipe 100uL RNase A (20mg/mL) iceren I1XxTE kondu ve pellet nazikce

vortekslenerek coziildii.
17. DNA eldesi -20°C’da sakland.
DNA eldesi 5.2.1.5 basgliginda anlatildig: sekilde goriintiilendi.
5.2.2.1.8 DNA ’min Spektrofotometre ile Miktarinin Saptanmast

Midiprep ile elde edilen DNA spektrofotmetre ile 6l¢iildii. Bunun icin 10uL. DNA
90uL 1xTE mikrosantrifiij tiipii icerisinde karigtirildi. 100uL 1xTE kor olarak kullanildi. Her
iki c¢ozelti ayn ayn temizligi ddH,O ile yapilan kiivetlere aktarildi. I1xTE bulunan kor
spektrofotometre cihazinin (Thermo MultiSkan) koér kuyusuna, DNA iceren kiivet ise 6l¢iim
kuyusuna yerlestirildi. Olciim 260nm ve 280nm’de yapildi. 260nm’de yapilan Slciim 50
(dsDNA i¢in) ve 10 (diliisyon faktorii) ile carpildi. Elde edilen rakam pg cinsinden mL’de
bulunan DNA miktarin ifade etmektedir. 260nm’deki degerin 280nm’deki degere boliinmesi
ile edilen deger ornegin safligin1 ifade etmektedir. Bu degerin saf DNA i¢in 1.8-2 arasinda
olmasi1 beklenir. Bu deger 1.8 altinda ise 6rnekte protein kontaminani, 2 iizerinde ise RNA

kontaminam var demektir.
5.2.3 Yonlendirilmis Klonlama

Yonlendirilmis klonlama ile 6zyap1 proteini kodlayan DNA dizisi pQE-30 vektoriine

aktarildi. Bu rekombinant vektor ile daha sonra protein iiretimi yapildi.

5.2.3.1 TA Klonlama Vektériinden Restriksiyon Enzim Kesimi ile Ozyapt Proteinini
Kodlayan DNA Dizisinin Cikartilmast

pGEM-T Easy vektoriine klonlanan 178 aminoasitlik 6zyap1 proteinini kodlayan DNA
dizisinin 5’-ucuna BamHI 3’-ucuna HindlII’iin tanidig1 palindromik diziler eklenmistir. DNA
dizisi ve pQE-30’da bu enzimler ile kesildi. Daha sonra yiiriitiilerek agaroz jelden DNA elde
edildi.
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pGEM-C178 icin karisim:

BamHI 1uL
HindIll IuL
10xBamHI tamponu 2uL
DNA lug
ddH,O0 ile son hacim 20uL’ye tamamlandi

pQE-30 icin karisim:

BamHI 1uL
HindlIll 1uL
10xBamHI tamponu 2uL
DNA lug
ddHO0 ile son hacim 20uL’ye tamamland1

Tiip 1s1 dongii cihazinda (Techne TC-412) 37°C’da 90 dakika inkiibe edildi ve
ardindan reaksiyon 80°C’da 10 dakika inkiibe edilerek inhibe edildi.

5.2.3.2 Agaroz Jelden DNA Eldesi

Restriksiyon enzim kesimi sonrasinda pGEM-C178 vektoriinden C178, pQE-30’dan
ise 45 niikleotitlik coklu klonlama bolgesi ayrildi. Istenilen DNA molekiillerinin bulunduklar
cozeltilerden ayirmak icin agaroz jelden DNA eldesi yontemi kullanildi. pQE-30’da 3.4kb’h
bant ve pGEM-C178 i¢in 542bp’lik bant jelden izole edildi. Bu ydntemin uygulamasinda
“DNA Extraction Kit (Fermentas #K0513)” kullanildi.

1. DNA elektroforez yontemi 5.2.1.5°de benzer sekilde uygulandi. Fark olarak genis
tarak kullanildu.

2. Bos iki adet mikrosantrifiij tiipii tartild1 ve agirliklar not edildi.
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3. Jel translimiinatoriin tizerinde goriintiilendi ve ilgili bantlar en kisa siire icerisinde

temiz bir bistiirii ile kesilip bos tiiplere aktarildi.

4. Agaroz jel bulunan tiipler tekrar tartildi ve bos agiliklan ile farklar hesaplandi.

Buna gore 1g jel, ImL agaroz hacmi olarak kabul edildi.

5. Agaroz hacmin ii¢ kat1 kadar “Binding Solution” eklendi ve 55°C’ye ayarlanmis

151 blogunda 5 dakikada eritildi.

6. Silika toz vorteks ile siispanse edildi ve 10uL silica toz erimis agaroz-DNA
cozeltisine eklendi. Silikanin ¢ozelti igerisinde asili kalmasi i¢in ara ara nazikce

vorteksleyerek 1s1 blogunda 55°C’da 5 dakika inkiibe edildi.

7. Silika 5 saniye siire ile yapilan son siiratte kisa santrifiij (Eppendorf Centrifuge
5415C) ile ¢oktiiriildii ve siipernatant atildi. 500uL -20°C sicakligindaki “Wash
Buffer” tiipe eklendi ve tiip vortekslenerek silika ¢ozeltiye siispanse edildi. Bu

basamak ii¢ kez tekrar edildi.

8. Silika 30 saniye siire ile yapilan son siiratte santrifiij ile ¢oktiiriildii ve siipernatant
atildi. Silika 35uL 1xTE eklendi ve silika vortekslenerek siispanse edildi ve ara ara

vortekslenerek 55°C’da 5 dakika 1s1 blogunda inkiibe edildi.

9. Silika 30 saniye siire ile yapilan son siiratte santrifiij ile c¢oktiiriildii ve

stipernatantin 25uL’si yeni bir tiipe aktarildi.

10. Silikanin bulundugu tiipe 25uL 1xTE eklendi ve silika vorteks ile siispanse
edilerek ara ara vortekslenerek 55°C’da 5 dakika 1s1 blogunda inkiibe edildi.

11. Silika 30 saniye siire ile yapilan son siiratte santrifiij ile c¢oktiiriildii ve

stipernatantdan 25uL alinarak diger eluatin bulundugu tiipe aktarildi.

Elde edilen DNA miktarlarin1 6lgmek i¢in 5.2.2.1.8 basliginda oldugu gibi 6l¢iildii ve
5.2.1.5 basligindaki gibi goriintiilendi.

5.2.3.3 Yonlendirilmis Klonlama Icin Ligasyon Reaksiyonu

Yonlendirilmis klonlamada ligasyon reaksiyonun kurulmasi i¢in DNA molekiillerin
belirli bir oranda bulunmasi gerekmektedir. Bu oranlar 1:1, 1:3, 1:5, 1:10’dur (birinci deger
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vektorii temsil etmektedir). Reaksiyona katilacak DNA miktarinin hesaplanmasi basitge soyle
olmaktadir: vektoriin baz uzunlugu takilacak DNA molekiiliine boliiniir ve elde edilen rakam
ile reaksiyona sokulacak vektor miktar1 boliiniir. Bu islemden elde edilen son deger ise
reaksiyona katilacak olan vektore takilacak DNA miktarini ifade etmektedir. DNA miktarlar

kurulan bu ligasyon reaksiyonu i¢in su formiille hesaplandi:

pPQE — SOHQ‘}(FL

2QE — 30 bp
€178 bp

c178%9/ ) =

Ligasyon {iiretici firmanin (Fermentas #K1422) 6nerileri dogrultusunda yapildi.

Karisim:

1. Buz iistiinde bulunan 200uL’lik tiipe 100ng kesilmis pQE-30 ve 17ng C178, 4uL
S5xLigasyon tamponu, 1uL T4 ligaz karistirildi ve son hacim 20uL olacak sekilde
ddH,O ile tamamlandi. 1:3 oraminda ki reaksiyon i¢in 51ng, 1:5 oranindaki

reaksiyon i¢in 85ng, 1:10 oranindaki reaksiyon i¢in 170ng C178 kullanildu.
2. Karisim 22°C’da 60 dakika 1s1 dongii cihazinda (Techne TC-412) inkiibe edildi.
5.2.3.4 pQE-C178’in Transforme Edilmesi

Transformasyon 5.2.2.1.5 basliginda anlatildigi gibi yapildi. Farkli olarak LB Agar
plaklarina IPTG ve X-Gal eklenmemistir ve LB agar plaklarinda antibiyotik olarak ampisillin
(100ug/ml) ve kanamisin (25pug/ml) kullanilmustir.

5.2.3.5 Rekombinant DNAy1 Iceren Kolonilerin Taranmast

Rekombinant pQE-C178 klonunu iceren kolonin saptanmasi 5.2.2.1.6 bagliginda
anlatildig: gibi yapildi.

5.2.3.6 Rekombinant DNA nin Eldesi

pQE-C178 klonunu iceren klondan Midiprep 5.2.2.1.7 bashginda anlatildigi gibi
yapildi.
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5.2.3.7 Rekombinant Vektorlerin Restriksiyon Enzim Analizi

pQE-C178 klonlamanin dogrulanmasi amaciyla restriksiyon enzim analizi ile
incelendi. Yontem 5.2.3.1 bashginda oldugu gibi uygulandi. Kontrol olarak 5.2.2.1.1
bashiginda amplifiye edilen iiriinden, kesilmis ve kesilmemis bos pQE-30 kullanildi. Kesim

tiriinleri 5.2.1.5 bashginda anlatildigr bi¢cimde yiiriitiildii ve goriintiilendi.
5.2.3.8 Rekombinant Vektoriin DNA Dizi Analizi

5.2.3.6 bashginda anlatildig1 iizere elde edilen pQE-C178 vektoriinin DNA dizi
analizi i¢in vektor, “Macrogen” firmasina gonderildi. Dizi analizi pQE-30 i¢in tasarlanan ileri
ve geri Onciiller ile yaptirildi. Bunun i¢in firmaya ayr ayr tiiplerde bulunan ileri ve geri DNA

dizileme onciillerinden 10uL (Spmol/uL) ve 10uL (0.8pug/uL) rekombinant vektor gonderildi.
5.2.3.9 pQE-C178 Vektoriiniin M15 Susuna Transformasyonu

Protein iiretimi icin kullanilan E.coli susu M15’tir. Bu sus proteazlar yoniinden
kusurludur ve bu nedenle protein iiretimi icin uygun bir sustur. M15’in icerinde Prep4
(Qiagen) adinda bir plazmit bulunmaktadir. Bu plazmit kanamisin ile segilmektedir. islevi,
yeterli miktarda lac promotoriinii baskilayacak lac siipresorii iiretmektir. Transformasyon
5.2.2.1.5 baghginda anlatildig1 gibi yapilmistir. Tiim besiyerilerine ampisillin’e (100pug/mL)
ek olarak kanamisin (25pug/mL) bulunmaktadir ve 5.2.3.6 bashiginda anlatildig: iizere elde
edilen pQE-C178 vektor M15’e transforme edilmistir. Elde edilen kolonilerden 5.2.2.1.3
bashiginda anlatildig1 sekilde gliserol stoklar1 hazirlandi.

5.2.4 Rekombinant Protein Uretimi
5.2.4.1 Kiiciik Capta Protein Uretimi

Rekombinant protein iiretimi i¢in Oncelikle reombinant vektorii iceren bakterinin
proteini ifade edip etmedigi kontrol edildi ve ardindan biiyiik ¢apta protein iiretildi. Kiiciik
capta protein iiretiminde, tiretimin zamana bagl degisimi izlendi. Bunun iiretim i¢in uyarim
yapildiktan sonra her saatte kiiltiirden belirli bir miktar 6rnek alindi1 ve incelemek iizere
saklandi. Deneyde negatif kontrol olarak bog pQE-30 iceren M15 ve pozitif kontrol olarak

Eroglu ve arkadaslarin protein ekspresyonu i¢in klonlamis olduklar1 vektor kullanildi (105).
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1. pQE-C178, (-) ve (+) kontroller gliserol stoklarindan ampisillin (100ug/mL) ve
kanamisin (25pug/mL) iceren LB agar plaklarina ekildi ve bir gece 37°C’da inkiibe
edildi.

2. Bir giin 6ncesinden iiremis suslardan birer koloni alindi ve 100mL Erlenmayer
icerisinde 10 mL ampisillin (100pug/mL) ve kanamisin (25ug/mL) iceren LB sivi
besiyerine ekildi. Kiiltiirler 200rmp ¢alkalanarak 37°C’da bir gece inkiibe edildi.

3. Bir giin 6ncesinden iiremis kiiltiirlerden hacmen 1/20 oraninda 500mL balon
icerisinde oOnceden 37°C’da 1sitilan, ampisillin (100ug/mL) ve kanamisin
(25pg/mL) iceren 100mL LB sivi besiyerine ekildi ve 200 rpm ¢alkalanarak
37°C’da inkiibe edildi.

4. Bir saat inkiibasyon sonunda 600nm’de optik dansite dl¢iimii (Thermo MultiSkan)
yapildi Olgiim ODgy=0.7 oluncaya kadar tekrar edildi ve ardindan kiiltiirlere son
konsantrasyon 1mM olacak sekilde stok IPTG (100mM’dan) eklendi. IPTG
eklenmeden o©nce, bos agirligr tartilmig 5S0mL konik tabanhi tiipe 20mL
uyartlmamis 6rnek alindi. Ornek 4°C’de 4000g’de 5 dakika santrifiij (Heraeus
Labofuge 400R) edilerek pellet haline getirildi ve siipernatant atildi. Yas pellet

tartildi ve ardindan -80°C’de dondurularak saklandi.

5. Bir, iki, ii¢, dordiincii ve besinci saatlerde ornek, bos agirligi tartilmis SOmL konik
tabanli tiiplerin icerisine alindi. Ornek 4°C’da 4000g’de 5 dakika santrifiij edilerek
pellet haline getirildi ve silipernatant atildi. Yas pellet tartildi ve -80°C’da

dondurularak sakland.
5.2.4.2 Protein Eldesi

Protein iretimini saptayabilmek igcin “Western Blot” yapildi. Bu amacla, 8M iire
kullanilarak bakteriler parcaland1 ve proteinler ¢oziiniir hale getirildi. Ardindan miktarlar

saptandi. Protein denatiire kosullar altinda incelendi.

1. 5.4.1 bashginda anlatildig1 iizere elde edilen bakteri pelletleri 15 dakika bu

tizerinde ¢oziildil.
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Bir gram yas pellete SmL tampon B eklendi. Pellet nazikce vortekslenerek iire

icerisinde siispanse edildi ve bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.
Stispansiyon oda 1sisinda 200rpm ¢alkalanarak 60 dakika inkiibe edildi.

Stispansiyon oda 1s1sinda 10000g’de 30 dakika santrifiij (Heraeus Labofuge 400R)
edildi.

Stipernatant yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alinarak -80°C’da donduralarak

saklandi.

5.2.4.3 Bradford Yontemi ile Protein Miktar Olgiimii

“Western Blot” yapabilmek i¢in kuyulara yiiklenecek protein miktar1 standardize

edildi. Bunun i¢in Bradford yontemi ile protein miktar dl¢timii yapildi (104). Yontemin ilkesi

fosforik asit varliginda kirmiz1 rengi alan “Coomassie Brilliant Blue G250”nin protein ile

karsilastiginda, proteini baglayarak mavi renge donlismesine dayanmaktadir. Bu yontemde

bilinen standart protein ornekleri ile bilinmeyen protein oOrnekleri saptandi. Bunun icin

2mg/mL SSA stoktan 0, 10ug, 25ug, S0ug, 75ug, 100pg SSA protein standartlart kullanildi.

1.

5.4.2 bashginda anlatildig1 iizere elde edilen protein Ornekleri buz iizerinde
¢oziildii ve bir mikrosantrifiij tiiptinde 10uL’si 90uL. 150mM NaCl ile 100uL’ye
tamamlandi. Mikrosantrifiij tiipleri icerisinde 100uL 0, 10ug, 25ug, 50ug, 75ug,
100ug SSA protein standartlart hazirlandi.

Bradford 6l¢iim boyasindan her tiipe 1mL eklendi. Tiipler vortekslenerek 5 dakika

oda 1s1sinda inkiibe edildi.

Tiiplerden 200uL ornek bir mikroplaga dagitildi ve oOlgiim  595nm’de

spektrofotometre (Thermo MultiSkan) ile 6l¢iim yapildi.

Konsantrasyonu bilinen protein 6rnekleri ile bir standart egri cizildi ve bu egri ile

bilinmeyen orneklerdeki protein konsantrasyonu saptandi.

5.2.4.4 “Western Blotting”

Elde edilen protein eldelerinde C178’in varligmm saptamak icin “Western Blot”

yontemi kullanildi. Bunun i¢in Oncelikle 20uL’de 100ug protein iceren protein Ornekleri
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hazirlandi ve ardindan Ornekler denatiire edici protein elektroforezi ile ayrimlandi.
Elektroforez sonrasinda ayrimlanan proteinler, PVDF membrana aktarildi ve membran

antikorlar ile islemlenip kemiliimenesan yontemi ile saptandi.
5.2.4.4.1 Denatiire Edici Protein Elektroforezi

Uretilecek Ozyap1 proteini 21kDA agirhiginda oldugundan %15°lik ayrimlama jeli ve
%5’lik paketleme jeli kullanildi. Jellerin kalinligr 0.75mm’dir. Hazirlanan jellerin igerikleri

sOyledir:

%15°1ik jel %51k jel

ddH,O 1.ImL 2.1
Akrilamid-bis-akrilamid karisimi, %30 2.5mL 0.5mL
1.5M Tris-Cl pH8.8 1.3mL *0.38mL
SDS, %10 0.05mL 0.03mL
Amonyum Persiilfat, %10 0.05mL 0.03mL
TEMED 0.002mL 0.003mL

*9%35’lik paketleme jeli igin 1M Tris-Cl pH 6.8 kullanilmistir.

1. Jel dokme aygiti kullamlarak %15’lik poliakrilamid jel dokiildii. Uzerine hava ile
temasi kesecek sekilde isopropanol eklendi. Jel 45 dakika donmaya birakild.

2. lIsopropanol dokiildii ve kurutma kagidi ile fazla sivi alindi. Uzerine %5°lik
paketleme jeli dokiildii ve tarak uygun sekilde yerlestirildi. Jel 45 dakika donmaya
birakildi.

3. 5.4.2 bagliginda elde edilen protein 6rnekleri buz iizerinde ¢oziildii. Mikrosantrifiij
tiiplerine o6rneklerden 5xSDS-PAGE yiikleme tamponu ile birlikte 20uL’sinde
100p g protein olacak sekilde hazirlandi ve 100°C 5 dakika kaynatildi.

4. Jel dikey elektroforez tankina (Thermo EC120) yerlestirildi ve tanka 1xSDS-
PAGE yiiriitme tamponu eklendi. Protein “markerdan” SpL’si (Fermentas

#SMO0441) birinci kuyuya, hazirlanan 6rneklerden 20uL’si jelin kalan kuyularina
kondu.
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5.

Elektroforez giic kaynagi (Thermo EC135-90) 10mA’e ayarlandi ve ornekler
bromfenol ayrimlama jeline ulasana kadar bu akimda yiiriitiildii. Ardindan gii¢
kaynagi 20mA’e ayarland1 ve yiiriitme, bromfenol jelin sonuna ulasana kadar

devam edildi.

5.2.4.4.2 Denatiire Edici Protein Elektroforezi ile Ayruimlanan Proteinlerin PVDF

(Poliviniliden floriir) Membranina Transfer Edilmesi ve Bloklanmasi

“Western Blot” yonteminde proteinler antikorlar ile bir membran iizerinde karsilasirlar

ve aranilan proteinin saptanmast bu membran {iizerinde gerceklesir. Bunun igin jelde

ayrimlanan proteinler elektroforez ile jelden membrana transfer edilirler. Transfer icin “yari-

kuru” yontemi kullanildi. Transfer sonrasinda membranin proteinsiz kalan kisimlari,

kullanilan antikorlarin baglanmadigi baska bir protein ile bloklandi.

1.

PVDF membran 30 saniye kadar saf metanol icgerisinde bekletilir ve porlarin
acilmas1 saglandi. Ardindan 5 dakika kadar yari-kuru transfer tamponunda
bekletildi ve tampon ile doymasi saglandi. Membran biiyiikliigiinde 4 tabaka 3mm
3MM blotlama kagidi kesildi ve bu filtre kagitlar1 yari-kuru transfer tamponu ile

doyuruldu.

Yari-kuru transfer elektroforez iinitesinin (Sigma B2529) taban elektroduna iki
tabaka 1slak 3MM blotlama kagidi, iizerine doymus PVDF membran, membranin
tizerinde 5.4.4.1 bashiginda anlatildig iizere yiiriitiilmiis jel ve bu jelin iizerine yine
iki adet 1slak 3MM blotlama kagidi kondu ve tiizerinde temiz bir cam tiipii
dondiirerek hava kabarciklar alindi. Eletroforez {initesinin diger elektrodu ile iinite

sikica kapatildi.

Elektroforez giic kaynagi (Thermo EC135-90) 10V’a ayarlandi1 ve transfer sabit
voltaj altinda 45 dakika siire ile yapildi.

Transfer sonrasinda elektroforez iinitesi acildi ve membran TTTS-T icerisinde

coziinmils %3 SSA (w/v) ile oda 1s1sinda 1 saat siireyle dondiiriilerek bloklandi.
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5.2.4.4.3 Bloklanan Membrana Birincil ve Ikincil Antikor Uygulanmast

Bloklanan membranlara once birincil, ardindan bunu tanmiyan ikincil antikorlar

uygunlandi. Her iki antikor TTTS-T igerisinde c¢oziinmiis %3 SSA’da (w/v) sulandirld.

Birincil antikor fare kokenli anti-RGSHis (Qiagen) ve ikincil antikor olarak yaban turpu

peroksidaz (horse-radish peroxidase) isaretli anti-fare IgG (Chemicon) antikoru kullanildi.

Sulandirma oranlart sirastyla 1:2000 ve 1:10000’dir

1.

Membranin bulundugu bloklama soliisyonu dokiildii ve birincil antikorun (RGS-
His Antibody) 1:2000 sulandirma oraninda bulundugu %3 SSA’l (w/v) TTTS-T
tamponu membranin bulundugu konik tabanl tiipe kondu. Membran oda 1sisinda

bir saat donduruldii.

Birincil antikorum bulundugu tampon dokiildii ve membranin bulundugu tiip iki

defa 5 dakika dondiiriilerek TTTS-T ile yikandi.

Membranin yikandigi TTTS-T tamponu dokiildii ve ikincil antikorun (Anti-Mouse
(IgG) HRP) 1:10000 sulandirma oraninda bulundugu %3 SSA’li (w/v) TTTS-T
tamponu membranin bulundugu konik tabanh tiipe kondu. Membran oda 1sisinda

bir saat dondiiriildii.

Ikincil antikor bulundugu tampon dokiildii ve membranin bulundugu tiip alt1 defa

10 dakika dondiiriilerek TTTS-T ile yikand.

5.2.4.4.4 Proteinlerin Saptanmasi

Ikincil antikor yrkamalari tamamlandiktan yaban turpu peroksidaz ile tepkiyen ECL

substrat (Chemicon 2600) kullanildi. ECL tarafindan verilen sinyaller 1518a duyarl: bir film ile

saptandi ve filmin banyosu ile protein bantlar1 goriintiilendi.

1.

Ikincil antikorun ¢oziindiigii tampon dokiildii ve membran nazikce dH,O ile

yikandi. Membran diizgiin bir sekilde temiz bir camin iizerine yerlestirildi.

ECL reageni iiretici firma talimatlart dogrultusunda hazirlandi ve membranin
iizerini kaplayacak sekilde dokiildii. Reaksiyonu gerceklesmesi igin 2-3 dakika
beklendi
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3. Membran bir rontgen film kasetinin igerisine alind1 ve karanlik odada bu kasete
rontgen filmi (Kodak 5256441) eklendi. Uygun goriilen bir pozlandirma siiresi ile
pozlandirildi (1 saniye-30 dakika).

4. Film karanlik odada kasetten ¢ikartilarak banyosu yapildi ve sonug¢ degerlendirildi.

Yeterli pozlandirma gerceklesmedigi durumda iigiincii basamak tekrar edildi.
5.2.4.5 Biiyiik Capta Protein Uretimi

Protein ifadesi dogrulandiktan sonra biiyiik ¢apta protein iiretimine gegcildi. Biiyiik
capta protein 5.2.4.1 bashginda anlatildigi gibi yapilmistir. Fark olarak inokolum Kkiiltiirii
100mL olarak hazirlandi ve iiretim 2 kere 2 litre hacim balonun igerisinde yarim litre
ampisillin (100pg/mL) ve kanamisin (25pug/mL) iceren Sivi LB ile yapildi. Ayrica saat basi

ornek alinmad, iiciincii saatte tiim drnekler topland.
5.2.5 Uretilen Proteinin Saflastirilmast

Protein eldesi icerisinden {iiretilen 6xHistidin’li C178 saflastirildi. Bunun ic¢in “The
Qiaexpressionist™” (Qiagen) kullanma kilavuzunda denatiire edici kosullar altinda protein

saflastirmasi icin Onerilen yontem izlenerek yapildi.

1. Dort mililitre Protein eldesi icin %50’lik Ni-NTA’dan ImL eklendi ve oda 1sisinda
200rpm calkalanarak 60 dakika inkiibe edildi.

2. Lizat-re¢ine karisimi tipalarla kapatilmis kolona yiiklendi.

3. Kolon taban tipas1 acik vaziyette 600rpm’de santrifiij (Heraeus Labofuge 400R)

edildi ve akan soliisyon toplandi.

4. Kolon 2 defa 4mL tampon C ile yikandi. Her yikamada kolon taban tipasi agik

vaziyette 600rpm’de santrifiij edildi ve akan soliisyon toplandi.

5. Rekombinant protein 4 kere 0.5mL tampon D ile, ardindan 4 kere 0.5mL tampon E
ile eliie edildi. Her eliisyonda kolon taban tipas1 acik vaziyette 600rpm’de santrifiij

edildi ve akan elutlar toplanip -80°C’da dondurularak saklandi.
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5.2.5.1 Saflastiran Rekombinant Proteinin Saptanmasi

Protein saflastirildiktan sonra elde edilen protein miktar1 saptandi ve “Western Blot”
ile goriintiilendi. Bunun i¢in 5.2.4.3 bashgindan 5.2.4.4.4 bashigina olan tiim basamaklar
uygulandi. Fark olarak 5.2.5 basgliginin 3’cii basamagindan elde edilen ¢6zeltiden kuyu bagina

50ug, diger basamaklarda elde edilenlerden 10ug yiiklendi.
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6. BULGULAR

6.1 PZT Uriiniin Goriintiisii

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’'nda tanisal amacla
arastirilan ve HCV pozitif oldugu saptanan bir hastadan izole edilan viral RNA kullanilarak
RNA eldesinden 6nce cDNA sentezlendi ve ardindan “nested” PZT yapildi. Bu PZT {iriinii

%1°lik agaroz jelde goriintiilendi. Resim 2 PZT sonucunu gostermektedir.

M )

1000bp ——
200hp 4——
800hp 4——
T00hp 44—
600hp ——
S00hp 4——

400hp 4——

Sekil 13: HCV RT-PZT goriintiisii
M: “Marker” (Fermentas #SM0371)

(+):  Hasta 6rnegi (553bp)

(-):  Negatif kontrol

68



6.2 TA Klonlamasi ile Rekombinant Vektor iceren Kolonilerin Saptanmasi

I¢ onciillerler yapilan amplifikasyon iiriinii pPGEM-T Easy vektoriine klonlandi ve bu

klonlama sonrasinda rekombinant vektorii iceren koloni PZT ile taranmisti. Resim 3’te bu

tarama isleminin sonucunu gostermektedir.

(-):

(+):

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (- (b

Sekil 14: TA Klonlanmasinda PZT ile pozitif olan kolonilerin goriintiisii.
“Marker” (Fermentas #SOM371)

Kolonilerden yapilan PZT iiriinleri (553bp)

Negatif kontrol

Pozitif kontrol (553bp)
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6.3 Agaroz Jelden DNA Eldesi

TA klonlama sonrasinda pGEM-T Easy-C178 Midiprep ile izole edildi ve pQE-30 ile
birlikte restriksiyon enzim (BamHI, HindlIl) kesimine alindi. Kesim iiriinleri agaroz jelde
yiiriitiiliip buradan izole edildiler. Resim 4’de agaroz jelden DNA eldesinin {iriinleri

gostermektedir.

M11 2 3 4 5 6 7 8 9 M2

1000hp — 9

600hp 44— —
400hp 4——

Sekil 15: Agaroz jelden DNA eldesinin iiriin goriintiisii.
M1: “Marker” (Fermentas #SM0371)
1-4:  Degisik konsantrasyonlarda kesilmis (BamHI, HindIIl) C178 (542bp)
5: Bos
6-9:  Degisik konsantrasyonlarda kesilmis (BamHI, HindIIl) pQE-30 (~3.4kb)

M2: “Marker” (Fermentas #SM0311)
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6.4 pQE30 ve Ozyapi Proteinil78’in Yonlendirilmis Klonlamasi

pQE-30 ve C178 yonlendirilmis klonlama yontemi ile klonlandi. Resim 4’te bu

klonlanmanin restriksiyon enzim analizi ile dogrulamasi goriilmektedir.

M1 1 2 3 4 5 M2

— 10000hp
—p G000bp

" —— i — 3500hp
el 25001

s00hp 4—— |8
S00hp o
400hp ——

Sekil 16: Yonlendirilmis klonlamanin dogrulama goriintiisii.
M1: “Marker” (Fermentas #SM0371)
1: Kesilmis (BamHI, HindIIl) pQE-C178; pQE30 ve C178. (~3.4kb, 542bp)
2: C178 PZT iiriinii (542bp)
3: pQE-C178 (~4kb)
4: pGEM-C178 (~3.6kb)
5: Kesilmis (BamHI, HindIll) pQE-30 (~3.4kb)

M2: “Marker” (Fermentas #SM0311)
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6.5 pQE-C178 DNA Dizilimi

Protein iiretimine gegmeden 6nce klonlanan proteinin vektoriin ¢ercevesine oturdugu
dogrulanmasi gerekmektedir. Bu nedenle vektoriin DNA dizi analizi yapildi. Sekil 13’te DNA

dizi analizin sonu goriilmektedir. Sekil 14’te protein kodlayan dizi goriilmektedir.

10 20 30 40 50 60 70
P T e e T O e e
CATATTTGAATGTATTTAG. TAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAG
90 100 110 120 130 140 150 160

P T e e I
AAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCACCTCGAGAAATCA!

80

170 180 190 200 210 220 230 240

B e T S O
AAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATTATAATAGATTCAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGAATTCAT

250 260 270 280 290 300 310 320

P T 1 e e [ e O [ N
TAAAGAGGAGAAATTAACTATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCCATGAGCACGAATCCTAAACCTCARAA

330 340 350 360 370 380 390 400

B e T S O
AAAAACCAAACGTAACACCATCCGCCGCCCACAGGACGTCAAGTTCCCGGGCGGTGGTCAGATCGTTGGTGGAGTTTAC

410 420 430 440 450 460 470 480

e e T
CTGTTGCCGCGCAGGGGCCCCAGGTTGGGTGTGCGCGCGACTAGGAAGACTTCCGAACGGTCGCAACCTCGTGGAAGGCG

490 500 510 520 530 540 550 560

B e e e
ACAACCTATCCCCAAGGCTCGCCAGCCCGAGGGCAGGACCTGGGCCCAGCCCGGGTACCCTTGGCCCCTCTATGGCAATG

570 580 590 600 610 620 630 640

P T e e I
AGGGCTTAGGGTGGGCAGGATGGCTCCTGTCACCCCGCGGCTCTCGGCCTAGTTGGGGCCCCACAGACCCCCGGCGTAGG

650 660 670 680 690 700 710 720

P T e e I
TCGCGTAATTTGGGTAAGGTCATCGATACCCTCACATGCGGCTTCGCCGACCTCATGGGGTATATCCCGCTTGTCGGCGC

730 740 750 760 770 780 790 800

P T e e e T O O I
CCCCTTAGGAGGCGTTGCCAGGGCCCTGGCGCATGGCGTTCGGGTTCTGGAGGACGGCGTCAACTATGCGACAGGGAATC

810 820 830 840 850 860 870 880

O P T [T L P T .. e
TGCCCGGTTGCTCTTTCTCTATCTTCCTCTAAGCTTAATTAGCTGAGCTTGGACTCCTGTTGATAGATCCAGTAATGACC

890 900 910 920 930

TS T e e S e S e R
TCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCAGAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTA

Sekil 17: DNA dizileme sonucu. Sar1 renkte olan niikleotidler sirasiyla ileri ve geri
dizilime Onciilii, gri renkte olan niikleotitler Metyonin, turkuaz renkte olan niikleotidler

sirasiyla BamHI ve Hindlll restriksiyon kesim dizileridir.
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10 20 30 40 50 60 70 80

P [ [N P e P e I
MRGSHEHHHHGSMSTNPKPORKTKRNTIRRPODVKEPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLGVRATRKTSERSQPRGRROP IP

90 100 110 120 130 140 150 160
P P L T e [ P P T
ROPEGRTWAQPGYPWPLYGNEGLGWAGWLLSPRGSRPSWGPTDPRRRSRNLGKVIDTLTCGFADLMGYIPLVGAPLGGVA

170 180 190
T P T I | .

RALAHGVRVLEDGVNYATGNLPGCSFSIFL¥*

Sekil 18: Kodlanan proteinin aminoasit dizisi

73




6.7 Filogenetik Co6ziimleme Bulgulari

Calisma kapsaminda klonlanan DNA dizisi, HCV veri tabanindan (http://hcv.lanl.gov)
indirilen HCV genotip referans dizilerinin (102) 6zyap1 proteinlerinin ilk 178 aminoasidini
kodlayan DNA dizi ile birlikte filogenetik ¢oziilmesi yapildi. Yazilim olarak Mega siiriim 4
kullanild1 (105). Dizi, “Neighbor-Joining” yontemi ile ¢oziimlemesi yapildi. Model olarak
“Jukes-Cantor” kullanildi. Yazilimin ¢izdigi filogenetik agac ile klonlanan C178’in genotip
1b oldugu saptand1 (Sekil 15).

100

Genatip B

Genatip 2
33

100 .
——mmm [ 2notip 5

] 98 — 1a.SE.SW1.U10222
1a.TH.BB10.U55281
1a.ES.SP2.M74804
1¢.IN.Khaja1.AY 651061
— 1c.ID.HC-G9.D14853
100 1c. .SR037.D16191
—— HCVCoreDEU €——
260 1b.RU.589.AY 070174
73 gF— 1b.US.US6.U10234
1b.ZA.SA10.U10213

’ Genatip 4
100

Genotip 3
a0

—
0.02

100

Sekil 19: Filogenetik agag
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6.8 Kiiciik Capta Protein Uretimin “Western Blot” ile Dogrulanmasi

Proteinin vektdriin ¢evresine oturdugu DNA dizi analizi ile dogrulandiktan sonra
kiiciik capta protein iretildi ve vektoriin protein eksprese edebildigi gosterildi. Resim 5
“Western Blot” sonucunu gostermektedir. EOh ve E3h Eroglu ve arkadaslarinin klonladiklart

vektor ile yapilan protein iiretimini gostermektedir. C178 i¢in beklenen biiyiikliik 21kDa’dur.

oh 1lh 2h 3h 4h 5h () EOLE3L

21kDa —p

Sekil 20: Kii¢iik ¢apta protein tiretimini gdsteren “Western Blot” sonucu.
Oh:  Uyarilmamis drnek
1-5h:  Uyarilmig 6rnek
(-): pQE-30
EOh: Uyarilmamis 6rnek

E3h: Uyarilms ornek
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6.9 Protein Saflastirma Bulgusu

Protein saflastirildiktan sonra saflastirillan proteinin varhigit “Western Blot” ile

gosterildi. Resim 6 saflastirilan proteini gosteren goriintiidiir. C178 i¢in beklenen biiyiikliik

21kDa’dur.

Oh:

1-4:

5-8:

oh 1 2 3 4 5 6 7 8

21kDa —p

Sekil 21: Saflastirilan protein ile yapilan “Western Blot” sonucu.
Uyarilmamis 6rnek.
8M Ure pH 5.9 ile yapilan eliisyon (ardisik eluatlar).

8M Ure pH 4.5 ile yapilan eliisyon (ardisik eluatlar).
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7. TARTISMA VE SONUC

HCV’nin 6zyap1 proteini, bakteriyel ekspresyon sistemleri ile bir¢ok c¢alismada
tiretilmistir. Tan ve arkadaslarn 6zyap1 proteinin, NS3 birlikte eksprese edip hasta serumlart ile
“Western Blot” hazirlamistir (106). Benzer bir sekilde Osborne ve arkadaslarn 6zyapi proteini
ve NS3’ii bakteride eksprese etmislerdir (107). Her iki calismada 6zyapir proteinin ilk 105
aminoasidini kodlayan dizi klonlanip bakteride eksprese edilmistir. Yeh ve arkadaslar1 6zyap:
proteinin 2-127°ci aminoasitleri arasindaki diziyi eksprese ederek akut donem anti-HCc
antikorlar1 “Western Blot” ile saptamak i¢in kullanmistir (108). Aoyagi ve arkadaslar ise
Ozyap1 proteinin ilk 160 aminoasidini iiretip, bununla EIA hazirlamislardir (109). Eroglu ve
arkadaslan ise 6xHistidin’e fiizyon proteini konumda C178’1 ekprese etmislerdir ve bununla
EIA hazirlamislardir (103). Seong ve arkadaslar1 ise yaptiklarn c¢alismalarinda 6zyapi
proteinin 191 aminoasidini liretmeye calismislarsa da bunu basaramamislardir. Nedeni ise
Ozyap1 proteinin ticiincii bolgesi oldukca hidrofobik olmasi ve bakteride eksprese edilememesi
olarak diistintilmiistiir. Ayn1 ¢alismada ise 123 aminoasidini ise iiretmeleri miimkiin olmustur
(110). De-ming ve arkadaslar1 ¢aligsmalarinda maltoz baglayici protein, Seong ve arkadaslar
ise glutatyon-s-transferaz’a fiizyon konumda 6zyap1 proteinini eksprese etmislerdir. Kunkel
ve arkadaglar1 6zyap1 proteinin ilk 124 ve 174 aminoasidini eksprese edip, rekombinant
protein ile oligomerizasyon ¢aligmasit yapmislardir (20). Bu calismada, ekspresyon, Eroglu ve

arkadaslarinin kullandiklar1 yontem izlenerek yapilmistir.

Calisma kapsaminda ilk tasarlanan PZT’de iki sorun bulunuyordu. Tek basamakli
olarak planlanan bu tepkimede bir duyarlilik sorunu saptandi. Bu nedenle yeni onciiller iki

basamakta yapilmak iizere “nested” PZT olarak tasarlandu.

Ikinci sorun ise geri onciiliin 3° ucunda Sphl (Pael) restriksiyon enzim kesim bolgesi
bulunuyordu. Bu kesim dizisi kullanilan pQE-30 vektoriiniin ¢oklu klonlama bolgesinde
BamHI kesim dizisinin hemen arkasindan gelmektedir. S6zii edilen kesim bolgelerin birbirine
yakin  olmasi  nedeniyle klonlama  gerceklestirilemiyordu, ¢iinkii  restriksiyon
endoniikleazlariin DNA’y1 verimli bir sekilde kesebilmeleri i¢in kesim dizisinde hem 5’
hemde 3’ ucunda fazladan birkag niikleotitin bulunmas1 gerekmektedir (111). Bu nedenle yeni
tasarlanan “nested” PZT de i¢ onciillerde geri onciil de Hindlll kesim bolgesi eklenmis ve
boylece Bu sekilde kesim dizilerin vektorlerdeki konumlarina gore 12bp’den fazla aralik
verilmistir (112).
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Ozyap1 proteini 191 aminoasit uzunlugunda olmasinda karsin calismadaki onciiller
Ozyap1 proteinin ilk 178 aminoasidini kodlayan diziyi cogaltacak sekilde tasarlanmustir.
Bunun nedeni 174’tincii aminoasitten itibaren kodlanan 3’cii bolgenin olduk¢a hidrofobik

olmasi ve bu bolge nedeniyle bakterilerde 6zyap1 proteinin sentezlenememesidir (103,110).

Yeni onciillere dogrudan PZT iiriintinii kullanilarak klonlama gerceklestirilememistir.
Kullanilan restriksiyon endoniikleazlar1 ayni tampon (BamHI tamponu) icerisinde verimli bir
sekilde calisamamaktadir. Bu nedenle her bir enzimin uygun tampon ile kesimi ayri iki
basamakta yapilmistir. Birinci enzim ile kesim yapildiktan sonra tamponu uzaklagtirmak icin
etanol presipitasyonu yontemi uygulanmistir. Bu yontem ile DNA kaybi yiiksek oldugundan
kalan iirlin ile yonlendirilmis klonlama yapilamamistir. Bu nedenle TA vektorii ile ara
klonlama basamagi uygulanmigtir. Klonlamadan elde edilen rekombinant vektor, tek
basamakta restriksiyon kesimine alinmis ve kesim {iriinii agaroz jelden izole edilmistir.
Agaroz jelden elde edilen kesim iiriinii ile ekspresyon vektoriine yapilan klonlama basarili

SOnu¢ vermistir.

PQE30 vektoriine ait dizileme onciillerinin kullanildigit DNA dizi analizi ile klonlanan
pQE-C178 vektoriinde g¢ercevenin uygun sekilde oturtuldugu dogrulanmis ve daha sonra

protein iiretimine gecilmistir.

Protein iiretiminde kullanilan ilk E. coli susu JM109 olmustur. Bu sus ile yapilan
pozitif kontrol (pQE-40) ekspresyonun uyarilmamis orneginde az miktarda 26kDa DHFR
proteini gozlenmistir. Her ne kadar JM109 susunda kromozomal olarak bir lac siipresorii
bulunsa da, bunun bazal ekspresyonu baskilayamadigi gézlenmistir. Bu nedenle ekspresyon
deneylerinin E. coli M15 susunda siirdiiriilmesine karar verilmistir. Bu susun icerinde Prep4
(Qiagen) plazmiti bulunmaktadir. Deney, bu plazmit ile tekrarlandiginda, plazmit iizerinde

kodlanan lac siipresoriin bazal ekspresyonu baskilayabildigi gozlenmistir.

Bakterilerde {iretilen rekombinant proteinler genellikle yogun olarak ifade
edilmektedir. Bu nedenle cogu zaman diiretilen protein SDS-PAGE jelinin “Coomassie
Brilliant Blue” ile boyamasindan sonra gozle goriilebilmektedir, fakat bu ¢aligma kapsaminda
boyle bir goriintii elde edilememistir. Bunun nedeni klonlanan dizide protein iiretimini
etkileyecek elemanlarin bulunmasi veya protein iiretimi icin segilen koloninin protein

tiretmemesi olarak diisiiniilmistiir. Ayrica bakterilerin Okaryotik bir proteini iiretmede
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zorlanabilecegi ve Ozyapi proteinin ikinci bolgesinde bulunan o-heliks yapisinin protein
tiretimi etkiyebilecegi diisiiniilerek, ayni hastadan 6zyapi proteinin ilk 123 aminoasidini
eksprese eden bir vektor daha klonlanmistir. Bu vektor ile yapilan protein tiretimi “Coomassie

Brilliant Blue” boyamasi ile incelendiginde ilk vektor ile ayni sonug elde edilmistir.

Protein iireten bir koloni saptamak icin transformasyon sonrasimda koloni “blotting”
yontemi kullanilmis ve sonug olarak iireyen hicbir kolonin protein tiretmedigi goriilmiistiir.
Bunun sebebi kolonilerin hi¢ ya da diisiikk miktarda protein iiretmesi olarak diisliniilmiistiir.
Vektorin  DNA dizileme sonucunda herhangi bir sorun bulunmamaktaydi. Vektoriin
promotorii, ribozoma baglanma bolgesi sorunsuz olarak goriiniiyordu. Klonlanan dizi
vektoriin ¢ercevesine oturmustu ve durma kodonlarin dogru yerde olustu. Bunlar, vektorde bir
sorun bulunmadiginin gostergesi olarak kabul edilmisti. Bakterilerin klonlanan vektor ile
protein {iiretebilmesi gerekiyordu. Sonugta sorunun, iiretilen proteinin saptanmasinda
kullanilan yontemler veya yontemlerde kullanilan boyanin/substratin duyarliligi diisiik olmasi

nedeniyle proteininin saptanamamasi olarak diisiiniilmiistii.

Koloni “blotting” yonteminde konjugat HRP isaretliydi ve substrat olarak duyarlilig
diisik olan 4-kloro-1-naftol kullanildi (113). Ayrica SDS-PAGE jelinin boyanmasinda,
protein saptama 300ng duyarlilii diizeyinde olan “Coomassie Brilliant Blue R250” boyast
kullanild1 (114). Bu nedenle ilerleyen asamalarda protein saptama duyarliligt yiiksek olan

“Western Blot” kullanilmaya karar verildi.

“Western Blot” yapilabilmesi i¢in kuyu bagina yiiklenen proteinin standardize
edilmesi gerekmektedir. Protein standardizasyonu igin calisma kapsaminda “Bradford”
protein Olgiim yontemi kullanilmistir. Protein Ornekleri 8M iire icerisinde ¢oziinmiistiir ve
buna uygun olarak da kullanilan standart protein de 8M iire icerisinde ¢Oziinmiistiir. Yontem
4M konsantrasyon iizerinde bulunan iireden etkilenmektedir (104). Bu nedenle ol¢iimde
cizilen standart egrinin hata oram yiiksekti, ama ayn1 6rneklerin farkli 6l¢timlerde, dl¢iilen ilk
degerlerine gore fazla bir sapma gostermemis olduklarindan (sapma lpg/ul’den azdir),

Olclim yontemi bu calisma i¢in tekrarlanabilinir bulunmustur.

“Western Blot” yaparken proteinlerin esit konsantrasyonlarda yiiklemenin yani sira
esit hacimlerde yiiriitiilmesine dikkat edilmistir. Bu sekilde orneklerin ayni1 hizda ilerlemesi

saglanmistir. Birincil antikorun sulandirma oram {retici firmanin Onerisi dogrultusunda
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1:2000 oranda sabit tutularak ikincil antikor konsantrasyonlar degistirilerek en uygun
sulandirma oram saptanmaya calisilmistir. Ikincil antikor icin 1:300’den 1:10000’e kadar
sulandirma oranlar1 denendi ve en uygun sulandirma orami 1:10000 olarak saptanmistir.
Bloklama icin %S5 siit tozu ve %3 SSA denenmistir. Siit tozu kullamldiginda 6zgiil olmayan
antikor baglanmalart tiim membran iizerinde goriilmiistiir. Bu durum SSA kullanildiginda

goriilmemistir ve calismada bloklama icin SSA kullanilmastir.

Calismada bir eksiklik olarak iiretilen proteinin, anti-tzyapi1 antikorlarn ile varligi
arastirilamamistir. Nedeni ise gereclerin arasinda anti-insan (IgG) antikoru bulunmamasidir.
Klonlanan vektoriin DNA dizi analizi sonucunda klonlanan dizinin vektoriin ¢ercevesinde
oturdugu goriilmiistiir. Elde edilen dogru ¢ercevedeki DNA dizisi ve bu dizinin aminoaside
cevrilmis hali HCV’nin diger suslarinda ki 6zyap1 dizileri ile hizalandiginda uyumludur. Bu
nedenle vektorden iiretilen proteinin HCV’ye ait 6zyap1 proteinin ilk 178 aminoasidi oldugu

kabul edilmistir.

“Western Blot” sonucunda birden ¢ok bant goriilmiistiir. Bunlar1 boyutlar1 sirasiyla
28kDa, 21kDa, 16.5kDa, 15kDa ve 14kDa’dur (yaklasik olarak). Beklenen bant biiyiikliigii
21kDa’dur. Tiim bu bant biiyiiklikleri daha yogun miktarda calismada kontrol olarak
kullanilan Eroglu ve arkadaglarinin klonladiklar1 vektorle yapilan protein iiretiminde de

goriilmiistiir.

28kDa biiyiikliigiinde olan bandin nedeni protein ifadesinin dur kodonunda durmamasi
ve transkript uzunlugu kadar devam etmesi olarak diisliniilmiistiir. Klonlanan dizide
olusturulan dur kodonu UAA’dir. Ayrica vektoriin sahip oldugu kendine ait ikinci bir UAA
dur kodonu vardir. Dur kodonun hemen sonra gelen niikleotit translasyonun dur kodonunda
durma olasiligimm etkilemektedir. Calismada klonlanan rekombinant vektdrde dur kodonun
hemen arkasindan gelen niikleotid G’dir (UAAG). Vektorde bulunan dur kodon arkasindan
gelen niikleotit ise U’dir (UAAU). E.coli’nin dur kodonun en cok tercih ettigi sekli ise
UAAU’dur. Dur kodonlari, translasyonu %100 oraninda durduramamaktadir. UAAU ve
UAAG’in translasyonu durdurabilme orani sirastyla %80 ve %355 olarak bildirilmistir (95).

16.5kDa, 15kDa ve 14kDa’luk bant biiyiikliikleri olusmasinda neden olarak klonlanan
dizinin icerisinde bulunan ve E.coli’de zayif taninan kodonlarin fazlaligindan kaynaklandigi

diisiiniilmiistiir. E.coli’de translasyon bu zayif kodonlardan birisine denk gelirse translasyon
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durabilir ya da +1 c¢erceve kaymasi ile de devam edebilir. Translasyonun erken donemde
durmasi ise kisa kalan protein pargalar1 olusmaktadir (89,91). Klonlanan dizide translasyonu
etkileme olasilig1 bulunan ve E. coli tarafindan zayif olarak taninan 10 adet arjinin ve 10 adet
prolin kodonu bulunmaktadir. Zayif kodon igin ii¢ ¢6ziim vardir. Ya yonlendirilmis
mutagenez ile aminoasitte degisiklik yapmadan niikleotit degisikligi yapilir ya da zayif kodon
icermeyen bir dizi klonlanabilir, fakat yonlendirilmis mutagenez yapmak veya zayif kodon
icermeyen transkript olusturmak kolay degildir. Uciincii ¢6ziim ise bu zayif kodonlarin
tRNA’larim sentezleyen vektorlerin bakteriye transforme edilmesidir (89). Bu sekilde bakteri
eksik kaldig1 kodonlar yoniinden takviye edilmis olur. Bu calisma kapsaminda herhangi bir

kodon ikilemine ¢6ziim olarak herhangi birsey denenmemistir.

Eroglu ve arkadaglarin klonladiklar1 vektor ile yapilan kontrol protein iiretimi ise
calisma kapsaminda klonlanan vektor ile yapilan protein iiretim miktarindan daha ¢ok oldugu
goriilmiistiir. Bu {iiretim verimsizlige neden olabilecek ve ribozoma baglanan bolgeyi
ortebilecek olas1 ikincil RNA yapilarin varligi arastinlmistir (89,115). Calisma kapsaminda
klonlanan vektdrden olustugu varsayilan transkript Mfold siiriim 3.2 yazilimi ile 37°C i¢in
ikincil yapilan1 arastirlmistir (116). Yazilim 25 degisik olast ikincil mRNA yapisi
ongormiistiir (veri gosterilmemektedir). Ongordiigii olasi ikincil mRNA yapilarinda ribozoma
baglanan bolge klonlanan dizinin 3’ ucuna komplementer oldugu goriilmiistiir. Ayn1 Ongorii
Eroglu ve arkadaslariin klonladig1 vektor icin gecerli olup olmadigi sinanamamustir, clinkii
bu calisma kapsaminda vektoriin DNA dizi analizi yapilmamistir. mRNA’da ribozoma
baglanan bolgeye tamamlayici dizi bulunmasi durumunda translasyon verimliligi diistiigii
bildirilmektedir (89,115). Ayrica calismada ayn1 hastanin O6zyapt proteinin ilk 123
aminoasidini ifade eden bir vektor daha klonlanmisti. Bu vektoriin DNA dizi analizi
olmamasina ragmen, ilk vektdorde ki yazilim tarafindan ©Ongériilen ribozoma baglanma
bolgesini etkileyecek diziyi icermemektedir. Bu farklilia ragmen protein iiretimi “Coomassie
Brilliant Blue” boyamasi ile saptanamamistir. Bu durumda, eger translasyonu etkileyen

elemanlar bulunuyorsa, bunlarin transkriptin 5’ ucunda oldugunu diisiindiirmektedir.

Uretim  verimini  diisiirebilecek bir baska etki mRNA stabilizasyonun
saglanamamasindan olabilir. Calismada vektorden sentezlenen mRNA’nmin saglamlig

hakkinda bilgi verebilecek bir arastirma yapilmadi (89,116).
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Eksprese edilen proteinin bilyiik miktarlarda iiretimi yapilmistir. Bu iiretimde kiiciik
capta protein iiretiminde belirlenen uygun kosullar kullanilmistir. Uretilen protein denatiire
edici kosul altinda saflastirilmistir. Bu islem {iretici firmanin Onerileri dogrultusunda
yapilmistir. Rekombinant proteinin pH4.5’te elile oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle bu
proteinin devamli iiretiminde eliisyon bu pH’ta yapilmasi uygun olacag diisiiniilmektedir.
Eluatlarda 6zgiil olmayan baglanma sonucu eliie olan proteinlerle birlikte protein miktar
yaklasik olarak 1pg/uL oldugu saptanmistir. Ozgiil olmayan baglanma sonucu birlikte
saflastirilan proteinleri azaltmak amaciyla histidinle yarisan imidazol kullanilabilir. Bunun
icin proteini kromotografi maktriksine baglayacak tampon igerisinde kullanilacak en uygun

imidazol konsantrasyonunun belirlenmesi gerekmektedir.

Gelecekte aym yontemle baska rekombinant protein iiretimi yapilmasi durumunda
rekombinant dizinin arkasina giiclii dur kodonlarin eklenmesi, bakteriye zayif tRNA’larin
takviye edilmesi, eger HCV gibi bir RNA virusunun proteini tiretilmek isteniyorsa, degisik
suslarin aym1 sekilde klonlanip en uygun olanmin protein {iiretiminde kullanilmasi

onerilmektedir.

Calisma kapsaminda HCV 0zyap1 proteini, diisiik miktarda da olsa {iiretimi
gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen bilgiler gelecekte baska rekombinant
protein iiretimi icin temel olusturacaktir. Saflastirilan protein ise patogenez calismalart yani
sira bagisik yanitlarin incelenmesinde ve tanisal testlerin gelistirilmesinde kullanilabilecektir.
Ayrica, elde edilen klonun PZT incelemelerinde pozitif kontrol olarak kullanmilmasi da

olasidir.

82



8. KAYNAKLAR

1. Choo QL, Kuo G, Weiner AJ, Overby LR, ve ark. Isolation of a cDNA clone
derived from a blood-borne non-A, non-B viral hepatitis genome. Science, 1989;244:359-
362

2. Kato N. Molecular virology of hepatitis C virus. Acta Med Okayama.
2001;55:133-159

3. Penin F, Dubuisson J, Rey FA, Moradpour D, ve ark. Structural biology of
hepatitis C virus. Hepatology. 2004;39:5-19

4. Pawlotsky JM. Pathophysiology of hepatitis C virus infection and related liver
disease. Trends Microbiol. 2004;12:96-102

5. Krekulova L, Rehdk V, Riley LW. Structure and functions of hepatitis C virus
proteins: 15 years after. Folia Microbiol. 2006;51(6):665-680

6. Grakoui A, Wychowski C, Lin C, Feinstone SM, ve ark. Expression and
identification of hepatitis C virus polyprotein cleavage products. J Virol. 1993;67:1385-
1395

7. Roingeard P, Hourioux C, Blanchard E, Brand D, ve ark. Hepatitis C virus
ultrastructure and morphogenesis. Biol Cell. 2004;96:103-108

8. Weiner AJ, Geysen HM, Christopherson C, Hall JE, ve ark. Evidence for
immune selection of hepatitis C virus (HCV) putative envelope glycoprotein variants:
potential role in chronic HCV infections. Proc Natl Acad Sci U S A. 1992;89:3468-3472

9. Tellinghuisen TL, Marcotrigiano J, Gorbalenya AE, Rice CM. The NS5A
protein of hepatitis C virus is a zinc metalloprotein. Biol Chem. 2004;279:48576-48587

10. Tanji Y, Kaneko T, Satoh S, Shimotohno K. Phosphorylation of hepatitis C
virus-encoded nonstructural protein NS5A. J Virol. 1995;69:3980-3986

11. Reed KE, Xu J, Rice CM. Phosphorylation of the hepatitis C virus NS5A
protein in vitro and in vivo: properties of the NS5A-associated kinase. J Virol.
1997;71:7187-7197

12. Evans MIJ, Rice CM, Goff SP. Phosphorylation of hepatitis C virus
nonstructural protein SA modulates its protein interactions and viral RNA replication.

Proc Natl Acad Sci U S A. 2004;101:13038-13043

83



13. Gale MJ, Korth MJ, Tang NM, Tan SL, ve ark. Evidence that hepatitis C virus
resistance to interferon is mediated through repression of the PKR protein kinase by the
nonstructural 5A protein. Virology. 1997;230:217-227

14.  Koonin EV. The phylogeny of RNA-dependent RNA polymerases of positive-
strand RNA viruses. J Gen Virol. 1991;72:2197-2206

15. Behrens SE, Tomei L, De Francesco R. Identification and properties of the
RNA-dependent RNA polymerase of hepatitis C virus. EMBO J. 1996;15:12-22

16. Domingo E, Escarmis C, Sevilla N, Moya A, ve ark. Basic concepts in RNA
virus evolution. FASEB J. 1996;10:859-864

17.  Bartenschlager R, Lohmann V. Replication of hepatitis C virus. J Gen Virol.
2000;81:1631-1648

18. Blanchard E, Belouzard S, Goueslain L, Wakita T, ve ark. Hepatitis C virus
entry depends on clathrin-mediated endocytosis. J Virol. 2006;80:6964-6972

19. Gosert R, Egger D, Lohmann V, Bartenschlager R, ve ark. Identification of the
hepatitis C virus RNA replication complex in Huh-7 cells harboring subgenomic
replicons. J Virol. 2003;77:5487-5492

20. Kunkel M, Lorinczi M, Rijnbrand R, Lemon SM, ve ark. Self-assembly of
nucleocapsid-like particles from recombinant hepatitis C virus core protein. J Virol.
2001;75:2119-2129

21. Davis GL. Hepatitis C virus genotypes and quasispecies. Am J Med.
1999;107:21S5-26S

22.  Simmonds P, Holmes EC, Cha TA, Chan SW, ve ark. Classification of
hepatitis C virus into six major genotypes and a series of subtypes by phylogenetic
analysis of the NS-5 region. J Gen Virol. 1993;74:2391-2399

23.  Simmonds P, Alberti A, Alter HJ, Bonino F, ve ark. A proposed system for the
nomenclature of hepatitis C viral genotypes. Hepatology. 1994;19:1321-1324

24.  Abacioglu YH, Davidson F, Tuncer S, Yap PL, ve ark. The distribution of
hepatitis C virus genotypes in Turkish patients. J Viral Hepat. 1995;2:297-301

25. Bozdayi AM, Aslan N, Bozdayi G, Tirkyilmaz AR, ve ark. Molecular
epidemiology of hepatitis B, C and D viruses in Turkish patients. Arch Virol.
2004;149:2115-2129

84



26. Mihm U, Herrmann E, Sarrazin C, Zeuzem S. Review article: predicting
response in hepatitis C virus therapy. Aliment Pharmacol Ther. 2006;23:1043-1054

27. Guha C, Lee SW, Chowdhury NR, Chowdhury JR. Cell culture models and
animal models of viral hepatitis. Part II: hepatitis C. Lab Anim (NY). 2005;34:39-47

28.  World Health Organization. Hepatitis C: global prevelance. Wkly Epidemiol
Rec 1997;72:341-348

29.  Shepard CW, Finelli L, Alter MJ. Global epidemiology of hepatitis C virus
infection. Lancet Infect Dis. 2005;5:558-567

30.  http://www.vhsd.org/slayt_seti/hepatit_c.htm (Erisim tarihi: 29.07.2007)

31. Ozsoy MF, Oncul O, Cavuslu S, Erdemoglu A, ve ark. Seroprevalences of
hepatitis B and C among health care workers in Turkey. J Viral Hepat. 2003;10:150-156

32. Kosgeroglu N, Ayranci U, Vardareli E, Dincer S. Occupational exposure to
hepatitis infection among Turkish nurses: frequency of needle exposure, sharps injuries
and vaccination. Epidemiol Infect. 2004;132:27-33

33.  Ayranci U, Kosgeroglu N. Needlestick and sharps injuries among nurses in the
healthcare sector in a city of western Turkey. J Hosp Infect. 2004 Nov;58(3):216-223

34. Dal Molin G, D'Agaro P, Ansaldi F, Ciana G, ve ark Mother-to-infant
transmission of hepatitis C virus: rate of infection and assessment of viral load and IgM
anti-HCV as risk factors. ] Med Virol. 2002;67:137-142

35.  Terrault NA. Sexual activity as a risk factor for hepatitis C. Hepatology.
2002;36:S99-S105

36. Hoofnagle JH. Hepatitis C: the clinical spectrum of disease. Hepatology.
1997;26:15S-20S

37.  Racanelli V, Rehermann B. Hepatitis C virus infection: when silence is
deception. Trends Immunol. 2003;24:456-464

38.  Yakaryilmaz F, Gurbuz OA, Guliter S, Mert A, ve ark. Prevalence of occult
hepatitis B and hepatitis C virus infections in Turkish hemodialysis patients. Ren Fail.
2006;28:729-735

39. Hsu M, Zhang J, Flint M, Logvinoff C, ve ark. Hepatitis C virus glycoproteins
mediate pH-dependent cell entry of pseudotyped retroviral particles. Proc Natl Acad Sci U
S A.2003;100:7271-7276

85



40. Sugano M, Hayashi Y, Yoon S, Kinoshita M, ve ark. Quantitation of hepatitis
C viral RNA in liver and serum samples using competitive polymerase chain reaction. J
Clin Pathol. 1995;48:820-825

41. Lok AS, Gunaratnam NT. Diagnosis of hepatitis C. Hepatology. 1997;26:48S-
56S

42. Caruntu FA, Benea L. Acute hepatitis C virus infection: Diagnosis,
pathogenesis, treatment. J Gastrointestin Liver Dis. 2006;15:249-256

43.  Podzorski RP. Molecular testing in the diagnosis and management of hepatitis
C virus infection. Arch Pathol Lab Med. 2002;126:285-290

44. Kim Al, Saab S. Treatment of hepatitis C. Am J Med. 2005;118:808-815

45.  Alter MJ. Prevention of spread of hepatitis C. Hepatology. 2002;36:93-98

46.  Santolini E, Migliaccio G, La Monica N. Biosynthesis and biochemical
properties of the hepatitis C virus core protein. J Virol. 1994;68:3631-3641

47.  Bukh J, Purcell RH, Miller RH. Sequence analysis of the core gene of 14
hepatitis C virus genotypes. Proc Natl Acad Sci U S A. 1994;91:8239-8243

48. Yasui K, Wakita T, Tsukiyama-Kohara K, Funahashi SI, ve ark. The native
form and maturation process of hepatitis C virus core protein. J Virol. 1998;72:6048-6055

49. Lo SY, Masiarz F, Hwang SB, Lai MM, ve ark. Differential subcellular
localization of hepatitis C virus core gene products. Virology. 1995;213:455-461

50. Yildiz E, Oztan A, Sar F, Pinarbasi E, ve ark. Molecular characterization of a
full genome Turkish hepatitis C virus 1b isolate (HCV-TR1): a predominant viral form in
Turkey. Virus Genes. 2002;25:169-177

51. Boulant S, Vanbelle C, Ebel C, Penin F, ve ark. Hepatitis C virus core protein
is a dimeric alpha-helical protein exhibiting membrane protein features. J Virol.
2005;79:11353-11365

52. Hope RG, McLauchlan J. Sequence motifs required for lipid droplet
association and protein stability are unique to the hepatitis C virus core protein. J Gen
Virol. 2000;81:1913-1925

53.  Hijikata M, Kato N, Ootsuyama Y, Nakagawa M, ve ark. Gene mapping of the
putative structural region of the hepatitis C virus genome by in vitro processing analysis.

Proc Natl Acad Sci U S A. 1991:;88:5547-5551

86



54.  Hiissy P, Langen H, Mous J, Jacobsen H. Hepatitis C virus core protein:
carboxy-terminal boundaries of two processed species suggest cleavage by a signal
peptide peptidase. Virology. 1996;224:93-104

55. Harada S, Watanabe Y, Takeuchi K, Suzuki T, ve ark. Expression of processed
core protein of hepatitis C virus in mammalian cells. J Virol. 1991;65:3015-3021

56. Barba G, Harper F, Harada T, Kohara M, ve ark. Hepatitis C virus core protein
shows a cytoplasmic localization and associates to cellular lipid storage droplets. Proc
Natl Acad Sci U S A. 1997;94:1200-1205

57.  Suzuki R, Matsuura Y, Suzuki T, Ando A, ve ark. Nuclear localization of the
truncated hepatitis C virus core protein with its hydrophobic C terminus deleted. J Gen
Virol. 1995;76:53-61

58.  Matsumoto M, Hwang SB, Jeng KS, Zhu N, ve ark. Homotypic interaction and
multimerization of hepatitis C virus core protein. Virology. 1996;218:43-51

59. Klein KC, Dellos SR, Lingappa JR. Identification of residues in the hepatitis C
virus core protein that are critical for capsid assembly in a cell-free system. J Virol.
2005;79:6814-6826

60. Fan Z, Yang QR, Twu JS, Sherker AH. Specific in vitro association between
the hepatitis C viral genome and core protein. J] Med Virol. 1999;59:131-134

6l1. Goh PY, Tan YJ, Lim SP, Lim SG, ve ark. The hepatitis C virus core protein
interacts with NS5A and activates its caspase-mediated proteolytic cleavage. Virology.
2001;290:224-236

62.  Irshad M, Dhar I. Hepatitis C virus core protein: an update on its molecular
biology, cellular functions and clinical implications. Med Princ Pract. 2006;15:405-416

63.  Sabile A, Perlemuter G, Bono F, Kohara K, ve ark. Hepatitis C virus core
protein binds to apolipoprotein All and its secretion is modulated by fibrates. Hepatology.
1999;30:1064-1076

64.  Hourioux C, Patient R, Morin A, Blanchard E, ve ark. The genotype 3-specific
hepatitis C virus core protein residue phenylalanine 164 increases steatosis in an in vitro
cellular model. Gut. 2007 Jan 9

65. Moriya K, Yotsuyanagi H, Shintani Y, Fujie H, ve ark. Hepatitis C virus core

protein induces hepatic steatosis in transgenic mice. J] Gen Virol. 1997;78:1527-1531

87



66.  McLauchlan J. Properties of the hepatitis C virus core protein: a structural
protein that modulates cellular processes. J Viral Hepat. 2000;7:2-14

67. Smirnova IS, Aksenov ND, Vonsky MS, Isaguliants MG. Different
transformation pathways of murine fibroblast NIH 3T3 cells by hepatitis C virus core and
NS3 proteins. Cell Biol Int. 2006;30:915-919

68. Ray RB, Meyer K, Ray R. Hepatitis C virus core protein promotes
immortalization of primary human hepatocytes. Virology. 2000;271:197-204

69. Moriya K, Fujie H, Shintani Y, Yotsuyanagi H, ve ark. The core protein of
hepatitis C virus induces hepatocellular carcinoma in transgenic mice. Nat Med.
1998;4:1065-1067

70. Miles JS, Wolf CR. Principles of DNA cloning. BMJ. 1989;299:1019-1022

71.  del Solar G, Giraldo R, Ruiz-Echevarria MJ, Espinosa M, Diaz-Orejas R.
Replication and control of circular bacterial plasmids. Microbiol Mol Biol Rev.
1998;62:434-464

72.  Hamer DH, Thomas CA. Molecular cloning of DNA fragments produced by
restriction endonucleases Sall and Baml. Proc Natl Acad Sci U S A. 1976;73:1537-1541

73.  Sutcliffe JG. pBR322 restriction map derived from the DNA sequence:
accurate DNA size markers up to 4361 nucleotide pairs long. Nucleic Acids Res.
1978;5:2721-2728

74.  http://wwwl.qgiagen.com/literature/pgesequences/pqe3x.pdf  (Erisim tarihi:
11.08.2007)

75.  Goodsell DS. The molecular perspective: restriction endonucleases. Stem
Cells. 2002;20:190-191

76.  Roberts RJ, Macelis D. Restriction enzymes and their isoschizomers. Nucleic
Acids Res. 1991;19:2077-2109

77. D Marchuk, M Drumm, A Saulino, F S Collins. Construction of T-vectors, a
rapid and general system for direct cloning of unmodified PCR products. Nucleic Acids
Res. 1991;19:1154

78.  http://www.medigenomix.de/molbio6techinfo.html (Erisim Tarihi: 01.08.2007)

79.  http://www.animalgenome.org/edu/doe/fig1 1a.html (Erigim Tarihi:
01.08.2007)

88



80.  Pheiffer BH, Zimmerman SB. Polymer-stimulated ligation: enhanced blunt- or
cohesive-end ligation of DNA or deoxyribooligonucleotides by T4 DNA ligase in
polymer solutions. Nucleic Acids Res. 1983;11:7853-71

81.  Modrich P, Lehman IR, Wang JC. Enzymatic joining of polynucleotides. XI.
Reversal of Escherichia coli deoxyribonucleic acid ligase reaction. J Biol Chem.
1972;247:6370-6372

82.  http://openwetware.org/wiki/20.109(F07):_DNA_ligation_and_bacterial_transf
ormation (Erigim tarihi: 12.08.2007)

83.  Hanahan D. Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids. J] Mol
Biol. 1983;166:557-580

84. Dower W], Miller JF, Ragsdale CW. High efficiency transformation of E. coli
by high voltage electroporation. Nucleic Acids Res. 1988;16:6127-6145

85.  Chaffin DO, Rubens CE. Blue/white screening of recombinant plasmids in
Gram-positive bacteria by interruption of alkaline phosphatase gene (phoZ) expression.
Gene. 1998;219:91-99

86.  http://www.edvotek.com/300.html (Erisim tarihi: 12.08.2007)

87.  Dahlroth SL, Nordlund P, Cornvik T. Colony filtration blotting for screening
soluble expression in Escherichia coli. Nat Protoc. 2006;1:253-258

88.  Birnboim HC, Doly J. A rapid alkaline extraction procedure for screening
recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Res. 1979;7:1513-1523

89.  Sorensen HP, Mortensen KK. Advanced genetic strategies for recombinant
protein expression in Escherichia coli. J Biotechnol. 2005;115:113-128

90. Hannig G, Makrides SC. Strategies for optimizing heterologous protein
expression in Escherichia coli. Trends Biotechnol. 1998;16:54-60

91. Kim S, Lee SB. Rare codon clusters at 5'-end influence heterologous
expression of archaeal gene in Escherichia coli. Protein Expr Purif. 2006;50:49-57

92. Hoffmann F, Weber J, Rinas U. Metabolic adaptation of Escherichia coli
during temperature-induced recombinant protein production: 1. Readjustment of
metabolic enzyme synthesis. Biotechnol Bioeng. 2002;80:313-319

93. Arechaga I, Miroux B, Runswick MJ, Walker JE. Over-expression of
Escherichia coli F1F(0)-ATPase subunit a is inhibited by instability of the uncB gene
transcript. FEBS Lett. 2003;547:97-100

&9



9. Liu J, Kong Y, Zhu L, Wang Y, ve ark. High-level expression of the C-
terminal hydrophobic region of HCV E2 protein ectodomain in E. coli. Virus Genes.
2002;25:5-13

95. Poole ES, Brown CM, Tate WP. The identity of the base following the stop
codon determines the efficiency of in vivo translational termination in Escherichia coli.
EMBO J. 1995;14:151-158

96. Ma X, Zheng W, Wang T, Wei D, ve ark. Optimization and high-level
expression of a functional GST-tagged rHLT-B in Escherichia coli and GMI1 binding
ability of purified rHLT-B. J Microbiol. 2006;44:293-300

97.  Berrow NS, Bussow K, Coutard B, Diprose J, ve ark. Recombinant protein
expression and solubility screening in Escherichia coli: a comparative study. Acta
Crystallogr D Biol Crystallogr. 2006;62:1218-1226

98. Rudolph R, Lilie H. In vitro folding of inclusion body proteins. FASEB J.
1996;10:49-56

99, Davis GD, Elisee C, Newham DM, Harrison RG. New fusion protein systems
designed to give soluble expression in Escherichia coli. Biotechnol Bioeng. 1999;65:382-
388

100. LiuJ, Zhu LX, Kong YY, Li GD, Wang Y. Purification and application of C-
terminally truncated hepatitis C virus E1 proteins expressed in Escherichia coli. World J
Gastroenterol. 2005;11:503-507

101. The QIAexpressionist™. Qiagen 2003. S64

102. Kuiken C, Yusim K, Boykin L, Richardson R. The Los Alamos HCV
Sequence Database. Bioinformatics. 2005;21:379-384

103. Eroglu C, Yildiz E, Ozturk M, Pinarbasi E. A highly sensitive and specific
enzyme-linked immunosorbent assay of antibodies to hepatitis C virus. Acta Virol.
2000;44:29-33

104. Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem.
1976;72:248-254

105. Tamura K, Dudley J, Nei M, Kumar S. MEGA4: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA) Software Version 4.0. Mol Biol Evol. 2007;24:1596-1599

90



106. Tan D, Hu G, Terukatsu A, Zhang Z. Molecular cloning, sequencing and
expression of core and NS3 fragments of HCV from patients with HCV infection. Chin
Med J. 1993;105:522-526

107. Osborne S, Cecconato E, Griva S, Garetto F, Calogero R, Rosa C, Bonelli F.
Expression in E. coli and purification of a chimeric p22-NS3 recombinant antigen of
hepatitis C virus (HCV). FEBS Lett. 1993;324:253-257

108. Yeh CT, Han CM, Lo SY, Ou JH, Fan KD, Sheen IS, Chu CM, Liaw YF.
Early detection of anti-HCc antibody in acute hepatitis C virus (HCV) by western blot
(immunoblot) using a recombinant HCV core protein fragment. J Clin Microbiol.
1994;32:2235-2241

109. Aoyagi K, Ohue C, lida K, Kimura T, Tanaka E, Kiyosawa K, Yagi S.
Development of a simple and highly sensitive enzyme immunoassay for hepatitis C virus
core antigen. J Clin Microbiol. 1999;37:1802-1808

110. Seong YR, Lee EK, Choi S, Chon SK, Im DS. Overexpression and simple
purification of a truncated, immunologically reactive GST-HCV core (1-123) fusion
protein. J Virol Methods. 1996;59:13-21

111. Jung V, Pestka SB, Pestka S. Efficient cloning of PCR generated DNA
containing terminal restriction endonuclease recognition sites. Nucleic Acids Res.
1990;18:6156

112. Sambrook J, Russel DW. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Volume
2) 3th. New York, Cold Spring Harbor, 2001;1.86

113. Frederick MA. Current Protocols in Molecular Biology. Wiley Interscience,
2005;10.8.12

114. Frederick MA. Current Protocols in Molecular Biology. Wiley Interscience,
2005;10.6.25

115. Wu X, Jornvall H, Berndt KD, Oppermann U. Codon optimization reveals
critical factors for high level expression of two rare codon genes in Escherichia coli: RNA
stability and secondary structure but not tRNA abundance. Biochem Biophys Res
Commun. 2004;313:89-96

116. Zuker M. Mfold web server for nucleic acid folding and hybridization
prediction. Nucleic Acids Res. 2003;31:3406-3415

91



