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OZET

Kirim-Kongo Kanamali Ates (KKKA) hastaligi keneler yoluyla bulasan;
hemorajik ve toksik etkilerle %30 &liim riski tagtyan viriitiik bir hastaliktir. Ulkemizde
KKKA hastalig1 ilk defa 2002 yilinda rapor edilmis ve 2012 yilina kadar 7072 kisi bu
hastaliga yakalanmig ve 356 kisi hayatin1 kaybetmistir. KKKA hastaligin1 onleyici as1
ve hastalig1 tedavi eden yaygin bir yontem diinyada heniiz yoktur. Ancak yapilan
bilimsel arastirmalar sonucunda KKKA viriisiiniin genetik yapist ortaya ¢ikarilmistir.
Literatiirde bakteri araciligiyla iretilen niikleoprotein (NP)'nin KKKA hasta
serumlarindaki IgG ve IgM'i tanidig1 ve antijenik 6zellikte oldugu gosterilmistir. Bizim
amacimiz da KKKA viriisiiniin antijenik niikleoprotein (NP)' nin rekombinant yolla elde
edilmesi ve bu rekombinant proteinin hiicre kiiltiiriinde toksisite testlerini yaparak
giivenilirliginin arastirllmasidir. NP proteinini elde etmek igin; ilk olarak NP geni GST
vektoriine klonlanarak sekanslamaya gonderildi. Sekanslamada dogrulanan plazmid
E.coli'nin BL21(DE)3 susuna transform edildi. Transformasyon sonrasi, IPTG
araciligryla, protein ekspresyonu saglandi ve 80 kDa agirligindaki GST-NP proteinini
saflagtirmak i¢in “native” protein purifikasyonu metoduna bagvuruldu. Yapilan
yontemden Sonug¢ alimamayinca, bu kez NP geni C-terminal His-Tag vektoriine
klonlandi. Sekanslamada dogrulanan yeni plasmid aktarilarak IPTG araciligiyla protein
eksprese edildi ve 55 kDa agirligindaki His-Tag NP proteinini elde etmek i¢in native ve
denatiire olmak tizere iki farkli protein purifikasyon metotu uygulandi. Denatiire protein
purifikasyonu metotuyla protein basarili bir sekilde elde edildi. 55 kDa agirliginda
oldugu bilinen NP His-Tag fiizyon proteinin dogrulugu i¢in western blot yontemi
uygulandi. INP’nin toksisitesi MTT ve endotoksin metotlar1 yardimiyla 6l¢iildi. Elde
edilen verilere gore; yaptigimiz ¢alismada rNP’nin toksisite miktarinin diisiik olmasi,
NP proteinin as1 ¢calismalarinda kullanilabilecegini gostermektedir.



Ayrica bu ¢alismada NP proteininin laboratuvar kosullarinda, diisiik maliyetli, giivenilir
ve siirsiz miktarda lretilebilecegi ispatlanmistir. Bu ¢alismanin sonucu, rekombinant
NP'nin 6nce hayvan caligmalar1 ve sonrasinda asi amacli kullaniminin uygunlugu
hakkinda bilgi vermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kirim Kongo viriisii, antijen, monoklonal antikor, asi,
nukleoprotein, sitotoksisite
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ABSTRACT

Crimean-Congo Hemorrhagic Fever (CCHF) is a viral disease transmitted by ticks
and CCHF virus causes a hemorrhagic and toxic syndrome in humans with mortality
rates of up to 30%. CCHF disease has been reported in 2002 for the first time in our
country, and 7,072 cases were reported and 356 people died until 2012. The preventive
vaccines and treatment methods of CCHF disease are not yet available in the world.
However, the complete sequence of viral genome of CCHF virus have been generated,
and these efforts accelerated the research on the production of potential antigenic
proteins and monoclonal antibodies. Recently, it has been shown that nucleoprotein
(NP) of CCHF virus has antigenic properties by recognizing IgG and IgM in serum of
CCHEF patients. In this study, our aim is that to produce antigenic nucleoprotein (NP) by
recombinant technology and to examine the safety of this recombinant protein by
cytotoxicity tests in cell culture. First of all; NP gene was cloned into the GST vector
and it was send to sequence and validate. After sequence validation, new plasmid was
transformed in E.coli BL21(DE)3 strain and the native protein purification method
was used to GST-NP protein that had 80 kDA molecular weight. When the experiment
did not work, NP gene was cloned into His-Tag vector and product was sent to
sequence and validate. Next, new plasmid was transformed in E.coli BL21(DE)3 strain.
The native protein purification and denature protein purification methods were used to
His-Tagged NP protein that had 55 kDA molecular weight. NP protein was got
successfully with denature method. Next, westen blot was done to confirm molecular
weight of His-tag NP protein. Afterwards toxicity of rNP was measured by endotoxin
and MTT assays. According to our results, NP protein can be used in vaccine studies,
because of low toxicity level of rNP. Additionally, it was proved that NP protein is
cheap, reliable and highly producible. New products of this study will give information



Vi

about the appropriateness of recombinant NP to be studied in vivo and further in
therapeutic purposes.

Keywords: CCHF virus, antigen, monoklonal antibody, vaccine, nucleoprotein,
cytotoxic
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BOLUM 1

GIRIS

Kirim-Kongo Kanamali Ates Hastaligi (KKKAH) Dogu -Bat1 Afrika, Avrupa ve
Asya iilkerinde endemik olan ve iilkemizde de ilk kez 2002 yilinda goriilen ve 2003
yilinda tanimlanan bir enfeksiyon tiirtidiir (Mudirliigia 23.06.2009).

KKKAYV; kene 1sirmasi, tutunmasi ya da viriisiin bulastig1 insanin veya hayvanin
kan1 ya da dokusuyla temas edilmesi sonucu insanlar1 hasta etmektedir (Samudzi RR1
2012 Jan). Bu enfeksiyon tiirii, ates, tisiime, miyalji, titreme gibi belirtilerin yanisira,
kan pihtilasma mekanizmalarin1 bozdugundan dolayi, karaciger, bobrek ve akciger

yetmezligine neden olabilmektedir (Bente et al. 2013).

KKKAYV Bunyaviriis ailesinin bir iiyesi olan Nairoviriis cinsinin bir tiiriidiir. Bu
viriis sekiz farkli genetik grubu icine almaktadir. Ulkemizdeki vakalardan alinan sus
orneklerinin Giiney Rusya ve Kosava iilkelerindeki vaka suslariyla benzer oldugu
goriilmiistiir (Gozalan et al. 2007; Midilli et al. 2007; Tomanovic, Obradovic and Gligic
1996). KKKA iilkemizinde i¢inde bulundugu cografi bolgelerde giderek yayginlasan bir
hastaliktir. Epidemik bolgelerde vaka oranlarina bagli olarak, oliim sayisi artis
gostermektedir. Virlisiin genomik yapisi li¢ segmentten olugmakta olup, KKKAV’niin

yapist; helikel kapsidli, negatif polaritelidir.

Saglik Bakanligi’ndan alinan resmi bilgilere gore, tllkemizde 7072 kisi KKKA
hastaligina yakalanmis ve 356 kisi yasamini kaybetmistir (Miiezzinoglu 2013). Hastalik
genelde ilkbahar-sonbahar mevsimi aylarinda kendini gostermektedir. En ¢ok tarim ve

hayvancilik ile ugrasanlar, veteriner hekimler, saglik ¢alisanlari, saglik teknisyenleri



kasaplar risk grubu altindadir (Miidiirliigii 2014). Hastaligin tedavisi igin etkin ve kesin

olan bir yontem suanda bulunmamaktadir.

Bu calismada amagc; laboratuvar kosullarinda, oldukg¢a diisiik maliyetli olacak
sekilde rekombinant as1 iiretip, halk sagligina yardimci olmak ve iilke ekonomisine
katkida bulunmaktir. Calismamizdan elde edilen sonuglar, ileride yapilacak olan asi

calismalarina yardimci olarak, KKAV hastaliginin 6nlenmesine 1s1k tutacaktir.



BOLUM 2

KIRIM KONGO KANAMALI ATES HASTALIGI

2.1  KIRIM KONGO ATES VIRUSU

Kirim Kongo Kanamali Ates viriisiit (KKKAV), Bunyavirus ailesinde bulunan
Nairovirus cinsinin bir tiridir (Guo et al. 2012). KKKAV negatif polarite ve tek
zincirli yapiya sahip helikel kapsidli, 100 nm boyutunda, zarfli bir RNA viriisiidiir.
Genomu; ii¢ bolgeden olusmakla birlikte, tek zincirli RNA (sSRNA) segmentiyle
riboniikleoprotein kompleks formuna, niikleokapsid proteini tarafindan enkapside
olmaktadir. Riboniikleoprotein kompleksi viral genomik RNA’nin transkripsiyonu ve
replikasyonu boyunca gereklidir (Wang et al. 2012). KKKAV’niin genomik RNA
yapist; L, M ve S adi verilen {ic segment tarafindan olusmaktadir. L segmenti diger iki
segment arasindan biiyiigidir ve birden fazla korunmus fonksiyonel bolgesi ile
karakterize olmus, RNA bagimli-RNA polimeraz enzimini (RdRp) kodlamaktadir
(Kinsella et al. 2004). M segmenti Gn ve Gc¢ adi verilen iki dig zarf glikoproteinini
kodlarken, S segmenti viral niikleoproteini kodlamaktadir (Morikawa, Saijo and Kurane
2007). Genomik RNA’nin olusmasini saglayan, ii¢ parcadan olusmus RNA segmentleri;
482 amino asite sahip olan bir niikleoprotein (NP) tarafindan ¢evrelenmektir (Saijo et al.
2002).
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Sekil 1.2 Negatif iplik¢ikli RNA liner genomu {i¢ segmentten olusmustur. L segmenti
6.8 - 12 kb arasinda, M segmenti 3.2 - 4.9 kb arasinda , S segmenti 1-3 kb arasindadir.



2.2  KIRIM KONGO ATES ViRUSU HASTALIGI

Kirim Kongo Kanamali Ates sendromuna tarihte ilk kez 1944 yilinda Bat1 Kirim
bolgesinde rastlanmustir. Ik kez 2002 yilinda Tiirkiye’de goriilen bu hastalik, basta
Dogu Afrika ve Bat1 Afrika olmak lizere Asya ve Avrupa lilkerinde de yaygin olarak
goriilmekte olan bir enfeksiyon tiiridiir (Midirligii 2010).

KKKAV Hyalomma soyuna ait keneler tarafindan, insanlara bulasan, hastaliga
sebep olan, bazen de hastalig1 6liimle sonuglandirabilen bir viriis tiiriidiir (Bente et al.
2013). Hyalomma soyu disinda, hastaligi bulastirdigt bilinen yaklasik olarak 30 tane
farkli tiirde kene vardir. Bu tiirlerden bazilarin 6ldiiriicii oldugu bilinirken bazi suslarin

siddetli hastaliklara sebep oldugu bilinmektedir.

Larva  Nimf Erkek Eriskin Kene  Disi Eriskin Kene Nimf (deriye yapismis)

Disi Erigkin Hyalomma

Erkek Erigkin Hyalomma Disi Eriskin Hyalomma i
kan emmis

Sekil 1.3 Enfeksiyon yapici, kene tiirleri.

Ulkemizde cografi agidan kirsal alan olduk¢a fazla bulunmaktadir ve kirsal
alanlar kenelerin yasamasi i¢in oldukca elverisli bir ortamdir. Keneler 6-8 bacagi olan,
ucamayan, sigramayan sadece yerden tirmanarak insan viicuduna infekte olan bir eklem

bacakli tiiriidiir. Keneler sadece insan ve hayvan kani emerek beslendiginden dolayzi,



hastalig1 insanlara kolayca bulastirmaktadirlar. Kenelerin genis bir konak¢t spektrumu

vardir (Lani et al. 2014).

Tablo 1.1 Yillara gore Kanamali Kirim Kongo Hastaligi vaka- 6lim dagilimi.

YILLAR ______ VAKA OLUM
2002-2003 150 6

2004 249 13
2005 266 13
2006 438 27
2007 717 33
2009-2014 5824 279

KKKAH’ na yakalanan insanlar ates, miyalji, ishal, siddetli kas agrilari, bas agrisi,
istahszlik, mide bulantisi, karmn agris1 gibi sikayetlerle hastanelere bagvurmaktadirlar

(Williams et al. 2000).

KKKAH i¢in belirlenmis kesin bir tedavi yontemi olmamakla birlikte, hastaliktan
koruyacak herhangi bir as1 da bulunmamaktadir. Piyasada bulunan Ribavirin adl1 anti-
viral ilacin tedaviye tam olarak yanit vermedigini gosteren ¢alismalar vardir (Lani et al.

2014).

23 KANAMALI KIRIM KONGO VIRUSUYLE ILGIiLi YAPILAN
CALISMALAR

KKK sporodik insan enfeksiyonlarina neden olabilen, hayvan ve toplum sagligini
da 6nemli dlciide tehdit eden bir virdis tiirlidiir. Giiniimiizde ve ge¢mis yillarda antiviral
ve immiinoterapdtik bilesenler dahil, tedavi stratejileri ve etkili as1 dizaymi {izerine

calisiimaktayken, KKKA patogenezinde; teshis, epidomiyoloji/ekoloji ¢alismalari



yapilmistir. Giiniimiizde KKKAYV ilgili birgok alanda ¢aligsmalar yapilmistir (Mishra et
al. 2011; Papa et al. 2010; Sekercioglu 2013).

2.3.1 Viroleji Calismalari

KKKA temel patolojik anormalitelerin biiyiik bir kismi hemorajik belirtilerde,
damar islev bozuklugunun bir sonucudur, dokuya dogru eritrosit ve plazma kirilimiyla
olusmaktadir (Ergonul 2006). Tip 1 interferon (IFN-a/b) tiretimi viriis istilasina karsi en
etkili ve hizli konak¢i sinyalidir. Ayrica IFN’lar antiviral mesajcilar, immun-
modiilasyonu ve apoptoz regiilasyonu ve hiicre proliferasyonun inhibisyonu dahil
biyolojik aktivitelerde genis bir yer kaplamaktadir (Hertzog, O'Neill and Hamilton
2003; Le Bon and Tough 2002). KKKAYV, IFN duyarlidir (Andersson et al. 2006) ve
insan konakg¢ilarina yikici etkisi lizerine hala ¢alisiimaktadir. IFN ‘larin oynadig rolii
tespit etmek ve KKKA hayvan modeli gelistirmek ig¢in, kontrolli KKKAV
replikasyonunu degerlendiren galismalar da yapilmistir (Bente et al. 2010; Bereczky et
al. 2010; Zivcec et al. 2013).

Gilinlimiizde hayvan model ¢alismalar1 aktif olan KKKAV enfeksiyonunun pro-

inflamatuar yanitin1 anlamak igin kullanilmaktadir (Zivcec et al. 2013).

2.3.2 Kilinik Viroloji Calismalari

Hastaligin bulasmasindan korunmak, hem hastaligin ilk giinlerini yasayan hem de
durumu kritik olan hastalar i¢in laboratuvar teshisi yapilmalidir. Bu nedenle KKKAV
teshisinde 6rnek toplamak icin biyolojik dnlem gerekliligi ve zaman alic1 prosediirlere
bagli olarak KKKA teshisinde virlis izolasyonu nadiren de olsa denenmistir. Hastaligin
akut klinik orneklerinde KKKAYV deteksiyonu i¢in molekiiler metotlar yaygin olarak
kullanilmaktadir (Kaya et al. 2012). Klinik viroloji c¢alismalari as1 ve teshis
caligmalarinin  dizaynt i¢in yeniden smiflandirma ve rekombinasyon esliginde

KKKAV’niin genetik ¢esitliligi goziiniine alinarak devam etmektedir (Papa et al. 2015).

2.3.3 Molekiiler Metotlar

KKKAV genetik soyunun hizli ve spesifik deteksiyonu i¢in primerler dizayn
edilmistir. KKKAV’niin klinik 6rneklerde hizli deteksiyonu i¢in teshis RT-PCR bazli
olarak yapilmaktatir (Yapar et al. 2005)-(Kondiah et al. 2010). Ticari bir kantitatif RT-



PCR kiti suanda halen kullanilmaktadir. Molekiiler methodlar diisiik yogunluklu
makroarray (Wolfel et al. 2009), yiiksek yogunluklu DNA mikroarray (Filippone et al.
2013) kalorimetrik okuyuculu kilitli problar (Ke et al. 2011) ve loop-aracili izotermal
amplifikasyon tayinleri(Osman et al. 2013) dahil, basit ekipmanlar kullanilarak,
gelistirilmektedir. Bu tayinlerden bazilar1 kirsal alandaki hastanelerde KKKAV’niin
hizl1 deteksiyonu icin RT-PCR’dan daha pratik olarak goriilmektedir. Padlock problar
KKKAYV replikasyonu ¢alismalarina firsat veren, komplementar RNA molekiilii ve viral

deteksiyonun amplifikasyonu in situ rolling dongiisti i¢in kullanilmaktadir.
2.3.4 Serolojik Calismalar

Hastaligin 5.giiniinden sonra serolojik metotlar kullanilmaktadir. Hastaligin
siddetiyle KKK AV’ ne sahip hastalarda antikor iiretimi olmamakta ya da gecikmektedir.
Insan IgM ve IgG KKKAV spesifik antikorunun deteksiyonu igin ELISA ve IFA Kitleri
yaygin olarak kullanilmaktadir. Serolojik testlerde antijene benzeyen native (dogal) ya
da rekombinant olan NP proteini kullanilmaktadir ve KKKAV NP proteini insanlarda
erken indiiklenir ve immiin yanit kalict ve gili¢lidiir. Spesifik KKKAV IgM ve IgG
deteksiyonu igin ELISA gelistirilmistir (Emmerich et al. 2010). Antijene benzer
rekombinant protein kullanarak KKKAV’ne karsi IgG ve IgM antikorunun paralel
Olciimii i¢in dogrudan ELISA’nin gelistirilmesi i¢in c¢alismalar yapilmaktadir

(Vanhomwegen et al. 2012).

KKKAH’nin teshisi i¢in molekiiler ve serolojik testlerin uygulanabilirligi,
performanst ve niteligi degerlendirilmektedir (Vanhomwegen et al. 2012). KKKAV
molekiiler teshisinin kalitesinin degerlendirmesindeki calismalar iizerinde performansa
bagli olarak farkliliklar goriilmiistiir. Bu farkliliklar1 gostermek i¢in standardize olmus
protokoller ve gelismis performanslar gereklidir (Escadafal et al. 2012). Viral hastaliga
sahip hastalarda, hastanin immiinolojik statiisiiniin ve hastaligin izlenebilmesi yani sira
hastalik boyunca o6rneklerin giinliilk degerlendirmesi i¢in serolojik ve molekiiler
metotlarin kombinasyonu laboratuvar teshisinin dogrulanmasi i¢in Onemlidir. Son
giinlerde yapilan caligmalarda psedo-plaque reduction olarak tanimlanan nétralizasyon
testi KKKAYV nétralize olmus antikorlarin 6l¢iimii i¢in hizli, hassas ve tekrarlanabilir iyi

bir methoddur (Canakoglu et al. 2013). Nétralizasyon tayinleri en dogrulayici testlerdir.



2.3.5 Hastahktan korunma ve tedavi yollar: calismalari

Tedavi ve korunmaya yonelik ¢caligmalara giinlimiizde halen devam edilmektedir.
KKKAYV hastalarmin tedavisi i¢in yeteri derecede etkili ve spesifik bir tedavi
uygulamasi bulunmamaktadir. Farklilasmis teshisler 6nemlidir. KKKAH’nin spesifik
olmayan semptomlarinin baslangici, diger enfeksiyonlara benzeyebilir. Bu sebeple
yanlis tan1 koymaya bagli olarak, uygun tedavi gecikebilir. KKKA hastalar1 etkin
destekleyici tedaviyi takiben yakindan gozlemlenmelidir (Erduran et al. 2013; Keshtkar-
Jahromi et al. 2011).

2.3.6 Destekleyici Tedavi Calismalar:

KKKA hastaliginin en 6nemli asamalardan biri tedavi ve destektir. Asagidaki

algoritm bunu 6zetlemistir (Ergonul 2008; Koksal et al. 2010).
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Tablo1l.2 KKKAH bulgusu algoritmasi.

KKKA HASTALIGI BULGUSU
ALGORITMASI

Son 2 hafta i¢inde
endemik bolgeyi
ziyaret eden insanlar

Endemik bilgede
yasayan insanlar

BELIRTILER
Ates, basagrisi, miyalji, giigsiizlik
kanama ve ishal
En az ikinin iizerinde belirti varh@inda

Tam kan sayimi

Platelet <150,000/mm3 ya da | HAYIR I
EVET Likosit < 4000/mm3
J

*Hasta hastaneye Kaldiriimahdir.
*KKKAH teshisi dogrulanmahdir.
*Giinliik hemogram,hemostaziz parametreleri,

Eger semptoplar kaher ise,
giinliik kan saymm
yapilmahdir.

[ Hasta icin dogru b:;'oklr:i\'aslﬂil Ic\lllcll'l le:r;:rl:mml:lllulm
hastane sccmck estekleyici tedaviye baslanmahdir.
—
Hasta
* <60 yas

*Klinik durumu ve laboratuvar parametreleri kétiilesiyorsa,
*Somnolans ise
*Platelet sayis1 <50,000 mm3
*Hastalik beraberinde organ yetmezligi ve hematolojik hastahklari getiriyorsa

Hasta bakim igin baska
yontem uygulanmasi

KKKA teshisinin dogrulanmasiyla hastalar, hastaligin takibi i¢in genelde
hastaneye kaldirilmaktadir. Tam kan sayimi, serum elektroliti, transaminaz diizeyleri,
renal fonksiyon testleri, pthtilagsma testleri hastalik hakkinda bilgi verici ve ¢oziimseldir.
Ozellikle solunum yollar1 ve bdbrek komplikasyonlar1 olan hastalar, yogun bakim
tinitesine sevkedilmektedir (Keshtkar-Jahromi et al. 2011; Leblebicioglu et al. 2012).
Eger hastalik kendini gosterirse, kan transfiizyonu ve diger destekleyici tedaviler; taze
donmus plazma ve platelet transfiizyonu baslatilmaktadir. Tedavisi giic
trombositopeniye sahip olan KKKA hastalarina intravenéz immiinoglobulin
verilmektedir (Keshtkar-Jahromi et al. 2011; Leblebicioglu et al. 2012). KKKA
vakalarinda metilprednisolonun yararinin raporlandigi ¢alismalar mevcuttur (Dilber et
al. 2010).


http://tureng.com/search/metilprednisolon
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2.3.7 Antiviral Tedavisi Calismalari

Ribavirin bazt DNA ve RNA viriislerine kars1 etkili ve viriisiin sahip oldugu
genetik materyalinin replikasyon olmasina miidahale eden antiviral bir ilagtir (Bodur et
al. 2011). KKKAYV hastaliginin kesin olarak tedavisi bilinmemektedir (Ceylan et al.
2013). Ribavirinin RNA viriislerine karsi etkisi bilindiginden dolayr, KKKV hastaligi
izerinde ribavirinin etkisi aragtiran ¢alismalar yapilmistir. Laboratuvar ortaminda (in
vitro) yapilan ¢aligmalarda ribavirinin etkinligi gosterilmistir ancak klinik ¢aligmalarda
hem etkinligini hem de etkinliginin olmadigini gésteren yaynlar vardir (Ergonul et al.
2004; Kurnaz et al. 2011; Mardani et al. 2003; Tignor and Hanham 1993).

Ribavirin KKKAV vakalarmin tedavisi i¢in kullanilan tek antiviral ilagtir.
Ribavirinle yapilan konsantrasyona bagli in vivo ve in vitro ¢aligmada KKKAV
replikasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir (Tignor and Hanham 1993). Insanlarda
yapilan klinik tetkiklerde genis bir tesiri bulunmaktadir (Keshtkar-Jahromi et al. 2011).
Fakat ribavirinin tesiri yine de tartismalidir. Bazi c¢alismalarda hastaligin erken
asamasinda ribavirinin faydasini gosterdigi goriilmektedir (Tasdelen Fisgin et al. 2009).
Fakat buna ragmen giiniimiizde yapilan ¢alismalar ribavirinin faydasinin desteklendigini
gostermemektedir. Bu ¢aligmalara ragmen 2004-2007 yillarinda Tiirkiye’de %12 ‘den
%68’e ribavirin kullaniminda bir azalma goriilmistiir ve %35 civarinda sabit kalan
KKKAYV 6liim oranindaki artis riski géze alinmistir (Yilmaz et al. 2009). Randomize
edilmis ileriye doniil ¢aligmalar Tiirkiye’de Karadeniz bolgesinde gergeklestirilmistir ve
bu ¢alismalar ribavirin alindiginda ya da alinmadiginda hastalarda goriilen 6liim orani
benzer gostermekle beraber, ribavirin tedavisi géren hastalarin hastanede tedavi islemi
uzun siirdiigiinii gostermis ve ribavirin verilen KKKAV hastalarinda klinik ve
laboratuvar parametrelerinde pozitif etkinin belirlenmedigini saptamigtir (Koksal et al.
2010). Yaymlanan sistematik bir derleme ve meta-analiz KKKA tedavisinde ribavirinin
etkili oldugu diisiincesini destekleyici bulmamaktadir. Ribavirin tedavisi géren ve
gormeyen hastalar karsilagtirildiginda ribavirinle tedavi goren hastalarin, canlilik
oraninin azaldigi, tedavisi siliresinin uzunlugunun kisalmis oldugu ve kan ve kan
tirtinlerinin azalmasina neden oldugunu gostermemektedir (Ascioglu et al. 2011).
Benzer sonuclar diger bir meta-analiz raporlamasindan ribavirin alan hastalarda ilaca
bagl olumsuz etkiler raporlanmistir (Soares-Weiser et al. 2010). Diger bir taraftan, 6

hasta tlizerinde yapilan ¢aligma enfeksiyonda erken ribavirin tedavisi ve
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kortikosteroidlerle tedavi edilme kombinasyonunun daha yararli olabilecegini gosteren

calismalar da mevcuttur (Jabbari et al. 2006).
2.3.8 Spesifik Immiinoglobulin Tedavisi Cahsmalar

Gegmis yillarda, bazi KKKAV hastalar1 at immunoglobulini ve iyilestirilmis
insan serumuyla birlikte tedavi edilmekteydi. Yani datalara iliskin bu yaklagimlarin
gecerliligi hala simirhidir (Keshtkar-Jahromi et al. 2011; Soares-Weiser et al. 2010).
Basta Bulgaristan olmak iizere, terdpatik ve profilaktik (hastaliktan koruyan ilag) amag
icin iyilestirilmis KKKA olan hastalarin plasmasindan spesifik immiinoglobulin
tiretilip, kas iginden verilmektedir (Christova et al. 2009). Tiirkiyede yapilan bir
¢alismada, yiiksek miktarda viral KKKA (10% kopya/mL) hastaligina sahip 15 hasta igin,
saglikli donorlardan KKKAV hiperimmiinoglobulini hazirlanmistir. Ozellikle yiiksek
risk tastyan hastalar icin, anti-KKKAV hiperimmiinoglobulin uygulamasi teropatik bir

amag olarak gosterilebilmektedir (Kubar et al. 2011).
2.3.9 Asi1ve Antiserum Calismalari

Hastaliga yada enfeksiyona neden olan mikroorganizmalara kars1 bagisikliktan
sonra dogal yada yapay yollarla olusturulmus antikorlar1 igeren seruma antiserum adi
verilir (Berzofsky et al. 2004). Kanamali Kirim Kongo Ates viriisii hastaligi tedavisi
icin basta Bulgaristan ve Rusya olmak iizere Tiirkiye’de de antiserum elde etme ve
gelistirme calismalar1 yapilmaktadir. Tibbi arastirmalarda kullanildigr en iyi bilinen
Antilenfositik serum (ALS) adli immiinosupresandir (David-West and Osunkoya 1973).
1973 yilinda Kongo viriisiiyle enfeksiyon iizerine antilenfositik serumun etkileri
calisilmigtir ve ALS’nin Onemli oranda enfeksiyonu iyilestirdigi goriilmiistiir.
Antiserum uygulamalar1 yaklasik 25 yil once ilk kez Bulgaristan’da yedi kisi iizerinde
denenmistir, antiserum tedavisinin yararli oldugu hakkinda net bir bilgi
bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismada kisi sayis1 ¢ok diisiik, tutulan verilerin ¢ok az ve
net olmamasindan dolay: literatiirde tedavinin bu sekilde yapilabilir oldugu hakkinda

kesin bilgi yoktur.

KKKAV asi1 calismalar1 1960 yillarinda baglamistir (Keshtkar-Jahromi et al.
2011). Ilk inaktif (6lii) as1i, KKKAV infekte olmus fare ve siganlardan tiiretilmis beyin
dokusu temel alinmistir. Bu as1 Sovyet Saglik Bakanligi tarafindan 1970 yilinda
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onaylanmistir. Ayni yil, 2.ve 3. asilamadan sonra ve asilamadan 6nce yaklasik 2000
saglikli bireyden serum oOrnegi toplanmistir ve nétralize KKKAV antikorlarinin varhigi
test edilmistir. Notralize KKKAV antikorlar1 3.dozdan sonra 1-4 hafta arasinda
gelismektedir fakat 3-6 ay sonra azalmaktadir (Keshtkar-Jahromi et al. 2011; Maltezou
and Papa 2011).

1974 yilinda Sovyet asis1 Bulgaristanda ruhsatlandirildi ve KKKAV’niin endemik
oldugu yerlerde tarim calisanlari ve saglik personelleri, ordu tarafindan kullanildi.
Bulgaristan Saglik Bakanligi asilamanin tanitimindan sonra KKKAV vakasinin 4 kat

azaldiginin sayisini1 22 yillik periyotta raporlamistir (Christova 2010).

Glinlimiizde DNA asis1 veya virlise benzer partlikiil temelli modern asi
yaklagimlar1 gelismeye devam etmektedir ve knock-out fare modeliyle as1 gelistirilmesi

icin soruna yonelik ¢alismalar yapilmaktadir (Keshtkar-Jahromi 2011; Mertens 2013).

KKKAYV ile genis spektrumda bir¢ok ¢alisma yapilmistir. 2005 yilinda yapilan bir
diger ¢alismada ise, KKKV glikoproteinin antijenik karakterizasyonu ve hiicresel
lokalizasyonu saptanmustir. Yapilan ¢alismada monoklonal antikor (MAbs) kullanilarak,
yalniz yada beraber ekspres oldugunda Gy ve G¢ ‘nin lokalizasyonu ve glikoproteinlerin

lokalizasyonundaki etkilesimi tanimlanmigtir (Bertolotti-Ciarlet et al. 2005).

Istanbul’daki KKKA vakalar1 tanimlanmis ve viriislerin genetik ¢esitliligi
hakkinda c¢alismalar yapilmistir. PCR ve RT-PCR kullanarak KKKV enfeksiyonu
goriintiilenmis ve ayni zamanda vakalarin kan ornekleri serolojik arastirmalar igin
Ankaradaki laboratuvara gonderilip, incelenmistir. 91 hastanin 10’u PCR ile saptanmis
ve 10 hastadan 9’unun anti-KKKYV IgM pozitif oldugu saptanmistir. Klinik bulgularinin
arasinda ates, kanama ve miyalji oldugu goriilmiis ve akciger enzimleri, keratinin
fosfokinaz ve laktaz dehidregenaz seviyelerinde artis oldugu yapilan calismada
gosterilmistir (Midilli et al. 2007).

Uc¢ hamile kadin kene 1sirmasi sonucu incelenip, hastalar gesitli testlerden
gecmistir ve hamilelik ve KKKA alaninda da ¢alisma yapilmigtir. KKKAV enfeksiyonu
geciren hamile kadinlarda ¢ocuk diisiirme yada neotanal komplikasyonlara ve Oliime
neden olabilecegi saptanmistir. KKKV’iin gegisi intrauterin ya da perinatal ile
olabilecegi diistiniilmiistiir (Ergonul et al. 2010).
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24  NUKLEOPROTEININ ONEMI VE ASI POTANSIYELI

Virlisler DNA ya da RNA ile g¢evrelenmis niikleoproteinlerdir. Yeni bir viral
niikleik asitin sentezi, proteinin kabugu, konak hiicrede viral lireme i¢in gerekli olan

yeni enzim i¢in gerekli olan genetik bilgiyi niikleik asit tagimaktadir.

RNA viriislerinin negatif ipliginin tiim genomlari, niikleoprotein (NP) tarafindan
ortilidiir. Viral RNA’ya bagimli RNA polimeraz birlikte, riboniikleoprotein kompleks
formlar1 tiim viral transkripsiyonu ve replikasyonu i¢in en kiiciik fonksiyonel birimdir
(Turrell et al. 2013). Niikleoprotein (NP) ¢ok fonksiyonlu bir protein olmakla birlikte,
viral yasam donglisiiniin  bir ¢ok sathasinda RNA kiliflanmasinin  yaninda
riboniikleoproteinin viral asilamaya karsi gelistirilmesi ve konak hiicre interferon

cevabinin inhibisyonu gibi rolleri de vardir (Martinez-Sobrido et al. 2006).

NP protein bir i¢ zar proteinidir ve i¢ zar proteinleri daha az mutasyona ugrar. NP
proteini T hiicrelerini aktive eder ve NP nin korunmus epitoplarina karsi alinan T hiicre
yanitlarinin, ana korunma mekanizmast oldugu diistiniilmektedir. Bu da as1 NP’nin as1
potansiyeli 6zelligi tagidiginin bir gostergesidir. NP ile stimule edilen T hiicreleri, naive
fareye verildiginde korunma transferi ger¢eklestigini gosteren ¢aligmalar vardir (Epstein
et al. 2005; Huang et al. 2012). Ayrica T hiicrelerinin asilanan farelerde azalmasi,
korunma i¢in kotii bir etki gosterebilir ve NP ile yapilan asilamayla CD4 ve CD8 T
hiicreleri koruma saglamaya katkida bulunabilir (Kedzierska, Turner and Doherty
2004). NP proteiniyle patolojik ve yaygin olan bir ¢ok hastaliga karsi as1 galigmasi
yapilmigtir (Antrobus et al. 2014; Rodriguez-Carreno et al. 2005; Walter Muranyi*
2005).



BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1 KLONLAMA CALISMALARI iCIN KULLANILAN KiMYASALLAR

Klonlama ¢alismalar1 i¢in gerekli olan enzimler Thermo Scientific/lUSA

firmasindan temin edilmistir.

Jel ve PCR temizleme sistemi olarak Wizard SV Gel and PCR Clean-up System

Promega/USA firmasindan temin edilmistir.

3.2 EKSPRESYON CALISMALARI ICIN KULLANILAN KIMYASALLAR

Bakteri kiiltiirii ve SDS-PAGE ¢alismalari i¢in kullanilan tiim kimyasallar Sigma
Aldrich, Merck, Biomatik firmalarindan temin edilmistir. Molekiiler biyoloji ¢alismalari
icin kullanilan enzimler, kimyasallar ve kitler, Thermo Scientific, Qiagen, Sigma ve

Promega firmalarindan saglanmistir.

3.2.1 Bakteri Kiiltiirii Calismalari icin Kullamlan Hiicre Soylar:

Klonlama ve stok yapmak iizere F- 80dlacZ M15 (lacZYA-argF) U169 recAl
endAlhsdR17(rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relAl genotipine sahip olan
Dh5a.hiicresi  (Laboratories  2014) , expresyon  calismalari  igin  ise
F ompTgaldcmlonhsdSg(rs" mg’) A(DE3 [lacl 1lacUV5-T7 gene 1 indl sam7 nin5])
genotipine sahip olan hiicre kullanilmistir (Studier FW 1990).

15
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3.2.2 Bakteri Kiiltiirii Calismalari icin Kullanilan Plazmitler

Calismada klonlama ve ekspresyon amagli kullanilan plazmid PGEX-6P-1’in

plazmid haritas sekil 2.1°de gosterildigi gibidir.

7 |tac_pro(184, 212)
MI13_pUC_rev_pri(224, 246)
GST(258. 592)
pGEX_35_pri(869, 891)
pracision(918, 938)

Narl(4323) -‘\-"' lac_pro(4464, 4463)
JC_rev_pri(45

erse_pri(4528, 4546)

EcoRV(4133)

M13_forward20_pri(4358, 4574)
M13_pUC_fwd_pri(4567, 4589)

acy

pGEX-6P-1
49kb

d
Pstl(1937)

Sekil 2.1 pGEX-6P1 Vektor Haritasi.
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Caligmada kullanilan ekspresyon amacli plazmid pET28b (+)’dir. Plazmid haritasi sekil
2.2°de gosterildigi gibidir.

Khol(158)
Notl(1 66)
Eagl(166)
HindIII(173)
Sall(179)
Sacl(190)
EcoRI(192)
B amHI(198)
Nhel(230)

| Ndel(237)
Neol(295)

-7 |tet(564-300)(417, 680)
pERrevBam_pri(469, 488)

o 0% igim %
2!

T7_term(1, 129) |
T7_Terminal_pri(69, 87)
6xHis(140, 157) ‘
T7_genel0_leadex(208, 238) ;
T7_leader(206, 238) 5,
Hpress_fard_pn(221, 239) )

T7_transl_en RES(3086, 322) <

lacO(340, 367)
T7 _pro(367, 385) |

Smal(4299)

Ly,

T

IO

pET-28b (+)
5.4 kb

Fspl(2204)

ROp

Sekil 2.2 pET28b (+) Vektor Haritas1 (Rood 2005).



3.3

3.4

Tablo 2.1 Deney esnasinda kullanilan ara¢ ve geregler.

CALISMADA KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Kullanilan Gerec

Marka

-80 C Buzdolabi1 DaihanScientific
CO2 ’liinkiibator ThermoScientific
Otoklav Alp
pH metre Ohaus
Su banyosu Inovia

SDS-page aparatlari

ThermoScientific

Mikrosantrifuj

ThermoScientific

Santrifuj Inovia
Agaroz jel aparatlari ThermoScientific

Orbital Calkalayici Inovia
Elektroforez Gii¢ Kaynagi ThermoScientific

Isitic1 Blok Inovia
Vorteks ThermoScientific
Buz makinesi Scotsman AF80
Pipetler ThermoScientific

Elektronik tart1 Densi
Etiiv ThermoScientific

Western Blot aparatlari Biorad

Calkalayiciliinkiibator

ThermoScientific

Nanodrop ThermoScientific
LaminarFlow Isocide/Labculture
+4 ve -20 Buzdolabi1 Samsung
Mikrodalga Firin Arcelik
Mikroskop Lecica DFC295
Manyetik karisitiricili 1sitict Biosan
Santrifuj Niive NF8000
PCR makinesi Techne

VE COZELTILER
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BAKTERI KULTURU CALISMALARI iCIN HAZIRLANAN TAMPON

LB broth: 25gr/mL toz halindeki sivi besiyeri 1000 mL dH-0O igerisinde ¢oziilerek, 121

°C’de 20 dakika otoklavlanarak hazirland:.

LB Agar: 35gr/mL toz halindeki kati besiyeri 1000 mL dH,O igerisinde ¢oziilerek, 121

°C’de 20 dakika otoklavlanarak hazirlandi.
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Kanamisin stok soliisyonu: 0.5 gr/mL toz halindeki antibiyotik 10 mL ddH,O
icerisinde ¢ozilip, 0.22 pum’lik filtre kullanilarak steril edildi ve esit miktar olacak

sekilde ependorf tliplere aktarilip, -20°C de muhafaza edildi.

0.5 M IPTG stok soliisyonu: 2.38 gr IPTG, 20 mL dH,0 iginde ¢6ziilerek, 0.22 um’lik
filtre yardimiyla steril edildi ve esit miktarda olacak sekilde ependorf tiiplere aktarilip, -
20°C’de muhafaza edildi.

1 mg/mL DNAse stok: 10 mg DNAse 75 mM NaClI ve %20 gliserol iceren 10 mL
ddH,0 igerisinde ¢oziildii ve esit miktarda olacak sekilde ependorf tiiplere aktarilip, -
20°C’de muhafaza edildi.

5 mg/mL RNAse stok soliisyonu: 5 mg RNAse , 1 mL ddH,0 igerisinde ¢6ziildii ve
ddH.,0 igerisinde ¢oziildii ve esit miktarda olacak sekilde ependorf tiiplere aktarilip, -
20°C’de muhafaza edildi.

100 mM PMSF: 174 mg toz halindeki phenylmethanesulfonylfluoride 10 mL
isopropanol ¢oziiliip, ependorf tiiplere esit sekilde aktarilip, -20°C’de muhafaza edildi.

1M DTT stok soliisyonu: 1.54 gr toz halindeki ditiyotretol (DTT) 10 mL dH,0O iginde
¢oziiliip, 0.22 um siringa yardimiyla filtrelendikten sonra ependorf tiiplere esit sekilde
aktarilip, -20°C’de muhafaza edildi.

10 mg/mL lizozom stok soliisyonu: 1gr lizozom 100 mL ddH,O igerisinde ¢oziildii ve

esit miktarda olacak sekilde ependorf tiiplere aktarilip, -20°C’de muhafaza edildi.

1M NaH,PO, stok tamponu: 29.995 g toz halindeki sodyum fosfat 250 mililitre dH,O
iginde ¢Oziiliip ve 0.22 um siringa yardimiyla filtrelendi. (NaH,PO,4. 119.98g/mol)

5M NaCl stok tamponu: 292.214 g/mol toz halindeki sodyum kloriir 1 litre dH,O
iginde ¢Oziiliip, filtre yardimiyla steril edildi. (NaCl:58.449 g/mol)

500 mM imidazole stok tamponu: 3.40 g toz halindeki imidazol alind: ve 100 militre
dH,0 iginde ¢oziildii. (Imidazol: 68,077g/mol)
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3.5 NATIVE PROTEIN PURIFIKASYONU

3.5.1 Native (Dogal) Protein Purifikasyonu icin Hazirlanan Tampon ve

Cozeltiler
3.5.1.1 Liziz Tamponu Hazirlanisi

50mM NaH,PO4, 300mM NaClI, 10mM Imidazol, Smg/mL RNAse, 1mg/mL
DNAse, 10mg/mL Lizozom, 150mM PMSF

Total hacim 20 mL olacak sekilde dH,O eklendi ve total hacimin %0.05°i kadar
triton ilave edildi. Cozelti; manyetik karistirici kullanilarak, homojen hale getirilip,

kullanilmadan 6nce, pH 8.0 olacak sekilde ayarlanda.
3.5.1.2 Yikama Soliisyonu Hazirlanigi
50mM NaH,PO,4, 100mM NaCl, 20mM Imidazol

Kimyasallar1 eklenip, total hacim 40 mL olacak sekilde dH,O eklendi ve ¢ozelti;
manyetik karistirict kullanilarak, homojen hale getirilip, kullanilmadan 6nce, pHS.0’a

ayarlandi.
3.5.1.3 Eliisyon Soliisyonu Hazirlanist
50mM NaH,PO,4, 300mM NaCl, 250mM Imidazol

Kimyasallar1 eklenip,total hacim 10 mL olacak sekilde dH,O eklendi ve ¢ozelti;
manyetik karigtirict kullanilarak, homojen hale getirilip, kullanilmadan 6nce, pH 8.0’a

ayarlandi.
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3.6 DENATURASYON iLE PROTEIN PURIFIKASYONU

3.6.1 Denatiirasyon ile Protein Purifikasyonu icin Hazirlanan Tampon ve

Cozeltiler
3.6.1.1 Liziz Tamponu Hazirlanisi:
20mM NaH,PO,4, 500mM NaCl, 8M UREA

Kimyasallar1 eklenip, total hacim 10 mL olacak sekilde dH,O eklendi ve ¢ozelti;
manyetik karistirici kullanilarak, homojen hale getirilip, 56 °C’de 1s1t1ld1 ve filtreden

stiziilerek steril edildi. Cozelti kullanilmadan 6nce, pH 7.8’e ayarlandi.
3.6.1.2 Yikama Tamponu Hazirlanisi
20mM NaH,PO;, 500mM NaCl, 8M UREA, 10mM Imidazole

Kimyasallar1 eklenip, total hacim 40 mL olacak sekilde dH,O eklendi ve ¢ozelti;
manyetik karigtiric1 kullanilarak, homojen hale getirilip, 56 °C’de 1sitild1 ve filtreden

stiziilerek steril edildi. Cozelti kullanilmadan 6nce, pH 6.0’a ayarlandi.
3.6.1.3 Eliisyon Tamponu Hazirlanisi
20mM NaH,PO,, 500mM NaCl, 8M UREA

Kimyasallar1 eklenip, total hacim 5 mL olacak sekilde dH,O eklendi ve ¢ozelti,
manyetik karistirict kullanilarak, homojen hale getirilip, 56 °C’de 1s1tild1 ve filtreden

stiziilerek steril edildi. Cozelti kullanilmadan 6nce, pH 4.0’a ayarlandi.

3.7 SDS-PAGE JEL ELEKTROFOREZI
3.7.1 SDS-PAGE Jel Elektroforezi icin Hazirlanan Tampon ve Cozeltiler

1.5M Tris-Cl : Ayirma jeli i¢in gerekli olan 9.09 gr Tris, 50 mL dH-0O iginde ¢oziilip,
HCl ile pH’1 8.8 ‘e ayarland.



22

1.0M Tris-Cl: Yigma jeli i¢in gerekli olan 6.06 gr Tris, 50 mL dH,O i¢inde ¢oziiliip,
HClI ile pH’1 6.8 ‘e ayarland.

%10 SDS: 0.1gr SDS (Sodyum Dedosil Siilfat) 10 mL dH,O iginde ¢oziiliip, oda

sicakliginda muhafaza edildi.

%10 APS: 0.1gr APS (Amonyum Per Siilfat), 10 mL dH,O iginde ¢o6ziiliip, +4°C’de

muhafaza edildi.

%10’luk Ayirma Jelinin Hazirlamsi: Jeli hazirlamak igin; 2 mL dH,0O, 1.7 mL 1.5M
Tris-Cl (pH:8.8), 1.3 mL %10 Akrilamid karisimi (sigma A3574), 50 uL %10 SDS,
50uL, %10 APS, 2 uL temed kullanildi ve jelin polimerize olmasi i¢in 40 dakika inkiibe
edildi.

Toplayici Jelin Hazirlamisi: Jeli hazirlamak igin; 1.4 mL dH,0, 330 uL 1.0 M Tris-ClI
(pH:6.8), 250 pL %10 Akrilamid karigimi (sigma A3574), 20 uL %10 SDS, 20 uL %10
APS, 2 uL temed kullanildi ve jelin polimerize olmasi i¢in 40 dakika inkiibe edildi.

4X’lik Numune Tamponu Hazirlanisi: 2.4 mL 1M Tris/HCI pH:6.8, 4 mL %100 (v/v)
gliserol, 0.8 g SDS, 4mg Bromofenol mavisi, 0.5 mL Bmercaptoethanol kimyasallari ile

hazirlanan numune tamponu, esit miktarda 1.5 mL’lik ependorf tiiplere paylastirildi.

SDS Yiiriitme Tamponunun Hazirlanmasi: 1X SDS yiiritme tamponu i¢in; 3 g Tris-
Baz, 14.4 g Glisin, 1 g SDS kimyasallart alinip, 1 L dH,O’ya eklendi. Manyetik

karistiricida karistirilip, homojen hale gelen tamponun pH’1 8.3’e ayarlandi.

Boyama Soliisyonunun Hazirlanmasi: 0.5 gr %0.1 Comassive Blue Brillant, 200 mL
%40 Metanol, 10 mL %2 Asetik asit kimyasallar1 alinip, 500 mL dH,O’ya eklendi.
Manyetik karistiricidda karistirilip, homojen hale getirildi. Hazirlanan tampon oda

sicakliginda muhafaza edildi.

Boyay1 Cozme Soliisyonunun Hazirlanmasi: 200 mL %40 Metanol, 10mL %2 Asetik
asit kimyasallar1 alinip, 500 mL dH,O’ya eklendi. Manyetik karistiricida karistirilip,

homojen hale getirildi. Hazirlanan tampon oda sicakliginda muhafaza edildi.
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3.8 WESTERN BLOT
3.8.1 Western Blot Calismalari i¢cin Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan antikor pierce His-Tag Monoklonal antikor, Thermo Fisher

Scientific/USA ve kullanilan kimyasallar Sigma Aldrich /USA firmasindan saglandu.

Blotlama i¢in kullanilan fiber ped ve PVDF membran GE Healthcare Life

Sciences/USA firmasindan saglandi.

Deteksiyon i¢in kullanilan SprayRapidStep™ ECL maddesi (Merck/USA)

firmasindan temin edildi.
3.8.1.1 Transfer Tamponu Hazirlanisi:

25 mM Tris pH:8.3, 192 mM glisin, %20 (v/v) ethanol, %0.05 (w/v) SDS
kullanilarak, total hacmi 1000 mL olacak sekilde dH,O ile tamamlandi. Manyetik

karisitirict ile karistirildiktan sonra homojen hale gelen karisim +4°C’de muhafaza

edildi.
3.8.1.2 1X PBS-T Tamponu (Yikama Tamponu) Hazirlanisi:

10X PBS tamponundan 100 mL almarak, 900mL dH,O’ya ilave edildi. Icerisine
%0.1 olacak sekilde Tween 20 eklendi. Oda sicakliginda muhafaza edildi.

3.8.1.3 Blotlama Soliisyonu Hazirlanisi:

Hazirlanan 1X PBS-T soliisyonundan 250 mL alinarak, icerisine %5 siit tozu
ilave edildi ve karigtiric1 yardimiyla homojen hale getirilen siit tozu, +4°C’de muhafaza
edildi.
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3.9 ENDOTOKSIN CALISMALARI
3.9.1 Kromojenik Endotoksin Miktar Tayini icin Kullanilan Kimyasallar

Pierce  LAL Chromogenic Endotoxin Quantiation Kit, Thermo Fisher

Scientific/USA firmasindan temin edilmistir.

3.9.2 Kromojenik Endotoksin Miktar Tayini Kiti icin Soliisyonlarin Hazirlanisi

Liyofilize olmus Escherichia Coli (E.coli) endotoksin standart (011:B4) 1 mL
endotoksinsiz suyun igerisinde ¢oziildii ve farkli konsantrasyonlarda hazirlandi. Daha
sonra, liyofilize olmus limuslusamebocyte lysate 1.4 mL endotoksinsiz suyun igerisinde
¢ozildi. Son olarak kromojenik subsurat ise 6.5 mL endotoksinsiz suyun igerisinde
¢oziildii. Endotoksin miktar tayini yapilmasi i¢in protein; istenilen konsantrasyona

getirilerek, pH’1 6-8’ye ayarlandi.

3.10 METOT

3.10.1 E.coli’nin BL21(DE)3 ve DH5 @ soyu i¢cin Kompetent Hiicre Hazirlanisi

LB kat1 besiyerine, E.coli’nin DH5a soyu olan bakteri, tek koloni halinde ekilmistir.
Ekilen kolonilerden bir tane alinarak, 5 mL LB siv1 besiyerine, 5 pL amphisilinle
birlikte 37°C’ye ayarlanmig calkalayicili inkiibator igerisinde 220 rpm’de bir gece
boyunca birakildi. 16-18 saat sonra, s1v1 bakteri kiiltiiriinden 1 mL alind1 ve 200 mL LB
stv1 besiyerinin igerisine, 200 pL amphisilinle birlikte aktarilip, 37°C’ye ayarlanmis
calkalayicili inkiibatoriin i¢inde 200-250 rpm’de 3 saat boyunca ODgyp= 0.6’ya
¢ikincaya kadar buyiitiildii. ODgpp=0.6’ya ulasan kiiltiir, bu asamada 10 dakika boyunca
buzda bekletildi. Kiiltiir falkon tiiplere aktarilarak +4°C ‘de 3600 rpm’de 15 dakika
boyunca sentrifuj edildi ve supernatant atildi. Pellet, 10 mL 0.1M CaCl; ile yavasga
¢oziildii ardindan, 1200 rpm’de 10 dakika boyunca sentrifujlendi ve supernatant atildi.
Pellet, 6.5mL 0.1M CaCl, ile ¢oziildii ve 0°C’de 2 saat boyunca inkiibe edildi. Daha
sonra lizerine 1.2mL otoklavlanmis %80 gliserol eklendi ve buz iginde 10 dakika
boyunca bekletildi. Hazirlanan kompetent hiicre 1.5 mL’lik ependorf tiiplere esit

miktarda bolundi ve -80°C’de muhafaza edildi.
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3.10.2 Transformasyon

-80°C’de muhafaza edilen E.coli’nin DH5a soylu kompetent hiicrelerinden alindi
ve 10 dakika boyunca buzda bekletildi. Co6ziinen kompetent hiicrelerin igerisine,
verimliligi arttirmak amaciyla 2 pL 0.5M B-mercaptoethanol eklendi ve 1 dakika
boyunca buzda inkiibe edildi. Daha sonra kompetent hiicrelerden 3 adet alindi ve
sirasiyla NP geni, pET28b, pGEX6P1 plasmidlerinden 1’er pL eklendi. 30 dakika
boyunca buzda bekletildi. Isitict blok yardimiyla 42°C’de 30 saniye boyunca 1s1l sok
uygulandi ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Oda sicakligindaki 450 puL LB
stv1 besiyeri, sirastyla tiiplere katildi ve 37°C’ye ayarlanmis ¢alkalayicili inkiibatorde 1
saat 220 rpm’de inkiibe edildi. Bir saatin ardindan hiicreler sirasiyla, transformasyon
icin hazirlanan amphisilinli ve kanamisinli kat1 besiyerine yayma yontemiyle ekildi ve

37°C’de 1 gece inkiibe edildi.
3.10.3 Plazmid DNA Purifikasyonu (Midiprep)

Transfekte edebilecek saflikta plazmitin elde edilmesi i¢in, DNA izolasyonu
ID™ PURE Spin Column Plasmid DNA Midiprep Kit (Labs Biotechnology / Canada)
kullanilarak yapildi. Ik olarak falkon tiip icerisine, 5 mL LB siv1 besiyeri, 5 pL
kanamisin ve pET28b tek koloni koyuldu ve 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. 100 uL
Solusyon | pelletin tizerine eklendi ve yavasca karistirildi. 1 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi ve. 200 pL Solusyon I, karisimin tizerine eklendi ve karisimin eklendigi
falkon tiip, 4-6 kez bir alt bir st seklinde yavasca karismasi i¢in ¢evrildi. Oda
sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. Inkiibe olan karigimin iizerine, 350 puL Solusyon Il
eklendi ve yavasca karistirildi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. Solusyon I, 11,
ve III ile ¢oziilen pellet, 12000 rpm’de 5 dakika sentrifuj edildi. Sentrifuj edilen
karisimin supernatant kismi kolona aktarildi ve 10000 rpm’de 2 dakika sentrifuj edildi.
Sentrifuj edilmis karisimin, flow-trough kismi atildi ve kolon iki kez 750 pL yikama
soliisyonu ile yikandi. Otoklavlanmis 1.5mL ependorf tiipiin icerisine transfer edildi, 50
uL elusyon tamponu ile 2 dakika oda sicakliginda bekletildi ve 10000 rpm’de 2 dakika
sentrifuj edildi. Purifikasyon islemi bittikten sonra, nanodrop ile elde edilen DNA’nin
konsantrasyonu 6l¢iildii. DNA -20°C’de muhafaza edildi.



26
3.10.4 iKki restriksiyon enzimiyle DNA vektoriiniin Kesimi

pET28b i¢in, Ncol ve Xhol enzimi (Thermo Scientific/Fermantas) kullanildi. flk
olarak 1 pg pET28b igin, 4 uL. 10 X Fast Digest buffer, 1 uL Xhol enzimi, 1 pL Ncol
enzimi, 14 pL dH,O.kullamldi. Iyice pipetlendi ve birka¢ dakika sentrifuj edildi.
37°C’ye ayarlanmig 1sitict blok ile 3 saat inkiibe edildi ve hazirlanan %1’lik agaroz

jelde yiirttildii.
3.10.5 Kesilen vektoriin purifikasyonu

Iki restriksiyon enzimiyle kesilmis olan plasmid, %1’lik agaroz jelde yiiriitiildii.
Agaroz jel elektroforezi bittiginde, jel UV altinda gozlemlendi. Kesilen DNA bandinin
bulundugu kisim jelden kesilip ¢ikarildi ve tartildi. 1.5 mL’lik ependorf tiipe aktarildi.
Kesilen her 10 ug DNA bandi igin, 10 uLL. membran baglama soliisyonu uygulandi. Jelin
tamamu ¢Oziilene kadar 55°C’de inkiibe edildi. Coziinen jel mini kolona transfer edildi
ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve 16000 x g ‘de 1 dakika sentrifuj edildi.
Ethanol eklenmis, 700 uL yikama soliisyonu ile yikandi ve 16000 x g ‘de 1 dakika
sentrifuj edildi. Flow-trough kismi atildi. 500 pL membran yikama soliisyonu ile
yikand1 ve 16000 x g ‘de 5 dakika sentrifuj edildi. Kolon otoklavlanmis 1.5 mL’lik
ependorf tiipe takildi ve 50 pL niiklazsiz su (elusyon tamponu) ile kolon yikandi. iki
enzimle kesilen plazmid, ethanolden kurtulmak icin 1 dakika kapagi acik sekilde, oda
sicakliginda inkiibe edildi. 16000 x g’de 1 dakika sentrifuj edildi ve elde edilen firiin -
20°C’de muhafaza edildi.

3.10.6 NP geninin PCR ile Cogaltilmasi

NP geninin PUCS57 vektoriinden spesifik iki primer dizayn edildi.
Primerler;
hNP-BamHI-Forward: GACGGATCCATGGAAAACAAAATCG
hNP-Xhol-Reverse: ATCTCGAGTTAAATGATGTTGGCGCT.

Bu primerler Sentegen/Tiirkiye firmasindan temin edildi.
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Ik olarak 1 pg NP geni alindi ve PCR ile gogaltilmasi igin iizerine, 0.5uL
BamHI-Forward primer ve 0.5 uL Xhol-Reverse primer eklendi. Uzerine 25 puL Dream
Taq PCR Master Mix ve 25 uL dH,O eklendi. Polimeraz zincir reaksiyonu igin
(TECHNE-TC512) gerekli olan sicaklik; 95°C 3 dakika 1 siklus, 95°C 30saniye, 56°C
30 saniye,72°C 1 dakika’da toplam 30 siklus, 72°C 10 dakika 1 siklusdur. Olusan PCR

tiriini %1°lik agaroz jelde goriintiilendi.

3.10.7 NP Geni’nin Agaroz Jel’den izolasyonu

PCR ile c¢ogaltilmis olan gen, %]1’lik agaroz jelde yiiritildi. Agaroz jel
elektroforezi bittiginde, jel UV altinda gozlemlendi. Kesilen DNA bandinin bulundugu
kisim jelden kesilip ¢ikarildi ve tartildi. 1.5mL’lik ependorf tiipe aktarildi. Kesilen her
10ug DNA bandi i¢in ,10uL membran baglama soliisyonu uygulandi. Jelin tamami
¢oziilene kadar 55°C’de inkiibe edildi. Coziinen jel mini kolona transfer edildi ve 1
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibe sonras1 16000 x g ‘de 1 dakika sentrifu;
edildi.Ethanol eklenmis, 700 pL yikama soliisyonu ile yikandi ve 16000 x g ‘de 1
dakika sentrifuj edildi. Flow-trough kismi atildi. 500 uL. membran yikama soliisyonu ile
yikand1 ve 16000 x g ‘de 5 dakika sentrifuj edildi. Kolon otoklavlanmis 1.5mL’lik
ependorf tiipe takildi ve 50 pL niiklazsiz su (elusyon tamponu) ile kolon yikandi. Gen,
ethanolden kurtulmak icin 1 dakika kapag: acik sekilde, oda sicakliginda inkiibe edildi
ve 16000 x g’de 1 dakika sentrifuj edildi ve elde edilen iriin -20°C’de muhafaza edildi.

3.10.8 Ligasyon

2 uL 10X T4 DNA ligaz soliisyonu,37.5ng restriksiyon enzimiyle kesilmis NP
geni ile 50ng restriksiyon enzimiyle kesilen vektor,1 pL. T4 DNA ligaz enzimi ile20 pL.
distile su ile tamamlanarak, ependorf tiip icerisine yerlestirildi. Iyice pipetlenip, birkag
dakika boyunca sentrifuj edildi. 16°C’de kohesiv uglar i¢in bir gece inkiibe edildi. Blunt
(kiit) ucu ise 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibe sonras: elde edilen iiriin 1s1
inaktivasyonu yapmak iizere 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibe sonrasi elde
edilen plazmid buzda sogutuldu ve calisip calismadigini kontrol etmek amaciyla
transformasyon yapilarak, 5 er koloni secildi. izole edilen genler dogrulugu kontrol

edilmek iizere sekanslamaya gonderildi.
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3.10.9 Sekanslanma

Klonlanan vektorlerin  sekanslamasi  Genscript/USA  firmas: tarafindan

yapilmustir.

3.11 EKSPRESYON
3.11.1 Transformasyon

-80°C’de muhafaza edilen E.coli’nin BL21(DE)3 susu kompetent hiicrelerinden
alind1 ve 10 dakika boyunca buzda bekletildi. C6ziinen kompetent hiicrelerin icerisine
verimliligi arttirmak amaciyla 2 pL 0.5M B-mercaptoethanol eklendi ve 1 dakika
boyunca buzda inkiibe edildi. Daha sonra kompetent hiicrelerden 2 adet alindi ve
sirastyla  pUCS57 (kontrol amagli), ve NP-pET28b’den 1’er pL eklendi. 30 dakika
boyunca buzda bekletildi. Isitict blok yardimiyla 42°C’de 30 saniye boyunca 1sil sok
uyguland1 ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Oda sicakligindaki 450 uL LB
s1v1 besiyeri, sirastyla tiiplere katildi ve 37°C’ye ayarlanmis ¢alkalayicili inkiibatorde 1
saat 220 rpm’de inkiibe edildi. Bir saatin ardindan hiicreler sirasiyla, transformasyon
i¢cin hazirlanan kanamisinli kat1 besiyerine yayma yontemiyle ekildi ve 37°C’de 1 gece
inkiibe edildi. Ertesi giin inkiibatorden alinan petriler +4°C’de kontamine olmayacak

sekilde parafilmlenip,muhafaza edildi.
3.11.2 Tek Koloni Stok Hazirlama

Kat1 besiyerine ekilmis olan NP-Pet28b vektoriinden 1 koloni alind1 ve 5 pL
kanamisinle, 5 mL LB siv1 besiyerinin igerisine birakildi. 220 rpm’de 37°C’de 1 gece
inkiibe edildi. Cogalan bakteri 1.5 mL’lik ependorf tiiplere %15°1 gliserol olacak sekilde
paylastirildi ve -80°C’de muhafaza edildi.

3.11.3 IPTG indiiksiyonu

20 mL LB s1v1 besiyerinin igine, 200 puL bakteri (NP-pET28b), 20 nL kanamisin
eklendi 220 rpm’de 37°C’de 16-18 saat inkiibe edildi.16-18 saat inkiibe edilen bakteri
kiiltiirtinden 12.5 mL alinip, 250 puL kanamisin ile 250 mL LB siv1 besiyerinin igerisine

birakildi ve ODgpo= 0.6’ya ¢ikincaya kadar biiyiitiildii. indﬁklenmeyen bakteriden 1 mL



29

ornek alindi ve 10 dakika 6000 rpm’de sentrifuj edildi. Supernatant kismi atildi. Pellet -
20°C’de muhafaza edildi. ODgy= 0.6’ya ulasan bakterilere 250 uL 0.5M IPTG eklendi
ve 4 saat 220 rpm 37°C’de inkiibe edildi. Indiiklenen bakteriden 1 mL 6rnek alind1 ve
10 dakika 6000 rpm’de sentrifuj edildi. Supernatant kismi atildi. Pellet -20°C’de
muhafaza edildi. Geriye kalan bakteri 250 mL’lik siselere aktarilarak, 10 dakika 6000
rpm’de sentrifuj edildi. Supernatant kismi atildi. Pellet -20°C’de muhafaza edildi.

3.11.4 Afinite Kromotogrofisi icin Kolon Hazirlanisi

Ni-NTA Agaroz (Qiagen) firmasindan temin edildi. Kolon (Biorad/USA) dH,0
ile yikandi. Her ImL Ni-NTA resin i¢in 10 pg liziz edilmis bakteri kullanildi. Toplam
4mL resin eklendi. Kolon dH;O ile tekrar yikandi ve resinin iizerine kurumamasi igin
5mL %?20’lik ethanol eklendi. +4°C’de dik duracak sekilde muhafaza edildi.

3.11.5 Native (Dogal) Protein Purifikasyonu

-20°C’den alinan pellet ¢oziinmesi i¢in 30dakika boyunca buzda bekletildi. Daha
sonra 250mL’lik bakteri pelleti, hazirlanan 10 mL’lik liziz tampon ile pipetaj yapilarak
¢ozildi. 15mL’lik falcona aktarildi. 5x15 saniye sonikator yardimiyla pargalandi.
Hiicreler sivi azot ile donduruldu ve 42°C ‘ye ayarlanan su banyosunda ¢oziildii.
Coziinen hiicrelerden SDS’de yliriitiip, karsilastirmak tizere liziz olmus bakteriden S0uL
ornek alindi. Liziz sonrast hiicreler, 16000 rpm’de 45 dakika sentrifuj edildi. Sentrifuj
sonras1 supernatant farkli bir falkon tiipe tranfer edildi. SDS’de yiiriitiip, karsilagtirmak
icin supernatanttan 50 pL 6rnek alindi. Purifikasyon i¢in hazirlanan His-Tag kolon, liziz
tamponla aktiflestirildi. Uzerine supernatant eklendi. Kolon +4°C’de 1 saat 120
rpm’deinkiibe edildi. Inkiibe sonrasi kolondan supernatant akitildi ve akan flow-
troughdan SDS’de yiiriitiip, karsilastirmak tizere 50 pL 6rnek alindi. Kolon 30 mL
hazirlanan yikama soliisyonu ile yikand1 ve SDS’de ylirtitiip, karsilagtirmak {izere 50 pLL
ornek alind1. Iyice yikanan kolona 10 mL eliisyon soliisyonu eklendi ve 2 dakika inkiibe
edildi. SDS’de yiiriitlip, karsilastirmak tizere 50 pL 6rnek alindi. Ve elde edilen protein
+4°C’de muhafaza edildi.
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3.11.6 Denatiirasyon ile Protein Purifikasyonu

-20°C’den alinan pellet ¢oziinmesi i¢in 30 dakika boyunca buzda bekletildi.
Daha sonra 250mL’lik bakteri pelleti, hazirlanan 10 mL’lik liziz tampon ile pipetaj
yapilarak ¢oziildii. 15 mL’lik falcona aktarildi. Igerisine 25X 50 pL protease inhibitdr
eklendi. SDS’de yiiriitiip, karsilastirmak tizere liziz olmus bakteriden 50 plL 6rnek
alindi.Liziz sonras1 hiicreler, 10,000 rpm’de 30 dakika sentrifuj edildi. Sentrifuj sonrasi
supernatant farkli bir falkon tiipe tranfer edildi. SDS’de yliriitiip, karsilastirmak icin
supernatantan 50 pL 6rnek alindi. Purifikasyon i¢in hazirlanan His-Tag kolon, liziz
tamponla aktiflestirildi. His-Tag resinle baglanmasi igin iizerine supernatant eklendi.
Kolon oda sicakhiginda 30 dakika 60 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibe sonras1 kolondan
supernatant akitildi ve akan flow-troughdan SDS’de yiiriitiip, karsilastirmak tizere 50
uL ornek alindi. Kolon 40 mL hazirlanan yikama soliisyonu ile yikandi ve SDS’de
yiiriitiip, karsilastirmak {izere 50 uL 6rnek alindi. Iyice yikanan kolona 5 mL eliisyon
soliisyonu eklendi ve 5 dakika inkiibe edildi. SDS’de yiiriitiip, karsilagtirmak iizere

50uL 6rnek alindi ve elde edilen protein +4°C’de muhafaza edildi.
3.11.7 SDS-PAGE Jel Elektroforezi
IPTG indiiksiyonu ve protein purifikasyon sirasinda alinan 6rnekler sirasiyla;

e Indiikklenmemis NP-pET28b

e indiiklenmis NP-pET28b

e Liziz pellet- NP-pET28b

e Liziz supernatant- NP-pET28b

e Flow-through- NP-pET28b

e Yikama- NP-pET28b

e Eliisyon- NP-pET28b

e Marker

Marker olmak iizere 4X’lik sds numune tamponu ile karigtirilarak, 5 dakika

boyunca kaynatildi. 130V’da 130 dakika boyunca yiiriitiildii. Jel 40 dakika boyunca 50
rpm’de SDS boya soliisyonu ile boyandi. Boyanan jel 40 dakika boyunca 2 kez boya

¢Oziicii soliisyonla yikandi ve goriintiisti alindi.
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3.11.8 Elde Edilen Proteinin Konsantre Edilmesi ve Konsantrasyonunun Ol¢iimii

SDS-PAGE jel elekroforezi lizerinde gozlemlenen 5 mL protein amicon ultra 50K
falkon tiip ile 4000X g’de 25 mL PBS ile yikanarak yabanci maddelerden aritilip, en saf
hale gelene kadar konsantre edildi. Nanodrop yardimiyla elde edilen proteinin

konsantrasyonu 6lgmek i¢in asagidaki formiil uygulandi.

Protein konsantrasyonu= (ODygo/Ekstinksiyon katsayis1) x seyreltilmis 6rnek. Miktari

hesaplanan protein, ependorf tiiplere aktarilarak, -80°C’de muhafaza edildi.
3.11.9 Western Blot

Aranan proteini bulmak icin elde edilen protein 1:1 oraninda alind1 ve markerla
birlikte SDS-Page jel elektroforezi yapilarak, yiiriitildi. Jel, hazirlanan 10 mL’lik
transfer sollisyona aktarildi. Goriintiilenecek jel biiyiikliigiine gore, bir membran ve iki
adet fiber ped kesildi. Jel, membran ve fiber pedler 15 dakika 10 mL transfer
soliisyonda ¢alkalayic1 yardimiyla dengelendi. Sirasiyla ped, jel, membrane ve ped
blotlama i¢in “sandwich” methoduna gore hazirlandi ve blotlama yapmak iizere
makineye aktarildi. Blotlama yontemiyle protein membrana gegirildi. Blotlama
yontemiyle membrana gecirilen protein, membrandaki proteine spesifik antikorun
baglanmasi i¢in , membran; hazirlanan 10 mL’lik siit tozunun igerisine yerlestirildi ve
1:2000 seyreltilen 6 X His-Tag Mouse Antikor ile birlikte 60 rpm’de orbital
calkalayicida 90 dakika inkiibe edildi. Inkiibe sonrasi, membran 3 kez 10’ar dakika
PBS-T ve 1 kez 5 dakika PBS soliisyonuyla orbital ¢alkalayicida 80 rpm’de yikandi.
Yikanan membran kasete yerlestirildi ve membran 200 pL ECL maddesi ile yikand1 ve
kasetin kapag: kapatilarak 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibe sonras1 kasetin kapag: acildi
ve deteksiyon icin membran iizerine X-ray film yerlestirildi,1 dakika inkiibe edildi.
Inkiibe sonrasi film alinarak, aranan protein goriintiilenmek amaciyla makineye

aktarildi.
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3.12 HUCRE KULTURU CALISMALARI
3.12.1 Hiicre Kiiltiirii Calismalari icin Kullanilan Kimyasallar

Hiicre kiiltiirinde kullanilan hiicre medyumu (DMEM with 4.5 g/L Glucosewith
L-Glutamine), FBS (FetalBovine Serum), Wisent, USA/Canada firmasindan temin
edilmistir. Penisilin Streptomisin soliisyonu, Lonza/USA firmalarindan saglanmistir.
HepG2 hiicresi ATCC saglanmistir. DMSO (DimetilSiilfoksit) ve Tripan Blue

Soliisyonu Sigma Aldrich firmasindan saglanmistir.
3.12.2 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Hiicre Soylari

Insan hepatoseliilerkarsinoma hiicresi 59 pasajlik (HEPG2) ve erkek “Wistar

Albino” primerhepatosit Fatih Universitesi’nden temin edilmistir.
3.12.3 Sitotoksite Calismalar icin Soliisyon ve Tamponlarin Hazirlanisi
3.12.3.1 DMEM stok soliisyon

500 mL DMEM (Gibco) alindi ve igerisine 5 mL L-Glutamine ve 5 mL
Penisilin/Streptomisin eklendi. 50 mL’lik falkon tiiplere paylastirilip, parafilmlendi ve
+4°C’de muhafaza edildi.

3.12.3.2 1X PBS stok soliisyon

10X PBS (Lonza) olarak temin edilen soliisyonun igerisinden 100 mL alind1 ve
900 mL dH,O’un igerisine ilave edildi. Hazirlanan soliisyon filtrelendi ve 15 mL’lik

falkon tiiplere esit olarak paylastirildi.
3.12.3.3 FBS stok soliisyon

Fetal Bovine Serum (FBS wisent) +56°C’de bir saat inaktive edilip, esit

miktarda siselere paylastirildi ve kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edildi.
3.12.3.4 Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinin Temizligi

Hiicre kiltirti laboratuvar: diizenli olarak dH,O, %70’lik ethanol ile temizlendi.

Hiicre kiiltiirti laboratuvarinda bulunan su banyosu, sentriruj makinesi ve flow laminar
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(hava kabini) igerisindeki aparatlar gamasir suyu ile yikanip, %70 ethanol ile kurumaya
birakildi. Calisma sonunda 15 dakika UV lambasi agilarak, ortamin steril hale gelmesi

saglandi.
3.12.3.5 Steril Kabinin Temizligi

Kabin her ¢alisma basinda ve sonunda kabin otoklavli dH,O ve %70’lik ethanol
ile temizlendi ve ¢aligma sonunda ortamin tekrar kullanilabilir hale steril gelmesi i¢in

UV lambasi agild .
3.12.3.6 COy’li Inkiibatiriin Temizligi

Inkiibatoriin icerisindeki tiim aparatlar 6nce otoklavli distile su, daha sonra
%70’lik ethanol ile temizlendi. CO; seviyesi diizenli sekilde takip edildi. Inkiibator
filtreleri periyodik olarak degistirildi.

3.12.3.7 Kullanilan Malzemelerin Temizligi

Hiicre kiiltiirii caligmalar1 i¢in steril ortam ¢ok Onemlidir. Hiicre kiiltiiriinde
kullanilan tiim cam siseler, ependorf tlipler, pipet uclari, 121°C’de 15 dakika
otoklavlandi. Otoklavlanmayan tampon, ¢ozelti yada 0.22um’luk filte ile filtrelendi.

3.12.3.8 Dondurulan Hiicrelerin A¢cilmast

37°C’ye ayarlanmis su banyosunda DMEM ve FBS ilitildi. Calismada
kullanilacak steril kabin c¢alistirildi ve temizlendi. Disaridan kabin igerisine alinacak

tiim malzemelerin dis yiizeyi %70’lik ethanolle temizlenerek igeri alindi.

Azot tankindan ¢ikarilan HepG2 hiicreleri su banyosunda ¢oziildiikten sonra
DMEM ve FBS ile hazirlanan medyum igerisine alindi. 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Santrifuj sonrasi slipernatant atildi ve pellet bir miktar medyum ile ¢oziilerek
flasklara paylastirildi. Flasklarin ebatina gore medyum ilave edilerek, hiicreler %5 CO-

iceren 37°C sicakliktaki inkiibatoriin igerisine hiicreler biiyiiyene kadar birakildi.



34
3.12.3.9 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Mikroskop altinda incelenip, yapistig1 ve ¢ogaldigi goriilen hiicrelerin medyumu
atildi ve yikamak i¢in iizerine SmL 1X’lik PBS eklendi. Yapisik hiicre tabakasini
kaldirmak igin 1.2 mL tripsin eklendi ve 37 °C ‘de 2-3 dakika inkiibe edildi. %10FBS
olacak sekilde 5 mL DMEM eklendi ve hiicreler falkon tiipe transfer edildi. 2000
rpm’de 5 dakika sentrifuj edildi. Sentrifuj edilen hiicrelerin supernatant kismi atildi ve
pellet 5mL DMEM yardimiyla ¢6ziildii. Coziilen hiicrenin 15 pL’si mikroskop altinda
sayim yapmak i¢in ayrildi ve hiicrelerin geri kalan1 75 cm? flask icerisine ekim yapildi.

Hiicreler 37 °C, %5 CO, inkiibatore konuldu ve 2 giinde bir ayni islem tekrarlandu.
3.12.3.10 Hiicre Kiiltiirii Kabina Hiicre Ekimi ve MTT Testi

MTT testi i¢in 24 kuyucuklu plate kullanildi ve her kuyuda 100.000 hiicre
olacak sekilde, her kuyuya ImL hiicre ekimi yapildi. Ekilen hiicreler 24 saat inkiibe
edildi ve inkiibesonrast medyum vakum pompa yardimiyla ¢ekildi. Hiicrelerin iizerine
500 puL medyum eklendi. Kuyucuklara farkli konsantrasyonlarda elde edilen protein
uyguland1 ve hiicreler 24 saat inkiibe edildi. Inkiibe sonrasi tiim medyum vakum pompa
yardimiyla tekrar ¢ekildi ve hiicrelerin tlizerine 500 pL 1X’lik PBS ve 50 pL MTT
boyas1 eklendi. Hiicreler 2-3 saat inkiibe edildi. Inkiibe sonrasi, vakum pompa
yardimiyla hiicrelerin {izerindeki tiim soliisyon ¢ekildi ve her kuyucuga 400 uL. DMSO
eklendi. 5 dakika boyunca calkalayiciya koyuldu ve 96 kuyucukluplate alinarak her
kuyuya 250 p 6rnek eklendi ve ELISA okuyucuda 560 ve 690 nm’de ol¢giim yapildi.
Elde edilen sonug grafige aktarildi.

3.13 ENDOTOKSIN TAYINi

Tiim malzemeler kullanilmadan 6nce, oda sicakliginda inkiibe edildi. Mikroplate
wsitict blok yardimiyla 379 C’de 10 dakika dengelendi. Kuyucuklara 50 pL 6rnek
eklendi ve 37° C’de 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibe sonrasi kuyucuklara 50 uL
LAL eklendi ve pipetlendi. 10 saniye ¢alkalanan mikroplate 37° C’de 10 dakikada
inkiibe edildi. Inkiibe sonrasi kuyucuklara 100 pL subsrat soliisyonu eklendi ve
pipetleme yardimiyla karistirildi. 10 saniye calkalanan mikroplate, 37° C’de 10 dakika
tekrar inkiibe edildi. Mikroplate’in kapagi kapatildi ve 10 dakika ¢alkalayiciya birakildi.
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Inkiibe sonrasi plate tekrar 37°C’ ye alnarak 6 dakika inkiibe edildi. inkiibe sonras
kuyucuklara 50 pL %25°1 asetik asit olacak sekilde stop reagent eklendi ve pipetlenen
karisim 10 dakika boyunca galkalayicida inkiibe edildi. Plate 405-410 nm absorbansda

okutuldu ve degisim grafigi ¢izilerek gézlemlendi.
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SONUCLAR

41  GST-NP PROTEINI ICIN KLONLAMA ve EKSPRESYON

4.1.1 NP Geninin Restriksiyon Enzimleri Yardimyla Kesilmesi

5000 be
3000 be
2000 be
1500 bg

Sekil 3.1 NP geninin BamHI ve Xholl enzimleriyle kesilmesi.

NP geni DHS5a hiicrelerine aktarilip, izole edilerek, smirsiz bir gen kaynagi
haline getirildi ve protein iirlinii elde etmek i¢in klonlama yapmak iizere, NP geni,
pGEX6P1 vektorii icin BamHI, Xhol restriksiyon enzimleri ve PCR iiriinleri yardimiyla
ile kesildikten sonra, %]1’lik agaroz jelde kosturuldu (Sekil 3.1 ). Jel iizerinde
goriintiilenen NP geni, Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Kkiti kullanilarak
saflastirildi.
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4.1.2 pGEX6-P-1 Vektoriiniin Restriksiyon Enzimleriyle Kesilmesi

) kesilmemis | kesilmis
belirtecler|  vektor vektor

5000 bg
3000 bg

2000 bg
1500 bg

Sekil 3.2 pGEX6P1 vektoriiniin BamHI ve Xholl restriksiyon enzimleriyle kesilmesi.

pGEX6P1 vektorii DHS5a hiicrelerine aktarilarak, sinirsiz vektor kaynagi haline
getirildi ve DNA izolasyonu kiti yardimiyla DNA izolasyonu yapildi. NP geninin
kesildigi restriksiyon enzimleriyle (BamHI ve Xhol), pGEX6P1 vektorii de kesildi
(Sekil 3.2) ve %I’lik agaroz jel tzerinde yuritildildi. Elektroforez sonrasi,
goriintiilenen DNA Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kiti kullanilarak
saflastirildi.

4.1.3 Ligasyon

Restriksiyon enzimleriyle kesilmis olan NP geni ve pGEX6P1 vektori ile T4

ligaz enzimi yardimiyla birlestirilmistir.

4.1.4 Sekanslama

Klonlanan NP DNA’sma ait herhangi bir ¢erceve kaymasi, mutasyon, yanlis
kodlama gibi olaylarin olup olmadigin1 teyit etmek amaciyla, elde edilen yeni plazmid
kontrol edilmek tizere yurtdisina gonderildi. Sekanslama sonucunda, ekspresyon

asamasi i¢in gerekli sartlar optimize edildi.
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4.1.5 NP-pGEX-6-P1’in (NP-GST) Transformasyonu ve IPTG ile Eksprese

Edilmesi

weessn 250 kDa
ey 130 kDa

@ 100 kDa
S 70 kDa
@ 55 kDa

s 35 kDa

S 25 kDa

Sekil 3.3 NP-pGEX6P1’in IPTG ile indiiksiyonu. Agirligi 80 kDa oldugu bilinen NP
protein IPTG yardimiyla tetiklenmistir.

Sekanslamada dogrulugu ispatlanan NP cDNAsi, ekspresyon isleminde
kullanilmak tizere, BL21(DE)3’e ve stok olusturmak i¢in de DHS5alpha kompetent
bakteri hiicrelerine aktarilarak transformasyon islemi gerceklestirildi. BL21(DE)3
kompetent hiicresiyle transformasyon islemi gergeklestirilen NP ¢cDNA’sindan, GST-
NP flizyon proteini elde etmek i¢in IPTG kullanilarak, uygun ortam, sicaklik ve
inkiibasyon siiresi optimize edilerek elde edildi. Bakteri DNA’sinda genlerin ¢aligmasini
saglayan, diizenleyen ve kontrol etmekle yiikiimli genler bulunmaktadir ve
isopropylthiogalactosid (IPTG), B-galactosidoz geni i¢in bir uyarict oldugundan, IPTG
varliginda enzimi sentezlenmektedir bdylece, rekombinant plasmid hiicre igerisine
girdikten sonra, laktoz analogu olan IPTG’nin eklenmesiyle birlikte ilgili gen eksprese
olmaktadir. Yukaridaki sekilde 80 kDa agirliginda oldugu bilinen NP-pGEX6P1 (sekil
3.3) IPTG ile indiiklenerek dretilmistir. SDS-PAGE yardimiyla indiiklenen NP

gosterilmistir.



39

4.1.6 NP-GST Proteininin (NP-pGEX-6-P1) Native Metotla Protein

Purifikasyonu

250 kDa
v 130 kDa
W 100 kDa

¥ 70 kDa
W 55kDa

% 35kDa

. 25 kDa

Sekil 3.4 NP GST proteininin native (dogal) metotla protein purifikasyonunun SDS-
PAGE goriintiisii.

Eksprese olmus NP-pGEX6P1 proteini GST tag icerdiginden dolayi, NP-GST
flizyon proteinini elde etmek i¢in GST rezin kullanildi ve native (dogal) protein
purifikasyonu metodu uygulanip, elde edilecek olan proteinin varligr %10’luk SDS-
PAGE hazirlanarak goriintiilendi (Sekil 3.4). Oncelikle control amaciyla birinci
kuyucukta tetiklenmemis olan protein, ikinci kuyucukta 80 kDa ‘da oldugu bilinen
protein IPTG yardimiyla tetiklendi. SDS-PAGE iizerinde tetiklendigi goriintiilenen
protein. native protein metodu uygulanarak elde edilmek istendi. Bu sebeple protein
ticlincti kuyucukta gosterildigi gibi liziz soliisyonuyla liziz edildi ve liziz edilen protein
inkiibe edildikten sonra sentrifuj edildi. Sentrifuj sonrasi alinan 6rnek doérdiincii
kuyucukta yiiriitiildii ve proteinin supernatanta gegip gegmedigi gosterildi. Sentifujdan
alinan protein rezine baglandi ve 6rnek alindi analiz edilmek iizere besinci kuyucuga

koyuldu, Yikama soliisyonu yardimiyla yikanan protein altinci.kuyucukta yiiriitiildi ve
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eliisyon tamponu kullanilarak elde edilmek istenen protein yedinci ve sekinzinci.
kuyucukta gosterildi. Sonug olarak SDS-PAGE iizerinde native metot yardimiyla GST-

NP proteinin elde edilemedigi gosterilmistir.

4.1.7 NP-pET28b (NP HIS-TAG PROTEINININ) Klonlamasi ve Sekanslanmasi

kesilmemis
belirtecler vektor kesilmis
vektor

5000 bg
3000 bg

2000 bg
1500 bg

1000 bg

Sekil 3.5 pET28b vektoriiniin Ncol ve Xhol restriksiyon enzimleriyle kesilmesi.

GST-NP purifikasyonu istenildigi gibi calismadigindan dolayi, ikinci metot olan
His-Tag purifikasyonuna bagvuruldu. Bu sebeple, klonlama agamasi NP geni ve pET28b
icin tekrarlandi. NP geni Ncol ve Xhol enzimleriyle kesildi. Ardindan rekombinant bir
vektor olan pET28b de Ncol ve Xhol restriksiyon enzimleriyle kesildi (Sekil 3.5).

NP geni ve pET28b kesildikten sonra, T4 ligaz enzimi yardimi ile ligasyon
metotu uygulanarak birlestirildi. Elde edilen yeni plazmid de dogrulugu teyit edilmek
amaciyla yurtdigina gonderildi. Sekil 3.6’da NP geninin pET28b’de eksprese olmus hali

gosterilmistir.



10 20 30 49 50 60
MENKIEVNSK DEMNKWFEEF KKGNGLMDTF TNSYSFCENV PNLDKFVFQM ASATDDAQKD
70 80 90 100 110 120
SIYASALVEA TKFCAPIYEC AWVSSTGIVK KGLEWFEKDS GTIKSWDENY AELKVDVPKI
130 140 159 160 170 189
EQLANYQQAA LKWRKDIGFR VNANTAALSN KVLAEYKVPG EIVMSVKEML SDMIRRRNLI
190 200 210 220 230 249
LNRGGDENPR GPVSREHVEW CREFVKGKYI MAFNPPWGDI NKSGRSGIAL VATGLAKLAE
250 260 270 280 290 300
TEGKGVFDEA KKTVEALNGY LDKHRDEVDK ASADSMITNL PKHIAKAQEL YKNSSALRAQ
310 320 330 349 350 360
GAQIDTPFSS FYWLYKAGVT PETFPTISQF LFELGEQPRG TKKMKKALLS TPMKWGKKLY
370 380 390 400 419 420
ELFADDSFQQ NRIYMHPAVL TAGRISEMGV CFGTIPVANP DDAAQGSGHT KSILNLRTST
430 449 459 460 47@ 480
ETNNPCAKTI VKLFEIQETG FNIQDMDIVA SEHLLHQSIV GKQSPFQNAY NVKGNATSAN
499
TILEHHHHHH

Sekil 3.6 NP proteininin pET28b de ekspres olmus hali.
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Amino asit sayisi :490
Molekiiler agirligi : 54959.4
Pl: 6.91

Ext. coefficient 70360
Abs 0.1% (=1 g/l) 1.280
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4.2 His-Tag Proteini Purifikasyonu ve Sitotoksiste Ol¢iimii

4.2.1 NP-pET28b’nin (NP His-Tag) IPTG ile Eksprese Edilmesi

| #4250kDa
w130 kDa

W 100 kDa

Sekil 3.7 NP His-Tag proteinin IPTG ile indiiksiyonu.

NP cDNA’s1, E.coli’nin BL21(DE)3 susuna transforme edildi. Transformasyon
sonrast, uygun ortam olusturularak, IPTG yardimiyla gen eksprese edildi. SDS-PAGE
tizerinde birinci kuyucukta tetiklenmemis protein ve ikinci kuyucukta 55 kDa

agirhiginda oldugu bilinen proteinin IPTG yardimiyla tetiklendigi gosterilmistir.
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4.2.2 NP His-Tag Proteinin Native Metotla Purifikasyonu

250 kDa
130 kDa
100 kDa

+ 70 kDa
55 kDa

35 kDa

25 kDa

Sekil 3.8 NP His-Tag proteinin native (dogal) metotla protein purifikasyonu.

Eksprese olmus NP His-Tag proteinini elde etmek igin ilk olarak native (dogal)
protein purifikasyonu metoduna basvurulmustur. Protein purifikasyonu esnasinda elde
edilen triinler karsilagtirmak amaciyla %10’luk SDS-PAGE ile goriintiilenmistir. Sekil
3.8’de gosterildigi gibi birinci. kuyucukta NP His-Tag proteinin indiiklenmemis hali,
ikinci kuyucukta 55 kDa agirliginda oldugu bilinen NP His-Tag proteinin IPTG ile
indiiklenmis hali, tiglincli kuyucukta liziz soliisyonu yardimiyla proteinin liziz edilmis
hali, dordiincii kuyucukta sentrifuj eldikten sonra elde edilen proteinin supernatanti,
besinci kuyucukta rezine baglandiktan sonraki hali, altinc1 kuyucukta yikama soliisyonu
ile yikanmis hali ve yedinci ve sekizinci kuyucukta proteinin eliisyon soliisyonu
kullanilarak elde edilip edilemedigi goriintiilenmistir. Beklenen proteinin biiyiikligii
55kDA oldugundan, elusyona bakildiginda, protein purifikasyonunun yeterli derecede

elde edilemedigi gbzlemlenmistir.
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4.2.3 NP His-Tag Proteininin Denatiirasyon Metotuyla Purifikasyonu

. % 250 kDa
~_#=130 kDa
. 9100 kDa

A & 70 kDa

oy S e @ 55 kDa

"% 35kDa

N -
":’ " 25 kDa

Sekil 3.9 NP His-Tag proteininin denatiirasyon metodu purifikasyonu.

Eksprese olmus NP His-Tag proteini, denatiirasyon protein purifikasyonu
metoduyla elde edilmistir. Purifikasyon sirasinda elde edilen iirtinler %10’luk SDS-
PAGE ile goriintiilenmistir. Sekil 3.9’da gosterildigi gibi birinci kuyucukta NP His-Tag
proteinin indiikklenmemis hali, ikinci kuyucukta 55 kDa agirliginda oldugu bilinen NP
His-Tag proteinin IPTG ile indiiklenmis hali, tgiincii.kuyucukta liziz soliisyonu
yardimiyla liziz edilmis hali, dordiincii kuyucukta, sentrifujdan sonra elde edilen
supernatanti, besinci kuyucukta rezine baglanip, inkiibe edildikten sonraki hali, altinci
kuyucukta yikanmis hali, yedinci, sekizinci ve dokuzuncu kuyucukta proteinin elde
edilmis oldugu goriintiisii gosterilmistir. Beklenen proteinin biiyiikligi 55kDA
oldugundan denature protein purifikasyonu metoduyla protein, basarili bir sekilde elde
edilmistir.
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4.2.4 yrNP’nin Konsantre Edilmesi
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Sekil 3.10 Miktar1 2mg/mL olan NP’nin,, PBS ile yikanmadan 6nce ve PBS ile
yikandiktan sonraki halinin SDS-PAGE yardimiyla goriintiillenmesi.

Proteinler yogun tuz ve fosfat iceren tampon igerisinde elde edildigi icin ¢esitli
kimyasallar icermektedir. Bu sebeple, elde edilen proteinleri daha saf hale getirip,
konsantre etmek i¢in proteinler PBS ve filtreli sentrifuj tiipli yardimiyla yikandi ve
2mg/mL olacak sekilde konsantrasyonu ol¢iildii. Sekil 3.10°da gosterildigi gibi birinci
kuyucukta rNP’nin PBS’le yikanip, konsantre edildigi, ikinci kuyucukta rNP’nin PBS
ile yitkanmadan onceki hali gosterilmistir. Sekil 3.10° da goriildiigi gibi TNP PBS ile
konsantre edilmeden Once spesifik bantlar igermektedir fakat konsantre edildikten sonra

spesifik bantlar kaybolmustur.
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4.2.5 rNP’nin Western BLOT ile Teyit Edilmesi
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Sekil 3.11 KKKAYV rNP proteininin western blot ile dogrulanmasi.

Western Blot yontemiyle, SDS-PAGE‘den sonra proteinler transfer soliisyonu
yardimiyla PVDF membrana aktarilip, ardindan 1:2000 diliisyonunda mouse His-Tag ve
anti His-Tag antikor kullanilarak, proteinlere bloklama yapilmistir. Bloklama sonrasi
proteinlerin deteksiyonu yapilip, Sekil 3.11 de gosterildigi gibi X-RAY filmde

gosterilmistir. Bu metotla proteinin 55 kDa’da istenilen protein oldugu ispatlanmstir.
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4.2.6 KKKAYV rNP’nin LAL Metotuyla Endotoksin Ol¢iimii
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Sekil 3.12 Kromojenik testteki endotoksin miktarinin standart egri grafigi.

Kromojenik testteki endotoksin miktarinin standart egri grafigi sekil 3.11°de
gosterilmigtir. Yapilan endotoksin dl¢iimiine gore, konsantrasyonu 2mg/mL olan bir
proteinde yaklasik olarak 11 EU/mL endotoksin bulunmaktadir. Bu miktar FDA
endotoksin limiti olan 350 EU/mL den ¢ok az bir degerdir.
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4.2.7 KKKAV rNP’nin MTT Testi ile Sitotoksisite Ol¢iimii

5 mM rNP
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Sekil 3.13 HepG2 hiicre hattinda rNP’nin toksisitesinin MTT assay ile 6lgiilmesi. Deney
3 kez tekrarland1 ve rNP nin hiicre dliimiinde istatiksel bir fark yaratmadigi hesaplandi
(n=3, p <0.05).
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Sekil 3.14 Primer hepatosit hiicrelerinde rNP’nin toksisitesinin MTT assay ile
Olclilmesi. Deney 3 kez tekrarlandi ve rNP nin hiicre oliimiinde istatiksel bir fark
yaratmadig1 hesaplandi (n=3, p < 0.05).



BOLUM 5

TARTISMA VE SONUC

RNA segmentleri niikleoprotein tarafindan oriiliidiir. Viral ¢alismalarin en 6nemli
dali niikleokapsid arastirmalaridir. Viriis niikleokapsid yapilar1 insan immiin sisteminin
uyarilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle miilti-epitop peptit asilarinin ve
Ozgln tan1 araglarmin gelistirilmesinde en Onemli asamayr NPs temsil etmektedir.
KKKAV hastaliginda IgG antikorlarinin deteksiyonu icin bakteriyal olarak anlatimi

yapilan NP antijeninin kullanilmasi, bunun 6nemli 6rneklerinden biridir.

Calismamizda, NP proteinini elde etmek i¢in, klonlama ve ekspresyon olmak
tizere iki temel metot kullanildi. Klonlama asamasinda, oncelikle NP geni spesifik
primerlerle gogaltilip, BamHI ve Xhol enzimleriyle kesildi (Sekil 3.1). Insert olarak
kullanilacak pGEX6P1 vektorii de Xhol ve BamHI enzimleri ile kesildi (Sekil 3.2). Bu
asamada hedef DNA’nin plazmide transferi gerceklestirilmeden oOnce, restriksiyon
enzimleriyle kesilmis olan hedef DNA ve plazmitlerinin saflagtirilmasi gerekmektedir.
Kesilen gen ve vektor, genomik DNA purifikasyon kiti yardimiyla saflastirildi.
Saflagtirilmis gen ve plazmit T4 DNA ligaz enzimi kullanilarak, ligasyon islemi
gerceklestirildi. Ligasyon sonrasi, klonlamanin son asamasi olan sekanslamayla, vektore
aktarilan NP DNA’sinin dogrulugu teyit edildi. Boylece dizileme sonucunda herhangi
bir mutasyon, agik okuma gercevesi, yanlis kodlama igermeyen yeni plazmid ikinci

asama olan ekspresyon i¢in hazir hale getirilmis oldu.

Calismanin ikinci asamasi olan ekspresyonda, sekanslamada dogrulugu ispatlanan
NP cDNAs1 (rekombinant DNA), ekspresyon isleminde kullanmak i¢in BL21(DE)3’e
ve stok olusturmak i¢in de DHSalpha kompetent bakteri hiicrelerine aktarilarak

transformasyon islemi gergeklestirildi. Laboratuvar kosullarinda, diisiik maliyete elde
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ettigimiz kompetent hiicrelerden BL21(DE)3 eckspresyon islemi igin, DHb5alpha
kompetent hiicresi ise plazmid izolasyonu i¢in kullanildi. BL21(DE)3 kompetent
hiicresiyle transformasyon islemi gerceklestirilen NP ¢cDNA’sindan, GST-NP filizyon
proteini elde etmek i¢in IPTG kullanilarak, uygun ortam, sicaklik ve inkiibasyon siiresi
optimize edilerek elde edildi. Bu sayede 80kDa agirliginda oldugu bilinen protein
tetiklenmis ve (Sekil 3.3) gen ekspresyonu gergeklestirilmis oldu. Gen ekspresyonu
sonrasi saflastirilmaya hazir hale gelen GST-NP filizyon proteini, native (dogal) protein
purifikasyonu metoduyla, saflastirilma gerceklestirildi. NP proteinini elde etmek igin
kullanilan GST rezinin amaci, immobilize olmus glutatyon sefaroz kolonuyla, ¢éziinen
GST fiizyon proteinlerini elde etmekti. Bakterinin hiicre lizatindan saf ¢oziintir GST
proteini elde etmek i¢in, kullanilacak liziz soliisyonuna enzim aktivitesini inhibe etmek
icin proteaz inhibitorii, DNAse, lizozom, triton ve 6zellikle kullanilacak proteinin yapist
ribozomal RNA yapisinda oldugu i¢cin RNAse gibi indirgeyici maddeler eklendi ve
protein liziz edildi. Liziz islemi gergeklestikten sonra yiiksek hizda santrifuj uygulanan
protein, GST rezin ile baglandiktan sonra, yikanarak, eliisyon edildi. Bu islemler
sonunda istenilen proteinin elde edilmesi beklenirken, kiimelenerek ¢okelme
(aggregate) meydana geldi (Sekil 3.4). 80 kDa agirliginda goriilmesi beklenen NP-GST
flizyon proteini goriintiilenemedi. Bu sebeple, KKKAV rNP’nini elde etmek i¢in, NP
geni bir diger vektdr olan pET28b i¢ine klonlandi. Sekanslama yardimiyla dogrulugu
teyit edilen (Sekil 3.6), NP ¢cDNA’s1, E.coli’nin BL21(DE)3 susuna transforme edildi.
Transformasyon sonrasi, ayni kosullar saglanip, uygun ortam olusturularak, IPTG
yardimiyla gen eksprese edildi (Sekil 3.7). Burada ama¢ NP His-Tag proteini elde
etmekti. Bir oOnceki klonlama i¢in kullanilan purifikasyon islemleri aynen
gerceklestirildi fakat native yolla herhangi bir sonu¢ goriintiilenemedi. 55 kDa
agirhiginda oldugu bilinen NP His-Tag fiizyon proteini elde edilemedi (Sekil 3.8).
Istenilen proteinin bu metotla elde edilememesinin (eliisyon olmamasinin) nedeni,
proteinin ¢dziinemeyen bir yapiya sahip olmasidir. Genelde E.coli igerisinde iiretilen ve
yiiksek ekspresyon veren rekombinant proteinlerin ¢ogu yap1 bakimindan bu sekilde
kiimelenmektedir. Elde ettigimiz NP proteini de ¢ok fazla eksprese oldugundan,
kiimelenme meydana getirmis olabilir. Yapilan c¢aligmalarda kiimelenme sorununu
cozmek i¢in proteine yliksek hizda santrifuj islemi uygulanabilirligi gosterilmistir
(Queensland 2015). Ancak elde etmek istedigimiz rekombinat protein, yiliksek hizda
santrifuj islemi yapilmasina ragmen, tekrar elusyon olmayarak, ¢oziinmeme stabilitesini

korumustur. Genelde, rekombinant proteini purifiye etmenin yanisira, proteini ¢oziiniir
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hale getirip, tekrar dogal konformasyonuna gevirip, biyolojik acgidan aktif bir hale
getirmenin daha zor oldugu gosterilmistir. Over-eksprese olmus proteinlerin,
denatiirasyon kosullarinda, saflastirilmasi s6z konusu olabilir (Benjamin Schlager*
2012). Bu sebeple NP His-Tag proteini elde etmek i¢in denatiirasyonla protein
purifikasyonu metotuna basvuruldu. Histag proteinin baglanmasi i¢in Ni-NTA rezin
kullanildi. Kullanilan rezin 6x His-Tag proteinleri igin secici ve yiiksek affinite
sergilemektedir. Oda sicakliginda, iire ya da guanidin hidrokloriir kullanilarak yapilan
purifikasyon islemi, ¢éziinmeyen proteinin, ¢oziinebilirligini arttirmaktadir. Bu metot
da, yiiksek konsantrasyonda tuzlar, fosfat kullanarak, His-Tag proteini oda sicakliginda
liziz edildi. Denatiire edilen protein, Ni-NTA agaroz rezine baglandi. Yikama ve
elisyon islemleri de gergeklestirildikten sonra, KKKAV rNP’i basarili bir sekilde elde
edildi (Sekil 3.9). Elde edilen NP proteini yiiksek miktarda tuz ve fosfat igeren
denatlirasyon ajanlari ile bir¢ok iglemle tabii tutuldu. Bu nedenle NP proteinini daha saf
hale getirmek i¢in tampon degisimi uygulandi. NP’yi en saf hale getirmek igin; tampon
degistirme islemi filtreli santrifuj ve PBS kullanilarak gergeklestirildi (Sekil 3.10).
Saflagtirllan KKKAV rNP’nin konsantrasyonu olgiildii ve 2.67 mg/mL olarak NP
proteini elde edildigi saptandi. Elde edilen proteinin, 55 kDa agirligindaki protein
oldugunu ispatlamak amaciyla western blotlama yapildi (Sekil 3.11) ve western blot

sonucuna gore, proteinin elde etmek istenilen protein oldugu dogrulanda.

Yapilan ¢alisma sonunda, KKKAV rNP’i basarili bir sekilde elde edildi. Elde
edilen proteinin herhangi bir bakteriyal endotoksin igerip igermedigini belirlemek
amaciyla, Limulus Amoebocyte Lysate (LAL) testi uygulandi. Bakteriyal endotoksinin
tespiti i¢in uygulanan LAL methoduyla 2mg/mL, 1mg/mL, 0.5mg/mL
konsantrasyonlarindaki NP proteininin icerdigi endotoksin miktar1 6lgiildii. Verilen
standart egri grafiginde (Sekil 3.12) yapilan testin dogrulugu ispatlandi ve elde edilen
sonuglara gore proteinin yaklasik 11 EU/mL endotoksin icerdigi belirlendi. Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi’nin (FDA) kurallarina gore kullanilacak asi intravaskiiler ya da
intramiiskiiler enjeksiyonda ortalama 70kg agirligindaki bir insan igin, viicuda 350

EU/mL endotoksinin girmesinde bir sakinca bulunmamaktadir (Administration 2015).

KKKAV rNP’inin herhangi bir toksisitesinin olup olmadigini teyit etmek
amaciyla, rNP’ye hem hepatokarsinoma hem de primer hiicrelerde MTT testiyle

sitotoksisite  dl¢iimii  yapildi. Oncelikle, 0.05uM, 0.5uM 5uM ve 50 uM
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konsantrasyonlarindaki antijenik NP proteininin sitotoksik etkisine; hepatokarsinoma
hiicreleri tizerinde bakildi. Calisma sonunda, NP’nin HepG2 ve primer hepatosit
hiicreleri tizerinde herhangi bir toksik etkisi olmadigi gézlemlendi. (Sekil 3.13, Sekil
3.14). LAL testinde karsilasilan endotoksin miktari, hiicre calismalarinda higbir
toksisiteye neden olmamustir. Ayrica TUBITAK projesi icin yapilan as1 calismasinda
elde edilen rNP hayvana enjekte edilmistir ve histopatolojik hicbir bulguya neden

olmamakla birlikte, kan degerlerinde hicbir olumsuz etki goriilmemistir.

Elde ettigimiz verilere gore; yaptigimiz calismada NP proteininin laboratuvar
kosullarinda, diisiik maliyetli, giivenilir ve smirsiz miktarda iretilebilecegi
ispatlanmistir. Elde edilen proteindeki toksisite miktarinin ¢ok ¢ok diisiik olmasi, NP
proteinin, as1 caligmalarinda kullanilabilirligini, gostermistir. Bu yiizden bu ¢aligmada
tiretilen rekombinant protein, as1 ¢alismalara ve gelecekte KKKAH tastyan hastalarin
tedavi edilmesine 151k tutacaktir. Bununla beraber bagka hastaliklarin tedavisine, as1 igin
on basamak olan antikor, antijen ve toksin iiretimine katkida bulunacaktir. Ulkemizde
yerli antikor {iretimini baslatarak, diisiik maliyetli, giivenilir as1 yapimia destek

olacaktir.
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