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KIRIM KONGO KANAMALI ATESi HASTALIGI VIiRUSU (KKKAHYV)
YAPISAL OLMAYAN S PROTEINININ PROKARYOTIK SiISTEMDE
ACIKLATILMASI VE REKOMBINANT YAPISAL OLMAYAN S PROTEINI
KULLANILARAK ELISA GELISTiRILMESI

Giinsu AYDIN
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2019
Damsman: Prof. Dr. Aykut OZDARENDELI

OZET

Kirim Kongo Kanamali Atesi Hastaligi (KKKAH), Cin’nin batisindan Giiney Asya’ya;
Orta Dogu'dan Giineydogu Avrupa'ya ve Afrika’ya kadar genis bir alanda yayilim
gosteren, cogunlukla insanlarda goriilen kene kaynakli viral bir enfeksiyondur. KKKAH
viriis genomu, sirastyla niikleokapsit proteinini, Gn ve Gc glikoproteinlerini ve RNA-
bagimli RNA polimerazini kodlayan kiiciik (S), orta (M) ve biiyiik (L) iic negatif-
polariteli RNA segmenti igerir. Ek olarak, Bunyavirales takiminin bazi iiyeleri M
segmentinde (NSm olarak adlandirilan) veya S segmentinde (NSs olarak adlandirilan)
yapisal olmayan proteinleri kodlar. KKKAH viriisii NSs’i, S segmentinin pozitif
polariteli kismindan kodlanir. Hemen hemen tiim KKKAH viriisii suslarinda NSs’e ait
bir acik okuma cercevesi bulunur ve bu durum, NSs'lerin korunmus bir biyolojik
fonksiyona sahip olabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismanin amaci, KKKAH viriisii
ile enfekte olmus hiicrelerde viral yapisal olmayan S proteininin varligini ve proteinin
replikasyon iizerine etkilerini aragtirmaktir. Bu amacla, NSs geni ¢ogaltildi ve pCOLD
TF-NSs olarak adlandirilan pCOLD TF plazmidine klonlandi. Rekombinant protein, E.
coli C43 (DE3) hiicrelerinde eksprese edilip piirifiye edildi. Enfeksiyon sirasinda NSs'in
ekspresyon seviyelerini incelemek i¢in hiicreler, KKKAH viriisii ile enfekte edildi ve
rekombinant NSs proteinine karsi olusmus hiperimmun serumlar kullanilarak IFA testi
yapildi. IFA sonuclari, NSs ekspresyonunun enfekte olmus hiicrelerde, erken donemde,

enfeksiyondan 6 saat sonra belirlendigini gosterdi. NSs’in varligi, KKKAH pozitif insan
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serumlar1 ile problanarak immiinoblotlama ile dogrulandi. Ayrica hedef hiicrelerin
proteazom inhibit6rii olan MG132 ile muamele edilmesi NSs proteininin ekspresyonunu
arttirdigint gosterdi. Bu sekilde, NSs’in proteazom tarafindan degredasyonu, KKKAH
viriis enfeksiyonuna karsi erken bir hiicre i¢i savunmay: temsil etmektedir. Kiigiik
interferans RNA (siRNA), RNA interferans (RNAi) yolaginda bir rol oynamakta ve
spesifik viral genlerin ekspresyonunu azaltmaktadir. Bu ¢caligmada NSs’e kars1 spesifik
siRNA'larin KKKAH viriis iiretimini giiglii sekilde inhibe ettigini belirlenmistir. Bu
veriler, siRNA'nin uygulanmasmnin, KKKAH’nmin antiviral tedavisi i¢in timit verici
olabilecegini gdstermistir. Son olarak, indirekt ELISA gelistirmek i¢in rekombinant NSs
antijeninin kullanimi arastirildi; ancak serum numuneleri paneli kullanarak KKKAH

enfeksiyonunun tespiti saglanamadi.

Anahtar Kelimeler: KKKAH viriisii, Yapisal olmayan S proteini (NSs), kiiciik
interferans RNA (siRNA)



vii

EXPRESSION OF NONSTRUCTURAL S PROTEIN (NSs) OF CRIMEAN-
CONGO HEMORRHAGIC FEVER (CCHF) VIRUS IN PROKARYOTIC
SYSTEM AND THE ROLE OF NSs IN CCHF VIRUS REPLICATION

Giinsu AYDIN
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Stem Cell Science
M.Sc. Thesis, July 2019
Supervisor: Prof. Dr. Aykut OZDARENDELI

ABSTRACT

Crimean—Congo hemorrhagic fever (CCHF) is the most widespread tick-borne viral
infection of humans, occurring across a vast area from western China through southern
Asia and the Middle East to southeastern Europe and throughout most of Africa. The
CCHFV genome contains three negative-sense RNA segments, small (S), medium (M),
and large (L), encoding the nucleocapsid protein, Gn and Gc glycoproteins, and the
RNA-dependent RNA polymerase, respectively. In addition, several Bunyavirales
members encode nonstructural proteins, either on the M (termed NSm) or S segment
(termed NSs) of the genome. The NSs of CCHFV is encoded by the positive-sense of
the S segment genome. The ORF of NSs is conserved in almost all strains of CCHFV,
indicating that NSs might have a conserved biological function. The aim of this study is
to investigate the presence of NSs in CCHFV-infected cells and to investigate its effects
on replication. For this purpose, the gene encoding NSs was amplified and cloned into
pCOLD TF plasmid, called pCOLD TF-NSs. The recombinant protein was expressed in
E. coli BL21 C43(DE3) and was purified. To examine the expression of NSs during
infection, cells were infected with CCHFV and were subjected to immunofluorescence
assay (IFA) with the hyperimmune sera against the recombinant NSs protein. IFA
results indicated that the expression of NSs was determined as early as 6 hours post
infection. The presence of NSs which was probed with CCHF positive human sera was
also confirmed by immunoblotting. We also showed that treatment of target cells with
the proteasome inhibitor MG132 increased the expression of NSs protein. Thus,
degradation of NSs by the proteasome represents an early intracellular defense against

CCHF virus infection. Short interfering RNA (siRNA) plays a roles in the RNA
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interference (RNA1) pathway and decreases the expression of specific viral genes. Here
we determined that specific siRNAs against the NSs potently inhibited CCHF virus
production. This data showed that the application of siRNA might be promising for
antiviral treatment of CCHF. Lastly, we examined the utility of recombinant NSs
antigen for developing indirect ELISA but we were not able to achieve the detection of

CCHEF infection using a panel of serum samples.

Key Words: CCHFV, Non structural S protein (NSs), small interfering RNA
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1.GIRIS ve AMAC

Tez calismasinin amaci, Kirim-Kongo kanamali atesi hastaligi (KKKAH) viriisii yapisal
olmayan S proteinin (NSs) prokaryotik sistemde iireterek rekombinant NSs antijeninin
indirekt ELISA gelistirilmesinde kullanilabilirligini test etmektir. Ayni1 zamanda bu tez
calismasi ile KKKAH viriisii ile enfekte hiicrelerde NSs varliginin arastirilmasi, viral
enfeksiyon sirasinda proteinin in vitro kinetiginin belirlenmesi ve replikasyon iizerine
etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.

KKKAH, keneler tarafindan tasman bir viral hastaliktir. Insanlarda KKKAH viriisii
enfeksiyonlari, 6liim oran1 %5 ila %30 arasinda degisen agir bir kanamali atese neden
olmaktadir (Hoogstraal, 1979; Whitehouse, 2004; Bente ark., 2013). Enfekte olmusg
insanlarm % 10-20'sinde klinik bulgular gelisir. KKKAH viriisiiniin patojenik karakterde
olmasi, mortalite oraninin yiiksek olusu ve viriisiin viriilansina iliskin bilimsel veriler
smirli olmast nedeniyle potansiyel bir biyolojik silah adayi1 olabilecegi giindeme
getirilmistir (Leblebicioglu, 2016).

Viriis ile enfekte organizmada viral genom tarafindan iiretilen; ancak olgun viral
partikiillerde bulunmayan proteinler ‘yapisal olmayan viral proteinler’ olarak
adlandirilirlar. Yapisal olmayan protein kavramu literatiirde ilk defa 1965 yilinda,
Aujeszky hastaligina neden olan pseudorabies viriisii ile enfekte hiicrelerde cesitli
antijenik protein tiirlerinin sentezlenme kinetiginin arastirildigi  bir caligmada
‘enfeksiyonun erken donemlerinde sentezlenen ve virionda bulunmayan proteinler’
olarak tanimlanmistir (Hamada ve Kaplan, 1965). Genel olarak yapisal olmayan
proteinler; viral replikasyon ve patogenezde, apoptozun indiiklenmesinde, virion
morfogenezinde, antiviral cevabin inhibisyonunda gorev alirlar. Bunyaviriisler RNA
bagimli RNA polimerazi ve farkli yapisal protein kodlamalarini yani sira bir veya
birden fazla sayida yapisal olmayan protein kodlarlar. Bu yapisal olmayan proteinler

viriisiin gogalmasi ve replikasyonu icin her zaman gerekli degildir; ancak konak immun



sistemi ile etkilesimleri yoluyla viral patogenezde 6nemli rol oynarlar (Eifan ve ark.,
2013).

KKKAH viriisii S segmentinin viral RNA’sinda yer alan ilave bir agik okuma
cercevesinin varligi (450-477 nt uzunlukta) ve bu bdlgenin pozitif yonde kodlanmasi
KKKAH viriisiiniin ambisens bir viriis oldugunu diisiindiirmiistiir. (Hewson ve ark.,
2004) Bu niikleoproteine zit yonde kodlanan yapisal olmayan S proteini (NSs) ile ilgili
literatiirde yer alan tek bir calisma mevcut olup calismada; KKKAH viriisii ile
transfekte hiicrelerde, NSs’in mitokondriye lokalize oldugu ve mitokondriyal membran
potansiyelini bozarak apoptozu indiikledigi bulunmustur (Barnwal ve ark., 2015).
KKKAH viriisii ile enfekte hiicrelerde NSs tespit edilmis olsa da ¢alismada bahsedilen
apoptotik fonksiyonlar sadece NSs'nin asir1 ekspresyonuna dayanmaktadir; bu nedenle
NSs’in varhig: ile ilgili daha fazla kanita ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda
oncelikli olarak KKKAH NSs proteininin varliginin ortaya konulmasi hedeflenmistir.
Bu amagla NSs proteini prokaryotik sistemde {iretilmistir ve prokaryotik sistemde
iretilen rekombinant NSs proteini kullanilarak, enfeksiyon sirasinda bu yapisal olmayan
proteine kars1 olusan antikor kinetigi ELISA sistemi ile test edilmistir. Ayn1 zamanda
KKKAH viriisii ile enfekte hiicrelerde viriisiin NSs proteininin varligi ¢esitli molekiiler
ve serolojik yOntemlerle arastirilmig, viral enfeksiyon sirasinda proteinin in vitro

kinetiginin belirlenmesi ve replikasyon iizerine etkilerinin arastirilmas: hedeflenmistir.



2.GENEL BILGIiLER

2.1. Kirim Kongo Kanamah Atesi Hastahigimin Tarihcesi

KKKAH ilk olarak, 12. yiizyillda simdiki adiyla Tacikistan’da, normalde karatavuk
paraziti olan bit veya kenenin 1srmasina bagl olarak; idrarda, rektumda, dis etinde,
kusmukta, tiikiiriikte ve karin boslugunda kan bulunmasi olarak belirtilerini gosteren
ciddi hemorajik bir hastalik tanimlanmistir (Hoogstraal, 1979). Baz1 kaynaklarda yakin
zamanda ortaya ¢ikmis bir hastalik olarak tanimlanmasina ragmen, hastalia neden olan
viriisiin keneler ve omurgali hayvanlar ile tasmarak genis bir yayilim gosterdigi; Giiney
Asya, Giineydogu Avrupa ve Afrika’da bin yil kadar insanlarda enfeksiyonlar meydana
getirdigi one siiriilmektedir (Bente ve ark., 2013). Hastalik ayrica Ozbekistan yerel halk1
tarafindan khungribta (kanama), khunymuny (burun kanamasi) ve karakhalak (kara

0liim) olarak adlandirilmistir (Hoogstraal, 1979; Chumakov, 1974; Whitehouse, 2004).

Hastalik ile ilgili vakalarin daha cok kirsal alanlarda yasayan bireylerde tek ve sporadik
olarak ortaya c¢ikmasi ve cogu enfekte bireyde tanimlanabilir kanamali bir ates
sendromu olmadan hafif ve spesifik olmayan hastaligin gelismesi, uzmanlar tarafindan
KKKAH'nin farkl bir insan hastaligi olarak tanimlanmasmi geciktirmistir (Bente ve

ark., 2013).

Modern tip biliminde ilk defa KKKAH salgimni, 1944 yazinda, Sovyet birlikleri Alman
isgali altindaki Kirim yarimadasini yeniden isgal ettiklerinde, ordudaki askerlerde
yogun kanama ve sok ile akut atesli bir hastalik olarak tanimlanmistir (Hoogstraal,
1979; Grashchenkov, 1945; Chumakov, 1965). Enfeksiyon geciren yaklasik 200 askeri
personel hastaneye kaldirilmis ve bu askerlerin yaklasik %10'u Olmiistiir. Bolgeye
hastalikla ilgili arastirma yapmak amaci ile, Moskova'dan, uzak dogu Sovyetler
Birligi'ndeki kene kaynakli ensefalitin etken ajanini izole eden Mikhail Chumakov

liderligindeki bir arastirma ekibi gonderilmistir. Arastirmacilar, hastalik ile kene



1sirmas1 arasinda bir baglanti oldugunu bulmuslardir. Arastirmacilar ayni zamanda,
Alman iggali sirasinda biiyiik ekili alanlarin terk edilmesinden dolayi, Hyalomma cinsi
kenelerinin konak¢1 hayvan popiilasyonunun arttigin1 ve bu alanlarda tarimsal tiretimi
geri getirmek icin ugrasan askerler ve cok sayida tarim is¢isinin keneler tarafindan
isirildigint belirtmisglerdir. Chumakov ve ark. (1974), kisa bir siire sonra, KKA hasta
serumu ultrafiltratlarinin veya kenelerden elde edilen ekstraktlarin, psikiyatrik hastalara
ve goOniilli askerlere inokulumu ile “Kirim kanamali atesi” nin (KKA); kene kaynakli
bir viral enfeksiyon oldugunu kanitlamislardir (Chumakov, 1965, 1974). Ayni ekip
baslangicta hastaligi ¢esitli deney hayvanlarda olusturduklarini iddia etmelerine ragmen,
sonraki raporlarda bu sonuglarin mikrobiyal kontaminasyona bagl olarak olustugunu

sOylemislerdir (Bente ve ark., 2013).

KKA'nin tanimlanmasmdan sonraki yirmi yildan fazla bir siire boyunca laboratuvar
arastirmalarinda hastaligin etkeni kiiltiire edilememistir. Bununla birlikte, Work, Casals
ve digerleri tarafindan 1960'larin baslarinda yapilan arastirmalarda, yeni dogan farelerde
intraserebral olarak siipheli orneklerin verilmesi ile arboviriislerin ¢ogaltilabilecegi
gosterilmistir (Bente ve ark., 2013). 1967'de Chumakov ve ark. (1968), KKA ile enfekte
hastalardan veya enfekte kenelerden alinan numunelerin yeni dogan farelere
intraserebral olarak verilmesi sonucunda lethal bir hastaligin gelistiginin kesfedilmesi
KKA arastirmalarinda bir doniim noktasi olmustur. Yeni dogan farelerin viriisii
cogaltmak, numuneleri titre etmek ve immiinolojik analizler icin antijen tiretmek icin
kullanilmasi, KKA viriisiiniin bulas yollarim1 belirlemek ve viriise 0zgii antikorlarin
varligl gostermek icin insan ve hayvan serumlarmin test edilmesine yonelik olan

arastirmalara ivme kazandirmistir (Bente ve ark., 2013).

1960'arin sonunda, Sovyet arastirmacilari, Rusya’da Astrakhan'daki bir hastadan elde
edilen Drosdov KKA viriis izolatim1 standart bir referans sus olarak se¢mislerdir
(Chumakov, 1974; Butenko ve ark., 1968). Yenidogan fare metodu ve immiinolojik
analizler kullanilarak, Sovyetler Birligi'nde ve Bulgaristan'da genis Olciide ayri
odaklarda bulunan cesitli atesli hastaliklara KKA viriisii suslarinin neden oldugunu
gostermislerdir (Chumakov, 1970). Hastaligin bilinen cografi dagilimi, Casals ve ark.
(1969)’nin, Chumakov tarafindan kendilerine gonderilen KKA viriisii Drosdov susu ile
1956°da simdiki adiyla Kongo Demokratik Cumhuriyeti'nde izole edilen ve “Kongo

viriisii” olarak adlandirilan etkenin ayni oldugunu kesfetmeleriyle daha da genislemistir.



Casals ve ark. (1970), bu ajanlarin tiimiine, ‘KKKAHV’ olarak basitlestirilen ‘KKA-

Kongo viriisii’” adiin verilmesini 6nermistir.

Batili bilim insanlari, bir hastadan elde edilen Drosdov susunun yerine, 1966'da
Nijerya'da goriiniiste saglikli bir deveden alinan bir keneden izole edilen IbAr 10200
olarak adlandirilan viriis susunu referans olarak kullanmislardir. Yeni dogan farelerde
birkac kere pasajlanarak ¢ogaltilan IbAr 10200 viriisii, Yale arboviriis koleksiyonuna ve
diger laboratuvarlara transfer edilmis ve son birka¢ on y1l boyunca ¢ogu arastirmaci i¢in

mevcut olan tek KKKAH viriisii susu olmustur (Bente ve ark., 2013).

KKKAH viriisiiniin cografi dagilimi, insan saghigini etkileyen kene kaynakli viriisler
arasinda en yaygin olamidir (Ergoniil, 2006a). KKKAH ilk olarak Kirim bdlgesi ve
Kongo havzasinda kesfedildikten sonra, hastalik bircok bolgede bildirilmistir. Halen,
Afrika, Asya, Orta Dogu ve Avrupa'daki 50'den fazla iilke endemik veya potansiyel
olarak endemik bolgeler olarak kabul edilmektedir (Ergoniil, 2006a; Oncii, 2013).

Tiirkiye'de Kirim-Kongo kanamali atesi tizerine ilk bulgular, 1970'lerde Ege bolgesinde
arboviriislerin mevcut durumunu gostermeyi hedefleyen bir seroepidemiyolojik ¢alisma
ile yaymlanmistir. Bu ¢calismaya gore, Kirim-Kongo kanamali ates viriisiine kars1 olusan
antikorlar, hemaglutinasyon inhibisyonu testi ile 1074 insan serum 6rneginden 96'sinda
(%9,2) tespit edilmistir. Benzer sekilde, viriise karsi olusan nétralizan antikorlar 96
ornegin 13'iinde (%13,5) tespit edilmistir. Ancak, 2002'den Once, Tiirkiye'de kenelerde
viriis tespiti veya hicbir klinikk KKKAH vakas: bildirilmemistir (Ergoniil ve
Whitehouse, 2007).

Ulkemizde 4 Mayis-6 Agustos 2002 tarihleri arasinda, Orta Karadeniz bolgesinde yer
alan Tokat ilinde ve Ig Anadolu’nun kuzeyinde bulunan bazi illerde; ates,
artralji/miyalji, bulant/kusma, karm agris1 ve ishal klinik bulgular1 ile seyreden benzer
olgular saptanmistir. Hastalarin biiyiik kisminda 16kopeni, trombositopeni ve karaciger
enzim yiiksekliginin saptanmasi ve tetrasiklin grubu antibiyotiklerle tedaviye hizla
cevap alinmasi, enfeksiyonun riketsiyosiz ya da erlihyozis olabilecegi konusunda
dikkatleri bu bolgeye ¢ekmistir. Kesin tanmin konulabilmesi i¢in hastalardan alinan
akut ve konvelesan donem kan ve serum Ornekleri ulusal ve uluslararasi
laboratuvarlarda Rickettsia, Ehrlichia, Leptospira ve Coxiella enfeksiyonlar1 yoniinden

degerlendirilmistir. 19 hastaya ait Orneklerin Fransa’da bulunan Ulusal Referans



Laboratuvart ve DSO Riketsiyal Enfeksiyon icin Referans ve Arastirma Is birligi
Merkez Laboratuvar’inda serolojik olarak degerlendirilmesi sonucunda, bu olgulardan
7’sine akut Q hummasi, 8’ine ise gecirilmis Q hummasi (QH) tanisi konulmustur

(Gozalan, 2005).

2003 yili mayis ay1 i¢inde, yine ayni bolgeden benzer semptomlar ile seyreden yeni
olgularin bildirimi yapilmistir. Bu olgularin kene ile temas dykiilerinin gecen yila gore
daha fazla olmasi, tetrasiklinlere cevabin daha diisiik olmasi ve C. burnetii
antikorlarinin negatif bulunmasi nedeniyle enfeksiyonun viral etkene bagli oldugu
diistiniilmiistiir. Bu olgulara ait 6rnekler incelenmek iizere Fransa’da bulunan Ulusal
Referans Laboratuvari ve DSO Arboviriisler ve Viral Kanamali Atesler icin Referans ve
Arastirma s birligi Merkez Laboratuvar’na gonderilmistir. Gelen 6n bilgilerin, etkenin
KKKAH viriisii oldugunu isaret etmesi iizerine Ulusal Serum Bankasi’nda korunan
onceki yila ait 26 hastanin serumlari, viral etken yoniinden geriye doniik olarak ayni
merkezde tekrar arastirilmis ve 17°sinde KKKAH viriisii IgM pozitif olarak
bildirilmistir. Bu hastalarin 4’ti 2002 yilinda akut QH, 1’1 gecirilmis QH tanis1 alan, 2’si
QH negatif ve 10’u QH yoniinden arastirilmayan hastalardir (G6zalan, 2005).

2003 yilinda Tiirkiye'de ilk kez, ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) ile
ortaklasa yapilan bir RT-PZR calismasinda 5 hastada KKKAH viriisii oldugu
gosterilmistir (Karti ve ark., 2004). 2008-2009 yillarinda vaka sayilar: zirveye ulagmus,
sonrasinda diisiis kaydedilmistir (Yilmaz ark., 2009; Leblebicioglu ark., 2016). Halk
Saglig1 Genel Miidiirliigii Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar1 ve Biyolojik Uriinler
Daire Bagkanlig1 Ulusal Viroloji Referans Laboratuvari verilerine gore 10000’den fazla

vaka rapor edilmistir ve vaka 6liim oran1 %4,6 olarak belirlenmistir (Spengler ve ark.,

2018).

2.2. Kiriom-Kongo Kanamah Atesi Hastalig1 Viriisii
2.2.1.Viral Siniflandirma

2017 yilinda Uluslararas1 Viral Taksonomi Komitesi’ne (ICTV) gore, daha 6nce mevcut
olan Bunyaviridae ailesi Bunyavirales takimina yiikseltilerek; segmentli, dogrusal, tek
iplikli, negatif polariteli veya ambisens RNA genomuna sahip viriisleri iceren 9 aileye

ayrilmistir. Daha 6nce Bunyaviridae ailesi icerisinde yer alan Hantavirus, Nairovirus ve



Tospovirus genuslar1, Orthohantavirus, Orthonairovirus ve Orthotospovirus olarak
yeniden adlandirilmis ve yeni kurulan ailelere swrasiyla Hantaviridae, Nairoviridae ve
Tospoviridae dahil edilmistir. Nairoviridae ailesi; Orthonairovirus, Shaspivirus,
Striwavirus olmak lizere li¢ genusa ayrilmistir (Maes ve ark., 2018, 2019). Kirim Kongo
Kanamali Atesi Hastalig1 viriisiiniin de i¢inde bulundugu Orthonairovirus genusunda 15

farkli tiir bulunmaktadir (https://talk.ictvonline.org. Erisim Tarihi: 23 Nisan 2019).

Nairoviridae ailesindeki genuslar ve bu genuslar igerisindeki tiirler, oncelikle serolojik
capraz reaksiyonlara, karakteristik cins spesifik genom segmenti termini dizilerine,
konakcilarma, bulas yollarina gore belirlenmistir. Bu tiirlerin cogu, arboviriisler olup;
yarasalar, kuslar veya kemirgenlere keneler tarafindan iletilen birka¢ farkli tiyeye
sahiptir. Halk saghg iizerinde en Onemli etkiye sahip Orthonairoviriis, Bat1 Asya,
Balkanlar, Giiney Avrupa ve Afrika'nin ¢cogunda siklikla 6liimciil bir viral hemorajik
atese neden olan kene kaynakli Kirirm-Kongo kanamali ates hastalig: viriistidiir (Jens ve
ark., 2016). Orthonairovirus genusunda yer alan diger 6nemli viral etkenler; Hazara
viriis (HAZV), Dugbe viriis (DUGV) ve Nairobi koyun hastaligi viriisii (NSDV)diir
(Maes ve ark., 2019).

Zaman icerisinde, farkli cografi bolgelerdeki KKKAH viriisleri arasinda genetik bir
degiskenlik gozlemlenmistir. KKKAH viriislerinin S segmentinin sekansi filogenetik
analizlerde kullanmilmistir. S-RNA segmentinin sekans verilerine dayanan filogenetik
caligmalar, diinyanin farkl bolgelerinden gelen bircok KKKAH viriis susu i¢in genetik
cesitlilik gostermistir (Sekil 1). Viral S-RNA ve L-RNA segmentlerinin filogenetik
analizleri, cografi olarak ayrilan, 2°s1 Avrupa, 3’ii Afrika ve 2’si Asya’da olmak iizere 7
ana genetik grubun tamimlanmasina yol agmustir. Filogenetik analizler, bilinen KKKAH
viriis gruplarmin atalarmin yaklasitk 1000 yil 6nce, muhtemelen Afrika'da ortaya

ciktigini gostermektedir (Shayan ve ark., 2015).

L-RNA segmenti sekansina dayanan filogenetik analiz S-RNA segmenti sekansina
dayanan filogenetik analiz ile benzerlik gosterirken; KKKAH viriisiiniin M-RNA
segment sekanslarmin filogenetik gruplamasinin, viriisin S-RNA segmentleri i¢in
gozlenenden farkli oldugu gosterilmistir (Shayan ve ark., 2015). Farkli genetik
gruplarda yer alan KKKAH viriislerinin RNA segment sekanslar1 arasindaki bu genetik
degiskenlik oranlari, niikleotit seviyesinde %30'a kadar farklilik gostermektedir; ancak
bu degiskenlik amino asit seviyesinde daha diisiiktiir (Coskun ve Asik, 2019;



Ozdarendeli ark., 2010). Bu genetik gruplarin varhg, KKKAH viriisiiniin genis cografi
dagilimimi gostermektedir ve bu durumun gerceklesmesi igin viriisiin adaptasyonu
gerekmektedir. Bu tiir bir adaptasyon, yerel viriis varyantlarinin ortaya ¢ikmasina neden

olmustur (Chinikar ve ark., 2014).
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Sekil 1. Kirim-Kongo kanamali ates viriisiiniin S segmentine ait kismi parcanin filogenetik
analizi. Yesil ile vurgulanan suslar rekombinasyon varligimi, kirmuzi ile vurgulanan suslar
reassorment varligin gostermektedir (Coskun ve Asik, 2019).

Hewson ve ark. (2004), S ve M segmentlerinin niikleotid sekanslamasini
gerceklestirmis ve izolatlar arasinda genetik farkliliklar bildirmis ve bu farkliliklarin
reassormenttan kaynaklandigini ileri siirmiistiir. Iran'da yapilan bir arastirmada,
KKKAH viriisiiniin S segmentinde bir rekombinasyon tespit edilmis ve bunun
epidemiyolojik ve asilama calismalarina katkida bulunabilecegini vurgulamistir

(Chinikar ve ark., 2016).

Tonbak ve ark. (2006), 1015 ergin keneden izole ettigi KKKAH viriisii izolatlar1 ile
yaptig1 filogenetik analiz sonucuna gore izolatlarinin, giineybati Rusya ve Kosova'yi
kapsayan Grup 5'de yer aldigim1 gostermistir. Bu calisma ile KKKAH viriisiiniin

Tiirkiye'deki kenelerde viriisiin varligi ilk defa kanitlanmugstir. Ozdarendeli ve ark.



(2010), Tiirkiye’'nin endemik bir bolgesindeki KKKAH klinik semptomlarin1 gosteren
bir hastanin kanmdan izole ettikleri ve “Turkey-Kelkit06” admi verdikleri KKKAH
viriis izolatinm, tiim genomunu sekanslayarak S, M ve L segmentlerini baz alarak
yaptiklar1 filogenetik analiz sonucunda, KKKAH viriisii Tiirkiye-KelkitO6 susunun,
Avrupa/Tirkiye cografi hattim1 temsil eden Grup V'de yer alan diger izolatlar ile hem
niikleotit hem de aminoasit dizilimi yOniinden yiiksek oranda benzerlik gosterdigini

bulmuslardir.

Ozkaya ve ark. (2010), KKKAH viriisiiniin molekiiler epidemiyolojisini belirlemek
amaci ile yaptiklar1 calismada 48 konfirme insan KKKAH vakasi ile calismis ve
Tiirkiye’deki KKKAH viriisii  suslarinin  cogunlugunda S segmentinde genetik
degiskenlik olmadigini ve izolatlarin KKKAH viriisii Avrupa susu ile yakindan iligkili
oldugunu gostermislerdir. Ayrica, Kalaycioglu ve ark. (2012), Tiirkiye'nin bir¢ok ilinde
2 yillik bir siire (2009 ve 2010) boyunca enfekte hastalardan elde edilen KKKAH viriis
izolatlar1 arasindaki genetik cesitlilik ve genetik iliskinin arastirmak amaci ile izole
ettikleri virlislerin S segmentini sekanslamis ve genetik olarak homojen oldugunu
bulmuslardir. Chinikar ve ark. (2016) yaptig1 calisma ile, KKKAH viriisiiniin S
segmentinde rekombinasyonlarin var oldugu gosterilmistir ve bu rekombinasyon
yoluyla farkli sugslar arasinda farkli genomik bolgelerin degistirilmesinin KKKAH

viriisiiniin ¢esitlendirilmesine ve gelisimine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.
2.2.2. Viral Yap ve Viral Genom Ozellikleri

Kirim-Kongo Kanamali Atesi Hastalig1 viriisii, Bunyavirales takimi igerisinde yer alan
12 aileden biri olan Nairoviridae ailesine ait Orthonairovirus genusunda yer alan 3
segmentli negatif polariteli genoma sahip bir RNA viriisiidiir (Sekil 2) (Maes ve ark.,
2019). KKKAH viriisiiniin viral genomunda yer alan small (S), medium (M) ve large
(L) segmentlerinin 5° ve 3’ terminal uglarinda yer alan kodlanmayan bolgeler
(NCR'ler); nairoviriislerin viral genomunun dairesel goriiniimde olmasini saglamaktadir
(Hewlett ve ark., 1977). Nairoviriisler arasinda, terminal niikleotitler (5'-UCUCAAAGA
ve 3'-AGAGUUUCU) olarak adlandirilan ve viral promoter bolge olarak gorev alan 9
tane korunmus niikleotit vardir (Donets ark., 1977; Bertolotti-ciarlet ark., 2005).
NCR'ler, viral RNA'ya bagimli RNA polimerazin (RdRp veya L proteini) viral genoma

baglanmas1 ve transkripsiyonu ve/veya replikasyonu baslatmasi i¢cin gereklidir. NCR
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dizileri viral segmentler arasinda farklilik gosterse de her biri yeni vironlarin olusmasi
icin, viral genomlarm kapsidasyonunu, transkripsiyonunu, replikasyonunu ve

paketlenmesini baglatabilme 6zelligine sahiptir (Zivcec ve ark., 2016).

A Nebaih
Karbonhidratlar

Sekil 2. (A) KKKAH viriis yapisinin sematik goriinimii (Ergoniil, 2006a) ve KKKAH
viriislerinin (kahverengi) renkli transmisyon elektron mikrografi B)
(https://www.sciencephoto.com. Erisim Tarihi: 23 Nisan 2019).

Yakin zamana kadar, KKKAH viriisiiniin ii¢ segmentinin her birinin tek bir proteini
kodladig: biliniyordu. Bununla beraber, S segmentinin viral RNA'sinda ilave bir agik
okuma cercevesinin varhigi ve bu acik okuma cercevesinin pozitif yonde
transkripsiyonuyla NSs proteininin (453-477 nt uzunlugunda) kodlanmasi ve bu genin
KKKAH viriisiiniin hemen hemen tiim suslarinda (izolat AP92 hari¢) bulunmasi;
KKKAH viriisiiniin ambisens genoma sahip bir viriis oldugunu diisiindiirmektedir (Sekil
3) (Zivcec ark., 2016; Barnwal ark., 2015). Bununla birlikte, KKKAH viriisiindeki
ambisens kodlama, overlapping kodlama bdlgelerini icermektedir. Bu durum, viral
proteinlerin zit yonde kodlandigi ve transkripsiyon sonlandirma sinyali olarak hizmet
veren bir intergenik bolge ile ayrildigi bunyaviriislerde ve arenaviriislerdeki ambisens
kodlamadan farklidir (Zivcec ark., 2016; Albarino ark., 2007; Pinschewer ark., 2005).
Diger nairoviriisler ile kiyaslandiginda KKKAH viriisiiniin niikleoproteinini (NP)
kodlayan S segmentinin (~ 1.6 kb) aksine, glikoprotein onciiliinii (GPC) kodlayan M (~
5.4 kb) ve L proteinini kodlayan L (~ 12.1 kb) segmentleri 6nemli 6lciide daha biiytiktiir
(Sekil 3) (Zivcec ve ark., 2016).
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Sekil 3. KKKAH viriisiiniin genomu (Zivcec ve ark., 2016).

Viral RNA’lar (vRNA’lar), genomik riboniikleoprotein komplekslerini (RNP)
olusturmak i¢in NP ve L proteini ile kaplanmistir. Genomik RNP'ler, bir lipid zarfla ve
yiizey glikoproteinleri olan Gn ve Gc (Sekil 2) eklenerek viral partikiiller halinde
paketlenir. Nairoviriislerin elektron mikroskopi calismalari, KKKAH viriis yapisiin,
viral partikiil ylizeyinden kiiciik (<10 nm) yiizeyel ¢ikintilarma sahip ~ 90-100 nm
capindaki nispeten diizgiin boyutta kiiresel parcaciklar seklinde oldugunu
gostermektedir (Whitehouse, 2004; Ergoniill ve Whitehouse, 2007; Zivcec ve ark.,
2016).

2.2.3. Viral Proteinler ve Fonksiyonlar:
2.2.3.1. S Segmenti

S segmenti yaklasik olarak 1.6 kb boyutundadir ve viral NP'yi kodlayan negatif yonde
bir acik okuma cercevesine sahiptir. KKKAH viriisiit NP’nin birincil islevi, viral RNA
(VRNA) genomunu RNP ile enkapsiile etmektedir; ancak NP'nin viral RNA ile nasil
etkilesime gectigi hala tam olarak anlagilmamistir (Kraus ve Mirazimi, 2010). RNP
olusumundaki rolilyle uyumlu olarak, NP'nin L proteininin N- ve C-terminal
bolgeleriyle etkilesime girdigi ve transfekte hiicrelerde isaretli L proteini ile
kolokalizasyon yaptig1 gosterilmistir (Bergeron ark., 2010; Macleod ark., 2015).
KKKAH viriisii ile enfekte olmus hiicrelerde NP, periniikleer bolgede bulunur. NP'nin

aktin filamentleri ile etkilesime girdigi ve aktin filamentlerinin NP'nin periniikleer
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bolgeye hedeflenmesinde rol oynadigi one siiriilmiistiir. KKKAH viriisii ile enfekte
olmus hiicrelerin sitokalasin D ile muamele edilmesi sonucunda aktin filamentlerinin
bozulmasi, NP'nin lokalizasyonunu bozar. Sonu¢ olarak, viral genomun biraraya
toplanmasi sinirlanir ve enfeksiydz virionlar ortaya ¢ikmaz (Andersson ve ark., 2004a).
Ayrica NP’nin, diger viral partikiillerin yoklugunda bile hiicrelerden salinabilmesi ve
olgun viriise benzeyen kiiresel partikiillerin olusumuna yol a¢masi, NP’nin viral

tomurcuklanmada olasi bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir (Zhou ve ark., 2011).

KKKAH virlisit. NP’nin viral aracii immiin evazyona katkida bulundugu
diisiiniilmektedir. Bir ¢alismada insan hiicrelerinde MxA proteininin, viriisin NP’yi
hedef alip etkilesime girerek, viral RNA'nmin replikasyonunu 6nledigi ve bdylece yeni
bulasic1 viriis partikiillerinin iiretimini inhibe ettigi gosterilmistir (Andersson ve ark.,
2004b). Ayrica, NP yiiksek oranda immiinojenik oldugu ve memelilerde hem B hem de
T lenfositlerinin ana hedefi oldugu bilinmektedir (Zivcec ark., 2016; Wei ark., 2010). In
vitro, KKKAH virlisii NP’nin, endoniikleaz aktivitesine sahip oldugu, ancak

aktivitesinin RN A yerine DNA ile sinirli oldugu gériinmektedir (Guo ve ark., 2012).

Enfeksiyonun erken safhalarinda KKKAH viriisii NP’nin Bax proteini ile apoptozun
indiiksiyonunu baskilayarak ve sitokrom C'nin mitokondri i¢ zarindan sitozole gecisini
engelleyerek apoptozu inhibe edebilir. Bununla birlikte, enfeksiyonun ileri safthalarinda
Bid'in aktivasyonunu indiikler ve boylece ekstrinsik apoptotik sinyallesmeyi aktive
ederek apoptozu tetiklemektedir (Karlberg ve ark., 2011). S segmenti, viriisiin
niikleoproteinini ve ayni zamanda NP nin bir fraksiyonu olan korunmus bir kaspaz-3
boliinme bolgesi iceren c¢ikintili bir "kol" adi verilen domaini kodlamaktadir (Sekil 4)
(Wang ve ark., 2012). Kaspaz-3 boliinme bolgesinin viriis cogalmasindaki rolii
bilinmemektedir. NP, enfeksiyonun ge¢ apoptotik hiicrelerinde kaspaz-3 enzimi
tarafindan kesilir; bu bolinme, RNA polimeraz aktivitesini inhibe ettigi icin

replikasyonu diizenleyici bir rol oynadig: diisiiniilmektedir (Estrada ve Guzman, 2011).

B Ba; domaini

B KXol domaini

B Kaspaz-3 kesim bolgesi
B RNA baglanma bolges:
] DNaz

1 100 200 300 400 482 e Aktin baglanma bolgesi
NP-NP bazlanma bolgest

Sekil 4. KKKAH viriisii NP domainleri, motifleri ve katalitik rezidiileri (Zivcec ve ark., 2016)
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KKKAH viriisit NP’ye zit yonde kodlanan yapisal olmayan S proteini (NSs) ile ilgili
literatiirde yer alan tek bir calisma mevcut olup calismada; KKKAH viriisii ile
transfekte hiicrelerde, NSs’in mitokondriye lokalize oldugu ve mitokondriyal membran
potansiyelini bozarak apoptozu indiikledigi bulunmustur. KKKAH viriisii ile enfekte
hiicrelerde NSs tespit edilmis olsa da calismada bahsedilen apoptotik fonksiyonlar
sadece NSs'nin asir1 ekspresyonuna dayanmaktadir; bu nedenle NSs’in varligi ile ilgili

daha fazla kanita ihtiya¢ duyulmaktadir (Barnwal ve ark., 2015).
2.2.3.2. M Segmenti

M segmenti yaklagik olarak 5.4 kb biiyiikliiglindedir. M segmenti tarafindan kodlanan
glikoprotein prekiirsoriiniin  (GPC) matiirasyonu oldukca karmasiktir. GPC’nin
matiirasyonu (olgunlasmasi) sonucunda Gn ve Gc yapisal glikoproteinler; sekrete
yapisal olmayan proteinler GP160, GP85 ve GP38 ve yapisal olmayan M proteini
(NSm) olusur (Kraus ve Mirazimi, 2010). Genel olarak, KKKAH viriisii
glikoproteinleri, viriisiin hedef hiicreye girisi ve flizyon, virion olusumu ve konagin

immun sisteminden kagisina yardim etmektedir (Zivcec ve ark., 2016).

Gn ve Gc proteinlerinin hedef hiicreye giris ve fiizyona aracilik ettigi diisiiniilmektedir.
Gn'nin sitoplazmik kuyrugu viral RNA ile etkilesime girebilecegi ve matriks proteinine
benzer islevleri yerine getirebilecegi diisiiniilen, RNA'y1 in vitro baglayan bir ¢inko
parmak domainini icermektedir (Wang ve ark., 2012). Bununla birlikte, viral RNA,
RNP ile enkapsiile edildiginden, Gn'nin RNP'yi yeni olusan virionlara nasil
baglayabilecegi acik degildir (Zivcec ve ark., 2016). KKKAH viriisii endoplazmik
retikulumda sentezlenen glikoprotein prekiirsoriiniin kotranslasyonel olarak, sinyal
peptidazlar ve intramembran pargalayici proteazlar ile PreGn (140 kDa) ve PreGe (85
kDa)’ne boliinmektedir (Altamura ve ark., 2007). PreGn ve PreGc normal olarak Golgi
kompleksinde lokalize olur; enfeksiyoz viral partikiillerinin iiretimini diizenlemektedir

(Bergeron ve ark., 2007).
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Sekil 5. KKKAH viriisii glikoproteinlerinin iglenmesi. (A) Viral gikoproteinlerin islenmesi (B)
Glikoprotein 6nciiliinden olusan proteinler (Zivcec ve ark., 2016)

PreGn Golgi kompleksine gegmeden 6nce, musin benzeri domaini (MLD) O-glikolize
edilir. PreGn Golgi’de, Gn proteinin N terminal ucunu olusturmak ve mucin-G38
domainini serbest birakmak i¢in SKI1/S1P tarafindan RRLL motifinden kesilir. Musin-
GP38 domaini daha sonra GP38, GP85/GP160 ve musin benzeri proteini olusturmak
icin furin ve sinyal peptidazlar tarafindan islenir. PreGc ise SKII1 benzeri proteaz
tarafindan Gc’nin N terminal ucunu olusturmak i¢in RKPL motifinden kesilir (Sekil 5)
(Altamura ve ark., 2007). Musin-GP38 domaininin furin tarafindan Kkesilmesinin
engellenmesi hiicre kiiltiirlinde viriisiin titresinde gegici bir azalma ile sonu¢lanmis ve
bu durum olgun GP38’in viriisiin replikasyonu i¢in onemli olmadigini gostermistir
(Bergeron ve ark., 2015). KKKAH viriisii MLD’i viral partikiillere dahil edilmez
(Sanchez ve ark., 2002). GPC'nin katlanmasi ve tasinmasi i¢cin MLD'nin kesilmesi

gerekmektedir. Buna karsilik, GP38 domainini igeren N-terminalinin daha fazla
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kesilmesi Gn'nin endoplazmik retikulumda tutulmasina, bu da GP38 domaninin
PreGn'nin katlanmasina yardimci olan veya PreGn’i endoplazmik retikulumdan serbest
birakan bir saperon aktivitesine sahip oldugunu diisiindiirmektedir (Bertolotti-ciarlet ve

ark., 2005).
2.2.3.3. L segmenti

L segmenti yaklasik olarak 12 kb biiyiikliigiinde olup, viral RNA replikasyonundan ve
mRNA sentezinden sorumlu olan viral RNA bagimli RNA polimerazi (L proteini)
kodlamaktadir (Sekil 6) (Kraus ve Mirazimi, 2010). KKKAH viriisii L segmentinin agik
okuma c¢ercevesi, diger Bunyaviriis cinslerinin a¢ik okuma cerceveleri ile
karsilastirildiginda neredeyse iki kat daha biiyiiktiir, bu durum L segmentinin viral
polimerazin yani sira diger proteinleri de kodlayabildigini gosterir. 2004 yilinda Honig
et al., KKKAH viriisiiniin L proteininin amino terminalinde over tiimorii (OTU) proteaz

domaininin varligini tammmlamislardir (Honig ve ark., 2004).

oTU ZF EN Lz RdRp B OTU sistein proteaz
0 Topoizomeraz
L u l B Cinko pammak (ZF) motifi
Endoniikleaz (EN)
........................ B Losin fermuar (LZ) motifi
1 1000 2000 3000 3945 @ RdRp motifleri

=== NP baglanma bolgesi

Sekil 6. KKKAH viriisii L proteininin domainleri, motifleri ve katalitik rezidiileri (Zivcec ve
ark., 2016)

OTU domain ailesi igerisinde yer alan sistein proteazlar, ubikitini konjuge proteinlerden
hidrolize eder ve proteazomal degredasyon icin etiketler (Isaacson ve Ploegh, 2009).
Protein ubikitinasyonu hem dogal hem de adaptif hiicresel immiin yanitin indiiksiyonu
icin gereklidir (Liu ve ark., 2005). Bu sayede, viral polimerazlar, konagin TNF-a ve tip
I interferon (IFN) sitokin gibi ubikitine bagh antiviral yolaklarm spesifik olarak inhibe
etmektedir (Frias-Staheli ve ark., 2007).

KKKAH viriisii L segmentinin atipik olarak biiyiik boyutu, segmentin N-terminal
bolgesinde OTU domaini ile L proteininin otokatalitik bir sekilde islenebilecegini
diisiindiirmektedir (Honig ve ark., 2004). Ancak, yapilan ¢aligmalarda L proteininin
herhangi bir spesifik proteolitik aktivitesi tespit edilememistir. Ayrica, KKKAH viriisii

minigenom sisteminde OTU domaini inaktive edildiginde, viral polimerazin
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fonksiyonunda bir azalma goriilmemistir (Bergeron ve ark., 2010). KKKAH viriisiiniin
L segmentinde kodlanan bu viral enzim, konak immiin sisteminden kacgista rol
oynamaktadir (Frias-Staheli ve ark., 2007). OTU domaini endoproteazinin ekspresyonu,
niikleer faktor kB'nin (NF-kB) niikleusa translokasyonunu inhibe eder ve bdylece

dogrudan viral evazyonu kolaylastirmaktadir (Kraus ve Mirazimi, 2010).

2.2.4. Viriisiin Replikasyonu

Viriisiin hedef hiicre yiizeyine ilk baglanmasma, Gn ve/veya Gc glikoproteinleri aracilik
etmektedir. Bununla birlikte, viriisiin hedef hiicreye baglanmasinda, internalizasyonda
ve flizyonda glikoproteinlerin spesifik rolleri heniiz bilinmemektedir. Gc'yi hedef alan
monoklonal antikorlarin memeli hiicrelerinde KKKAH viriis enfeksiyonunu nétralize
edebilmesi, Gc'nin, viriisiin hiicresel reseptorlere baglanmasindan sorumlu oldugunu
diisiindiirmektedir (Bertolotti-ciarlet ve ark., 2005). KKKAH viriisiiniin hiicreye girisi
icin gereken hiicresel reseptorler heniiz tanimlanmamistir. Agirhikli olarak cekirdekgik
icinde bulunan bir protein olan hiicre yiizeyi niikleolin proteini ile Gc arasinda
fonksiyonel bir etkilesim oldugu One siiriilmiistiir (Xiao ve ark., 2011). Niikleolin
proteini Respiratuar Sinsityal viriis (RSV) i¢in reseptor gorevi goriirken, Japon ensefalit
viriisii icin bir giris faktorii olarak gérev almaktadir; ayni zamanda Insan Immiin
Yetmezlik viriisiiniin  (HIV) hiicreye girisini arttrmaktadir (Tayyari ark., 2011;
Thongtan ark., 2012; Tajrishi ark., 2011; Ueno ark., 2004). KKKAH viriisiiniin hedef
hiicreye baglanmas1 ve/veya fiizyonunda niikleolinin roliinii kanitlamak icin daha fazla

detayli calisma gerekmektedir (Zivcec ve ark., 2016).

Viriis hiicre yiizeyine baglandiktan sonra, klatrin aracili endositoz mekanizmasi
vasitastyla hiicre i¢cine alinir. Viriisiin hiicreye girisi i¢in, klatrin ve klatrin kapli cukur
adaptor protein-2 kompleksi gerekmektedir (Simon ve ark., 2009). Viriisiin hiicreye
girisi aym1 zamanda kolesterole ve diisiik pH'a da baghdir (Simon ark., 2009; Garrison
ark., 2013). Endositozu takiben viriis partikiilleri, erken endozomlara ve daha sonra

multivesikiiler cisimciklere (MVB) tasinir (Zivcec ve ark., 2016).

Viriisiin hiicreye girisinin ve fiizyonunun ardindan, genomik RNP'ler sitozole salinir ve
enkapsiile edilmis VRNA, viral mRNA'y1 sentezlemesi i¢in L proteinine bir sablon
olarak gorev yapar (Sekil 7) (Zivcec ve ark., 2016).
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Genomik RNP'lerin replikasyonu, negatif polariteli VRNA'nin ve pozitif polariteli
komplementer RNA'nin (cRNA) replikasyonunu ve enkapsiilasyonunu gerektiren bir
sirecten olugsmaktadir. RNP'lerin replikasyonu i¢cin minimal olarak L proteinini ve
NP'yi gerekmektedir (Bergeron ve ark., 2010). Viriisin ¢cRNA ve vRNA'nin
kapsiillenmis  formlar1 sirasiyla antigenomik ve genomik RNP'ler olarak
tanimlanmaktadir. KKKAH viriisii negatif iplikli bir RNA viriisii oldugundan, genomik
RNP'ler, mRNA'y1 sentezlemek ve antigenomik RNP'leri tiretmek i¢in sablon olarak
kullanilmaktadir. Genomik RNP'lerin replikasyonu sirasinda, bir cRNA, L proteini
tarafindan sentezlenmektedir. Antigenomik RNP'erin elde edilmesi icin uzayan
ipliklere NP alt birimleri eklenir ve ardindan antigenomik RNP'lerin cRNA's1, genomik
RNP'lerin elde edilmesi i¢in bir sablon kullanilir (Zivcec ve ark., 2016).

RNP olusumunu viral protein prekiirsorlerinin sentez edilmesi, bu Onciil proteinlerin
islenmesi ve viral proteinlerin olgunlagmas1 takip eder. M segmenti tarafindan
sentezlenen GPC’nin matiirasyonu, viriisiin Gn ve Gc yapisal glikoproteinlerini, GP160,
GP85 ve GP38 salgilanan yapisal olmayan proteinlerini ve yapisal olmayan M
proteinini (Nsm) olusumlarini saglamaktadir (Altamura ark., 2007; Sanchez ark., 2002,
2006). Viriisiin tiim glikoproteinlerini olusturmak i¢cin, GPC o©nce glikolizasyona
ugramakta ve ardindan konak hiicresinin proprotein konvertazlar1 iceren serin

proteazlari tarafindan kesilmektedir (Zivcec ark., 2016; Altamura ark., 2007).

GPC, bir N-terminal sinyal peptidi icerir (Haferkamp ve ark., 2005). Endoplazmik
retikulum (ER) i¢ine uzama ve translokasyon iizerine, sinyal peptidi ¢ikarilir, GPC N-
glikosile edilir, katlanir, molekiiler disiilfit kopriileri olusturulur ve Oncii proteinin
transmembran alanlari ER membranini bes kez gecer (Sanchez ve ark., 2002). GPC
tamamen transle edilmeden Once, sinyal peptidazlar ve intramembran kesim proteazlar
(I-CLiPs) tarafindan Gn onciiliine (PreGn), Gc Onciiliine (PreGce) ve NsM proteinlerini

olusturmak icin boliiniir (Altamura ark., 2007; Sanchez ark., 2002).

ER'deki iiretken olgunlagsmanm ardindan PreGn ve PreGce, Golgi kompleksine tasinir;
burada PreGn MLD’i sayisiz O-bagli glikan ile kaplanir (Bergeron ark., 2007; Sanchez
ark., 2002, 2006). PreGn, viriis montaj bdlgesi olan Golgi kompleksine bolgesine direkt
taginabilirken; PreGe, ER'den ¢ikmak icin PreGn’e ihtiyac duymaktadir (Haferkamp ve
ark., 2005).
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GPC’nin olgunlagmasini tamamlamak i¢in PreGn ve PreGc’nin smirli endoproteolizi
gerekmektedir. PreGc'yi Gce'ye doniistiirmek icin gereken konak hiicre proteazi
tanimlanmamustir. Subtilisin kexin izozim-1/serin-1 proteaz (SKI-1/S1P) ile kesilen bir
arenaviriis olan Guanarito viriisiiniin GPC kesilme bolgesi motifi ile KKKAH viriisiiniin
PreGc proteini kesilme bolgesi motifinin (RKPL) ayni oldugu gz niine alindiginda,
KKKAH viriisii PreGe'ninin ayni1 proteaz veya benzer 6zelliklere sahip bir proteaz (SKI
/ S1P benzeri) tarafindan kesildigi varsayilmaktadir (Rojek ve ark., 2008). PreGn'in
SKI-1/S1P tarafindan kesilmesi, ER'de veya cis-Golgi aparatindan ¢ikigindan sonra
meydana gelmektedir. PreGn’nin RRLL motifinden proteazlar tarafindan kesilmesi,
MLD ve GP38 alanimni iceren N-terminal iiriinlerin (GP160 ve GP85) serbest kalmasina
yol acar (Vincent ve ark., 2003). GP160/85, trans-Golgi aginda (TGN), MLD ve GP38
bolgesinin birlesme yerindeki iyi korunmus RSKR motifinden furin ile kesilmektedir.
Bu kesim sonucunda GP38 domaininin MLD'den ayrildigi tahmin edilmektedir

(Sanchez ve ark., 2006).

KKKAH viriis partikiillerinin montaji ve hiicreden ¢ikis1 ile ilgili bilgiler sinirlidir.
KKKAH viriisi RNP'leri sitoplazmada bulunur ve NP, Golgi kompleksine yakin
periniikleer bolgede lokalize olur (Andersson ve ark., 2004a). Viral glikoproteinlerin
hiicre alt1 lokalizasyonu siklikla virlis tomurcuklanmasmin yerini belirler.
Glikoproteinlerin TGN ve Golgi kompleksinde birikmesi ile NP'nin periniikleer
bolgelerde birikmesi ile yeni KKKAH viriis partikiillerinin montaji baslar (Andersson
ve ark., 2004a, 2004b). Montajin ardindan, viriis partikiilleri, genellikle polarize epitel
hiicrelerininin bazolateral membrandan ekzositoz yoluyla hiicre disina salinmaktadir

(Connolly-Andersen ve ark., 2007).
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2.3. Patogenez

KKKAH viriisii enfeksiyonundan sonra hastalik gelistirdigi bilinen tek konakgi
insandir. Enfeksiyon ates, halsizlik, agir kanamalar ve potansiyel olarak o6liimle
karakterize edilen, agir bir hemorajik ates olan KKKAH ile sonuglanabilir (Kraus ve
Mirazimi, 2010). KKKAH'nin patogenezi, enfeksiyonlarin sporadik olarak meydana
gelmesi, hastaligin goriildiigii bolgelerdeki tesislerin tam otopsiyi yapmak i¢in smirlt
olmasi, viriislerin biyogiivenlik seviye 4 iceren laboratuvarlarda ¢alisilmasi gerekliligi
ve hastaligm anlasilmasi i¢in uygun hayvan modellerinin yetersizligi gibi nedenlerden

otiirli tam olarak karakterize edilememistir (Kraus ve Mirazimi, 2010).

Inokiilasyondan sonra viriis ilk once dendritik hiicrelerde ve diger lokal dokularda
cogalir; daha sonra bolgesel lenf diiglimlerine go¢ eder ve ardindan karaciger, dalak ve
lenf diigiimleri dahil olmak {iizere ¢ok cesitli doku ve organlara yayilir. Doku
makrofajlariin gogii, parankimal hiicrelerin sekonder enfeksiyonuna yol acar. Her ne
kadar lenfositler enfeksiyondan uzak kalsa da diger septik sok formlarinda goriildiigi
gibi, apoptoz yoluyla hastalik boyunca ¢ok sayida lenfositin tahribati gerceklesebilir.
Hiicre yiizey dokusu faktoriiniin sentezi, ekstrinsik koagiilasyon yolagimi tetikler.
Hemostazin bozulmasi, endotel hiicre, trombosit ve/veya pihtilasma faktoriiniin islev
bozukluguna yol agabilir. Dissemine intravaskiiler koagiilasyona (DIK), KKKAH viriis
enfeksiyonlarinda sikca rastlanmaktadir. Koagiilasyon faktoriiniin kandaki seviyesinin
azalmasi1 sekonder olarak, karaciger fonksiyon bozukluguna ve/veya dissemine
intravaskiiler koagiilasyona neden olabilir. Ayrica, KKKAH viriisii, trombositlere ve
endotel hiicrelerine dogrudan ve/veya dolayli olarak immiinolojik yolaklara ve
inflamatuar yolaklarina zarar vererek hemorajik diyateze yol acabilir (Chen ve Cosgriff,
2007; Peters ve Zaki, 2002; Geisbert ve Jahrling, 2004). Viriis ile enfekte monositlerden
ve makrofajlardan, sitokinlerin, kemokinlerin ve diger proinflamatuar mediatorlerin
sallnmasinin sonucu olarak bu degisiklerin meydana geldigi diisiiniilmektedir (Bray,
2007; Ergoniil ark., 2006b). Dogrudan enfekte olmus hiicrelerin nekrozu veya dolayli
olarak immiin hiicrelerin apoptozu yoluyla doku hasar1 meydana gelebilir.
Hepatositlerin KKKAH viriisii enfeksiyonunda 6zellikle etkili oldugu bildirilmistir
(Sekil 8) (Rodrigues ve ark., 2012)
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Sekil 8. KKKAH Patogenezi (Akinci ve ark., 2013)

KKKAH viriisiiniin tip I interferon sistemi olmayan farelerde agir veya oliimciil
hastaliklara neden olmasi ve vahsi tip (WT) farelerde boyle bir etki gdstermemesi;
omurgali konaklarindaki dogal immiin yanitlarin viriisiin patogenezini smirlamada
onemli bir rol oynadigini gostermektedir (Zivcec ark., 2013; Bereczky ark., 2010; Bente
ark., 2010). In vitro calismalar, retinoik asit-uyarilabilir gen I (RIG-I) i KKKAH
viriisiiniin dogal bagisikligin sensorii olarak tanimlamustir (Spengler ve ark., 2015).
Insanlarda yapilan retrospektif ¢aligmalar, Toll benzeri reseptorlerdeki (TLR'ler)
polimorfizmler ile hastaligin siddeti arasinda korelasyon tespit etmistir ve bu durum
TLR'lerin 6nemli bir immiin algilayici yolak olabilecegini diisiindiirmektedir. TLR7, 8,
9 ve 10'daki polimorfizmlerin, Tiirkiye'deki enfekte hastalarda hastaligin siddeti ve
sonucu ile iligkili oldugu bulunmustur (Arslan ark., 2015; Engin ark., 2010; Kizildag
ark., 2018). Benzer polimorfizmlerin KKKAH ile iliskili olup olmadig: ve diger cografi

bolgelerdeki popiilasyonlarda vaka siddeti heniiz belirlenmemistir.

KKKAH viriisii ayrica dogal bagisiklik sisteminin sinyalizasyonunu antagonize eder.
Viriisiin L segmentinde yer alan OTU domaini dogal bagisiklik sinyalizasyonunda

gorev alan proteinlerdeki ubikitinleri hidrolize ederek, dogal bagisiklig1 baskilamaktadir
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(Scholte ve ark., 2017). Ayrica OTU domaini, interferon ile uyarilmig gen 15 (ISG15)
modifikasyonlarim1 pargalayabilir (Frias-Staheli ark., 2007; James ark., 2011). ISG15
modifikasyonlar1 dogrudan antiviral etkilere dahil edildiginden ve ISG15'in, viral
enfeksiyona karsi konak¢t dogal immiin yanitimi diizenledigi tespit edildiginden, viriisiin
OTU domainin de-ISGilasyon aktivitesi, viral patogenez i¢in 6nemli olabilir (Perng ve
Lenschow, 2018). KKKAH viriisii OTU domaini ayrica insan ISG15' icin, diger
Nairoviridae ailesi iiyelerinin OTU domaininden daha yiiksek afiniteye sahiptir; bu
durum OTU domaininin KKKAH viriisii i¢in 6nemli bir viriilans faktorii olabilecegini

diisindiirmektedir (Capodagli ve ark., 2013).

KKKAH viriisiiniin insanlardaki patogenezinde adaptif immiin yanitlarin rolii daha az
bilinmektedir. Diisiik titrelerde olusan anti-KKKAHV antikor yanitlarinin, siddetli
hastalik ve oliim ile iligkili oldugu ve antikor seviyelerinin, hastalik sonucunun bir
Ongoriiciisii olarak islev gorebilecegi bulunmustur (Ergoniil ark., 2006¢; Shepherd ark.,
1989; Swanepoel ark., 1989). Bununla birlikte, antikor yanitlarmin primer KKKAH
viriisii enfeksiyonunun kontroliine katkida bulunup bulunmadigi bilinmemektedir ve
hayatta kalan hastalarda bile notralizan antikor yanit1 tipik olarak diistiktiir (Shepherd ve
ark., 1989). Tiirkiye ve Giiney Afrika'daki KKKAH viriisiinden hayatta kalanlardan
lineer peptidler ve serum kullanilarak yapilan epitop haritalamasi, MLD, GP38 ve Gn
kars1 olusan, ancak noétralizan olmayan antikor yanitlari tanimlamustir. Bununla birlikte,
notralizan olmayan antikorlarin KKKAH viriisii epriivasyonun karsi koruyucu oldugu
ve bu durum, antikorlarin notralizasyon disindaki mekanizmalar yoluyla koruyucu

olabilecegini gostermistir (Fritzen ark., 2018; Bertolotti-Ciarlet ark., 2005).

Adaptif immiin yanitin primer KKKAH viriisii enfeksiyonunun kontroliindeki rolii,
uygun hayvan modellerinin eksikligi ile smnirhdir. Tip I interferon eksikligi olan fareler,
adaptif immiin yanit gelistirilmesinden Once hizli baslayan bir Olimciil hastalik
gosterdiklerinden, bu hayvan modeli adaptif immun bagisikligin roliinii anlamak icin
yetersizdir. Bununla birlikte, STAT1 eksikligi olan farelerdeki caligmalar, CD4+ ve
CD8+ T hiicrelerinin erken aktivasyonunu gostermistir; ancak bu hiicreler
enfeksiyondan 3 giin sonra dalakta saptanamamis ve fareler antikor yanitlari
saptanamadan O6lmiistiir (Bente ve ark., 2010). T hiicresi yanitinin hastalik sonucuna

katkisin1 degerlendiren daha fazla calismaya ihtiyag vardir.
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2.4. Epidemiyoloji

Kirim-Kongo Kanamali Atesi Hastaligi Afrika, Orta Dogu, Asya ve Giineydogu
Avrupa’da endemiktir (Maltezou ve Papa, 2010; Mertens ark., 2013; Negredo ark.,
2017). KKKAH viriisii, Afrika (Kongo Demokratik Cumbhuriyeti, Giiney Afrika,
Nijerya, Senegal, Uganda, Tanzanya, Moritanya, Kenya), Asya (Pakistan, Afganistan,
Tacikistan, Ozbekistan, Kazakistan, Cin), Orta Dogu (Iran, Irak, Birlesik Arap
Emirlikleri, Suudi Arabistan, Umman) ve Giineydogu Avrupa (Rusya Federasyonu,
Bulgaristan, Arnavutluk, Kosova, Tiirkiye, Yunanistan ve Ispanya) dahil olmak iizere
30'dan fazla iilkede gozlenmistir (Sekil 9) (Maltezou ve Papa, 2010; Negredo ark.,
2017; Leblebicioglu, 2010; Papa ark., 2015; Kizito ark., 2018). Hindistan'da
KKKAH'nin ortaya ¢ikist 2011'de bildirilmistir (Bajpai ve Nadkar, 2011) ve Ispanya'da
KKKAH ilk olarak 2016'da bildirilmistir (Negredo ark., 2017; Garcia Rada, 2016).
1998-2013 yillar1 arasinda hastalik en sik Tiirkiye, Rusya, Iran, Pakistan ve
Afganistan'da meydana gelmistir (Leblebicioglu ark., 2017; Ince ark., 2014).

Kuzey Yarimkiire'de viriisiin bulasi, Nisan ve Eyliil aylar1 arasinda ayni olup, Haziran
ve Temmuz aylarinda en yiiksek oranda goriilmektedir (Yilmaz ve ark., 2009).
Tiirkiye'de yaz aylariin basinda bulasm en yiiksek seviyede olmasi ve 836,5 m'den
daha yiiksek rakimda goriilmesi ile gii¢lii bir iligki vardir, bu durum kene popiilasyonu

icin optimal kosullarin yiiksek bolgelerde olmasindan kaynaklanmaktadir (Aker ve ark.,
2015).
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Sekil 9. KKKAH’nin cografik dagilimi (Spengler ve ark., 2018).

KKKAH viriisii enzootik bir kene-omurgali-kene dongiisiinde dolagsmaktadir ve viriisiin
hayvanlarda hastaliga neden olduguna dair kanit yoktur. KKKAH viral enfeksiyonu,
kene vektorlerinin olgunlasmamis asamalari icin konak gorevi goren, daha kiiciik vahsi
yasam tiirleri arasinda yaygin olarak gosterilmistir. KKKAH viriisii Hyalomma cinsi
kenelerinden, ozellikle de Hyalomma marginatum marginatum'dan bulasmaktadir.
KKKAH viriisii, 1960'larda yetiskin Hyalomma cinsi kenelerinden izole edilmistir
(Hoogstraal, 1979; Watts ark., 1988). Viriis kenelerde, transovaryal ve transstadial
gecisle idame olmakla birlikte, keneler arasinda veneral olarak bulagsma da
sekillenmektedir (Estrada-Pena ve ark., 2012). Avrupa, Asya ve Afrika'da KKKAH
varligi, Hyalomma cinsi kenelerin kiiresel dagilimi ile ortiismektedir. H. marginatum,
Kosova'dan Pakistan'a kadar uzanan bolgedeki baslica vektordiir (Ozdarendeli ve ark.,
2010). Hyalomma kenelerinin genis cografik yayilimi; savan, bozkir ve hafif ormanlik
alanlar gibi cesitli ortamlara adapte olabilmelerinden ve larva ve nimf formlarmin
agresif olarak kirpi, tavsan gibi cesitli konak¢ilardan, yetigkin formlarimin ise aktif
olarak koyun, sigir gibi biiyiikbas hayvanlardan beslenebilme yeteneklerinden
kaynaklanmaktadir (Hoogstraal, 1979). Yakin zamanda KKKAH viriisit RNA's1 Giiney
Ispanya’da Hyalomma lusitanicum’dan ekstrakte edilmistir (Estrada-Pena ve ark.,
2012). Hyalomma marginatum rufipes de dahil olmak iizere, Hyalomma cinsinin diger

tiyeleri, yabani omurgali hayvanciliginin, cok sayida kene popiilasyonlarinin varliginin
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ve bu nedenle viriise maruziyetin cok oldugu Afrika'daki KKKAH viriisiiniin baslica
vektorleridir (Rechav, 1986). Viriis ayrica Tiirkiye, Yunanistan ve Arnavutluk'ta
Rhipicephalus cinsi kenelerden ve Tiirkiye’de Dermacentor marginatus tirii kenenin
dahil oldugu termofilik kene tiirlerinden de belirlenmistir (Sekil 10) (Yesilbag ve ark.,
2013).

= Grup 1 N Grup3 mm Grups mm Grup 7
B Grup2 N Grup 4 Grup 6

Sekil 10. KKKAH viriisiiniin cografik dagilimi (Bartolini ve ark., 2019).

KKKAH’nin goriilme sikligr artmaktadir. KKKAH salginlarmin olasit nedenleri
arasinda tarimsal uygulamalarin degistirilmesi, iklim degisikligi, evcil hayvanlarin
hareketi, kuslarin go¢ etmesi, viriise duyarli hayvan sayisinin artmasi ve kene
popiilasyonlarinin artmasi sayilabilir. Ormansizlasma ve sulama projeleri gibi degisen
tarim uygulamalari, vektorlerle temasin artmasina neden olabilmektedir. Tarimsal
faaliyetlerin azaltildig: belirli bir bolgelerde kene sayilarinin artmasi ve tarim i¢in bu tiir
alanlarm daha sonra kullanilmasi, KKKAH salginlari ile iliskilendirilmektedir. Viriisiin
laboratuvar tanismnin artmasi, hastaligin insidansindaki artista rol oynamaktadir

(Ergoniil, 2006a).

KKKAH; keneler, enfekte hayvanlarin kanmna veya diger viicut sivilarina dogrudan
temas, nazokomiyal yolla ve vertikal yolla bulasmaktadir (Ergoniil, 2006a). KKKAH
cogunlukla kenenin konag1 tutmasi yoluyla bulasmaktadir. Kene; govde, ekstremiteler,

bas ve boyun gibi insan viicudunun tiim bdélgelerine tutunmakta; H. marginatum ise
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genellikle govdeye tutunmaktadir (Kar ve ark., 2013). Nazokomiyal yolla bulasin en sik
nedenleri saglik personelinin viriis ile enfekte kan ve viicut sivilari ile direkt temasi,
igne batmasidir (Leblebicioglu ve ark., 2016). Vertikal yolla bulasin oldugu bilinmesine
ragmen, emzirme ile viriis bulasina ait bir veri bulunmamaktadir (Erbay ve ark., 2008).

Cinsel yolla viriisiin bulas1 ise halen belirsizligini korumaktadir (Sekil 11) (Ergoniil ve

Battal, 2014).
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Sekil 11. KKKAH viriisiiniin bulas yollar1 (Hawman ve ark., 2018)

Lrva

insanlar

KKKAH viriisii enfeksiyonu riski tagiyan bireyler arasinda tarim is¢ileri, hayvancilikla
ugrasan kirsal alanlardaki kisiler, mezbahanede calisan isciler, veterinerler, kene
yogunlugunun yiiksek oldugu bolgelerde calisan deri fabrikast iscileri, kampgilar ve
yiirliyiisciiler, avcilar, askerler, saglik calisanlar1 ve endemik bolgelere seyahat edenler
sayilabilmektedir (Cobo, 2016; Bakir ark., 2005; Conger ark., 2009). Yiiksek riskli
popiilasyonlarda, KKKAH viriisii enfeksiyonunun seroprevalansi % 10-14'tiir (Glines ve
ark., 2009). Immiin sistemi baskilanmis bireylerde KKKAH viriisii enfeksiyonu riski ile

ilgili veriler yetersizdir.
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Tiirkiye'de ilk KKKAH vakas1 2002'de, Dogu Karadeniz bolgesindeki hastalarda tespit
edilmistir. 2009 y1li itibariyle yaklasik 5000 kisiye enfeksiyon teshisi konulmus ve vaka
Olim oram1 %5 olarak belirlenmistir (T.C Saghik Bakanhigi verileri). 2015 yilina
gelindiginde konfirme vaka sayis1 9787 olarak belirlenmis ve toplam 469 kisinin olimii
ile sonu¢lanan hastaligin vaka 6liim oran1 %4,79 olarak saptanmustir (Leblebicioglu ve
ark., 2016). Hastaligin erken belirtileri ve semptomlar1 spesifik olmadig1 i¢in, bazi
KKKA hastalarinin 2/3'i baslangicta yanlis tan1 almaktadir (Tasdelen ve ark., 2010).
Vakalarin ¢ogu, evcil hayvanlarin neredeyse %80'inde KKKAH kars1 spesifik antikorlar
tespit edilen Orta ve Dogu Anadolu bolgesinde meydana gelmektedir (Tasdelen ve ark.,

2010).
2.5. Klinik Seyri ve Laboratuvar Bulgular

KKKAH viriis enfeksiyonunun meydana geldigini gosteren ilk endikasyonlar; kene
1sir1g1 Oykiisi, riskli alanlarda yasayan ruminantlarin kan veya viicut sivilari ile temas
ya da bir KKKAH sahip bir birey ile dogrudan temas sonucunda; halsizlik, yiiksek ates,
miyalji, bag agris1 ve istahsizlik gibi ortaya ¢ikan yaygm klinik bulgulardir (Mertens ve
ark., 2013).

Trombositopeni, lokopeni ile aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz
(ALT), laktat dehidrojenaz (LDH) ve kreatinin fosfokinaz (CPK) enzim seviyelerinin
yiikksekligi KKKAH ile baglantili laboratuvar bulgularidir. Anormal laboratuvar
bulgular1 genellikle enfeksiyonun baslangicinda olugmakta ve hemorajik fazda en
belirgin hale gelmektedir (Ergoniil, 2006a). Kanama zamani, protrombin zamani ve
aktif parsiyel tromboplastin zamaninda artig; fibrinojende azalma ve fibrin son
iriinlerinde artig gibi koagiilasyon testlerindeki anormallik enfeksiyonun 3. asamasinda

tespit edilebilmektedir (Oncii, 2013)

Insanlar, KKKAH viriisiiniin  hastallk olusturdugu bilinen tek konagidir
(Whitehouse,2004; Watts ark., 1988). Bir calismada, enfekte olmus kisiler icin KKKAH
gelistirme olasiliginin 0,215 (viriis ile enfekte her bes kisiden birinde hastalik

gelismektedir) oldugu bulunmustur (Goldf ve ark., 1980).

KKKAH enfeksiyonunun tipik olarak dort farkli evrede seyretmektedir: inkiibasyon,
prehemorajik, hemorajik ve konvelesan donemleri (Sekil 12) (Hoogstraal, 1979).
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Kenenin tutmasini takiben baslayan inkiibasyon siiresi genellikle kisadir (3-7 giin);
ancak kesin veriler elde etmek zordur (Hoogstraal, 1979; Swanepoel ark., 1989).
Inkiibasyon siiresi, viral doz ve viriise maruz kalma yolu gibi cesitli faktorlere bagl
olarak degisebilmektedir; 6rnegin, kanla bulasta inkiibasyon siiresi daha kisadir. Giiney
Afrika'da hastaligin, kene 1sirigina maruz kaldiktan 2-3 giin sonra, enfekte kan veya
canli hayvan dokusuna temastan 5 giin sonra, enfekte kisilerin kanina temastan 5-6 giin
sonra basladig1 bildirilmistir (Swanepoel ve ark., 1987). Hastaligin klinik seyrinin
baslangicinin Tiirkiye'de 5-6 giin, Birlesik Arap Emirlikleri'nde ise 3-5 giin oldugu
bildirilmistir (Schwarz ve ark., 1997).
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Sekil 12. KKKAH’nin klinik seyri (Ergoniil, 2006a)

Hemorajik donem, ani ates baslangici (39-41°C), bas agrisi, miyalji ve bas donmesi ile
karakterizedir. Ates ortalama 4-5 giin siirmektedir. Siklikla yiiz, boyun ve gogiiste
hiperemi, sklerada kirisma ve konjonktivit ile baz1 vakalarda ek olarak ishal, bulant1 ve
kusma semptomlar1 da goriilmektedir. Hemorajik donem 1 ila 7 giin arasinda, ortalama
3 giin siirmektedir (Hoogstraal, 1979; Watts ark., 1988; Swanepoel ark., 1987; Schwarz
ark., 1997).
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Hemorajik donem kisadir, 2-3 giin siirer, hizla gelisir ve genellikle hastaligin ticiincii ila
besinci giinleri arasinda baslar (Hoogstraal, 1979). Hemorajik bulgular, mukoza ve
deride goriilen petesilerden biiyiik hematomlara kadar uzanmaktadir. Kanamanin en sik
goriildiigli viicut bolgeleri; burun, gastrointestinal sistem (hematemez, melena ve karin
ici), uterus (menometroraji) ve idrar yolu (hematiiri) ve solunum yoludur (hemoptizi)
(Watts ark., 1988; Ergoniil ark., 2006¢). Hepatomegali ve splenomegalinin hastalarinin
1/3’inde ortaya ciktig1 bildirilmistir (Hoogstraal, 1979). Tiirkiye'de hepatomegali,
vakalarin %?20-40'inda tespit edilmis ve iki calismada %14 ve %?23'lik siklikta
splenomegali bildirilmistir (Karti ark., 2004; Bakir ark., 2005; Ergoniil ark., 2004;
Ozkurt ark., 2006).

Konvelesan donem, hayatta kalan bireylerde viriis kaynakli hastaliklarin meydana
gelmesinden yaklasik 10-20 giin sonra baglar. Hastalar yaklasik 9-10 giin hastanede
kalir (Karti ark., 2004; Schwarz ark., 1997). Iyilesme doneminde, labil nabiz, tasikardi,
gecici tam sa¢ dokiilmesi, polindritis, solunum zorlugu, kserostomi, gérme bozuklugu,
isitme kayb1 ve hafiza kaybi bildirilmistir; ancak bu bulgularin hicbiri Tiirkiye’deki son
salginlarda goriillmemistir (Karti ark., 2004; Bakir ark., 2005; Schwarz ark., 1997;
Ergoniil ark., 2004). Hepatorenal yetmezlik Giiney Afrika'da bildirilmis; ancak
Tiirkiye'de bildirilmemistir (Bakir ark., 2005). Enfeksiyonun bilinen bir niiksii yoktur ve
eski Sovyetler Birligi'nde yaymlanan ¢alismalarda da belirtildigi gibi, hastaligin bifazik
seyri Tiirkiye'de goriilmemistir (Ergoniil, 2006a).

2.6. Teshis Yontemleri

Erken tani, hem hastalanan bireyin durumunun belirlenmesi hem de hastaligmm daha
fazla bulasinin 6nlenmesi agisindan onem arz etmektedir. Endemik bolgelere seyahat
gecmisi, kene 1sirmas1 ve enfekte hayvanlarin ya da insanlarin viicut sivilarina maruz
kalma erken teshis icin Onemlidir. Bu gibi durumlarda, viriisiin yayilmasimi onleyici
tedbirler alindiktan sonra, hizli bir sekilde laboratuvar tani calismasina baslanmasi
gerekmektedir. Teshis yontemleri arasinda antikor tespiti, antijen tespiti, polimeraz

zincir reaksiyonu (PZR) ve viriis izolasyonu bulunur (Vanhomwegen ve ark., 2012).

Serolojik testlerle antikor tespiti, KKKAH tanist icin yaygin olarak kullanilmaktadir.
Enzim bagli immiinosorbent testi (ELISA), dolayli immiinofloresans testi (IFA),

hemaglutinasyon inhibisyonu, kompleman fiksasyonu ve immiinodifiizyon, viriise kars1
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olusan antikor yanitinin tespiti i¢in kullanilan tekniklerdir. Diisiik maliyet ve uygulama
kolaylig1 nedeniyle ELISA antikor tespiti i¢in kullanilan en yaygm testtir ve duyarlilig:
9%90’1n iizerindedir (Putilina ve ark., 2011). Hastaligin tanisinda kullanilan KKKAH
viriisiine 0zgii IgM ve IgG tipi antikorlar, akut ve konvelesan donemde alinan
serumlarda, IgG’nin dort kat artisiyla tespit edilmistir (Burt ve ark., 1994). Bununla
birlikte, antikor seviyeleri hastaligin yaklasik altinci giiniinden itibaren mevcut hale
geldiginden, ELISA testi enfeksiyonun baslangic asamasmin tespitinde etkili
olmamaktadir. Spesifik IgM antikoru, enfeksiyonun baslangicindan yaklasik 4 ay sonra
serumda saptanamayan seviyelere diismektedir; ancak IgG birka¢ yil boyunca tespit
edilebilir diizeyde kalmaktadir. Ote yandan, KKKA hastaligindan 6len bireylerde,
Olciilebilir diizeyde antikor yanit1 olugsmayabilir ve bununla birlikte tersine transkriptaz
PZR (RT-PZR) veya viriisiin izolasyonu yoluyla tam1 konulabilir (Mardani ve ark.,
2007). Viral antijenler ELISA testi ile de belirlenebilmektedir (Saijo ve ark., 2004). Bu
yontem PZR'den daha az duyarli olmasina ragmen, KKKAH sahip kisilerin akut
donemdeki serumlarinda viriisiin niikleoproteinini tespit edebilmektedir. Bununla
birlikte, bu yontem, Ozellikle RT-PZR testi uygulanamayan laboratuvarlarda
KKKAH'in akut asamasimin teshisinde faydali olabilmektedir. Cok sik olmamasina
ragmen, KKKAH viriisii ile aym: ailede yer alan diger nairoviriislerle (Hazara viriisii,
Nairobi koyun hastaligi viriisii, Dugbe viriisi vb.) ELISA’da c¢apraz reaktivite
bildirilmistir (Zeller, 2007).

Gergek zamanlh PZR, KKKAH viriisiiniin tanimlanmasi icin spesifik, hassas ve hizli bir
yontemdir (Ibrahim ve ark., 2011). Genellikle ters transkripsiyon adimini spesifik
amplifikasyonla birlestirerek kontaminasyon riski en aza indirilmektedir (Drosten ve
ark., 2002). Ayrica, otomatize gercek zamanli analizler daha yiiksek hassasiyete ve
Ozgiilliige, daha diisiik bir kontaminasyon oranina sahiptir ve geleneksel RT-PZR'den
daha hizlidir (Atkinson ve ark., 2012). Viriisiin izolasyonu uzun siiren (2-5 giin),
duyarliligin az oldugu ve yalnizca viriisiin yiiksek konsantrasyonlarini tespit edebilen
bir yontem oldugu i¢in uygulanmasi sinirhdir. Ayrica bu yontem, cogu bdlgede
bulunmayan bir BSL-4 laboratuvarinda ¢alismay1 gerektirmektedir (Shepherd ve ark.,
1986).
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2.7. Tedavi
2.7.1. Destekleyici Tedaviler

KKKA hastasi i¢in destekleyici tedavi, sivi ve elektrolit dengesinin korunmasi, yeterli
oksijen seviyesini korumak icin ventilasyon destegi ve hafif sedasyonu icermektedir.
Hastaligin siddetine baglh olarak kisiler, eritrosit, trombosit ve taze donmus plazma
transfiizyonu gibi hemodinamik destege de ihtiya¢ duyabilirler. Tam kan saymmi
sonucuna bagli olarak kan replasman tedavisi uygulamak, siddetli KKKAH vakalarinda

mevcut bakim standardinin bir bilesenidir (Jabbari ve ark., 2012).
2.7.2. Ribavirin

Ribavirin (1-(B-D-Ribofuranosil)-1H-1,2,4-triazol-3-karboksamid), DNA ve RNA
viriislerinin neden oldugu c¢esitli enfeksiyonlarm tedavisi i¢in kullanilan kiigiik
molekiillii bir ilagtir (Mendoza ve ark., 2018). Lassa viriis enfeksiyonunun neden
oldugu hemorajik ates tedavisinde de etkili oldugunu gostermistir (McCormick ve ark.,
1986). 1970'erde sentezlenen ribavirin, viral polimerazlara baglanarak viral
transkripsiyonu dogrudan inhibe edebilen veya yeni viral RNA genomlarmma dahil
olarak viral mutageneze neden olan bir purin niikleozid analogudur (Mendoza ve ark.,
2018). KKKAH viriisii, in vitro susa-bagl olarak ribavirine duyarli oldugu bulunmustur
(Watts ve ark., 1989). KKKAH viriisit IbAr 10200 (Nijerya), SPU 128/81 (Giiney
Afrika) ve HY-13 (Cin), 4-6 pg/ml ribavirine kars1 olduk¢a duyarli; UG 3011 (Uganda),
AP-92 (Yunanistan) ve SPU 41/84 (Giiney Afrika) 9 -16 pg/ml ribavirine kars1 daha az
duyarli bulunmustur (Watts ve ark., 1989).

DSO ve CDC, KKKAH tedavisinde ribavirin kullanimini tesvik etmesine ragmen,
insanlardaki KKKAH vakalarinda ribavirinin etkinligi tartigmalidir. Terapotik olarak
ribavirinin kullamldig: Iran'da yapilan bir calismada, siipheli ve konfirme KKKAH
vakalarinda oral ribavirinin etkinligi sirasiyla %34 ve %80 olarak bulunmustur
(Mardani ve ark, 2003). Ergoniil ve ark. (2004), yaptiklar1 bir ¢calismada 8 KKKA
hastasinina ortalama 5,5 giin igerisinde oral ribavirin verildiginde, hastalarinin
tamaminin iyilestigi gozlenmistir. Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi
Enfeksiyoz Hastaliklar ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi’nde 2004 ve 2011 yillar:

arasinda yatan KKKAH’na sahip orta dereceli hastalarda ribavirinin vaka 6liim oranimni
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azaltmada etkili oldugu bulunmustur (Dokuzoguz ve ark., 2013). Buna karsin,
giinlimiizde yapilan caligmalarin ¢cogu, ribavirinin KKKAH tedavisinde etkili olmadigi
sonucunu desteklemektedir. Bir randomize kontrollii calisma ve yedi gozlemsel caligma
icin yapilan bir meta-analiz, ribavirinin KKKA hastalarmda sagkalimi arttrmadigini ve
onemli klinik bir fayda saglamadigmi gostermistir (Ascioglu ve ark., 2011). Diger
caligmalarda, KKKA hastalar1 arasinda oral ribavirin tedavisi alanlarla tedavi almayan
hastalar kiyaslandiginda, viral yiik ve hastaligin ilerlemesi acisindan 6nemli bir fark
saglanamamis; ayrica sagkalim oranlarmi da artmamistir (Mendoza ve ark., 2018).
KKKAH tedavisi i¢in uygulanan ribavirinin etkinligindeki tutarsizliklar, semptomlar
goriildiigiinde uygulanan farkl tedaviler ya da destekleyici tedavilerin uygulanmasi gibi
bircok faktoriin bir sonucu olusabilecegi diisiiniilmektedir. KKKAH tedavisinde
ribavirinin yararim1 dogrulamak icin daha biiyiik Orneklem biiyiikliigiine sahip

randomize kontrollii caligmalar gerekmektedir.
2.7.3. Metilprednizolon

Metilprednizolon, artrit ve bronsit gibi iltihabi hastaliklarin yani sira sistemik lupus
eritematozus ve multipl skleroz gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisi icin lisans almig
sentetik bir kortikosteroiddir (Sloka ve ark., 2005). Metilprednizolon, bagisiklik
sistemini modiile eden ve kan bariyerinin bozulmasinin restorasyonuna yardimci olan
genlerin ekspresyonunu aktive eden hiicre i¢i glukokortikoid reseptorlerini baglar.
Metilprednizolon, insan deneylerinde, Koronaviriis ile Iliskili Siddetli Akut Solunum
Yetmezligi Sendromu (SARS) ve Dang viriisii gibi viral rahatsizliklar agisindan
degerlendirilmistir. Bugiine kadar, metilprednizolonun KKKAH viriisiine kars1 etkinligi
hayvan calismalarinda degerlendirilmemistir, ancak insanlarda diger destekleyici

tedavilerle birlikte kullanilmistir (Mendoza ve ark., 2018).

Yiiksek doz metilprednizolon (HDMP) KKKAH’ nin hemorajik asamasinda, ¢ocuklara
uygulandiginda atesin diisiiriilmesinde ve trombosit sayisinin arttirilmasinda etkinlik
gostermistir. HDMP’nin enfeksiyonun hematolojik etkilerini telafi etmek icin gereken
kan driinlerinin miktarm azalttig1 ortaya cikmustir. Bununla birlikte, HDMP'nin
etkinligi, tedaviden 6nce intravendz immiinoglobulin (IVIG) ve/veya graniilosit koloni
stimiile edici faktoriin (G-CSF) uygulandigi durumlarda yetersiz kalmaktadir (Dilber ve
ark., 2010).
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2.7.4. Konvelesan Kan Uriinleri

Konveselan kan iriinlerinin KKKAH viriisii tehdidine karsi etkinligi heniiz hayvan
caligmalarinda degerlendirilmemesine ragmen, yeni enfekte olmus hastalar1 tedavi
etmek icin konvelesan KKKA hastalarindan toplanan hiperimmun serum kullanimi
1945 gibi erken bir zamanda Onerilmistir (Keshtkar-Jahromi ve ark., 2011). Konvelesan
serumun intramiiskiiler uygulamasi, ilk kez 1967'de KKKA hastalarinm tedavi etmek icin
kullanilmis, ancak etkinliginin zayif oldugu gozlenmistir. Daha sonra, 1970 yilinda 61
hastaya, semptomlarin baslangicindan sonraki 4 giin boyunca giinde bir ya da iki kez
intramiiskiiler olarak 80 ml konvelesan serum uygulanmis; ancak tedavi uygulananlarin
uygulanmayan hastalara gore istatistiksel olarak daha iyi sonuclar sergilemedigi
gorilmiistiir (Leshchinskaya ve ark., 1970). Dubai'de nozokomiyal KKKAH salgini
sirasinda 300 ml konvelesan serum uygulanan bir hastanin tamamen 1iyilestigi ve
iyilesme siiresinin diger hastalara kiyasla daha kisa oldugu tespit edilmistir (Suleiman
ve ark., 1980). 1985’teki Giiney Afrika KKKAH salgminda, 2 doz hiperimmiin serum
transfiizyonu ile tedavi edilen 5 KKKA hastasinin enfeksiyondan kurtuldugu; bes
kisiden dordiinde, ilk doz uygulamasindan sonra semptomlarin iyilesme gosterdigi
bildirilmistir. Sonuclar istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen, bu calisma ile
transfiizyonlarin hastalik sonuclarini iyi yonde etkileyebilecegini gostermistir (Van

Eeden ve ark., 1985).

2.7.5. Monoklonal Antikor Tedavisi

[k olarak 1987'de KKKAH viriisiinii tamimlamak icin gelistirilen ve viriisiin Gn ve/veya
Gc yiizey glikoproteinlerini hedef alan monoklonal antikorlar su anda KKKAH i¢in bir
tedavi segenegi olarak degerlendirilmektedir (Blackburn ve ark., 1987). In vitro, Gc'ye
0zgii, fakat Gn'e 6zgii olmayan monoklonal antikorlarin, SW-13 hiicrelerinde KKKAH
viriisii enfeksiyonunu notralize edebildigi gosterilmistir (Blaising ve ark., 2013). Yeni
dogan farelere letal KKKAH viriisii epriivasyonundan 24 saat 6nce anti-Gc monoklonal
antikoru uygulandiginda viriise karst %100'e kadar koruma saglamustir; bununla
birlikte, KKKAH viriisii enfeksiyonundan 24 saat sonra uygulandiginda sadece %70'e
kadar koruma sagladigi bulunmustur. Buna karsilik, enfeksiyondan 24 saat sonra
farelere anti-Gn monoklonal antikoru uygulandiginda, %90'a kadar koruma saglandigi

goriilmiistiir. Bu durum antikora bagimli hiicre sitotoksisitesi veya kompleman aracili
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hiicre lizisi gibi diger mekanizmalarin viriise kars1 korumada bir rol oynayabilecegini
one siirmiistiir. Bu ve diger antikor temelli terapotiklerin etkinligini IFNAR-/- ve STAT
1 KO fareleri gibi insan hastaliklarinin daha iyi arastirilmasini saglayan bir hayvan
modelinde degerlendirmek daha iyi sonu¢ alinmasini saglayacaktir (Bertolotti-ciarlet ve

ark., 2005).

2.7.6. Arbidol and Favipiravir (T-705)

Arbidol, klatrin aracili endositozu kesintiye ugratan ve boylece viral girisi engelleyen
genis spektrumlu bir antiviraldir (Blaising ve ark., 2013). Arbidol insanlarda influenza
viriis enfesksiyonunu tedavi etmek i¢in kullanilmistir ve in vitro hepatit C viriisii gibi
viriislerde viriis girisini ve replikasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Pécheur ve ark.,
2016). Favipiravir (T-705; 6-floro-3-hidroksi-2-pirazinkarboksamid), insanlarda
influenza viriisii enfeksiyonlarina karsi etkinlik sergileyen, genis spektrumlu bir segici
viral RNA polimeraz inhibitoriidiir (Furuta ve ark., 2013). Bir ¢calismada hem arbidol
hem de favipiravirin in vivo viriis replikasyonunu >3 log baskiladig: tespit edilmistir.
Bununla birlikte letal KKKAH viriisii epriivasyonundan 1 saat 6nce IFNAR-/- farelere
150 mg/ (kg giin) olacak sekilde bir doz arbidol verildiginde, farelerde koruma veya
Oliim siiresini uzatma gibi bir etki gostermemistir. Buna karsilik, enfeksiyondan 2 giin
sonra 300 mg/ (kg giin) olacak sekilde bir doz favipiravir uygulanan fareler, letal
KKKAH viriisii epriivasyonuna kars1 korunmus ve kan veya organlarda klinik bir

hastalik veya viriis replikasyonu gelistirmemistir (Oestereich ve ark., 2014).
2.8. Korunma ve Kontrol

Bireysel olarak, kene 1siriklaria karsi etkili kisisel koruyucu Onlemlerin alimmasi ve
hayvanlarla etkilesimin simirlandirilmasi, enfeksiyonu ©Onlemenin en iyi yoludur.
Permetrin kapl kiyafet ve ekipman kullanilmasi, pantolonlarmn botlara veya ¢oraplarin
icine sokulmasi, kene tanimlanmasmi kolaylastirmak icin acik renkli kiyafetlerin
kullanilmasi, cilde uygulanabilen bocek kovucu maddeler ve giinliik cilt muayenesi
vektor kenelerden korunmanin temel ilkeleridir. Saglik kurumlarinda nazokomiyal bulag
riski vardir ve hasta bakim alanlarinda ve laboratuvarda uygun onlemler alinmaldir.
Stipheli hasta 6zel bir odaya yerlestirilmeli ve Ozellikle Oksiirme, kusma veya biiyiik
damlacikli aerosoller iireten diger aktiviteler meydana gelirse negatif basin¢ solunum

izolasyonu diisiiniilmelidir. Hastanin odasina girenlerin eldiven ve onliik giymesi ve bir
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metreden fazla hastaya yaklasanlarin kan veya diger viicut sivilariyla temasmi dnlemek
icin cerrahi maske ve gozlik kullanmasi gerekir. Nazokomiyal bulas riski agir
hastalarda daha fazladir. Risk altindaki biiyiik insan gruplar: i¢in (6rnegin bir miilteci
kampinda), mevsimsel riskin arttig1 donemlerde (ilkbaharin sonlarinda) bdlgesel

akarasit uygulamasi diisiiniilebilir (Mardani ve Jahromi, 2007).

2.8.1. Asilama

Viral hastaliklara karsi korunmada, asilama ¢ok 6nemlidir. Ancak, KKKAH’ye karsi
gelistirilen giivenilir ve FDA tarafindan onaylanmis bir asi mevcut degildir. KKKAH
viriis enfeksiyonu i¢in hayvan modellerinin gelistirilmesi, yeni gelistirilen as1
adaylarinm viriise karst korunmalarinin degerlendirilmesine olanak saglamistir.
Insanlarda KKKAH viriisii enfeksiyonuna karsi koruma igin optimal olan spesifik
immiin yanitlari belirlenmesi, gelecekte gelistirilecek asilar icin onemli tasimaktadir

(Mendoza ve ark., 2018).

1970 yilinda KKKAH’na kars1 gelistirilen bir Sovyet asisinda, yeni dogan fare beyninde
kiiltiire edilen KKKAH viriis daha sonra kloroform ile inaktive edilip, 58 °C’de 1sitilmig
ve Al (OH); igerisine absorbe edilmistir. Bu as1 Bulgaristan'da lisanslanmistir ve
1974'ten beri endemik bolgelerde yasayan tibbi personel, tarim isgileri ve askeri
personel i¢in kullanilmaktadir. Mevcut Bulgar asisi, 1981'de bir hastadan izole KKKAH
viriisi ' V42/81 susunu kullanmaktadir (Papa ve ark., 2014). Bulgaristan Saglik
Bakanligi’'ndan elde edilen veriler, 22 yillik siire i¢inde bildirilen KKKAH vakalarinda
dort kat azalma oldugunu gostermektedir (Christova ve ark., 2010). Bununla birlikte
veriler, bu azalmanin mutlaka asmin bir sonucu olmayabilecegini, bolgedeki kene
maruziyetini azaltan cok sayida faktorden kaynaklanabilecegini gostermektedir. (Papa
ve ark., 2011). Ayrica, komsu iilkelerde ayn1 zaman diliminde KKKAH’nin goriilme
sikligina iligkin veri eksikliginin olusu, o tarihlerde uygulanan asi etkinliginin analizini
sorgulatmaktadir (Keshtkar-Jahromi ve ark., 2011). 2012 yilinda, Bulgar asis1 ile
yapilan asilama sonrast saglikli bireylerde hiicresel ve humoral immiin yanitin ilk
ayrmtili analizi yapilmistir. Asillanmis bireylerin anti-KKKAHV immun yanitini
gelistirdigi IFN-y ELISpot ve notralizasyon deneyler ile belirlenmesine ragmen, immun
yanitlarin diisiik oldugu ve immun yanitlar1 arttrmak i¢in 3 doz as1 uygulanmasi

gerektirdigini gostermistir (Mousavi-Jazi ve ark., 2012). Fare beyninde iiretilen asilar,
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miyelin bazik proteini indiikleyerek olasi otoimmiin ve alerjik tepkiler meydana
getirmeleri nedeniyle cesitli problemler ortaya cikarmaktadir ve uluslararasi yasal

diizenleme onay1 almalar1 pek olas1 gbzilkmemektedir (Hemachudha ve ark., 1987)

Canakoglu ve ark. (2015) yaptig1 bir ¢alismada, IFN-a/B-reseptorii olmayan farelerin
hiicre kiiltiirii temelli bir as1 ile immiinizasyonunun, yiiksek dozda (1000 PPFU)
homolog bir Turkey-Kelkit0O6 KKKAH viriisii susu ile epriivasyon sonrasi farelerde
onemli bir koruma sagladigin1 gostermistir. 5, 20 veya 40 pg'hk dozlarla asilanan
hayvanlar swrasiyla %60, %80 ve %80 oraninda koruma gostermistir. Ilk
immiinizasyondan sonra tiim hayvanlarda KKKAH viriisiine 6zgii antikorlar ve ikinci
immiinizasyondan sonra noétralizan antikorlar saptanmustir; bu da nétralizan antikorlarin
iretilmesi i¢in en az iki immiinizasyonun gerekli oldugunu diisiindiirmiistiir. Asilanan
hayvanlardan elde edilen kan, karaciger ve dalagm enfeksiyoz viral titreleri,

asillanmamis hayvanlardan 3-4 log daha diisiik ¢ikmustir.

Yapisal KKKAH viriisii glikoproteinleri olan Gn ve Gc'nin ektomainlerini iceren bir alt
tinite asisimi gelistirmek icin bir Drosophila insekt hiicre temelli ekspresyon sistemi
kullanilmigtir. As1, primer boost rejiminde uygulandiginda, STAT-1 knockout farelerde
KKKAH viriisii notralizan antikorlar1 indiiklenmistir. Bununla birlikte, asilamadan 42
giin sonra KKKAH viriisii IbAr10200 susu ile intraperitonel epriivasyon yapildiginda
STAT-1 knockout fare modelinde asinin koruma saglamadigi goriilmiistiir (Kortekaas
ve ark., 2015) Bu calismanin sonuclari, KKKAH viriisii notralizan antikorlar1 ile
hastaliktan korunma arasinda bir korelasyonun olmadigini one siirse de diger hayvan
modellerinde viriis notralizasyonunun roliinii  degerlendirmek i¢in gelecekteki
caligmalarda, bu durumun modele 6zgii bir fenomen mi yoksa enfeksiyon yanitmni taklit

eden bir 6zellik mi oldugunu belirlemek gerekmektedir.

KKKAH viriisii glikoproteinlerini (GP) eksprese etmek i¢in yakin zamanda atteniie
poksviriis vektorii, Modiye cicek hastaligi viriisii Ankara (MVA) kullanan bir
rekombinant ag1 gelistirilmistir. Asi, MV A-GP olarak isimlendirilmis ve hem IFNAR-/-
farelerde hem de vahsi tip kontrol farelerinde KKKAH viriisii GP' ye 6zgii IFN-y
hiicresel immun yaniti ve anti-KKKAHV GP antikorlarint indiiklemistir. Primer
asilamadan 28 giin sonra IbAr10200 susu ile letal epriivasyon sonrasinda IFNAR-/- fare
modelinde %100 koruma saglanmistir (Buttigieg ve ark., 2014). Diger caligmalar,
IFNAR-/- farelerde MV A-GP asis1 tarafindan saglanan korumanin hem hiicresel hem de
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hiimoral immun yanit1 icerdigini gostermistir (Dowall ve ark., 2016). Gelecekteki
arastirmalar, insan vakalarnda KKKAH viriisiine karg1 korunma i¢in bu yanitlardan

birinin veya ikisinin gerekli olup olmadigini degerlendirmelidir.

KKKAH viriisit M segmentinin a¢ik okuma ¢ercevesini kodlayan bir rekombinant DNA
asis1, pWRG7077 memeli ekspresyon vektorii kullanilarak gelistirilmistir. Asi, 3 hafta
araliklarla ii¢ kez uygulandiginda IFNAR-/- farelerde viriise 0zgii antikorlarin ve
notralizan antikorlarin tiretimini indiiklemistir. Asi, IFNAR-/- fare modelinde final
boost asilamadan 4 hafta sonra yapilan IbAr10200 susu ile intraperitonal epriivasyonda
farelerde %71 koruma saglamistir (Garrison ve ark., 2017). Bu calismada, anti-
KKKAHYV glikoprotein antikor yanit1 ve sagkalim arasinda dogrudan bir korelasyon
bulunmadigindan, diger KKKAH viriisii proteinlerini hedef alan antikorlarm ve/veya

hiicresel immun yanitin as1 aracili korumaya dahil olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hinkula ve ark. (2017), IFNAR-/- fare modelinde, KKKAH viriisii Gn, G¢ ve N’in
ubikitin baglh versiyonunu kodlayan bir DNA asis1 ve transkripsiyonel olarak kompetent
viriis benzeri partikiiller (tc-VLP'ler) kullanarak iki yeni KKKAH as1 aday:
gelistirmislerdir. Bu calismada, notralizan antikor olusumuna odaklanan cogu
arastirmanin aksine, asilamadan sonra olusan hem humoral hem de hiicresel immiin
yanit arastirilmis ve DNA asis1 ile letal KKKAH viriisii epriivasyonuna karsi %100
etkili bir koruyucu bagisiklik saglandigir goriilmiistir. Hem DNA hem de tc-VLP
kullanilarak immiinizasyon yapilan grupta %80 korunma saglanirken, sadece tc-VLP ile
asilama yapilan grupta %40 sagkalim orani saptanmistir. KKKAH viriisii IbAr10200
susu ile epriivasyondan 10 giin sonra, DNA plazmidi ile asilanan birinci gruptan ve
VLP ile birlikte DNA plazmidi ile asilanan ikinci gruptan toplanan serumlarda yiiksek
oranda IgG ve notralizan antikor titresi saptanmistir. Ayn1 zamanda bu gruplarda, Thl
sitokin (IFN-y, IL-2, IL-12p70, TNF-a) ve Th2 sitokin yanitinin (IL-4, IL-5, GM-CSF)
negatif kontrol gruplarma gore oldukca yliksek oldugu saptanmistir. Ayrica KKKAH
viriisii suglar1 arasinda yiiksek oranda korunan yeni lineer B hiicreli epitop bolgeleri
tanimlanmistir. Agirlikli olarak Thl tipi bir immiin yanitin, KKKAH viriisiine karsi en
etkili koruyucu immiiniteyi sagladigini gosterilmis; bununla birlikte, hayatta kalan

immiinize farelerde yiiksek notralizan antikor titresi saptanmustir.



3. GEREC VE YONTEM

Bu tez cahsmasmin tiim deneyleri Erciyes Universitesi As1 Arastirma ve Gelistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi (ERAGEM) biinyesinde bulunan BSL2/BS1.3/ABSL3

Laboratuvarlari’nda gerceklestirilmistir.

3.1. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit 06 Susu Yapisal Olmayan S (NSs) Proteininin

DNA Sekansininin ve Amino asit Diziliminin Belirlenmesi

Bu amacla, KKKAH viriisii Turkey-Kelkit0O6 susu (GenBank: GQ337053.1) S
segmentinde yer alan NSs geninin DNA sekansinin belirlenmesi icin ORFFinder
biyoinformatik programi kullanmildi. Belirlenen 477 niikleotitlik NSs geni DNA sekansi
ExPASy Translate programi kullanilarak, NSs proteinine ait 158 aminoasitlik protein

dizilimi belirlendi.

3.2. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susu NSs Geninin pCOLD TF Plazmid

Vektoriine Klonlanmasi

KKKAH viriisii Turkey-Kelkit 06 Susu NSs proteinin prokaryotik sistemde eksprese
edilebilmesi i¢cin pCOLD TF vektorii secildi ve 477 niikleotidlik KKKAH viriisii NSs
geni plazmid icerisine yerlestirildi; elde edilen plazmid pCOLD TF-NSs olarak
adlandirild1.

3.2.1. pCOLD TF plazmid DNA vektoriiniin E.coli JM109 Kompetan Hiicrelerine

Transformasyonu
3.2.1.1. Materyal

¢ Su banyosu (Memmert, WNB14)
¢ Otoklav (Hirayama-Hiclave HVE-85L)



¢ Etiiv (Memmert)

e Calkalayici inkiibator (IKA KS 4000i)

e Sarf malzemeler (Petri, Erlen mayer)

¢ 10-100-1000 uI’'lik Mikropipetler (Gilson)
o E. coli IM109 kimyasal kompetan hiicre (Promega, P9751)
¢ pCOLD TF plazmid DNA (Takara, 3365)
¢ Ampisilin (Sigma, A0166)

¢ LB (Luria-Bertani) Siv1 Besiyeri

%1 Tripton (Merck, 107213)

%0,5 Maya oziitii (Merck, 103753)

%1 NaCl (Sigma, S3014)

1 It distile su

¢ LB (Luria-Bertani) Kat1 Besiyeri

%1 Tripton (Merck, 107213)

%0,5 Maya oziitii (Merck, 103753)

%1 NaCl (Sigma, S3014)

%1.5 Agar (Merck,101614)

1 1 distile su

3.2.1.2. Metot

39

E. coli IM109 kimyasal kompetan hiicrelerden bir tane (100 ul) alinarak -80 °C’den
cikartildr ve hiicreler buz iizerinde ¢ozdiiriildii. 10 ng/ul pCOLD TF plazmid DNA

kompetan hiicrelere birakildi; pipetasyon yapilmadan birka¢c kez parmakla yavasca

vurularak karistirma islemi tamamlandi. Hiicreler buz iizerinde 30 dakika inkiibasyona

birakild. inkiibasyon sonunda hiicreler 42°C’ye 1sitilmis su banyosunda 45 sn bekletildi

ve siire sonunda tekrar buza alinarak 5 dakika inkiibe edildi. Hiicrelerin iizerine 200 pl

LB sivi besiyeri eklendi. 37 °C’de 225 rpm’deki calkalayicida 1 saat inkiibasyona

birakildi. Inkiibasyondan sonra 10,30,50,100 pl hiicre siispansiyonundan alindi ve 100

ug/ml ampisilin ile hazirlanmig LB kat1 besi yerlerine ayr1 ayr1 ekim yapildi ve petriler

37 °C’deki etiivde bir gece bekletildi. Ertesi giin kat1 besiyerinde biiyliyen hiicrelerden

plazmid DNA ekstraksiyonu i¢in tek koloni se¢ildi.



3.2.2. pCOLD TF plazmid DNA Ekstraksiyonu

3.2.2.1. Materyal

¢ Otoklav (Hirayama-Hiclave HVE-85L)
e Calkalayici inkiibator (IKA KS 4000i)

e Santrifiij (Hettich, Mikro220R)

¢ NanoDrop (Thermo Scientific,2000c)

¢ Sarf malzemeler (Petri, Erlen mayer, falkon, mikrosantrifiij tiipii)

¢ 10-100-1000 uI’'lik Mikropipetler (Gilson)
¢ Ampisilin (Sigma, A(0166)

¢ Plazmid DNA Ekstraksiyon Kiti (Qiagen, 12145)

e Etanol (Sigma,34870)

* izopropanol (Merck, 109634)

e Agaroz (Fisherbrand, 3153131)

¢ Etidyum bromiir (Promega, H5041)

¢ 50X TAE (Tris-Asetat-EDTA) Tampon Cozeltisi

242g Tris (Merck, 108387)

57.1 ml Asetik asit (Merck, 100063)

0.5 M EDTA, pH 8.0 (Bio-Rad, 161-0729)
¢ 1 X TE Tampon Cozeltisi

1 mM EDTA, pH 8.0 (Bio-Rad, 161-0729)
10 mM Tris, pH 8.0 (Merck, 108387)

¢ LB (Luria-Bertani) Sivi Besiyeri

%]1 Tripton (Merck, 107213)

%0,5 Maya oziitii (Merck, 103753)

%1 NaCl (Sigma, S3014)

1 1 distile su

3.2.2.2. Metot

40

pCOLD TF plazmid DNA’nin E. coli JM109 hiicrelerine transforme edildikten sonra

elde edilen bakteriyel kiiltiirden tek koloni secildi ve 5 ml 100 pg/ml ampisilin igeren
falkon icerisinde 37 °C’de 225 rpm’deki calkalayicida 8-10 saat inkiibe edildi. Bu
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baslangi¢ kiiltiirtinden 2 ml almip, aym: konsantrasyonda ampisilin iceren 100 ml
hacmindeki LB s1v1 besiyerine eklendi; kiiltiir 37 °C’de 225 rpm’deki ¢alkalayicida bir
gece inkiibasyona birakildi. Bir gece once kiiltiire alimmig bakteriler 6000rpm, 4°C’de
30 dk santriftij edilerek c¢oktiiriildii. Bakteriyel pellet 4ml P1 Buffer ile resiispanse
edildi.4ml P2 Buffer eklendi ve tiipiin kapag: sikica kapatilip, alt iist edilerek kuvvetlice
4-6 kere karistirild1 ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Onceden sogutulmus 4 ml
P3 buffer ilave edilip karistirildiktan sonra 15 dk buzda inkiibasyona birakild.
Inkiibasyonun ardindan 6000rpm, 4°C’de 30 dk santrifiij edildi. Bu sirada Qiagen kolon
4 ml QBT buffer ile yikanarak hazir hale getirildi. Santrifiij sonras1 elde edilen
siipernatant kolondan gecirildi. Kolon 2 kere 10’ar ml QC Buffer ile yikandi. Plazmid
DNA, 5 ml QF Buffer ile kolondan alindi. Oda sicakligindaki 3,5 ml izopropanol ilave
edilerek DNA’nm presipite olmasi sagland1 ve hemen 17000 rpm’de, 4°C’de 30 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant pellete dokunmadan dikkatlice dokiildii.
DNA pelleti 1 ml oda sicakligindaki %70 etanol ile yikand1 ve 14000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi, stipernatant atildi. Pelletin 5-10 dk kurumasi i¢in beklendi. Pellet uygun
hacimde TE tampon c¢ozeltisi ile ¢oziildii ve plazmid DNA miktar1 Nanodrop’ta

Olciilerek belirlendi. Daha sonra plazmid DNA agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.

3.2.3. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susu NSs Geninin PZR Yontemi ile

Cogaltilmasi
3.2.3.1. Materyal

¢ Thermal cycler cihazi (Applied Biosystem GeneAmp PCR system 9700)
¢ PZR tiipleri (Molecular BioProducts, 3412A)

¢ 10-100-1000 uI’'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ Phusion High Fidelity PCR Kit (Thermo Scientific, F5538)
® DNaz/RNaz icermeyen steril distile su (Gibco, 10977015)

e Agaroz (Fisherbrand, 3153131)

¢ Etidyum bromiir (Promega, H5041)

¢ 50X TAE (Tris-Asetat-EDTA) Tampon Cozeltisi

242g Tris (Merck, 108387)

57.1 ml Asetik asit (Merck,

0.5 M EDTA, pH 8.0 (Bio-Rad, 161-0729)
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3.2.3.2. Metot

2 ul KKKAH pozitif serum orneklerinin RNA’sindan elde edilen cDNA kalip olarak
kullanilarak, her bir reaksiyon i¢in 0.2 ml PZR tiiplerine 10 pl 5X phusion HF buffer 1
ul 10 mM dNTP, 2 ul 20 pMol forward primer, 2 ul 20 pMol reverse primer (Tablo 1),
32,5 pl steril distile su ve 0.5 ul Phusion DNA polimeraz enzimi konularak reaksiyon
hacmi 50 pl’e tamamlandi. Tipler thermal cycler cihazina yerlestirildi. PZR siklus
adimlar1; Tablo 2’de belirtildigi sekilde ayarlandi. Elde edilen PZR iiriinleri %1 agaroz
jelde agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi. Agaroz jelin hazirlanmasi i¢cin 50 ml 1X
TAE tampon ¢ozeltisi i¢inde 0,5 gr agaroz eklendi ve mikrodalga firmda 3 dakika
cOzdiiriildiikten sonra jel sogutuldu. Soguma islemi jel donmadan 6nce sonlandirildi ve
50 ml i¢in 3 pl etidyum bromiir jele karistirildi; jel orneklerin yiiklenecegi taraklarinda
icinde bulundugu kasete dokiildii. Jel donduktan sonra elektroforez tanki, jelin iizeri
kapanacak sekilde 1X TAE tampon cozeltisi ile dolduruldu. PZR iiriinleri jeldeki
kuyucuklara yiiklendi ve 150 V’da 30 dk yiiriitiildikten sonra UV 1s1k altinda

goriintiileme yapildi.

Tablo 1. NSs genini PZR ile ¢cogaltmak i¢in kullamlan primerler

Primer DNA Sekansi

NSs Forward Primer GCCTCGAGCCAACAGGCTGCTCTTAAG
NSs Reverse Primer GCCCTAGGCGGTGGATGTGCTTAGGGAGGTTTGTTATC

Tablo 2. PZR icin ayarlanan zaman ve sicaklik gostergeleri

Basamak Zaman Sicaklik Siklus
Baslangi¢ Denatiirasyonu 30 sn 98°C I1X
Denatiirasyon 10 sn 98°C
Baglanma 20 sn 55°C 30X
Uzatma 45 sn 72°C
Final Uzatma 30 dk 72°C 1X

3.2.4. NSs Geni PZR Uriiniiniin Agaroz Jelden Ekstraksiyonu ve Piirifikasyonu
3.2.4.1. Materyal

e [sitic1 blok (Benchmark)
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¢ Hassas tart1 (Ohaus, Adventure Pro AV4102C)
¢ Vorteks (Heidolph, Reax top)

e Santrifiij (Hettich Mikro120,1204)

¢ 10-100-1000 pl’lik Mikropipetler (Gilson)

¢ Mikrosantrifiij tiipleri (Starlab, S1615-5500)

¢ Bistiiri (Broche)

e Jel Ekstraksiyon Kiti (Qiagen, 28706)

e izopropanol (Merck, 109634)

e Agaroz (Fisherbrand, 3153131)

¢ Etidyum bromiir (Promega, H5041)

¢ 50X TAE (Tris-Asetat-EDTA) Tampon Cozeltisi
242g Tris (Merck, 108387)

57.1 ml Asetik asit (Merck,

0.5 M EDTA, pH 8.0 (Bio-Rad, 161-0729)

¢ 1 X TE Tampon Cozeltisi

1 mM EDTA, pH 8.0 (Bio-Rad, 161-0729)

10 mM Tris, pH 8.0 (Merck, 108387)

3.2.4.2. Metot

PZR yontemi ile ¢ogaltilip agaroz jelde yiiriitiilen NSs DNA fragmenti UV 15181 altinda
steril bistiiri yardimu ile kesilerek jelden ayrildi DNA fragmentini iceren jel dilimi
kiigiik parcalarak ayrilarak renksiz bir mikrosantrifiij tiipli icerisine alindi ve hassas
tartida tartildi. Jel hacminin 3 kati1 hacimde Buffer QG eklendi. Jel tamamen eriyene
kadar tiip 50°C’de inkiibe edildi. Jelin ¢oziilmesine yardimci olmak i¢in tiip 2-3
dakikada bir vortekslendi. Baslangictaki jel hacmi kadar izopropanol eklendi ve
karistirildi.2 ml’lik koleksiyon tiipii ile QIAquick kolonu kit icerisinden cikarildi.
DNA’y1 baglamak icin, drnek QIAquick kolona konuldu ve 1 dk 13.000 rpm’de
santrifiij edildi. Santrifiijden sonra koleksiyon tiipiinde kalan kisim dokiildii. Yikama
icin, 750 ul Buffer PE QIAquick kolona eklendi ve 1 dk 13.000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra koleksiyon tiipiinde kalan kisim dokiildii ve tekrar 1 dk 13.000
rpm’de santrifiij edildi. QIAquick kolon steril bir mikrosantrifiij tiiptine dikkatlice
konuldu. DNA’y1 eliie etmek i¢in, 20 ul TE tamponu QIAquick membranin merkezine
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birakild1 ve 3 dk beklendi; ardindan 1 dk 13.000 rpm’de santrifiij edilir. Piirifiye edilen

DNA’nm konsantrasyonunu belirlemek i¢in Nanodrop kullanild.

3.2.5. pCOLD TF plazmid DNA ve NSs Geninin Restriksiyon Enzimleriyle

Kesilmesi
3.2.5.1. Materyal

¢ Etiiv (Memmert)

¢ 10-100-1000 uI’'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ PZR tiipleri (Molecular BioProducts, 3412A)

¢ DNaz/RNaz icermeyen steril distile su (Gibco, 10977015)
¢ 2X Tango Buffer (Thermo Scientific, ER0695)

¢ 10 U/uL. BamHI (Thermo Scientific, ER0055)

¢ 10 U/uL Xhol (Thermo Scientific, ER0695)

3.2.5.2. Metot

Klonlama islemi i¢cin pCOLD TF plazmid DNA ve jelden piirifiye edilen NSs geni
BamHI ve Xhol restriksiyon kesim enzimleri ile ¢ift kesim yapildi. 1 ul BamHI, 1 pl
Xhol, 4 nl 2X Tango Buffer 3 pg pCOLD TF plazmid DNA PZR tiiplerine konuldu,
hacim distile su ile 20 ul’ye tamamlandi. Diger tiipe esit hacimlerde bilesenler ve PZR
ile cogaltilip jelden piirife edilen NSs DNA konuldu. Tiipler 37°C’deki etiivde 3 saat
inkiibe edildi. Kesimin kontrolii amaciyla plazmid DNA ve NSs jelde yiiriitiildii ve

ligasyon i¢in iiriinler jelden piirifiye edildi.
3.2.6. pCOLD TF plazmid DNA ve NSs Geninin Ligasyonu

3.2.6.1. Materyal

¢ Etiiv (Memmert)

¢ Thermal cycler cihazi (Applied Biosystem GeneAmp PCR system 9700)
¢ 10-100-1000 puI’'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ PZR tiipleri (Molecular BioProducts, 3412A)

¢ 10X T4 Ligaz Buffer (NEB, B0202S)

¢ 400000 U/ml T4 DNA Ligaz (NEB, M0202S)
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¢ DNaz/RNaz icermeyen steril distile su (Gibco, 10977015)

3.2.5.2. Metot

Restriksiyon kesim enzimleri ile ¢ift kesilmis 50 ng pCOLD TF plazmid DNA ve 150
ng NSs geni 2 pul 10X T4 Ligaz Buffer, 1 ul T4 DNA Ligaz PZR tiipiine konuldu, hacim
distile su ile 20 pl’ye tamamlandi. 16°C’deki Thermal cycler cihazinda bir gece inkiibe
edilerek ligasyon reaksiyonu gerceklestirildi. Inkiibasyon isleminin ardindan ligasyon
miksinden 4 pl alinip E. coli JIM109 kimyasal kompetan hiicrelerine transformasyon

yapilarak ampisilin iceren kati besiyerine ekim islemi gerceklestirildi.
3.2.7. Koloni PZR ile Pozitif Klonlarin Belirlenmesi

3.2.7.1. Materyal

¢ Thermal cycler cihazi (Applied Biosystem GeneAmp PCR system 9700)
¢ PZR tiipleri (Molecular BioProducts, 3412A)

¢ 10-100-1000 pI'lik Mikropipetler (Gilson)

* High Fidelity PCR Kit (Invitrogen, 11304-011)

¢ DNaz/RNaz icermeyen steril distile su (Gibco, 10977015)
¢ Agaroz (Fisherbrand, 3153131)

¢ Etidyum bromiir (Promega, H5041)

¢ 50X TAE (Tris-Asetat-EDTA) Tampon Cozeltisi

242g Tris (Merck, 108387)

57.1 ml Asetik asit (Merck,100063)

0.5 M EDTA, pH 8.0 (Bio-Rad, 161-0729)

3.2.7.2. Metot

Ligasyonun kontrolii i¢in segilen 10 koloninin her birinin test edilebilmesi i¢in ayr1 ayr1
her tiipe 5 ul 10X High Fidelity PZR Buffer, 1 pl 50 mM MgSOy, 2 pl 20pmol NSs
forward primer, 2 pul 20pmol NSs reverse primer, 1 ul 10 mM dNTP karisimi konulup
ve steril distile su ile reaksiyonun hacmi 25 ul’ye tamamlandi. Steril bir 10 pl lik pipet
ucu yardimiyla koloni alindi ve reaksiyon tiipiiniin icine batirilip birka¢ kez
karistirilarak homojenizasyon saglandi. Reaksiyon tiipleri thermal cycler cihazina

yerlestirildi. 95°C’de 10 dakika bekletildi. 30 pl steril distile su igerisine 3 pl Platinum
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Taq DNA polimeraz HF enzimi konulup yavasca pipetasyon yapildi. Sulandirilmis Taq
polimerazdan 3 pl alinarak hazirlanan reaksiyon tiiplerine eklendi ve pipetasyon yapildi.
Tiipler thermal cycler cihazina yerlestirildi. PZR siklus adimlari; Tablo 3’de belirtildigi
sekilde ayarlandi. Koloni PZR diiriinleri agaroz jelde yiiriitiiliip, UV 151k ile goriintii

alind.

Tablo 3. Koloni PZR i¢in ayarlanan zaman ve sicaklik gostergeleri

Basamak Zaman Sicaklik Siklus
Baslangi¢ Denatiirasyonu 1 dk 95°C 1X
Denatiirasyon 1 dk 95°C
Baglanma 1 dk 55°C 30X
Uzatma 1 dk 72°C
Final Uzatma 7 dk 72°C 1X

3.2.8. pCOLD TF-NSs Plazmidinin E. coli C43 (DE3) Hiicrelerine

Transformasyonu
3.2.8.1. Materyal

¢ Su banyosu (Memmert, WNB14)

¢ Otoklav (Hirayama-Hiclave HVE-85L)

¢ Etiiv (Memmert)

e Calkalayici inkiibator (IKA KS 4000i)

e Sarf malzemeler (Petri, Erlen mayer)

¢ 10-100-1000 puI’'lik Mikropipetler (Gilson)
o E. coli C43 (DE3) kimyasal kompetan hiicre (Lucigen, 60446-1)
¢ Ampisilin (Sigma, A0166)

¢ LB (Luria-Bertani) Siv1 Besiyeri

%1 Tripton (Merck, 107213)

%0,5 Maya oziitii (Merck, 103753)

%1 NaCl (Sigma, S3014)

1 1t distile su

¢ LB (Luria-Bertani) Kati Besiyeri

%1 Tripton (Merck, 107213)

%0,5 Maya oziitii (Merck, 103753)
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%1 NaCl (Sigma, S3014)
%1,5 Agar (Merck,101614)
1 It distile su

3.2.8.2. Metot

Koloni PZR sonucu pozitif ¢ikan rekombinant pCOLD TF-NSs plazmidini igeren
kolonilerden bir tanesi sec¢ilip 5 ml LB100 pg/ml ampisilin iceren falkon icerisinde 37
°C’de 225 rpm’deki calkalayicida 8-10 saat inkiibe edildi. Bu baslangi¢ kiiltiiriinden 2
ml alinip, ayn1 konsantrasyonda ampisilin iceren 100 ml hacmindeki LB s1v1 besiyerine
eklendi; kiiltiir 37 °C’de 225 rpm’deki ¢alkalayicida bir gece inkiibasyona birakildi. Bir
gece Kkiiltiire edilen bakterilerden rekombinant plazmid DNA ekstraksiyonu yapildi.
Plazmidin NSs genini icerdigini konfirme etmek amaciyla Xhol ve BamHI restriksiyon
kesim enzimleri ile elde edilen plazmid DNA ic¢in ¢ift kesim yapildi ve agaroz jel
elektroforezinde goriintii alindi. E. coli C43(DE3) kimyasal kompetan hiicrelerden bir
tane (50 pl) almarak -80 °C’den cikartildi ve hiicreler buz iizerinde cozdiiriildii.
Ekstrakte edilen 5 ng/ul pCOLD TF-NSs plazmid DNA kompetan hiicrelere birakildi;
pipetasyon yapilmadan birka¢ kez parmakla yavasca vurularak karistirma islemi
tamamlandi. Hiicreler buz iizerinde 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda hiicreler 42°C’ye 1sitilmig su banyosunda 45 sn bekletildi ve siire sonunda
tekrar buza almarak 5 dakika inkiibe edildi. Hiicrelerin iizerine 200 ul LB siv1 besiyeri
eklendi. 37 °C’de 225 rpm’deki calkalayicida 1 saat inkiibasyona birakild.
Inkiibasyondan sonra 50,100,150 ul hiicre siispansiyonundan alind1 ve 100 pg/ml
ampisilin ile hazirlanmig LB kat1 besi yerlerine ayr1 ayr1 ekim yapild1 ve petriler 37
°C’deki etiivde bir gece bekletildi. Ertesi giin kat1 besiyerinde biiyliyen kolonilerden
secilip IPTG indiiksiyonu i¢in kiiltiire edildi.

3.3. pCOLD TF-NSs Vektorii Kullanilarak Prokaryotik Sistemde Rekombinant

Protein Uretilmesi ve Saflastiriimasi
3.3.1. pCOLD TF-NSs Vektoriiniin IPTG ile indiiksiyonu
3.3.1.1. Materyal

¢ Su banyosu (Memmert, WNB14)
¢ Otoklav (Hirayama-Hiclave HVE-85L)
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¢ Etiiv (Memmert)

e Spektrofotometre (Shimadzu, UVmini-1240)
e Calkalayici inkiibator (IKA KS 4000i)

e Santrifiij (Mikro220R, Hettich)

e Sarf malzemeler (Petri, Erlen mayer)

¢ 10-100-1000 uI’'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ Mikrosantrifiij tiipleri (Starlab, S1615-5500)
¢ Ampisilin (Sigma, A0166)

¢ LB (Luria-Bertani) Sivi Besiyeri

%]1 Tripton (Merck, 107213)

%0,5 Maya oziitii (Merck, 103753)

%1 NaCl (Sigma, S3014)

1 1 distile su

¢ [PTG (Sigma, 16758)

¢ 2X Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, 161-0737)

3.3.1.2. Metot

pCOLD TF-NSs plazmidi ile transforme edilmis E. coli C43 (DE3) kimyasal kompetent
hiicrelerinden tek koloni alinarak 100 pg/ml ampisilin iceren 5 ml LB siv1 besiyerine
inokiilasyon yapildi. Hiicreler, 37°C 225 rpm’deki calkalayicida bir gece inkiibe edildi.
Kiiltiirden 2 ml alinip 100 pg/ml ampisilin iceren 100 ml LB siv1 besiyerine aktarildi.
Hiicreler O.Dggo: 0.5-0.6 oluncaya kadar, 37°C, 225 rpm deki calkalayicida inkiibe
edildi. Her 2-3 saatte bir hiicrelerin yogunluklar1 spektrofotometre ile Olciildii.
Indiiklenmemis hiicre kiiltiiriinden 1000 pl alinip eppendorf tiipe aktarildi. 13.000
rpm’de 2 dk santrifiij edilip siipernatant: atildi. Bakteriyel pellet 100ul 2X Laemmli
Sample Buffer ile homojenize edildi; daha sonra SDS-PAGE ile goriintiilmek iizere -
20°C’e kaldirildi. Kalan kiiltire 1 mM IPTG eklendi, kiiltir 16°C 225 rpm’deki
calkalayicida bir gece inkiibe edildi. Indiiksiyonun kontrolii i¢in kiiltiirden 1000 ul
aliip mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilip siipernatanti
atildi. Bakteriyel pellet 100ul 2X Laemmli Sample Buffer ile homojenize edildi; daha
sonra SDS-PAGE ile goriintiilmek iizere -20°C’e kaldirild1.
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3.3.2. pCOLD TF-NSs Rekombinant Proteininin Sodyum Dodesil Siilfat

Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile Goriintiilenmesi
3.3.2.1. Materyal

¢ Mini-PROTEAN Tetra Cell Sistemi (Bio-Rad, 165-8000)
e Santrifiij (Mikro220R, Hettich)

® ChemiDoc MP Goriintiilleme Sistemi (Bio-Rad)
¢ Gii¢ kaynag1 (Bio-Rad, 164-5052)

¢ Calkalayic1 (Heidolph, Polymax 1040)

¢ Sarf malzemeler (Falkon, Erlen mayer)

¢ 10-100-1000 ul’'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ Mikrosantrifiij tiipleri (Starlab, S1615-5500)

e Commassie blue R-250 (Bio-Rad, 161-0436)

¢ 2X Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, 161-0737)
¢ 2-Merkaptoetanol (Bio-Rad, 161-0710)

e TEMED (Sigma, 110732)

e Akrilamid (Sigma, A8887)

e Bisakrilamid (Applichem, A3636)

¢ Tris (Merck, 108387)

¢ SDS (Sigma, L.5750)

e Amonyum persiilfat (APS) (Applichem, A2941)
¢ 15 ml %10’luk seperasyon jeli

5,9 ml Distile su

5 ml %30’luk akrilamid/bisakrilamid karigimi

3,8 ml 1,5 M Tris (pH 8.8)

0,15 ml %10 SDS

0,15 ml %10 APS

0,012 ml TEMED

¢ 6 ml %5’lik yiikleme jeli

4,1 ml Distile su

1 ml %30’luk akrilamid/bisakrilamid karigimi
0,75 ml 1 M Tris (pH 6.8)
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0,06 ml %10 SDS

0,06 ml %10 APS

0,006 ml TEMED

¢ 10X Tris/Glisin/SDS Yiiriitme Tamponu (Bio-Rad, 161-0771)
¢ Destaining Soliisyonu

50 ml glasiyal asetik asit (Merck, 100063)

250 ml metanol (Merck,106009)

200 ml distile su

3.3.2.2. Metot

Mini-PROTEAN Tetra Cell sistem kurulumu yapildiktan sonra falkon tiip igerisinde
once 15ml %10’luk seperasyon jeli hazirlandi. Hazirlanan seperasyon jeli cam plakalar
arasma yukaridan 2 cm bosluk birakilacak sekilde dokiildii. Jelin iist kisminin diiz
olmast i¢in jel daha polimerize olmadan iizerine pastor pipeti ile distile su eklendi ve jel
oda sicakliginda 15-20 dk polimerize olmas: i¢in bekletildi. Jelin polimerize
oldugundan emin olduktan sonra iizerindeki su dokiildii, falkon tiip icerisinde 6 ml
%5’lik yiikleme jeli hazirlandi. Hazirlanan yiikleme jeli, seperasyon jelinin ilizerine
dokiildii ve kuyucuklar1 olusturmak icin jelin tizerine tarak takildi. 20 pl indiiklenmis ve
indiiklenmemis protein ornekleri yiikleme tamponu (950 ul 2X Laemmli Sample Buffer
+ 50 pl 2-merkaptoetanol) ile 1:1 oraninda karistirilip 95°C’deki suda 5 dakika 1sitild1
ve jele yilikleme yapilincaya kadar kisa bir siire buz iizerinde bekletildi. Cam plakalar
icerisinde polimerize olmus jel tank igerisine 6zenle yerlestirildi. Jeli ihtiva eden tank
yaklasik 3 cm yiikseklige kadar 1X Tris/Glisin/SDS yiiriitme tamponu ile doldurulup,
tamponun sizdirip sizdirmadigr kontrol edildi. Kalan yiiriitme tamponu tank igerisinde
belirtilen yiikseklige kadar dolduruldu. Orneklerden 20 pl kuyucuklara yiiklendikten
sonra jel 150 Voltta 90 dk yiiriitiildii. SDS- PAGE bittikten sonra jel sistem iizerinden
cikartildi. Cam plakalar birbirlerinden dikkatlice ayrildiktan sonra, iistteki yiikleme jeli
dikkatlice separasyon jelinden ayrilip atildi. Kalan kisim plastik bir kaba aktarildi ve
jelin iizerini kaplayacak kadar Coomassie Brilliant Blue R-250 boyama soliisyonu
dokiiliip 3 saat calkalayicida bekletildi. Boya jelin yiizeyini tamamen boyadigi icin
protein olmayan bolgelerden uzaklastirilmas:1 gerekir. Bu amacla jel birkag kez
destaining soliisyonu ile 30 dakika boyunca iki kere yikandi. Jel son kez destaining
soliisyonu koyularak bir gece boyunca calkalayicida bekletildi. Bir gece destaninig
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soliisyonu ile yikanan jel, distile suya konularak birka¢ saat beklenildi. Ardindan
ChemiDoc MP goriintilleme sistemi kullanilarak pCOLD TF-NSs rekombinant

proteinin indiiksiyonu analiz edildi.

3.3.3. pCOLD TF-NSs Rekombinant Proteinin Lizis Tamponu ile Ekstraksiyonu
3.3.3.1. Materyal

e Santrifiij (Mikro220R, Hettich)

¢ Calkalayic1 (Heidolph, Polymax 1040)

¢ Sonikator

¢ Lizozim (Sigma, L7651)

¢ Benzonaz (Novagen,71206-3)

¢ Lizis Tamponu

50 mM Tris-HCI (pH 8.0) (Merck, 108387)
50 mM NacCl (Sigma, S3014)

%S5 Gliserol (Sigma, G5516)

Distile su
3.3.3.2. Metot

IPTG ile indiiklenmis kiiltiir 6000 rpm’de 4°C’de 30 dk santrifiij edildi. Elde edilen
hiicre pelletinin agirlig1 hassas tartida Olgiilerek belirlendi. 1 gr hiicre pelleti icin 7 ml
lizis tamponu kullanildi. Pellet oda sicakligindaki lizis tamponu ile resiispanse edilip
hafifce vortekslendi. Hiicre siispansiyonu iizerine benzonaz ve yeni hazirlanmis lizozim
soliisyonu eklenip karistirma islemi yapildi.1 ml lizis tamponu i¢in 25 U benzonaz, 0,3
ml lizozim kullanildi. Hiicre siispansiyonu 20 dk oda sicakliginda calkalayicida inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan falkon buz iizerine alindi, 1 dakika 20 saniye (Pulse on:
10 sn; Pulse off: 2 sn) sonikasyon yapildi. Hiicre siispansiyonu 6000 rpm’de 4°C’de 20
dk santrifiij edildi. Elde edilen lizat ve pellet ayr1 falkon tiiplere almip -20°C’e
kaldirildi. Rekombinant proteinin ¢oziiniir form ya da inkliizyon cisimeigi formlarinin

hangisinde oldugunu belirlemek icin, lizat ve pellet SDS-PAGE ile analiz edild1.



3.3.4. pCOLD TF-NSs Rekombinant Proteinin Saflastirilmasi
3.3.4.1. Materyal

e Santrifiij (Hettich, Mikro120R, 1204)

¢ 10-100-1000 uI’'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ Mikrosantrifiij tiipleri (Starlab, S1615-5500)

¢ Ni-NTA Spin Kolonlar1 (Qiagen, 31014)

¢ Lizis Tamponu (NPI-10), pH 8.0

50 mM Sodyum fosfat monobazik (Sigma, 71505)
300 mM NaCl (Sigma, S3014)

10 mM Imidazol (Sigma, I15513)

Distile su

¢ Yikama Tamponu (NPI-20), pH 8.0

50 mM Sodyum fosfat monobazik (Sigma, 71505)
300 mM NaCl (Sigma, S3014)

20 mM Imidazol (Sigma, 15513)

Distile su

¢ Eliisyon Tamponu (NPI-500), pH 8.0

50 mM Sodyum fosfat monobazik (Sigma, 71505)
300 mM NaCl (Sigma, S3014)

500 mM Imidazol (Sigma, 15513)

Distile su

3.3.4.2. Metot
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Lizis tamponu ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen lizat -20°C’den ¢ikarilip buz iizerinde
15-30 dakika ¢ozdiiriildii. Ni-NTA Spin Kolona 600 ul NPI-10 (baglama/lizis tamponu)
uygulandi, kolon 2 dk 2900 rpm’de santrifiij edildi. 600 ul lizat kolona eklendi ve 5 dk
1600 rpm’de santrifiij edildi. Proteinin baglanma etkinligini SDS-PAGE ile kontrol

etmek icin kolondan akan fraksiyondan 100 ul 6rnek alindi, lizatin tamami bu sekilde

kolondan gecirildi. Kolona 600 ul NPI-20 buffer (yikama tamponu) uygulandi, 2 dk

2900 rpm’de santrifiij edildi. Yikama isleminin sizdirmazligmi SDS-PAGE ile kontrol

etmek i¢in kolondan akan fraksiyondan 100 pl 6rnek alindi. Yikama islemi 2 kere
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tekrarland1. Son olarak Kolona 300 pl NPI-500 buffer (eliisyon tamponu) uygulanip, 2
dk 2900 rpm’de santrifiij edildi. Kolondan iki kerede alinan piirifiye protein steril bir
eppendorf tiipe konuldu ve SDS-PAGE ile analiz edildi. Rekombinant protein ilerleyen

zamanlarda kullanilmak iizere -20°C’de muhafaza edildi.
3.3.5. pCOLD TF-NSs Rekombinant Proteinin Miktarinin Belirlenmesi

3.3.5.1. Materyal

¢ Mini-PROTEAN Tetra Cell Sistemi (Bio-Rad, 165-8000)
e Santrifiij (Mikro220R, Hettich)

® ChemiDoc MP Goriintilleme Sistemi (Bio-Rad)
¢ Gii¢ kaynag1 (Bio-Rad, 164-5052)

¢ 10-100-1000 uI’'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ Mikrosantrifiij tiipleri (Starlab, S1615-5500)

¢ S1g1r serum albiimini (BSA) (Sigma, A2153)

¢ Commassie blue R-250 (Bio-Rad, 161-0436)

¢ 2X Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, 161-0737)
¢ 2-Merkaptoetanol (Bio-Rad, 161-0710)

¢ TEMED (Sigma, 110732)

e Akrilamid (Sigma, A8887)

e Bisakrilamid (Applichem, A3636)

¢ Tris (Merck, 108387)

¢ SDS (Sigma, L.5750)

e Amonyum persiilfat (APS) (Applichem, A2941)
¢ 15 ml %10’luk seperasyon jeli

5,9 ml Distile su

5 ml %30’luk akrilamid/bisakrilamid karigimi

3,8 ml 1,5 M Tris (pH 8.8)

0,15 ml %10 SDS

0,15 ml %10 APS

0,012 ml TEMED

¢ 6 ml %5’lik yiikleme jeli

4,1 ml Distile su
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1 ml %30’luk akrilamid/bisakrilamid karigimi

0,75 ml 1 M Tris (pH 6.8)

0,06 ml %10 SDS

0,06 ml %10 APS

0,006 ml TEMED

¢ 10X Tris/Glisin/SDS Yiiriitme Tamponu (Bio-Rad, 161-0771)
¢ Destaining Soliisyonu

50 ml glasiyal asetik asit (Merck, 100063)

250 ml metanol (Merck,106009)

200 ml distile su

3.3.5.2. Metot

Piirifiye edilen rekombinant pCOLD TF-NSs rekombinant proteininin ELISA ve
immiinizasyon deneylerinde kullanilmak {izere konsantrasyonu bilinen standart bir
protein (BSA) ile miktar tayini yapildi. 20 mg/ml konsantrasyonda distile su igerisinde
hazirlanan BSA’dan farkli konsantrasyonlarda alinip 1:1 oraninda yiikleme tamponu ile
karistirilip, 95°C’deki suda 5 dakika 1sitildi ve jele yiikleme yapilincaya kadar kisa bir
siire buz tizerinde bekletildi. Piirifiye rekombinant proteinden 20 pl alindi ve benzer
sekilde 1:1 oraninda yiikleme tamponu ile karistirilip, 95°C’deki suda 5 dakika 1sitild1
ve jele yiikleme yapilincaya kadar kisa bir siire buz lizerinde bekletildi. Standart BSA
ornekleri ve piirifiye rekombinant protein jele yiiklenerek 150 Voltta 90 dk yiiriitiildii.
SDS- PAGE bittikten sonra jel sistem lizerinden ¢ikartildi. Seperasyon jelinin iizerini
kaplayacak kadar Coomassie Brilliant Blue R-250 boyama soliisyonu dokiiliip 3 saat
calkalayicida bekletildi. Boya jelin ylizeyini tamamen boyadig1 i¢in protein olmayan
bolgelerden uzaklastirilmas gerekir. Bu amacla jel birka¢ kez destaining soliisyonu ile
30 dakika boyunca iki kere yikandi. Jel son kez destaining soliisyonu koyularak bir gece
boyunca calkalayicida bekletildi. Bir gece destaninig soliisyonu ile yikanan jel, distile
suya konularak birka¢ saat beklenildi. Ardindan ChemiDoc MP cihazina konulan
jeldeki proteinlerin miktar1 ImagelLab Software Version 5.1. programu kullanilarak

relatif olarak belirlendi.
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3.4. pCOLD TF-NSs Rekombinant Proteini ile Fare immiinizasyonu

1155076 nolu ve ‘Kirim-Kongo Kanamali Ates Hastaligima (KKKAH) Karsi
Adenovirus (Ad) Tabanli Rekombinant iki As1 Adaymmn Gelistirilmesi ve Etkinliginin
Belirlenmesi’ isimli TUBITAK 1003 projesi kapsaminda pCOLD TF-NSs vektorii
kullanilarak rekombinat NSs proteini iiretilip saflastirildiktan sonra Balb/c farelerine
verildi. Bu amagla, 5 adet 6-8 haftalik Balb/c farelerinden ikisi kontrol grubu olmak
lizere rekombinant antijen uygulanmadi ve diger 3 fare 50pug pCOLD TF-NSs
rekombinant antijeni intraperitonel olarak 2 hafta araliklar ile 7 defa immiinize edildi.
Her immunizasyondan o©nce farelerin orbital siniisiinden ya da pleksusundan
mikrohematokrit tiip yardimi kan alindi. Alman kanlar 10.000 rpm’de 5 dk
santrifiijlendikten sonra elde edilen immiinize fare serumlar1 -20°C’de muhafaza edildi.
Yine aynmi proje kapsaminda elde edilen KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 susuyla

immiinize edilen fare serumlar1 ¢calismalarda pozitif kontrol olarak kullanildi.

3.5. pCOLD TF-NSs Rekombinant Proteinin Indirekt ELISA Testlerinde

Kullanilmasi

3.5.1. Rekombinant pCOLD TF-NSs Proteini ile immiinize Edilen Farelerden
Alnan Serumlarin ELISA ile Test Edilmesi

3.5.1.1. Materyal

¢ ELISA Okuyucu (Thermo Scientific, Multiskan FC 357)
¢ 96 kuyucuklu mikropleyt (Thermo Scientific, 473768)

e Keci anti-fare IgG (SouthernBiotech, 1010-05)

e TMB SENS HRP substrat soliisyonu (ECO-TEK, 4850L)
¢ 1X PBS

8 gr NaCl (Sigma, S3014)

0,2 gr KCI (Sigma, P9333)

1,44 gr Na,HPO, (Sigma, S0876)

2,4 gr KH,PO4 (Merck, 104873)

1 1t distile su

¢ Karbonat Tamponu, pH 9.6

1,59 gr Na,COs (Sigma, S7795)
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2,3 gr NaHCO; (Sigma, S5761)

1 1t distile su

¢ Yikama Soliisyonu

500 ml 1X PBS

0.5 ml Tween 20 (Merck, 822184)

¢ Bloklama Soliisyonu

50 ml %0.05 PBS-Tween 20

2,5 gr yagsiz siit tozu (Pmar marka)

¢ Durdurma Soliisyonu
0.2 N Siilfirik asit (Merck,101833)

3.5.1.2. Metot

Rekombinant pCOLD TF-NSs proteinin biyolojik olarak aktif odugunun teyit edilmesi
ve antijenik 6zelliginin arastirilmasi amaciyla rekombinat proteini ile immiinize edilen
Balb/c farelerinden alinan serumlar ELISA yontemi ile test edildi. pCOLD TF vektorii
kullanilarak tiretilen ve piirifiye edilen 4 pg rekombinant NSs antijeni ve 1ug PEG
presipite KKKAH viriisii antijeni karbonat tamponu kullanilarak kuyucuk basina toplam
hacim 100 ul olacak sekilde 96 kuyucuklu mikropleyte baglandi. Pleyt bir gece 4°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra bloklama soliisyonundan, her kuyucuga 100 ul
birakild1 ve pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan pleyt bir kere
yikama soliisyonu ile yikandi. Rekombinant antijen ile immiinize edilmis fare
serumlarinin bloklama soliisyonu icersinde 1/100 oraninda diliisyonlar1 yapildi ve bu
diliisyonlardan her kuyucuga 100 pl birakildiktan sonra pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi. inkiibasyonun ardindan pleyt 5 kere yikama soliisyonu ile yikand1. Keci anti-fare
IgG konjugati, 1/4000 oraninda bloklama soliisyonu icerisinde sulandirildi ve her
kuyucuga 100 ul birakildi, daha sonra pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan pleyt 5 kere yikama soliisyonu ile yikandiTMB SENS HRP substrat
soliisyonundan her kuyucuga 100 pl birakildi. Pleyt 15 dakika karanlikta inkiibe
edildikten sonra her kuyucuga 100 pl durdurma soliisyonu ilave edilerek ELISA
okuyucuda 450 nm dalga boyunda okuma yapildi. Negatif kontrollerin ortalamasinin iki
kati cut off degeri olarak alindi.
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3.5.2. Rekombinant pCOLDTF-NSs Proteininin, KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06
Susuyla immiinize Edilen Fare Serumlarinda Anti-KKKAHV IgG Belirlenmesi
Amaciyla ELISA Testinde Kullanilmasi

3.5.2.1. Materyal

¢ ELISA Okuyucu (Thermo Scientific, Multiskan FC 357)
¢ 96 kuyucuklu mikropleyt (Thermo Scientific, 473768)
e Keci anti-fare IgG (SouthernBiotech, 1010-05)

e TMB SENS HRP substrat soliisyonu (ECO-TEK, 4850L)
¢ 1X PBS

8 gr NaCl (Sigma, S3014)

0,2 gr KCI (Sigma, P9333)

1,44 gr Na,HPO, (Sigma, S0876)

2,4 gr KH,PO4 (Merck, 104873)

1 1t distile su

¢ Karbonat Tamponu, pH 9.6

1,59 gr Na,COs (Sigma, S7795)

2,3 gr NaHCO; (Sigma, S5761)

1 1t distile su

¢ Yikama Soliisyonu

500 ml 1X PBS

0.5 ml Tween 20 (Merck, 822184)

¢ Bloklama Soliisyonu

50 ml %0.05 PBS-Tween 20

2,5 gr yagsiz siit tozu (Pmar marka)

¢ Durdurma Soliisyonu

0.2 N Siilfirik asit (Merck,101833)
3.5.2.2. Metot

Rekombinant pCOLD TF-NSs antijeninin fare IgG ELISA  sisteminde
kullanilabilirligini arastirma amact ile KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 susu ile

immiinize edilen Balb/c farelerinden alinan serumlar ELISA yOntemi ile test edildi.
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pCOLD TF vektorii kullanilarak iiretilen ve piirifiye edilen 1pg, 2ug, 3ug, 4ug
rekombinant NSs antijeni ve lpug PEG presipite KKKAH viriisii antijeni karbonat
tamponu kullanilarak kuyucuk basina toplam hacim 100 pl olacak sekilde 96 kuyucuklu
mikropleyte baglandi. Pleyt bir gece 4°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
bloklama soliisyonundan, her kuyucuga 100 pl birakildi ve pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan pleyt bir kere yikama soliisyonu ile yikandi.
Rekombinant antijen ile immiinize edilmis fare serumlarinin bloklama soliisyonu
icersinde 1/100 oraninda diliisyonlar1 yapildi ve bu diliisyonlardan her kuyucuga 100 ul
birakildiktan sonra pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan pleyt 5
kere yikama soliisyonu ile yikandi. Keci anti-fare IgG konjugati, 1/5000 oraninda
bloklama soliisyonu icerisinde sulandirildi ve her kuyucuga 100 pl birakildi, daha sonra
pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan pleyt 5 kere yikama
soliisyonu ile yikandi. TMB SENS HRP substrat soliisyonundan her kuyucuga 100 pl
birakildi. Pleyt 15 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra her kuyucuga 100 pl
durdurma soliisyonu ilave edilerek ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda okuma

yapildi. Negatif kontrollerin ortalamasinin iki kati cut off degeri olarak alindi.

3.5.3. Rekombinant pCOLD TF-NSs Proteinin, KKKAH IgG Pozitif Insan
Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla ELISA Testinde

Kullanilmasi
3.5.3.1. Materyal

¢ ELISA Okuyucu (Thermo Scientific, Multiskan FC 357)
¢ 96 kuyucuklu mikropleyt (Thermo Scientific, 473768)

¢ Keci anti-insan IgG (ThermoFisher, 62-8420)

e TMB SENS HRP substrat soliisyonu (ECO-TEK, 4850L)
*1X PBS

8 gr NaCl (Sigma, S3014)

0,2 gr KCI (Sigma, P9333)

1,44 gr Na,HPO, (Sigma, S0876)

2,4 gr KH,PO4 (Merck, 104873)

1 1t distile su
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e Karbonat Tamponu, pH 9.6
1,59 gr Na,COs (Sigma, S7795)
2,3 gr NaHCO; (Sigma, S5761)

1 1t distile su

¢ Yikama Soliisyonu

500 ml 1X PBS

0.5 ml Tween 20 (Merck, 822184)
¢ Bloklama Soliisyonu

50 ml %0.05 PBS-Tween 20

2,5 gr yagsiz siit tozu (Pmar marka)
¢ Durdurma Soliisyonu

0.2 N Siilfirik asit (Merck,101833)
3.5.3.2. Metot

Rekombinant pCOLD TF-NSs antijeni ile KKKAH yoniinden IgG pozitif oldugu
bilinen insan serumlar1 ELISA yontemi ile test edildi. pCOLD TF vektorii kullanilarak
retilen ve piirifiye edilen lpg, 2ug, 3ug, 4ug rekombinant NSs antijeni karbonat
tamponu kullanilarak kuyucuk basina toplam hacim 100 pl olacak sekilde 96 kuyucuklu
mikropleyte baglandi. Pleyt bir gece 4°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
bloklama soliisyonundan, her kuyucuga 100 pl birakildi ve pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan pleyt bir kere yikama soliisyonu ile yikandi.
Rekombinant antijen ile immiinize edilmis fare serumlarinin bloklama soliisyonu
icersinde 1/100 oraninda diliisyonlar1 yapildi ve bu diliisyonlardan her kuyucuga 100 ul
birakildiktan sonra pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan pleyt 5
kere yikama soliisyonu ile yikandi. Keci anti-insan IgG konjugati, 1/3000 oraninda
bloklama soliisyonu icerisinde sulandirildi ve her kuyucuga 100 pl birakildi, daha sonra
pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan pleyt 5 kere yikama
soliisyonu ile yikandi.TMB SENS HRP substrat soliisyonundan her kuyucuga 100 pl
birakildi. Pleyt 15 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra her kuyucuga 100 pl
durdurma soliisyonu ilave edilerek ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda okuma

yapildi. Negatif kontrollerin ortalamasinin iki kati cut off degeri olarak alindi.



60

3.6. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit 06 Susu NSs Proteinine ait Peptitlerin ELISA

Yontemi ile Test Edilmesi

KKKAH viriisiit NSs Proteinini Peptit-tabanli ELISA yontemi ile test etmek amaci ile
KKKAH viriisii Turkey-Kelkit 06 Susu NSs proteinine ait 20 aminoasit dizisi igeren ve
12 tanesi overlap olacak sekilde dizayn edilen, GenScript firmasindan hizmet alimi
yoluyla sentezlenen polipeptitler kullanildi.  Sentetik  polipeptitler yapilan
hidrofobite/hidrofilite analizlerine gore asidik, bazik ve notral peptitler olarak
gruplandirildi. Steril DNaz/RNaz icermeyen distile suda konsantrasyonlart 1 mg/ml
olacak sekilde ¢oziildii. Coziiniir formdaki sentetik polipetitlerden iicerli ve dorderli
gruplar halinde olusturulan kombine peptit havuzlar1 ELISA testinde kullanilmak iizere

-20°C’de muhafaza edildi.

3.6.1. Rekombinant pCOLD TF-NSs Antijeni ile Immiinize Edilen Fare
Serumlarmin Peptit ELISA ile Test Edilmesi

3.6.1.1. Materyal

¢ ELISA Okuyucu (Thermo Scientific, Multiskan FC 357)
¢ 96 kuyucuklu mikropleyt (Thermo Scientific, 473768)

e Keci anti-fare IgG (SouthernBiotech, 1010-05)

e TMB SENS HRP substrat soliisyonu (ECO-TEK, 4850L)
¢ 1X PBS

8 gr NaCl (Sigma, S3014)

0,2 gr KCI (Sigma, P9333)

1,44 gr Na,HPO, (Sigma, S0876)

2,4 gr KH,PO4 (Merck, 104873)

1 1t distile su

¢ Karbonat Tamponu, pH 9.6

1,59 gr Na,COs (Sigma, S7795)

2,3 gr NaHCO; (Sigma, S5761)

1 1t distile su

¢ Yikama Soliisyonu
500 ml 1X PBS
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0.5 ml Tween 20 (Merck, 822184)

¢ Bloklama Soliisyonu

50 ml %0.05 PBS-Tween 20

2,5 gr yagsiz siit tozu (Pmar marka)

¢ Durdurma Soliisyonu

0.2 N Siilfirik asit (Merck,101833)
3.5.1.2. Metot

KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 susu NSs proteinine ait sentetik polipeptitler, karbonat
tamponu kullanilarak peptitlerden her birinin konsantrasyonu 2 pg/kuyucuk ve kuyucuk
basma toplam hacim 100 ul olacak sekilde 96 kuyucuklu ELISA pleytine baglandi.
Rekombinant pCOLD TF-NSs antijeni ile immiinize edilen Balb/c farelerinden 7.
immiinizasyon sonrasit alman serumlar peptit-tabanli ELISA yontemi ile test edildi.
Pleyt bir gece 4°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra bloklama soliisyonundan, her
kuyucuga 100 ul birakildi ve pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
pleyt bir kere yikama soliisyonu ile yikandi. Rekombinant antijen ile immiinize edilmis
fare serumlarmin bloklama soliisyonu igersinde 1/100 oraninda diliisyonlar1 yapild1 ve
bu diliisyonlardan her kuyucuga 100 pl birakildiktan sonra pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi. inkiibasyonun ardindan pleyt 5 kere yikama soliisyonu ile yikand1. Keci anti-fare
IgG konjugati, 1/4000 oraninda bloklama soliisyonu igerisinde sulandirildi ve her
kuyucuga 100 ul birakildi, daha sonra pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan pleyt 5 kere yikama soliisyonu ile yikandiTMB SENS HRP substrat
solisyonundan her kuyucuga 100 ul birakildi. Pleyt 15 dakika karanlikta inkiibe
edildikten sonra her kuyucuga 100 pl durdurma soliisyonu ilave edilerek ELISA
okuyucuda 450 nm dalga boyunda okuma yapildi. Negatif kontrollerin ortalamasinin iki
kati cut off degeri olarak alindi.
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3.6.2. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susuyla Immiinize Edilen Fare
Serumlarmin Peptit ELISA ile Test Edilmesi

3.6.2.1. Materyal

¢ ELISA Okuyucu (Thermo Scientific, Multiskan FC 357)
¢ 96 kuyucuklu mikropleyt (Thermo Scientific, 473768)
e Kec¢i anti-fare IgG (SouthernBiotech, 1010-05)

e TMB SENS HRP substrat soliisyonu (ECO-TEK, 4850L)
*1X PBS

8 gr NaCl (Sigma, S3014)

0,2 gr KCI (Sigma, P9333)

1,44 gr Na,HPO4 (Sigma, S0876)

2,4 gr KH,PO4 (Merck, 104873)

1 1t distile su

e Karbonat Tamponu, pH 9.6

1,59 gr Na,COs (Sigma, S7795)

2,3 gr NaHCO; (Sigma, S5761)

1 1t distile su

¢ Yikama Soliisyonu

500 ml 1X PBS

0.5 ml Tween 20 (Merck, 822184)

¢ Bloklama Soliisyonu

50 ml %0.05 PBS-Tween 20

2,5 gr yagsiz siit tozu (Pmar marka)

¢ Durdurma Soliisyonu

0.2 N Siilfirik asit (Merck,101833)
3.6.2.2. Metot

KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 susu NSs proteinine ait sentetik polipeptitler, karbonat
tamponu kullanilarak peptitlerden her birinin konsantrasyonu 2 pg/kuyucuk ve kuyucuk
basma toplam hacim 100 ul olacak sekilde 96 kuyucuklu ELISA pleytine baglandi.
KKKAH viriisii Turkey-KelkitO6 susu ile immiinize edilen Balb/c farelerinden 3.
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immiinizasyon sonrasi alman serumlar peptit-tabanli ELISA yontemi ile test edildi.
Pleyt bir gece 4°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra bloklama soliisyonundan, her
kuyucuga 100 ul birakild: ve pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
pleyt bir kere yikama soliisyonu ile yikandi. Rekombinant antijen ile immiinize edilmis
fare serumlarmin bloklama soliisyonu igersinde 1/100 oraninda diliisyonlar1 yapild1 ve
bu diliisyonlardan her kuyucuga 100 pl birakildiktan sonra pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan pleyt 5 kere yikama soliisyonu ile yikand1. Keci anti-fare
IgG konjugati, 1/4000 oraninda bloklama soliisyonu igerisinde sulandirildi ve her
kuyucuga 100 ul birakildi, daha sonra pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan pleyt 5 kere yikama soliisyonu ile yikandiTMB SENS HRP substrat
solisyonundan her kuyucuga 100 ul birakildi. Pleyt 15 dakika karanlikta inkiibe
edildikten sonra her kuyucuga 100 pl durdurma soliisyonu ilave edilerek ELISA
okuyucuda 450 nm dalga boyunda okuma yapildi. Negatif kontrollerin ortalamasinin iki
kati cut off degeri olarak alindi.

3.6.3. KKKAH IgG Pozitif insan Serumlarmin Peptit ELISA ile Test Edilmesi
3.6.3.1. Materyal

¢ ELISA Okuyucu (Thermo Scientific, Multiskan FC 357)
¢ 96 kuyucuklu mikropleyt (Thermo Scientific, 473768)

¢ Keci anti-insan IgG (ThermoFisher, 62-8420)

e TMB SENS HRP substrat soliisyonu (ECO-TEK, 4850L)
*1X PBS

8 gr NaCl (Sigma, S3014)

0,2 gr KCI (Sigma, P9333)

1,44 gr Na,HPO, (Sigma, S0876)

2,4 gr KH,PO4 (Merck, 104873)

1 1t distile su

¢ Karbonat Tamponu, pH 9.6

1,59 gr Na,COs (Sigma, S7795)

2,3 gr NaHCO; (Sigma, S5761)

1 1t distile su
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¢ Yikama Soliisyonu

500 ml 1X PBS

0.5 ml Tween 20 (Merck, 822184)

¢ Bloklama Soliisyonu

50 ml %0.05 PBS-Tween 20

2,5 gr yagsiz siit tozu (Pmar marka)
¢ Durdurma Soliisyonu

0.2 N Siilfirik asit (Merck,101833)
3.6.3.2. Metot

KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 susu NSs proteinine ait sentetik polipeptitler, karbonat
tamponu kullanilarak peptitlerden her birinin konsantrasyonu 2 pg/kuyucuk ve kuyucuk
basma toplam hacim 100 ul olacak sekilde 96 kuyucuklu ELISA pleytine baglandi.
KKKAH yo6niinden IgG pozitif oldugu bilinen insan serumlar1 peptit tabanlt ELISA
yontemi ile test edildi. Pleyt bir gece 4°C’de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra
bloklama soliisyonundan, her kuyucuga 100 pl birakildi ve pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan pleyt bir kere yikama soliisyonu ile yikandi.
Rekombinant antijen ile immiinize edilmis fare serumlarinin bloklama soliisyonu
icersinde 1/100 oraninda diliisyonlar1 yapildi ve bu diliisyonlardan her kuyucuga 100 ul
birakildiktan sonra pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan pleyt 5
kere yikama soliisyonu ile yikandi. Keci anti-insan IgG konjugati, 1/3000 oraninda
bloklama soliisyonu icerisinde sulandirildi ve her kuyucuga 100 pl birakildi, daha sonra
pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan pleyt 5 kere yikama
soliisyonu ile yikandi.TMB SENS HRP substrat soliisyonundan her kuyucuga 100 pl
birakildi. Pleyt 15 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra her kuyucuga 100 pl
durdurma soliisyonu ilave edilerek ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda okuma

yapildi. Negatif kontrollerin ortalamasinin iki kati cut off degeri olarak alindi.
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3.7. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susuyla Enfekte Edilmis Vero E6

Hiicrelerinde NSs Proteininin IFA Yontemi ile Arastirilmasi
3.7.1. Dondurulmus Vero E6 Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi
3.7.1.1. Materyal

¢ Sinif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)
e inverted Mikroskop (Leica, DM IL LED)

¢ CO,’li Inkiibator (Panasonic, MCO-18AC-PE)

¢ Su banyosu (Memmert, WNB14)

¢ Acilir rotorlu santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-22)
e 25 cm’” Flask (Greiner Bio-one, 690175)

e Pipet tabancas1 (Gilson)

¢ 10-100-1000 pI’'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ 5-10-25 ml’lik Serolojik pipetler (Greiner Bio-one)

¢ Sarf Malzemeler (Falkon tiipler, pipet u¢lar)

¢ Sodyum Bikarbonat (Sigma, S5761)

¢ Vero E6 hiicre hatti (ERAGEM hiicre hatti stogu)

¢ Hiicre Kiiltiir Vasati

DMEM-F12 (Sigma, D8900)

%10 NCS (Sigma, N4762)

%1 Penisilin Streptomisin Amfoterisin Antibiyotik (Biological Industries, 03-031-1B)

3.7.1.2. Metot

Dondurulmus Vero E6 hiicrelerini iceren kriyovial (1x10° hiicre/ml) sivi azottan
cikarilarak, 37°C’deki su banyosunda, kapak kismindan tutulup hafifce sallanarak,
icerisinde az miktarda buz kalincaya kadar ¢ozdiiriildii. Daha sonra kriyovial %70
etanol ile silinerek biyogiivenlik kabini icine alindi. Cozdiiriilen hiicreler dnceden
37°C’ye getirilmis hiicre hattina uygun kiiltiir vasat1 icerisine ilave edildi. Hiicre
stispansiyonu 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip, siipernatant hiicre pelletine zarar
verilmeden uzaklastirildi. Pellet, hiicre vasati ile homojenize edildi. Hiicre siispansiyonu

flaska aktarild1 ve lizerine besi yerinden ilave edildi. Flask 37°C %5 CO;’li inkiibatore
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kaldiriddi. 12-24 saat sonra besi yeri degistirildi. Hiicreler flask yiizeyinde %80-90

konfluense ulastiklarinda pasajlama islemi gergeklestirildi.
3.7.2. Vero E6 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

3.7.2.1. Materyal

e Sinif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)
¢ CO,’li Inkiibator (Panasonic, MCO-18AC-PE)

e inverted Mikroskop (Leica, DM IL LED)

e Acilir rotorlu santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-22)
25 cm’ Flask (Greiner Bio-one, 690175)

e Pipet tabancasi1 (Gilson)

¢ 10-100-1000 pI'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ 5-10-25 ml’lik Serolojik pipetler (Greiner Bio-one)

¢ Sarf Malzemeler (Falkon tiipler, pipet uclar)

¢ Sodyum Bikarbonat (Sigma, S5761)

¢ Vero EO6 hiicre hatti (ERAGEM hiicre hatti stogu)

¢ Hiicre Kiiltiir Vasati

DMEM-F12 (Sigma, D8900)

%10 NCS (Sigma, N4762)

%1 Penisilin Streptomisin Amfoterisin Antibiyotik (Biological Industries, 03-031-1B)

¢ Tripsin/EDTA Soliisyonu

8 gr Sodyum kloriir (Sigma, S3014)

0,2 gr Potasyum dihidrojen fosfat (Merck, 104873)
1 gr D-glukoz (Sigma, G5146)

0,01 gr Fenol kirmizis1 (Merck, 7241)

0,096 gr Sodyum fosfatdibazik (Sigma, S0876)
0,35 gr Sodyum bikarbonat (Sigma, S7795)

1,25 gr EDTA (Bio-Rad, 161-0729)

1,25 gr Tripsin (Amresco, 0458)

1 1t Distile su



67

3.7.2.2. Metot

%80-90 yogunluga ulasan Vero EG6 hiicrelerinin bulundugu flasktan besi yeri
uzaklastirildi. Flaskin yiizeyini kaplayan hiicreleri kaldirmak i¢in 1ml Tripsin/EDTA
soliisyonu eklendi. Tripsin/EDTA soliisyonu ilavesinden sonra flask yaklasik 3 dk 37°C
%5 CO’li inkiibatorde bekletildi. Hiicrelerin yiizeyden kalkip kalkmadigr 30 sn
araliklarla, inverted mikroskop ile kontrol edildi. Hiicreler flask yiizeyinden
kaldirildiktan sonra, kullanilan Tripsin/EDTA soliisyonu hacminin 2 kat1 hacimde hiicre
kiiltiir vasat1 ilave edildi. Hafif pipetlemelerle hiicre gruplar1 dagitildi. Hiicre
stispansiyonu bir falkon tiipe aktarildi ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant
uzaklastirildiktan sonra pellet hiicre Kkiiltiir vasati ile homojenize edilip pleytlere
aktarildi.

3.7.3. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susuyla Enfekte Edilmis Vero E6
Hiicrelerinde Enfeksiyonun Farkh Zaman Arahklarinda in vitro NSs proteininin

IFA Yontemi ile Gosterilmesi
3.7.3.1. Materyal

¢ Sinif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)
¢ CO,’li Inkiibator (Panasonic, MCO-18AC-PE)

e inverted Mikroskop (Leica, DM IL LED)

¢ Floresan Mikroskobu (Leica)

¢ Calkalayic1 (Heidolph, Polymax 1040)

e Pipet tabancas1 (Gilson)

¢ 10-100-1000 uI’'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ 5-10-25 ml’lik Serolojik pipetler (Greiner Bio-one)

¢ Sarf Malzemeler (Falkon tiipler, pipet uclar1)

¢ 96 kuyucuklu pleyt (Greiner Bio-one, 655160)

¢ Sodyum Bikarbonat (Sigma, S5761)

¢ Vero E6 hiicre hatti (ERAGEM hiicre hatti stogu)

e Keci-anti fare Ig- FITC sekonder antikoru (SouthernBiotech, 1010-02)
¢ Gliserol (Sigma, G5516)
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¢ Hiicre Kiiltiir Vasati

DMEM-F12 (Sigma, D8900)

%10 NCS (Sigma, N4762)

%1 Penisilin Streptomisin Amfoterisin Antibiyotik (Biological Industries, 03-031-1B)
¢ Formalin Fiksasyon Soliisyonu:

4 gr Sodyum Fosfat Monobazik (Sigma, 71505)
6,5 gr Sodyum Fosfat Dibazik (Sigma, S0876)
100 ml %37’1lik Formaldehit (Merck,104003)
900 ml Distile su

¢ Permeabilizasyon Soliisyonu:

0.2 ml Triton-X100 (Bio-Rad, 1610407)

200 ml 1X PBS

TBST Soliisyonu:

3 ml 1 M Tris-HCI (pH 8.0)

0.3 ml Tween 20 (Merck, 822184)

9 ml 5 M NaCl (Sigma, S3014)

300 ml Distile su

¢ Bloklama Tamponu:

2,5 gr yagsiz siit tozu (Pmar marka)

50 ml 1X PBS

¢ Viriis Uretme Vasatinin Hazirlanmas::
DMEM-F12 (Sigma, D8900)

%?2 NCS (Sigma, N4762)

%1 Penisilin Streptomisin Amfoterisin Antibiyotik (Biological Industries, 03-031-1B)

3.7.3.2. Metot

96 kuyucuklu pleyte Vero-E6 hiicre siispansiyonundan eklendi. Hiicreler bir gece 37°C
%5 CO,’li inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler, titresi onceden
belirlenmis KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 susu ile MOI (Multiplicity of infection) 1
ve 2 olacak sekilde 1 saat enfekte edildi. Inkiibasyonun ardindan viriis iiretme vasati
eklendi ve pleyt, enfeksiyondan sonra NSs proteininin varliginin arastirilmak istendigi
siire boyunca (4-6-8-10-12-24-36-48-72 saat) 37°C %5 CO;’li inkiibatdrde inkiibasyona

birakildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler formalin fiksasyon soliisyonu ile 30 dk fikse
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edildi. Ardindan hiicreler 1 kere 1X PBS ile yikandi. Yikamanin ardindan hiicreler 4
kere permeabilize edildi. Permeabilizasyon islemi bittikten sonra bloklama soliisyonu
eklenip 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan, hiicreler 1 kere 1X PBS
ile yikandi. pCOLD TF-NSs rekombinant antijeni ile yedinci immiinizasyondan sonra
elde edilen fare poliklonal serumu TBST icinde 1:500 ve/veya 1:1000 oraninda diliie
edilip hiicrelere uyguland1 ve 1 saat inkiibe edildi. Hiicreler 3 kere TBST ile yikandi.
Keci-anti fare Ig- FITC sekonder antikoru TBST i¢inde 1:2000 oraninda hazirlanip
hiicrelere uygulandi. Pleytin iizeri aliiminyum folyo ile kapland1 ve 1 saat inkiibe edildi.
Daha sonra hiicreler 3 kere TBST ile yikandi, Yikama soliisyonu uzaklastirilip her
kuyucuga %?20 gliserol iceren 1X PBS konuldu. Floresans mikroskobu ile floresans

1s1ma veren hiicreler tespit edildi.

3.8. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susuyla Enfekte Edilmis Vero E6
Lizatlarindan Viral RNA Ekstraksiyonu ve NSs Geninin Revers Transkriptaz PZR

Yontemi ile Belirlenmesi

Bu amagla 24 kuyucuklu pleyte Vero E6 hiicrelerinden 250.000 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 500 pl hiicre pasajlandi. Pleyt 37°C %5 CO;’li inkiibatérde bir gece, hiicrelerin
%90 konfluense ulasmasi ic¢in inkiibasyona birakildi. Hiicreler KKKKAH viriisii
Turkey-Kelkit 06 susu ile MOI 0,1 olacak sekilde enfeksiyon yapildi. Enfeksiyon
sonrasi incelenecek her bir saat (4-6-8-10-12-24-36-48-72) i¢in iki kuyucuk enfekte
edildi. Enfeksiyon sonrasi hiicre lizatlarindan elde edilen viral RNA’lar revers
transkriptaz ile cDNA’ya cevrilip, gen spesifik primerler ile (Tablo 1) viral genomda
NSs gen varlig1 PZR yontemi ile aragtirildi.

3.8.1. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susuyla Enfekte Edilmis Vero E6
Lizatlarindan Viral RNA Ekstraksiyonu

3.8.1.1. Materyal

¢ Vorteks (Heidolph, Reax top)

e Santrifiij (Hettich Mikro120,1204)

¢ 10-100-1000 pI'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ Mikrosantrifiij tiipleri (Starlab, S1615-5500)
¢ NanoDrop (Thermo Scientific,2000c)
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¢ Viral RNA Piirifikasyon Kiti (Qiagen, 52904)
* %100 Etanol

3.8.1.2. Metot

560 ul Buffer AVL-Tastyict RNA steril bir mikrosantrifiij tiiptine konuldu. KKKAH
viriisii ile enfekte edilmis ve enfeksiyonun farkli saatlerinde toplanmis Vero E6 hiicre
lizatlarindan 140 pl alind1 ve Buffer AVL-Tasiyict RNA igeren mikrosantrifiij tiipiiniin
icerisine konuldu, 15 saniye vortekslendi, oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan mikrosantrifiij tiipiiniin i¢ duvarlarinda bulunan damlaciklar1 bir
araya toplamak i¢in kisa bir spin edildi. 560 pl %100 etanolden ornek iizerine eklendi
ve 15 sn vortekslendi. Vorteksleme isleminden sonra, ardindan tiip kisa bir spin edildi.
QIAamp spin kolon c¢ikarildi ve 2 ml’lik koleksiyon tiipiine konuldu. 630 pl 6rnek
kolona uygulanip kolonun kapagi kapali bir sekilde 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
Santrifiijiin ardindan filtrat1 iceren koleksiyon tiipii atilip, kolon temiz bir koleksiyon
tiipiine yerlestirildi, islem tekrarlandi. 500 pul Buffer AW2 kolona uygulanip kolonun
kapag1 kapal bir sekilde 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan
filtrat iceren koleksiyon tiipii atild1. Kolon steril bir 1.5 ml’lik eppendorf tiipe alindi. 60
ul Buffer AVE kolonun tam ortasma dikkatlice eklenip kolonun kapagi kapatildi, oda
sicakliginda 1 dk inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan kolon 8000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi. Nanodrop kullanilarak ekstrakte edilen viral RNA’nin miktari
belirlendi. Elde edilen viral RNA revers transkriptaz reaksiyonu ile cDNA’ya ¢evrilmek

tizere -20°C’de muhafaza edildi.

3.8.2. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susuyla Enfekte Edilmis Vero E6
Lizatlarindan Viral RNA’larda Revers Transkriptaz PZR Yontemi ile NSs

Geninin Cogaltilmasi
3.8.2.1. Materyal

¢ Thermal cycler cihazi (Applied Biosystem GeneAmp PCR system 9700)
¢ PZR tiipleri (Molecular BioProducts, 3412A)

¢ 10-100-1000 uI’'lik Mikropipetler (Gilson)

e MLV-RT Buffer (Promega, N251A)

e M-MLYV Revers transkriptaz enzimi (Promega, M170B)
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¢ RNasin (Promega, N251A)

¢ Random primerler (Promega, C1181)
¢ 20 pmol Oligo-DT primer

e [sitic1 (Heidolph, MR Hei-Standard)

3.8.2.2. Metot

KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 susu ile enfekte Vero E6 hiicre lizatlamndan ekstrakte
edilen 10 pl viral RNA’lar PZR tiipiine konuldu. Her bir reaksiyon i¢in iki ayr1 tiip
hazirlandi. Birinci tiipteki viral RNA’ya 1 pl random primer; ikinci tiipteki viral
RNA’ya 1 ul 20 pmol Oligo-DT primerden eklendi. Ornekler, 92°C’deki distile suya
konuldu ve su sicaklig1 42°C’ye gelene kadar inkiibe edildi. Her bir tiip i¢in 6ul MLV-
RT Buffer, 5 ul 5 mM dNTP miksi, 1 ul RNasin ve 6 ul steril distile su konulup toplam
19 pl reaksiyon miksi hazirlandi ve inkiibasyonun ardindan viral RNA’larm bulundugu
PZR tiiplerine eklendi. Tiipleri thermal cycler cihazina yerlestirilip 42°C’de 1 saat
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyonun ardindan tiiplere 1 ul M-MLV revers transkriptaz
enzimi eklendi ve tekrar 1 saat 42°C’de thermal cycler cihazinda inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan elde edilen cDNA’lar NSs genine spesifik forward ve reverse

primerler kullanilarak PZR yontemi ile test edildi.

3.9. Rekombinant pCOLD TF-NSs Proteini Kullanillarak NSs Proteinin

immunblotlama Yontemi ile Belirlenmesi

Bu amacla antijen olarak prokaryotik sistemde iiretilen rekombinant pCOLD TF-NSs
proteini kullanildi ve primer antikor olarak; rekombinant pCOLD TF-NSs proteini ile 7
kere immiinize edilmis poliklonal fare serumu, KKKAH IgG pozitif insan serumu,
KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 Susu ile immiinize edilmis poliklonal fare ve tavsan

serumlari test edildi.
3.9.1. immunblotlama (Western Blot)

3.9.1.1. Materyal

¢ Mini-PROTEAN Tetra Cell Sistemi (Bio-Rad, 165-8000)
¢ Transfer sistemi (Bio-Rad, 170-3930)
¢ Gii¢ kaynag1 (Bio-Rad, 164-5052)



¢ Calkalayic1 (Heidolph, Polymax 1040)

¢ Vorteks (Heidolph, Reax top)

¢ Otoradyografi kaseti (FisherBiotech, FBCS 810)
e Sarf malzemeler (Falkon, beher, plastik kap)

¢ 10-100-1000 pI'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ Mikrosantrifiij tiipleri (Starlab, S1615-5500)

¢ Nitroseliiloz membran (Merck, INYC00010)

¢ Metanol (Merck,106009)

¢ Filtre kagidi1 (Bio-Rad,1703932)

¢ Film (Sigma, F5763-50EA)

¢ Kemiliiminesan Substrat Soliisyonu 1-2 (Thermo Scientific, 32106)
e Keci anti-fare IgG (SouthernBiotech, 1010-05)
e Keci anti-insan IgG (ThermoFisher, 62-8420)

¢ Keci anti-tavsan IgG (SouthernBiotech, 4010-05)
¢ 4X Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad,161-0747)
¢ 2-Merkaptoetanol (Bio-Rad, 161-0710)

¢ TEMED (Sigma, 110732)

e Akrilamid (Sigma, A8887)

¢ Bisakrilamid (Applichem, A3636)

¢ Tris (Merck, 108387)

¢ SDS (Sigma, L.5750)

¢ Amonyum persiilfat (APS) (Applichem, A2941)
¢ 15 ml %12’lik seperasyon jeli

4,9 ml Distile su

6 ml %30’luk akrilamid/bisakrilamid karigimi

3,8 ml 1,5 M Tris (pH 8.8)

0,15 ml %10 SDS

0,15 ml %10 APS

0,012 ml TEMED

¢ 6 ml %5’lik yiikleme jeli

4,1 ml Distile su

I ml %30’luk akrilamid/bisakrilamid karigimi

72
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0,75 ml 1 M Tris (pH 6.8)

0,06 ml %10 SDS

0,06 ml %10 APS

0,006 ml TEMED

¢ 10X Tris/Glisin/SDS Yiiriitme Tamponu (Bio-Rad, 161-0771)
¢ Yikama Soliisyonu:

500 ml 1X PBS

0.5 ml Tween 20 (Merck, 822184)

¢ Transfer Tamponu:

3.03 gr Tris (Sigma, T1503)

14.4 gr Glisin (Merck, 104201)

200 ml Metanol (Merck, 106009)

800 ml Distile su

¢ Bloklama Soliisyonu:

50 ml PBS-Tween 20

2,5 gr yagsiz siit tozu (Pmar marka)

¢ Developer Soliisyonu:

400 ml Developer soliisyonu (Sigma, P7042-5GA)
1600 ml Distile su

¢ Fiksasyon Soliisyonu:

400 ml Fiksasyon soliisyonu (Kodak, 190 2485)
1600 ml Distile su

3.9.1.2. Metot

pCOLD TF-NSs rekombinant antijeninden 3 pg, PEG Presipite KKKAH viriis
antijeninden 12 pg almip yiikleme tamponu (900 pl 4X Laemmli Sample Buffer + 100
ul 2-merkaptoetanol) ile 1:3 oraninda karistiritlip 95°C’deki suda 5 dakika 1sitild1 ve jele
yikleme yapildi. SDS- PAGE bittikten sonra jel sistem iizerinden c¢ikartildi.
Nitroseliilloz membran, SDS jelin biiyiikliigiinde kesildi ve metanol ile 5 dk aktive
edildi. Proteinlerin jelden membrana transferini saglamak i¢in kullanilacak malzemeler
transfer tamponu ile doldurulmus kabin i¢ine konuldu. Transfer tampon igerisinde
kasetin tizerine sirasiyla fiber ped, filtre kagidi, jel, membran, filtre kagidi ve fiber ped

yerlestirildikten sonra kasetin kapagi kapatildi. Kaset tank igerisine yerlestirildi, tank
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icerisine kiiciik bir manyetik boncuk konuldu. Transfer tamponu tankta isaretli yere
kadar doldurulup, tank manyetik karigtiricinin iizerine oturtuldu ve gii¢ kaynagina
bagland1. Transfer islemi bir gece 30 Voltta gerceklestirildi. Transfer isleminin ardindan
membran temiz bir plastik kap igerisine alinip yikama soliisyonu ile bir kere yikandi.
Membran iizerine bloklama soliisyonu konulup 1 saat inkiibasyona birakild.
Inkiibasyonun ardindan yikama soliisyonu ile membran bir kere yikandi Bloklama
tamponu igerisinde primer antikor soliisyonu -pCOLD TF-NSs rekombinant antijeni ile
7 kere immiinize edilmis poliklonal fare serumu 1:5000 diliisyonda; KKKAH viriisii
IgG pozitif insan serumu 1:500 diliisyonda, KKKAH viriisii ile immiinize poliklonal
fare serumu 1:500 diliisyonda; KKKAH viriisii ile immiinize poliklonal tavsan serumu
1:3000 diliisyonda- hazirlandi. Membranin iizerine primer antikor soliisyonu
eklendikten sonra 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan 3 kere yikama
soliisyonu ile membran yikandi. Bloklama tamponu icerisinde sekonder antikor
soliisyonu -Kegi anti-fare IgG 1:2500; Keci anti-insan IgG 1:2000; Kegi anti-tavsan IgG
1:3000 diliisyonda- hazirlandi. Membranm iizerine sekonder antikor soliisyonu
eklendikten sonra 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan 3 kere yikama
soliisyonu ile membran yikandi. Yikamanin ardindan kemiliiminesans substrat 1’den 1
ml ve kemiliiminesans substrat 2’den membran iizerine konulup 3 dk beklenildi.
Membran temiz bir asetat iizerine alindi. Uzeri stre¢ film ile kapatilip otoradyografi
kasetinin icerisine yerlestirildi. Bandin genisligine bagl olarak etki siiresi belirlendi.
Film kasetten ¢ikarildiktan sonra sirasiyla developer soliisyonu, distile su ve fiksasyon

soliisyonunda 1 dakika bekletildi.

3.10. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susu NSs Geninin Memeli Hiicrelerine
plazmid DNA Aracih Transfeksiyonu ve Memeli Hiicrelerinde NSs Proteininin

Ekspresyonunun Belirlenmesi

Bu amagla bir memeli ekspresyon vektorii olan pcDNA 3.1/V5-His TOPO plazmid
DNA kullanildi. KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 susu NSs geni PZR yotemi ile
cogaltilip TOPO klonlama reaksiyonu ile plazmid DNA icerisine yerlestirildi. Elde
edilen plazmid DNA Vero E6 hiicrelerine lipid aracili transfeksiyon yapildi;; MG132
proteozom inhibitorii uygulanan ve uygulanmayan transfekte hiicre lizatlarnda NSs

proteininin ekpresyonu arastirildi.
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3.10.1. KKKAH viriisii NSs’in PZR ile Cogatilmasi
3.10.1.1. Materyal

e pcDNA 3.1/V5-His TOPO TA Expresyon Kiti (Invitrogen, K480001)
e Platinum Tag DNA polimeraz HF (invitrogen, 11304011)

¢ Thermal cycler cihazi (Applied Biosystem GeneAmp PCR system 9700)
¢ PZR tiipleri (Molecular BioProducts, 3412A)

¢ 10-100-1000 puI’'lik Mikropipetler (Gilson)

e Agaroz (Fisherbrand, 3153131)

¢ Etidyum bromiir (Promega, H5041)

¢ 50X TAE (Tris-Asetat-EDTA) Tampon Cozeltisi

242g Tris (Merck, 108387)

57.1 ml Asetik asit (Merck, 100063)

0.5 M EDTA, pH 8.0 (Bio-Rad, 161-0729)

3.10.1.2. Metot

50 ng/ul pCOLD TF-NSs plazmid DNA kalip olarak kullanilarak, her bir reaksiyon i¢in
0.2 ml PZR tiiplerine 5 pul 10X PCR Buffer, 0,5 ul 50 mM dNTP miksi, 2 pul 20 pMol
NSs forward primer, 2 ul 20 pMol NSs reverse primer (Tablo 1), 38,5 ul steril distile su
ve 1 pl Platinum 7ag DNA polimeraz enzimi konularak reaksiyon hacmi 50 pl’e
tamamlandi. Tiipler thermal cycler cihazina yerlestirildi. PZR siklus adimlar1; Tablo
4’de belirtildigi sekilde ayarlandi. Elde edilen PZR iiriinleri %1 agaroz jelde agaroz jel

elektroforezi ile goriintiilendi.

Tablo 4. TOPO Klonlama i¢in PZR’de ayarlanan zaman ve sicaklik gostergeleri

Basamak Zaman Sicaklik Siklus
Baslangic Denatiirasyonu 30 sn 94°C I1X
Denatiirasyon 10 sn 94°C
Baglanma 20 sn 55°C 30X
Uzatma 45 sn 72°C
Final Uzatma 30 dk 72°C 1X




3.10.2. PZR Uriiniiniin (NSs) Agaroz Jelden Ekstraksiyonu
3.10.2.1. Materyal

¢ [sitic1 blok (Benchmark)

¢ Hassas tart1 (Ohaus, Adventure Pro AV4102C)
¢ Vorteks (Heidolph, Reax top)

e Santrifiij (Hettich Mikro120,1204)

¢ 10-100-1000 uI’'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ Mikrosantrifiij tiipleri (Starlab, S1615-5500)

e Bistiiri (Broche)

e Jel Ekstraksiyon Kiti (Qiagen, 28706)

* izopropanol (Merck, 109634)

¢ Agaroz (Fisherbrand, 3153131)

¢ Etidyum bromiir (Promega, H5041)

¢ 50X TAE (Tris-Asetat-EDTA) Tampon Cozeltisi
242g Tris (Merck, 108387)

57.1 ml Asetik asit (Merck,

0.5 M EDTA, pH 8.0 (Bio-Rad, 161-0729)

¢ 1X TE Tampon Cozeltisi

1 mM EDTA, pH 8.0 (Bio-Rad, 161-0729)

10 mM Tris, pH 8.0 (Merck, 108387)

3.10.2.2. Metot
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Jel Ekstraksiyon kiti (QIAGEN, 28706) kullanilarak 3.2.4.2.’deki metotta belirtildigi
gibi agaroz jelden pcDNA3.1/V5-His-TOPO vektoriine klonlanacak olan NSs’in

ekstraksiyonu gerceklestirildi.

3.10.3. pcDNA3.1/V5-His-TOPO TA Ekspresyon Vektoriine Klonlama

3.10.3.1. Materyal

* pcDNA 3.1/V5-His TOPO TA Expresyon Kiti (Invitrogen, K480001)

¢ PZR tiipleri (Molecular BioProducts, 3412A)
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¢ 10-100-1000 uI’'lik Mikropipetler (Gilson)

3.10.3.2. Metot

Agaroz jelden yeni piirifiye edilmis 3ul NSs, 1 ul tuz soliisyonu, 1 ul TOPO vektor
DNA, 1 pl steril distile su bir PZR tiipiiniin i¢cinde karistirithip 5 dk oda sicakliginda

inkiibe edildi. Transformasyondan 6nce reaksiyon miksi buz iizerine alind1.

3.10.4. One Shot TOP10 E.coli Kimyasal Kompetan Hiicrelerine Transformasyon

3.10.4.1. Materyal

¢ Su banyosu (Memmert, WNB14)

¢ Otoklav (Hirayama-Hiclave HVE-85L)

¢ Etiiv (Memmert)

e Calkalayici inkiibator (IKA KS 4000i)

e Sarf malzemeler (Petri, Erlen mayer)

¢ 10-100-1000 pI’'lik Mikropipetler (Gilson)
e E. coli One Shot TOP10 kimyasal kompetan hiicre (Invitrogen, C404003)
¢ Ampisilin (Sigma, A0166)

¢ LB (Luria-Bertani) Sivi Besiyeri

%1 Tripton (Merck, 107213)

%0,5 Maya oziitii (Merck, 103753)

%1 NaCl (Sigma, S3014)

1 1t distile su

¢ LB (Luria-Bertani) Kati Besiyeri

%1 Tripton (Merck, 107213)

%0,5 Maya oziitii (Merck, 103753)

%1 NaCl (Sigma, S3014)

%1,5 Agar (Merck,101614)

1 1distile su

3.10.4.2. Metot

One Shot TOP10 E. coli kimyasal kompetan hiicrelerden bir tane (100 pl) alinarak -80
°C’den cikartildi1 ve hiicreler buz iizerinde ¢ozdiiriiliir. 2 ul TOPO klonlama reaksiyon
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miksinden alind1 ve kompetan hiicrelere birakildi. Hiicreler buz iizerinde 30 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 42°C’ye 1sitilmis su banyosunda 45 sn bekletildi.
Hiicreler tekrar buza alinarak 5 dk inkiibe edildi, iizerlerine 250 pl LB siv1 besiyeri
eklenip 37 °C’de 225 rpm’deki calkalayicida 1 saat inkiibe edildi. Siire sonunda
25,50,75,100 pl hiicre siispansiyonundan alindi; 100 pg/ml ampisilin ile hazirlanmis
kat1 besi yerlerine ayr1 ayri1 ekim yapildi ve 37 °C’deki etiivde bir gece bekletildi.
Transformasyondan sonra elde edilen kolonilerin analizi i¢in 3.2.7°de aciklandig1 gibi

Koloni PZR yapild.

3.10.5. pcDNA 3.1/V5-His TOPO-NSs Plazmid DNA’nin Restriksiyon Kesim

Enzimleri ile Kesilmesi
3.10.5.1. Materyal

¢ Etiiv (Memmert)

¢ 10-100-1000 puI’'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ PZR tiipleri (Molecular BioProducts, 3412A)

¢ DNaz/RNaz icermeyen steril distile su (Gibco, 10977015)
e NEBuffer 3.1 (NEB, B7203S)

¢ 20 U/uL BamHI (NEB, R0136)

¢ 20 U/uL Xhol (NEB, R0146)

¢ 20 U/uL Xbal (NEB, R0145)

3.10.5.2. Metot

Klonlamanm kontrolii i¢in restriksiyon kesim enzimleri ile Tablo 5. ve Tablo 6.
belirtilen miktarlarda bilesenler kullanildi; plazmid DNA’nin cift kesimi yapilarak
NSs’in vektor i¢cindeki yerinin dogrulugu teyit edildi.

Tablo 5. BamHI ve Xbal enzimleri ile ¢ift kesim reaksiyonu

Bilesen Miktar
NEBuffer 3.1 Sul
pcDNA 3.1/V5-His TOPO-NSs plazmid DNA I ul
BamHI I ul
Xbal 1 ul
Steril distile su 42 ul
Toplam Hacim 50 ul
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Tablo 6. Xhol ve Xbal enzimleri ile ¢ift kesim reaksiyonu

Bilesen Miktar
NEBuffer 3.1 Sul
pcDNA 3.1/V5-His TOPO-NSs plazmid DNA 1 ul
Xhol 1 ul
Xbal 1 ul
Steril distile su 42 ul
Toplam Hacim 50 ul

3.10.6. pcDNA 3.1/V5-His TOPO-NSs plazmid DNA’nin Vero E6 Hiicrelerine

Lipid Aracih Transfeksiyonu
3.10.6.1. Materyal

¢ Sinif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)
e inverted Mikroskop (Leica, DM IL LED)

¢ CO,’li Inkiibator (Panasonic, MCO-18AC-PE)

e Acilir rotorlu santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-22)
o Santrifiij (Hettich, Mikro 220R)

¢ 10-100-1000 uI’'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ Serolojik Pipetler (Greiner Bio-one)

® 24 kuyucuklu pleyt (Corning, 3527)

e Lipofectamine 2000 (Invitrogen, 11668-027)

¢ NCS (Sigma, D8418)

e DMEM F12 (Sigma, D8900)

e MG132 (Sigma, M7449)

3.10.6.2. Metot

Transfeksiyondan bir giin 6nce, 500 pul %10 NCS iceren ve antibiyotik icermeyen
DMEM F12 hiicre vasati ile Vero E6 hiicreleri, 24 kuyucuklu pleytte 2.5x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde kiiltiire edildi Hiicrelerin %70-90 yogunluga ulagsmasi icin
beklendi. Transfeksiyona baslanmadan Once hiicrelerin {izerindeki serum iceren vasat
yavasca aspire edildi ve kalan serumu uzaklastirmak icin hiicreler 1 kere 1X PBS ile
yikandi. Daha sonra 500 pl serum ve antibiyotik icermeyen DMEM F12 vasati

hiicrelerin iizerine yavasca eklendi. Lipofectamine 2000 reaktifi hafifce vortekslendi. 50
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ul DMEM F12 hiicre vasat icerisine 2 pl eklenerek reaktif diliisyonu hazirlandi, 5 dk
oda sicakliginda inkiibe edildi. 50 pl DMEM F12 hiicre vasati icerisine 1 ug pcDNA
3.1/V5-His TOPO-NSs plazmid DNA eklenip hafifce karistirildi. Daha sonra hazirlanan
bu 50 pl reaktif diliisyonuna 50 pl plazmid DNA diliisyonu eklenip hafif¢ce karistirildi.
Olusan bu DNA-Ilipid kompleksi 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Hazirlanan
100 ul'lik kompleks hiicrelerin iizerine eklendi. Pleyt yavasca ileri geri sallanarak,
kompleksin vasat igerisine homojen dagilmast saglandi. Hiicreler 37°C’de %5 CO;’li
inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. Hiicreler toplanmadan 4 saat Once hiicrelerin
izerindeki vasat yavasca aspire edildi. 10 uM konsantrasyonda MG132 proteazom
inhibitorii eklendi. Pleyt tekrar 37°C %5 CO,’li inkiibatore kaldirildi. Transfeksiyondan

24 saat sonra hiicre lizatlar1 immunblotlama ile analiz edildi.

3.10.7. immunblotlama
3.10.7.1. Materyal

® Mini-PROTEAN Tetra Cell Sistemi (Bio-Rad, 165-8000)
¢ Transfer sistemi (Bio-Rad, 170-3930)

¢ Gii¢ kaynag1 (Bio-Rad, 164-5052)

¢ Calkalayic1 (Heidolph, Polymax 1040)

¢ Vorteks (Heidolph, Reax top)

¢ Otoradyografi kaseti (FisherBiotech, FBCS 810)

¢ Sarf malzemeler (Falkon, beher, plastik kap)

¢ 10-100-1000 pI'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ Mikrosantrifiij tiipleri (Starlab, S1615-5500)

¢ Nitroseliiloz membran (Merck, INYC00010)

¢ Metanol (Merck,106009)

¢ Filtre kagidi1 (Bio-Rad,1703932)

e Film (Sigma, F5763-50EA)

¢ Kemiliiminesan Substrat Soliisyonu 1-2 (Thermo Scientific, 32106)
e Keci anti-fare IgG (SouthernBiotech, 1010-05)

¢ 4X Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad,161-0747)

¢ 2-Merkaptoetanol (Bio-Rad, 161-0710)

¢ TEMED (Sigma, 110732)



e Akrilamid (Sigma, A8887)

¢ Bisakrilamid (Applichem, A3636)

¢ Tris (Merck, 108387)

¢ SDS (Sigma, 1.5750)

e Amonyum persiilfat (APS) (Applichem, A2941)
¢ 15 ml %12’lik seperasyon jeli

4,9 ml Distile su

6 ml %30’luk akrilamid/bisakrilamid karigimi
3,8 ml 1,5 M Tris (pH 8.8)

0,15 ml %10 SDS

0,15 ml %10 APS

0,012 ml TEMED

¢ 6 ml %5’lik yiikleme jeli

4,1 ml Distile su

1 ml %30’luk akrilamid/bisakrilamid karigimi
0,75 ml 1 M Tris (pH 6.8)

0,06 ml %10 SDS

0,06 ml %10 APS

0,006 ml TEMED

¢ 10X Tris/Glisin/SDS Yiiriitme Tamponu (Bio-Rad, 161-0771)
¢ Yikama Soliisyonu:

500 ml 1X PBS

0.5 ml Tween 20 (Merck, 822184)

¢ Transfer Tamponu:

3.03 gr Tris (Sigma, T1503)

14.4 gr Glisin (Merck, 104201)

200 ml Metanol (Merck, 106009)

800 ml Distile su

¢ Bloklama Soliisyonu:

50 ml PBS-Tween 20

2,5 gr yagsiz siit tozu (Pmar marka)

¢ Developer Soliisyonu:
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400 ml Developer soliisyonu (Sigma, P7042-5GA)
1600 ml Distile su

¢ Fiksasyon Soliisyonu:

400 ml Fiksasyon soliisyonu (Kodak, 190 2485)
1600 ml Distile su

¢ Lizis Tamponu:

150 mM NacCl (Sigma, S3014)

50 mM Tris, pH 8.0 (Merck, 108387)

%1 v/v Triton X-100 (BioRad, 1610407)

5 mM EDTA, pH 8.0 (BioRad, 161-0729)

%0,5 Sodium deoxycholate (Sigma, 30970)
%0,1 SDS (Sigma, L5750)

Proteaz inhibitor kokteyli (Roche, 11873580001)

Distile su
3.10.7.2. Metot

Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicrelerin lizisi i¢in pleyt buz iizerine alindi. Hiicreler,
plastik hiicre kaziyici yardimu ile pleyt yiizeyinden kaldirildi. Hiicre siispansiyonu steril
bir mikrosantrifiij tiipiine konuldu ve 4°C’de 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Sitipernatant atildi. Yikamanm ardindan lizis buffer ile hiicreler resiispanse edildi. Hiicre
lizat1 3 kere -80°°de dondurulup-c¢ozdiiriilerek hiicrelerin daha iyi lizis olmalar:
saglandi. Son olarak, hiicre lizat1 4°C’de 13.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Lizat
steril bir eppendorfa konulup immunblotlama yontemi ile analiz edildi. Lizatlar SDS-
PAGE ile jelde yiiriitiildiikten sonra yiikleme jeli dikkatlice separasyon jelinden ayrilip
atildi. Nitroselilloz membran, SDS jelin biiyiikliigiinde kesilip metanol ile 5 dk aktive
edildi. Proteinlerin jelden membrana transferini saglamak i¢in kullanilacak malzemeler
transfer tamponu ile doldurulmus kabin i¢ine konuldu. Transfer tampon igerisinde
kasetin tizerine sirasiyla fiber ped, filtre kagidi, jel, membran, filtre kagidi ve fiber ped
yerlestirildikten sonra kasetin kapagi kapatildi. Kaset tank igerisine yerlestirildi, tank
icerisine kiiciik bir manyetik boncuk konuldu. Transfer islemi bir gece 30 Voltta
gerceklestirildi. Transfer isleminin ardindan membran yikama soliisyonu ile bir kere
yikandi. Membranin iizerini kaplayacak kadar bloklama soliisyonu ile 1 saat

inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan yikama soliisyonu ile membran bir kere
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yikandi. Bloklama tamponu icerisinde primer antikor soliisyonu pCOLD TF-NSs
rekombinant antijeni ile 7 kere immiinize edilmis poliklonal fare serumu 1:2000
diliisyonda- hazirlandi. Membranin iizerine primer antikor soliisyonu eklendikten sonra
calkalayicida 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan 3 kere yikama
soliisyonu ile membran yikandi. Bloklama tamponu igerisinde Keci anti-fare IgG
1:2000 diliisyonda hazirlandi. Membranm {iizerine sekonder antikor soliisyonu
eklendikten sonra calkalayicida 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan 3
kere yikama soliisyonu ile membran yikandi. Yikamanin ardindan kemiliiminesans
substrat 1’den 1 ml ve kemiliiminesans substrat 2’den membran iizerine eklendi.
Membran temiz bir asetat iizerine alindi. Uzeri stre¢ film ile kapatilip otoradyografi
kasetinin icerisine yerlestirildi. Bandin genisligine bagl olarak etki siiresi belirlendi.
Film kasetten c¢ikarildiktan sonra sirasiyla developer soliisyonu, distile suve fiksasyon

soliisyonunda bekletildi.

3.11. Kiiciik interferans RNA (siRNA’lar) Kullanilarak KKKAH Viriisii Turkey-
Kelkit06 Susu NSs Geninin Susturulmasi ve NSs’in Viriis Titrasyonuna Etkisinin

Belirlenmesi

Bu amacla, BLOCK-iT RNAI Designer programi kullanilarak KKKAH viriisii Turkey-
Kelkit06 Susu NSs transkriptini hedef alan 3 tane siRNA molekiilii, pozitif kontrol
olarak 1 tane KKKAH viriisii Turkey-KelkitO6 Susu NP genini hedef alan siRNA
molekiilii dizayn edildi. Liyofilize formda olan, 20 nMol konsantrasyondaki siRNA
duplekslerinin bulundugu tiipler -20°C’den c¢ikarilip kisa bir spin edildi. 100 uM stok
soliisyon elde etmek i¢cin 200 ul DEPC-treated su eklenip, hafifce karistirildi. 10 uM

konsantrasyonda alikotlama yapild1.

3.11.1. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susu NSs Genini Hedef Alan siRNA’larin

Vero E6 Hiicrelerine Transfeksiyonu
3.11.1.1. Materyal

¢ Opti-MEM I Reduced Serum Medium (Thermo Fisher, 31985062)
e Lipofectamine RNAiIMAX (Thermo Fisher, 13778075)

¢ CO,’li inkiibator (Panasonic, MCO-18AC-PE)

¢ Vorteks (Heidolph, Reax top)
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¢ NCS (Sigma, D8418)

e DMEM F12 (Sigma, D8900)

¢ 24 kuyucuklu pleyt

¢ Mikrosantrifiij tiipleri (Starlab, S1615-5500)

3.11.1.2. Metot

Transfeksiyondan birgiin once, transfeksiyon sirasinda hiicre yogunlugu %30-50 olacak
sekilde, antibiyotik icermeyen vasat icerisinde Vero E6 hiicreleri 24 kuyucuklu pleyte
pasajlandi. Transfeksiyondan ©Once hiicre iizerindeki vasat uzaklastirilip, hiicrelerin
tizerinde Opti-MEM I Reduced Serum Medium eklendi. Transfekte edilecek her bir
kuyucuk i¢in, RNAi dupleks-Lipofectamine RNAIMAX kompleksi hazirlandi: 6 pmol
siRNA 50 pl Opti-MEM I Reduced Serum Medium icerisinde diliie edilip hafifce
karistirildi. Lipofectamine kullanmadan once hafifce vortekslendi. 1 pl Lipofectamine
RNAIMAX 50 pl Opti-MEM I Reduced Serum Medium igerisinde diliie edilip hafifce
karistirildi. Karisim oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Diliie siRNA dupleksi ile diliie
Lipofectamine RNAIMAX karistirildi ve oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. 100
ul siRNA dupleks- Lipofectamine RNAIMAX kompleksi kuyucuga konuldu; boylece
bir kuyucukta final RNA konsantrasyonu 10 nM oldu. Pleyt yavasca ileri geri
sallanarak, kompleksin vasat icerisine homojen dagilmasi1 saglandi. Hiicreler 37°C’de
%5 CO2’li inkiibatorde 8 saat inkiibe edildi. Transfeksiyondan 8 saat sonra hiicreler
KKKAH viriisii ile MOI 0.01 olacak sekilde 1 saat enfekte edildi. Enfeksiyondan sonra
viriis iceren vasat yavasca aspire edildi ve %2 NCS iceren DMEM F-12°den her bir
kuyucuga eklendi. Enfeksiyondan 24 saat sonra hiicre lizatlar1 toplanip dondur-¢6z

islemi ile liziz edilerek ve -80°C’de muhafaza edildi.

3.11.2. Viriisiin Titresinin Belirlenmesi
3.11.2.1. Materyal

¢ Sinif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)
¢ CO,’li Inkiibator (Panasonic, MCO-18AC-PE)

e inverted Mikroskop (Leica, DM IL LED)

¢ Floresan Mikroskobu (Leica)

¢ Calkalayici1 (Heidolph, Polymax 1040)
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® Pipet tabancas1 (Gilson)

¢ 10-100-1000 uI’'lik Mikropipetler (Gilson)

¢ 5-10-25 ml’lik Serolojik pipetler (Greiner Bio-one)
e Sarf Malzemeler (Falkon tiipler, pipet uclar)

¢ 60 mm petri (Corning, CL.S430166)

¢ 96 kuyucuklu pleyt (Greiner Bio-one, 655160)

¢ Sodyum Bikarbonat (Sigma, S5761)

¢ Vero EO6 hiicre hatti (ERAGEM hiicre hatti stogu)
® MG132 Proteozom Inhibit6rii (Sigma, M7449)

¢ Keci-anti tavsan Ig- FITC sekonder antikoru (SouthernBiotech, 4030-02)
¢ Gliserol (Sigma, G5516)

¢ Hiicre Kiiltiir Vasati

DMEM-F12 (Sigma, D8900)

%10 NCS (Sigma, N4762)

%1 Penisilin Streptomisin Amfoterisin Antibiyotik (Biological Industries, 03-031-1B)
¢ Formalin Fiksasyon Soliisyonu:

4 gr Sodyum Fosfat Monobazik (Sigma, 71505)

6,5 gr Sodyum Fosfat Dibazik (Sigma, S0876)

100 ml %37°1lik Formaldehit (Merck,104003)

900 ml Distile su

¢ Permeabilizasyon Soliisyonu:

0.2 ml Triton-X100 (Bio-Rad, 1610407)

200 ml 1X PBS

TBST Soliisyonu:

3 ml 1 M Tris-HCI (pH 8.0)

0.3 ml Tween 20 (Merck, 822184)

9 ml 5 M NacCl (Sigma, S3014)

300 ml Distile su

¢ Bloklama Tamponu:

2,5 gr yagsiz siit tozu (Pmar marka)

50 ml IX PBS
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e Viriis Uretme Vasati:

DMEM-F12 (Sigma, D8900)

%2 NCS (Sigma, N4762)

%1 Penisilin Streptomisin Amfoterisin Antibiyotik (Biological Industries, 03-031-1B)
® %2 CMC Soliisyonu:

2 gr CMC (Sigma, C9481)

100 ml Distile su

3.11.2.2. Metot

96 kuyucuklu pleyte Vero E6 hiicreleri 37°C %5 CO>’li inkiibatorde %90 yogunluga
ulasana kadar inkiibe edildi. Ertesigiin siRNA’lar ile transfekte edildikten sonra
KKKAHYV ile enfekte edilmis Vero E6 hiicre lizatlarinimn sirasiyla 10" den 107°e kadar
diliisyonlar1 yapildi. Pleytteki hiicre vasatlar1 yavasca aspire edildi. Hazirlanan lizat
diliisyonlar1 yavasca her kuyucuga esit miktarda eklenip hiicreler 1 saat inkiibasyona
brrakildi. Inkiibasyonun ardindan DMEM-F12/CMC karisimindan yavasca her
kuyucuga eklendi. Pleyt 3 giin 37°C %5 CO>’li inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan formalin fiksasyon soliisyonu her kuyucuga yavasca eklendi;
pleyt 30 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler 1
kere 1X PBS ile yikandi. Yikamanin ardindan 4 kere permeabilizasyon yapildi.
Permeabilizasyon islemi bittikten sonra bloklama soliisyonu her kuyucuga eklendi ve
pleyt 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan, bloklama soliisyonu uzaklastirilds.
Hiicreler 1 kere 1X PBS ile yikandi. Primer antikor TBST i¢inde; KKKAH viriisii
pozitif poliklonal tavsan serumu 1:1000 oraninda hazirlanip hiicrelere uyguland: ve 1
saat inkiibe edildi. Hiicreler 3 kere TBST ile yikandi. Keci-anti tavsan Ig- FITC
sekonder TBST i¢inde 1:2000 oraninda oraninda hazirlanip hiicrelere uygulandi. Pleytin
tizeri aliiminyum folyo ile kapland:1 ve 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler 3 kere
TBST ile yikandi, Yikama soliisyonu uzaklastirilip her kuyucuga %20 gliserol iceren
1X PBS konuldu. Floresans mikroskobu ile floresans 1is1ma veren hiicreler tespit edildi.
Asagidaki formiile gore viriisiin titresi belirlendi:
Toplam floresan plak sayisi

Viriis miktar1 (ml) x Diliisyon faktorii




4. BULGULAR

4.1. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susu NSs Geninin DNA Sekansi ve NSs

Proteini Aminoasit Sekansi

KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 susu (GenBank: GQ337053.1) 1673 niikleotitlik S
segmentine ait DNA sekansinda yer alan, NSs proteinini sentezleyen agik okuma
cercevesi ORFFinder biyoinformatik programi kullanilarak belirlendi. NSs geninin 906.
niikleotitle baslayan 433. niikleotitle son bulan 477 bp’lik DNA sekansi ExPASy
Translate programu kullanilarak transle edildi ve NSs proteinine ait 158 aminoasitlik

protein dizilimi belirlendi.

5°...CCAACAGGCTGCTCTTAAGTGGAGGAAGGACATAGGTTTCCGTGTCAAC
GCAAACACGGCAGCCTTAAGCAACAAAGTCCTTGCAGAATACAAAGTCCCT
GGTGAAATTGTGATGTCTGTTAAAGAAATGCTGTCAGACATGATTAGAAGG
AGGAATCTAATTCTCAACAGGGGCGGTGATGAAAATCCACGCGGCCCAGTG
AGCCGTGAACATGTGGAGTGGTGCAGGGAATTTGTCAAAGGCAAGTACATC
ATGGCTTTCAATCCACCTTGGGGGGACATCAACAAATCAGGTCGTTCGGGA
ATAGCACTTGTTGCAACAGGCCTTGCCAAGCTTGCAGAGACCGAGGGGAAA
GGAGTTTTTGACGAAGCTAAGAAGACCGTGGAGGCTCTCAATGGGTATTTG
GACAAGCACAGGGACGAAGTCGACAAAGCAAGTGCTGACAGCATGATAAC
AAACCTCCCTAAGCACAT...3’

Sekil 13. KKKAH viriisii NSs Geni DNA Sekansi
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MCLGRFVIMLSALALSTSSLCLSKYPLRASTVFLASSKTP
FPSVSASLARPVATSAIPERPDLLMSPQGGLKAMMYLPL
TNSLHHSTCSRLTGPRGFSSPPLLRIRFLLLIMSDSISLTD
ITISPGTLYSARTLLLKAAVFALTRKPMSFLHLRAACW

Sekil 14. KKKAH viriisti NSs proteinine ait aminoasit dizilimi
4.2. pCOLD TF Plazmid DNA Ekstraksiyonu

KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit 06 Susu NSs Proteinin prokaryotik sistemde eksprese
edilebilmesi i¢in 5769 bp uzunlugundaki pCOLD TF tastyic1 vektorii se¢ildi.

cspA 3'UTR

Multiple cloning site
Factor Xa site
Thrombin site

HRV 3C Protease site
Trigger Factor (TF)
His—Tag

TEE

pCold TF DNA
(5,769 bp)

cspAS'UTR
lac operator
cspA promoter

QWY

<
L

Colg1 ot

Sekil 15. pCOLD TF vektor haritasi

Plazmid DNA’nm E. coli JM109 kimyasal kompetan hiicrelerine transforme edildi.
pCOLD TF plazmid DNA’sm iceren hiicrelerden, DNA ekstrasksiyonu yapildi. Elde
edilen plazmid DNA 60 ul 1X TE buffer da c¢oziildii. Plazmid DNA miktarini
belirlemek i¢cin NanoDrop 2000c kullanildi. DNA miktar1 2945.4 ng/ul belirlendi.
260/280 orani: 1.89 ve 260/230 orani: 2.20 saptandi. Daha sonra plasmid DNA’y1
goriintillemek i¢in %1 lik agaroz jel elektroforezi yapildi. UV kullanilarak jeldeki

plazmid DNA’nim goriintiisii alind1.
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Sekil 16. pCOLD TF plazmid DNA agaroz jel goriintiisii. Hat M. 10000 bp DNA Ladder Hat 1.
pCOLD TF plazmid DNA

4.3. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susu NSs Geninin PZR Yontemi ile

Cogaltilmasi

KKKAH pozitif serum Orneklerinin RNA’sindan elde edilen cDNA kalip olarak
kullanilarak, gen spesifik primerlerle KKKAH viriisii NSs geni PZR ile cogaltildi.

Negatif kontrol olarak cDNA yerine steril niikleaz icermeyen su kullanild:.

Sekil 17. PZR yontemi ile ¢ogaltilan NSs’in agaroz jel goriintiisii Hat M. 10000 bp DNA
Ladder Hat 1.ve Hat2. PZR ile ¢ogaltilmig NSs geni (477 bp) Hat NC. Negatif Kontrol

4.4. NSs Geni PZR Uriiniiniin Agaroz Jelden Ekstraksiyonu ve Piirifikasyonu

PZR yontemi ile cogaltilan NSs geni %1 agaroz jele yiiklendi. 150 V’da 20 dk
elektroforez tankinda yiiriitiildii. Steril bistiiri ile jelden kesilip kit yardimiyla
pirifikasyonu yapildi. 30 pul 1X TE tamponunda c¢oziildi. Piirifiye NSs miktarini
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belirlemek i¢in NanoDrop 2000c kullanildi. NSs DNA miktar1 355 ng/ul olarak

belirlendi.

Sekil 18. NSs geninin agaroz jel ekstraksiyonu sonrasi goriintiisii. Hat M. 10000 bp DNA
Ladder Hat 1. PZR ile ¢cogaltilip agaroz jelden ekstrakte edilen NSs geni (477 bp)

4.5. pCOLD TF plazmid DNA ve NSs Geninin Restriksiyon Kesim Enzimleriyle

Kesilmesi

Plazmid DNA ekstraksiyonu yapilan 3 pg pCOLD TF vektor DNA ve PZR yontemi ile
cogaltilip agaroz jelden ekstrakte edilen 2 pg NSs DNA Xhol ve BamHI restriksiyon
kesim enzimleri ile 37°C'de 3 saat kesildi. Kesim sonras1 plazmid DNA ve insert DNA

(NSs) ligasyon islemi icin agaroz jelden ekstrakte edildi.

A B

Sekil 19.A pCOLD TF plazmid DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi. Hat M. 10000 bp
DNA Ladder Hat 1. Restriksiyon enzimleri ile kesilmemis pCOLD TF plazmid DNA Hat 2.
Xhol ve BamHI ile ¢ift kesilmis pCOLD TF plazmid DNA B. NSs DNA’nin restriksiyon kesim
enzimleri ile kesilmesi Hat M. 10000 bp DNA Ladder Hat 1. Restriksiyon enzimleri ile kesilmemis
NSs Hat 2. Xhol ve BamHlI ile ¢ift kesilmis NSs
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4.6. Koloni PZR ile Pozitif Klonlarin Belirlenmesi

Restriksiyon kesim enzimleri ile ¢ift kesilmis 50 ng pCOLD TF plazmid DNA ve 150
ng NSs geni 16°C’deki Thermal cycler cihazinda bir gece inkiibe edilerek ligasyon
reaksiyonu gerceklestirildi. Inkiibasyon isleminin ardindan ligasyon miksinden 4ul
almip E. coli IM109 kimyasal kompetan hiicrelerine transforme edildi. Ligasyonun
gerceklesip gerceklesmedigini kontrol etmek amaci ile Koloni PZR yapildi. Secilen 10
koloniden 2 tanesinin NSs genini iceren plazmidi tasidigr belirlendi. Pozitif

kolonilerden biri se¢ilip plazmid DNA ekstraksiyonu yapildi.

Sekil 20. Koloni PZR ile belirlenen pozitif kolonilerin agaroz jel goriintiisii. Hat M. 10000 bp
DNA Ladder

4.7. pCOLD TF-NSs’in Restriksiyon Enzimleri ile Cift Kesilmesi

Koloni PZR sonucu pozitif ¢ikan koloniden elde edilen pCOLD TF-NSs plazmid DNA,
Xhol ve BamHI restriksiyon enzimleri ile 37°C’de 3 saat c¢ift kesilerek vektor DNA’nin

NSs geninin dogru oryantasyonda tasidigi konfirme edildi.
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Sekil 21. pCOLD TF-NSs plazmid DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi. Hat M. 10000
bp DNA Ladder Hat 1. Restriksiyon enzimleri ile kesilmemis pCOLD TF-NSs plazmid DNA
Hat 2. Xhol ve BamHI ile cift kesilmis pCOLD TF-NSs plazmid DNA

4.8. pCOLD TF-NSs Vektoriiniin IPTG ile Indiiksiyonu

pCOLD TF-NSs plazmidi E. coli C43 (DE3) kompetan hiicresine aktarilarak Sml LB
icerisinde baslangi¢ kiiltiirii olarak iretildi. Baslangic Kkiiltiiriinden 2 ml alinip 100
pg/mL ampisilin iceren 100 ml LB igerisinde 37°C’de 225 rpm’de calkalanarak ODggo
~0,6 oluncaya kadar beklendi ve kiiltiirden indiiklenmemis protein 6rnegi alindiktan
sonra 1mM IPTG eklenerek kiiltiir sicakligr 16°C’e indirilip 225 rpm’de c¢alkalanarak
18 saat boyunca istenilen proteinin indiiklenerek iiretilmesi saglandi. Indiiklenmis ve
indiiklenmemis protein Ornekleri ile SDS-PAGE goriintiilendi. Rekombinant pCOLD
TF-NSs vektoriinde bulunan trigger faktoriiniin biiyiikliigii 48 kDa ve NSs proteinin
biiytikligi ise yaklasik olarak 18 kDa olmast sebebiyle iiretilmesi beklenen
rekombinant proteinin biiyiikliigii 66 kDa'dur. Indiiklenmemis pCOLD TF-NSs
vektoriiniin rekombinant protein tiretmedigi, indiikklenmis pCOLD TF-NSs vektoriiniin

ise yaklasik 66 kDa biiyiikliigiinde protein iirettigi goriildii.
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Sekil 22. IPTG ile indiikklenen pCOLD TF-NSs rekombinant proteininin SDS-PAGE jel
goriintiisii. Hat 1.ve 4. Protein marker Hat 2. ve 5. Indiiklenmemis pCOLD TF-NSs protein
ornegi. Hat 3. ve 6. indiiklenmis rekombinant pPCOLD TF-NSs protein drnegi.

4.9. pCOLD TF-NSs Rekombinant Proteinin Lizis Tamponu ile Ekstraksiyonu

IPTG ile indiiklenmis 100 ml kiiltiir 2 ayr1 falkona boliindii ve 6000 rpm’de 4°C’de 30
dk santrifiijden sonra elde edilen hiicre pelletlerinin agirligi hassas tartida olciilerek
belirlendi. Her bir pellete agirliklarina gore lizis tampon c¢ozeltisi ile ekstraksiyon
protokolii uygulandi. Elde edilen iki siipernatant ve pellet icin pCOLD TF-NSs
rekombinant proteininin ¢oziinebilir (soluble) ve inkliizyon cisimcigi (insoluble)
formlarmi belirlemek amaciyla SDS-PAGE yapildi. pCOLD TF-NSs (48 kDa saperon
protein + 18 kDa NSs proteini) rekombinant proteininin, protein marker ile
kiyaslandiginda 50-75 kDa arasinda yaklasik 66 kDa biiyiikliigiinde kalin bir bant
seklinde jelde goriintiilenmesi ile, ekstraksiyon sonrasi soluble formda oldugu

belirlenmis oldu.
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Sekil 23. Lizis tamponu ile ekstrakte edilmis pCOLD TF-NSs rekombinant proteininin SDS-
PAGE jel goriintiisii. Hat 1. Protein marker Hat 2. ve 4. pCOLD TF-NSs rekombinant proteinin
coziiniir (soluble) fraksiyonu. Hat 3. ve 5. pCOLD TF-NSs proteinin ¢oziiniir olmayan
(insoluble) fraksiyonu.

4.10. pCOLD TF-NSs Rekombinant Proteinin Saflastiriimasi

Lizis buffer ile ekstraksiyon sonras1 elde edilen lizattan NI-NTA kolonu kullanilarak
soluble pCOLD TF-NSs rekombinant protein piirifikasyonu yapildi. Piirifikasyon icin 2
adet NI-NTA Spin Kolon kullanildi. Her kolona 300 ul eliisyon tamponu uygulanarak
ilk eliisyonlar alindi. ikinci eliisyon igin de her kolona 300 ul eliisyon tamponu
uygulandi. Elde edilen ilk ve ikinci eliisyonlar kuyucuklara 10 pl yiiklenerek (10 ul eliie
protein + 10 pl 2X sample buffer) SDS-PAGE ile goriintiilendi.
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Sekil 24. Piirifiye pCOLD TF-NSs rekombinant proteininin SDS-PAGE jel goriintiisii. Hat 1.
Protein marker Hat 2. Piirifikasyon oncesi lizis tamponu ile ekstrakte edilen rekombinant
protein Hat 3. NPI-10 baglama tamponu ile ile kolon dengelendikten sonra kolona uygulanan
ornekten sonra kolondan akan fraksiyon Hat 4. ve 5. Washing buffer kolona uygulandiktan
sonra kolondan akan fraksiyon Hat 6. Kolondan ilk 300 pl eliisyon tamponu ile alinan protein
Hat 7. Kolondan ikinci 300 pl eliisyon tamponu ile alinan protein

4.11. pCOLD TF-NSs Rekombinant Proteinin Miktarimin Belirlenmesi

NI-NTA kolondan alinan birinci ve ikinci eliisyonlarin icerdigi piirifiye rekombinant
pCOLD TF-NSs antijeninin konsantrasyonunu belirlemek i¢cin SDS-PAGE yapildi;
ImagelLab Software Version 5.1. programi kullanilarak relatif olarak rekombinant
protein miktar1 belirlendi. SDS-PAGE de standart protein olarak BSA artan
konsantrasyonlarda 50, 100, 250, 500, 1000, 2000, 3000, 5000 ng kuyucuklara
yiiklendi. Eliisyonlardan 10ul kuyucuklara yiiklendi. Sonucta birinci eliisyonda yaklasik
475 ng/ul; ikinci eliisyonda yaklasik 270 ng/ul rekombinant antijen oldugu belirlendi.
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Sekil 25. Piirifiye pCOLD TF-NSs rekombinant proteininin miktarmin belirlenmesi. Hat 1. 50
ng BSA Hat 2. 100 ng BSA Hat 3. 250 ng BSA Hat 4. 500 ng BSA Hat 5. 1000 ng BSA Hat 7.
3000 ng BSA Hat 8. 5000 ng BSA Hat 9. Kolondan ilk alinan eliisyondaki rekombinant protein
miktar1 Hat 10. Kolondan ilk alinan eliisyondaki rekombinant protein miktari

4.12. Rekombinant pCOLD TF-NSs Antijeni ile Immiinize Edilen Farelerden
Alman Serumlarin ELISA ile Test Edilmesi

1155076 nolu ve ‘Kirim-Kongo Kanamali Ates Hastaligima (KKKAH) Karsi
Adenovirus (Ad) Tabanli Rekombinant iki As1 Adaymmn Gelistirilmesi ve Etkinliginin
Belirlenmesi’ isimli TUBITAK 1003 projesi kapsaminda pCOLD TF-NSs vektorii
kullanilarak rekombinat NSs proteini iiretilip saflastirildiktan sonra intraperitonel olarak
Balb/c farelerine verildi. Rekombinant NSs proteininin biyolojik olarak aktif oldugunun
teyit edilmesi ve antijenik Ozelliginin arastirilmasi amaciyla piirifiye rekombinant
protein ELISA testinde antijen olarak kullamildi. Piirifiye edilen pCOLD TF-NSs
rekombinant antijeni 4 ug konsantrasyonda karbonat tamponu ile kuyucuklara baglandi.
Immiinizasyonun etkinligini test etmek icin iki tane negatif serum (Immiinizasyon
oncesi iki fareden alman serum) ve 12 tane pozitif serum (Immiinizasyon sonrasi
farelerden alinan serum) kullanildi. Serumlar 1/100 oraninda bloklama tamponu
icerisinde diliie edildi ve her bir kuyucuga 100 pl uygulandi. Konjugat olarak Keci anti-
fare IgG 1:4000 diliisyonda kullanildi. Substrat olarak ise TMB SENS HRP substrat
soliisyonu kullanildi. Stop soliisyonu eklendikten sonra 450 nm’de ELISA okuyucuda
OD degerleri ol¢iildii.
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Sekil 26. Rekombinant pCOLD TF-NSs proteini ile immiinize edilen farelerden alinan
serumlarin ELISA sonucu. 4ug rekombinant antijen baglanan kuyucuklarda A1-D1’de,
immiinizasyon oncesi farelerden alinan negatif kontrol serumlari; E1-H1’de, 1. immiinizasyon
sonrasi poliklonal fare serumlari; A2-D2’de, 2. immiinizasyon sonrasi poliklonal fare serumlart;
E2-H2’de, 3. immiinizasyon sonrasi poliklonal fare serumlari;; A3-D3’te 4. immiinizasyon
sonrasi poliklonal fare serumlar;; E3-H3’de 5. immiinizasyon sonrasi; A4-D4’te 6.
immiinizasyon sonrasi elde edilen poliklonal fare serumlari test edildi.

Tablo 7. Rekombinant pCOLD TF-NSs antijeni ile farelerin immiinizasyonu sonucu elde edilen
serumlarin ELISA OD degerleri.

1 2 3 4
A 0,5965 1,4521 3,1297 3,7013
B 0,4794 0,9673 2,3321 4,7347
C 0,4154 4,4093 4,1735 1,7608
D 0,5559 6 6 4,3345
E 5,0891 1,3705 4,2944
F 4,4113 1,8343 4,5375
G 4,1880 2,9501 4,1080
H 4,3861 3,1786 4,1415

450 nm’de alinan absorbans degerlerine gore cut off degeri 1,023 olarak hesaplandi ve
bu degerin iizerindekiler pozitif kabul edildi. Immiinize fare serumlarmin tiimii ELISA
testinde pozitif olarak bulundu. pCOLD TF-NSs rekombinant proteinin aktif oldugu ve

immiinizasyonlar arasinda OD degerlerinde belirgin bir farklilik olmadig: goriildii.
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4.13. Rekombinant pCOLDTF-NSs Antijeninin, KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06
Susuyla Immiinize Edilen Fare Serumlarinda Anti-KKKAHYV IgG Belirlenmesi
Amaciyla ELISA Testinde Kullanilmasi

Piirifiye edilen pCOLD TF-NSs rekombinant antijeni 1, 2, 3, 4 ug konsantrasyonlarda
karbonat tamponu ile kuyucuklara baglandi. Pozitif kontrol olarak PEG presipite
KKKAH viriisii antijeni 1 pg konsantrasyonda kullanildi. Rekombinant antijenin
etkinligini Fare IgG ELISA’da test etmek i¢in bir tane immiinizasyon dncesinde Balb-c
farelerden alinan negatif fare serumu (Serum 4) ve iic tane KKKAH viriisii ile 3.
immiinizasyon sonrast Balb-c farelerden alman pozitif fare serumu (Serum 1-2-3)
kullanildi. Serumlar 1/100 oraninda bloklama tamponu icerisinde diliie edildi ve her bir
kuyucuga 100 pl uygulandi. Negatif serum ve pozitif serumlar 2 replika olarak
uygulandi. Konjugat olarak Kec¢i anti-fare IgG 1:5000 diliisyonda kullanildi. Substrat
olarak ise TMB SENS HRP substrat soliisyonu kullanildi. 450 nm’de ELISA

okuyucuda absorbans degerleri 6l¢iildii.

NP NS S

DN\ Sy TR T o \l bl
P A oS RO
LO 0 0 ",\* AN

? ? ? A

N \)\_- \-.- aa

Serum 1 {

Serum 2

Serum 3

Serum 4 {

Sekil 27. Fare IgG ELISA gelistirilmesinde pCOLD TF-NSs rekombinant antijeni ve inaktif
KKKAH viriisii antijeni kullanilarak yapilan ELISA sonuglari. A1-B1-C1-D1-E1-F1-G1-H1’e 1
ug; A2-B2-C2-D2-E2-F2-G2-H2’e 2 pg; A3-B3-C3-D3-E3-F3-G3-H3’e 3 pg; A4-B4-C4-D4-
E4-F4-G4-H4’e 4 ng rekombinant antijen baglanmustir. A5-B5-C5-D5-ES-F5-G5-HS ve A6-
B6-C6-D6-E6-F6-G6-H6’a 1 ng inaktif KKKAH viriisii antijeni baglanmstir.
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Tablo 8. Fare IgG ELISA gelistirilmesinde pCOLD TF-NSs rekombinant antijeni ve inaktif
KKKAH viriisii antijeni kullanilarak yapilan ELISA’nin OD degerleri

1 2 3 4 5 6
1 pg 2pg 3ng 4 pg 1 pg 1 pg
NSs NSs NSs NSs KKKAHYV | KKKAHV
A Gorumq L03576 | 03580 | 03193 | 0,2914 6 6
B 0,3351 | 0,2758 | 0,2655 | 0,2624 3,7540 3,1187
C | Gopum 2 | 23678 | 03235 | 03780 | 0,4026 3,7836 1,8593
D 0,3123 | 0,3491 | 0,3704 | 0,3725 3,5192 3,3269
E | o oum3 03136 02632 | 02615 | 0,3212 6 6
F 0,3381 | 0,2909 | 0,3098 | 0,3019 6 5,2964
G | qopumg 03424 0.3337 | 03511 | 03658 0,9562 0,3013
H 0,3115 | 0,3509 | 0,3029 | 0,3927 0,3213 0,5054

450 nm’de alinan absorbans degerlerine gore pCOLD TF-NSs rekombinant antijeni i¢in
cut off degeri 0,688; KKKAH viriisii antijeni i¢in cut off degeri 1,042 olarak hesaplandi
ve bu degerlerin iizerindekiler pozitif kabul edildi. pCOLD TF-NSs rekombinant
antijeni baglanan kuyucuklarda KKKAH viriisii IgG pozitif oldugu bilinen ve pozitif
kontrol olarak kullanilan KKKAH viriisii antijeni ile yapilan ELISA ile karsilastirilan
fare serumlarinm hi¢ birinde OD yanitinin sekillenmedigi goriildii ve negatif sonug

alind1.

4.14. Rekombinant pCOLD TF-NSs Antijeninin, KKKAH IgG Pozitif Insan
Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla ELISA Testinde

Kullanilmasi

Piirifiye edilen pCOLD TF-NSs rekombinant antijeni 1, 2, 3, 4 ug konsantrasyonlarda
karbonat tamponu ile kuyucuklara baglandi. Pozitif kontrol olarak PEG presipite
KKKAH viriisii antijeni 1 pg konsantrasyonda kullanildi. Rekombinant antijenin
etkinligini KKKAH IgG pozitif insan serumlarinda anti-KKKAH IgG belirlenmesi
amactyla ELISA’da test etmek icin bir tane KKKAH IgG negatif insan serumu (Serum
4) ve ¢ tane KKKAH IgG pozitif oldugu bilinen insan serumu (Serum 1-2-3)
kullanildi. Serumlar 1/100 oraninda bloklama tamponu icerisinde diliie edildi ve her bir
kuyucuga 100 pl uygulandi. Negatif serum ve pozitif serumlar 2 replika olarak
uygulandi. Konjugat olarak Kegi anti-insan IgG 1:4000 diliisyonda kullanildi. Substrat
olarak ise TMB SENS HRP substrat soliisyonu kullanildi. 450 nm de ELISA okuyucuda

absorbans degerleri dl¢iildii.
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Sekil 28. Insan IgG ELISA gelistirilmesinde pCOLD TF-NSs rekombinant antijeni ve inaktif
KKKAH viriisii antijeni kullanilarak yapilan ELISA sonuglari. A1-B1-C1-D1-E1-F1-G1-H1’e 1
ug; A2-B2-C2-D2-E2-F2-G2-H2’e 2 pg; A3-B3-C3-D3-E3-F3-G3-H3’e 3 pg; A4-B4-C4-D4-
E4-F4-G4-H4’e 4 pg rekombinant antijen baglanmistir. A5-B5-C5-D5-E5-F5-G5-HS5’e 1 pg
inaktif KKKAH viriisii antijeni baglanmistir.

450 nm’de alinan absorbans degerlerine gére pCOLD TF-NSs rekombinant antijeni i¢in
cut off degeri 2,207; KKKAH viriisii antijeni i¢in cut off degeri 0,637 olarak hesaplandi
ve bu degerlerin iizerindekiler pozitif kabul edildi. pCOLD TF-NSs rekombinant
antijeni baglanan kuyucuklarda KKKAH viriisii IgG pozitif oldugu bilinen ve pozitif
kontrol olarak kullanilan KKKAH viriisii antijeni ile yapilan ELISA ile karsilastirilan
serumlarin hi¢ birinde OD yanitinin cut off degerini ge¢medigi goriildii ve negatif sonug

alind.
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Tablo 9. insan IgG ELISA gelistirilmesinde pCOLD TF-NSs rekombinant antijeni ve inaktif
KKKAH viriisii antijeni kullanilarak yapilan ELISA’nin OD degerleri

1 2 3 4 5
1 pg 2pg 3ng 4 pg 1 pg
NSs NSs NSs NSs KKKAHYV
A 0,9001 | 0,5647 03510 | 0,7777 4,9882
Serum 1
B 0,7150 = 0,5484 | 02752 | 0,6463 49175
C 0,7553 | 0,4133 0,3643 0,4979 6
p | SeUM2 P80 05396 | 04205 0,8048 4,9543
E | (.| 10264 06319 07357 0,6553 5,1820
F 1,0549 | 08862 | 0,6848 0,8561 6
G | g, | 10735 | 09398 0,6472 | 0,9560 0,2821
H 15275 | 12421 1,0492 1,3936 0,3553

4.15. Rekombinant pCOLD TF-NSs Antijeni ile Immiinize Edilen Fare
Serumlarmin Peptit ELISA ile Test Edilmesi

KKKAH viriisiit NSs Proteinini Peptit-tabanli ELISA yontemi ile test etmek amaci ile
KKKAH viriisii Turkey-Kelkit 06 Susu NSs proteinine ait 20 aminoasit dizisi iceren ve
bunlarin 12 tanesi overlap olacak sekilde dizayn edilen, GenScript firmasimdan hizmet
allmi yoluyla sentezlenen polipeptitler kullanildi. Sentetik polipeptitler yapilan
hidrofobite/hidrofilite analizlerine gore asidik, bazik ve notral peptitler olarak
gruplandirildi steril DNaz/RNaz icermeyen distile suda konsantrasyonlar1 1 mg/ml
olacak sekilde ¢oziildii. Coziiniir formdaki sentetik polipetitlerden iicerli ve dorderli
gruplar halinde olusturulan kombine peptit havuzlar1 ELISA testinde kullanilmak iizere

-20°C’de muhafaza edildi.
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Tablo 10. KKKAH viriisii NSs proteinine ait sentetik polipeptitlerin amino asit

dizilimleri
Polipeptit Amino asit dizilimi

NSs 2 MLSALALSTSSLCLSKYPLR
NSs 3 TSSLCLSKYPLRASTVELAS
NSs 4 YPLRASTVFLASSKTPFPSV
NSs 5 FLASSKTPFPSVSASLARPV
NSs 6 FPSVSASLARPVATSAIPER
NSs 7 ARPVATSAIPERPDLLMSPQ
NSs 8 IPERPDLLMSPQGGLKAMMY
NSs 9 MSPQGGLKAMMYLPLTNSLH
NSs 10 AMMYLPLTNSLHHSTCSRLT
NSs 11 NSLHHSTCSRLTGPRGFSSP
NSs 12 SRLTGPRGFSSPPLLRIRFL
NSs 14 IRFLLIMSDSISLTDITISP
NSs 15 SDSISLTDITISPGTLYSAR
NSs 16 ITISPGTLYSARTLLLKAAV
NSs 17 YSARTLLLKAAVFALTRKPM
NSs 18 KAAVFALTRKPMSFLHLRAA
NSs 19 RKPMSFLHLRAACW

Kombine peptitlerden olusan birinci havuzunda (K1) NSs 2, NSs 3, NSs 4; ikinci
havuzda (K2) NSs 6, NSs 7, NSs 8; iiciincii havuzda (K3) NSs 8, NSs 9, NSs 10;
dordiincii havuzda (K4) NSs 11, NSs 12, NSs 14, NSs 15 ve son olarak besinci havuzda
(K5) NSs 16, NSs 17, NSs 18, NSs 19 peptitleri kullanild1.

NSs peptitlerinin her birinin konsantrasyonu kuyucuk basma 2 pg olacak sekilde
kombine edilip, karbonat tamponu ile kuyucuklara baglandi. Pozitif kontrol icin
pCOLD TF-NSs rekombinant antijeni ile 7 kere immiinize edilmis poliklonal fare
serumu ve negatif kontrol i¢in immiinizasyon oncesi fareden alinan serumu kullanildi.
Serumlar 1/100 oraninda bloklama tamponu icerisinde diliie edildi ve her bir kuyucuga
100 pl uygulandi. Tiim peptitler 2 replika olacak sekilde test edildi. Sekonder antikor
olarak keci anti-fare IgG 1:4000 dilisyonda kullanildi. Substrat olarak ise TMB SENS
HRP substrat soliisyonu kullanildi. Stop soliisyonu eklendikten sonra 450 nm de ELISA

okuyucuda absorbans degerleri 6l¢iildii.
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Sekil 29. KKKAH viriisit NSs proteine ait peptitler kullanilarak test edilen rekombinant
antijenle immiinize fare serumuna ait ELISA sonuglart. A1-B1’e K1; C1-D1’e K2; E1-F1’e K3;
G1-H1’e K4 ve A2-B2’e K5 peptitleri baglanip, rekombinant antijenle immiinize fare poliklonal
serumu test edildi. C2-D2’e K1; E2-F2’e K2; G2-H2’e K3; A3-B3’e K4 ve C3-D3’e K5
peptitleri baglanip, negatif fare serumu ile test edildi.

Rekombinant antijenle immiinize fare serumu ve immiinizasyondan once fareden alinan
negatif serumun KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 susu NSs proteinine ait polipeptitler
kullanilarak, peptit ELISA ile test edilmesi sonucunda pozitif ve negatif oldugu bilenen
serumlarda 450 nm’de alinan absorbans degerlerine gore cut off degeri 0,912 olarak

belirlendi ve tiim OD yanitlarinin negatif oldugu goriildii.

Tablo 11. Rekombinant pCOLD TF-NSs antijeni ile farelerin immiinizasyonu sonucu
elde edilen serumlarm Peptit ELISA OD degerleri.

1 2 3
A 0,4220 0,5950 0,6679
B 0,2930 0,4128 0,3515
C 0,4645 0,3576 0,8099
D 0,2334 0,4193 0,6325
E 0,3447 0,4287
F 0,4332 0,2103
G 0,3097 0,3821
H 0,7743 0,3021
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4.16. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susuyla Immiinize Edilen Fare
Serumlarmin Peptit ELISA ile Test Edilmesi

NSs peptitlerinden her birinin konsantrasyonu 2 ug olacak sekilde karbonat tamponu ile
kuyucuklara baglandi. Pozitif kontrol icin KKKAH viriisii ile immiinize edilmis ii¢
fareden alinan serumlar ve negatif kontrol icin immiizasyon Oncesi ii¢ fareden alinan
serumlar kullanildi. Serumlar 1/100 oraninda bloklama tamponu icerisinde diliie edildi
ve her bir kuyucuga 100 ul uygulandi. Tiim serumlar her bir kombine peptit i¢in 2
replika olacak sekilde test edildi. Konjugat olarak Kec¢i anti-fare Ig 1:4000 diliisyonda
kullanildi. Substrat olarak ise TMB SENS HRP substrat soliisyonu kullanildi. Stop
soliisyonu eklendikten sonra 450 nm de ELISA reader da okuma gerceklestirildi.

KKKAH yoniinden IgG pozitif oldugu bilinen fare serumlarnin KKKAH viriisii
Turkey-Kelkit06 susu NSs proteinine ait peptitler kullanilarak ELISA ile test edilmesi
sonucunda pozitif ve negatif oldugu bilenen serumlarda anlamli bir OD yanit1
sekillenmedi, 450 nm’de alinan absorbans degerlerine gore cut off degeri 1,402 olarak

belirlendi, tiim sonuclar negatif olarak degerlendirildi.

Sekil 30. KKKAH viriisii NSs proteine ait peptitler kullanilarak test edilen KKKAH IgG pozitif
fare serumuna ait Peptit ELISA sonuglart. A1-B1, A2-B2, A3-B3, A4-B4, A5-BS5, A6-B6’a K1;
C1-D1, C2-D2, C3-D3, C4-D4, C5-D5, C6-D6’a K2; E1-F1, E2-F2, E3-F3, E4-F4, E5-F5, E6-
F6’a K3; G1-H1, G2-H2, G3-H3, G4-H4, G5-HS, G6-H6’a K4 peptitleri baglandi. KKKAH
virlisti ile immiinize IgG pozitif fare poliklonal serumu ve negatif fare serumu ile peptit
ELISA’nin etkinligi test edildi.
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Tablo 12. Fare IgG Peptit ELISA gelistirilmesinde KKKAH viriisii antijeni ile immiinize pozitif
fare serumlar1 ve immiinize olmayan negatif fare serumlar1 kullanilarak yapilan
Peptit ELISA’nin OD degerleri

1 2 3 4 5 6
Pozitif Pozitif | Pozitif | Negatif Negatif Negatif
serum 1 | serum?2 | serum3 | serum 1 serum 2 serum 3
A K1 0,7971 0,8097 1,1795 0,6133 0,7608 1,0862
B 0,5617 0,4841 0,4690 0,2938 0,3956 1,0441
C K2 0,6905 0,6029 0,7626 0,4298 0,5857 0,9606
D 0,7984 0,7748 0,8282 0,3418 0,4533 0,8631
E K3 0,7880 1,0656 1,0369 0,3653 0,6058 0,6745
F 1,2407 0,8028 0,8156 0,5085 1,3126 0,6023
G K4 1,1064 1,3332 1,2541 0,5244 0,6768 0,4969
H 1,4924 2,2059 1,4482 0,7179 1,1309 1,3842

4.17. KKKAH IgG Pozitif Insan Serumlarinin Peptit ELISA ile Test Edilmesi

NSs11-NSs12-NSs14-NSs15 (K4) peptitlerinin her birinin konsantrasyonu kuyucuk
basina 2 pg olacak sekilde kombine edilip, karbonat tamponu ile kuyucuklara baglandi.
Pozitif kontrol i¢in 4 tane KKKAH IgG pozitif insan serumu ve negatif kontrol i¢cin 4
tane KKKAH IgG negatif insan serumu kullanildi. Serumlar 1/100 oraninda bloklama
tamponu igerisinde diliie edildi ve her bir kuyucuga 100 pl uygulandi. Tiim serumlar 2
replika olacak sekilde test edildi. Konjugat olarak Fare anti-insan IgG 1:4000
dilisyonda kullanildi. Substrat olarak ise TMB SENS HRP substrat soliisyonu
kullanildi. Stop soliisyonu eklendikten sonra 450 nm de ELISA okuyucuda OD

degerleri belirlendi.
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Sekil 31. KKKAH viriisii NSs proteine ait peptitler kullanilarak test edilen KKKAH IgG pozitif
insan serumuna ait Peptit ELISA sonuglari. Tiim kuyucuklara K4 peptitleri baglandi. KKKAH

IgG porzitif ve negatif insan serumlari ile peptit ELISA’nin etkinligi test edildi.

Tablo 13. Insan IgG pozitif serumlarin KKKAH viriisii NSs peptitleri ile test edilmesi ile elde

edilen Peptit ELISA’nin OD degerleri

] 2

‘; Pozitif serum 1 8:;238 Negatif serum 1 (1):??22
]C) Pozitif serum 2 8:2?3? Negatif serum 2 (1):?(1)23
PF: Pozitif serum 3 8:222? Negatif serum 3 (1):?)%2
g Pozitif serum 4 (1)2325;3 Negatif serum 4 }:‘3‘82;

450 nm’de alinan absorbans degerlerine gore cut off degeri 2,018 olarak belirlendi.

KKKAH viriisiit Turkey-KelkitO6 susu NSs proteinine ait peptitlerin baglandigi

kuyucuklarda OD yanitlarina gore negatif sonuclar elde edildi.

4.18. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susuyla Enfekte Edilmis Vero E6

Hiicrelerinde Enfeksiyonun Farkh Zaman Arahklarinda in vitro NSs proteininin

IFA Yontemi ile Gosterilmesi

KKKAH viriisii  Turkey-KelkitO6 susu ile enfekte hiicrelerde NSs proteinin

ekspresyonunu gostermek amaciyla 96 kuyucuklu pleytte Vero E6 hiicreleri MOI 2
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olacak sekilde; pozitif kontrol icin Vero E6 hiicreleri MOI 1 olacak sekilde enfekte
edildi. Negatif kontrol i¢in hiicreler viriis ile enfekte edilmedi. NSs proteininin
ekspresyonunun belirlenen zaman araliklarinda hiicreler 37°C’de %S5 CO;’li
inkiibatorde bekletildi. Proteinin ekspresyonunun gosterilmesi primer antikor olarak
pCOLD TF-NSs rekombinant antijeni ile 7 kere immiinize edilmis fareden alinan
poliklonal serum TBST i¢inde 1:500 ve 1:1000 olacak sekilde diliie edildi ve her bir
diliisyon icin iki kuyucukta calisildi. Pozitif kontrol ve negatif kontrol i¢cin KKKAH
viriisii ile immiinize edilmis fareden alman poliklonal serum benzer sekilde 1:500 ve
1:1000 oraninda diliie edildi ve her bir diliisyon i¢in iki kuyucukta calisildi. Sekonder
antikor olarak Keci-anti fare FITC 1:2000 oranmnda TBST i¢inde diliie edilerek
uygulandi. Floresan mikroskop altinda enfeksiyondan 4-6-8-10-12-24-36-48-72 saat
sonra NSs proteininin ekspresyonu floresan 1sima veren hiicre varligi kontrol edilerek

arastirild.

Enfeksiyonun 6. saatinden itibaren viriis ile enfekte hiicrelerde NSs proteininin
ekspresyonu pozitif ve negatif kontrollerle karsillastrma yapilarak gosterildi.
Enfeksiyonun 4. saatinde pozitif kontrolde, negatif kontrolde floresan hiicrelerde

goriilmedi; NSs’in ekspresyonunun, enfeksiyonun 6. saatten itibaren basladigi goriildii.
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Sekil 32. KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 susu ile enfekte edilen Vero E6 hiicrelerinde enfeksiyonun farkli saatlerinde NSs ekspresyonunun IFA yontemi
ile gosterilmesi. PK: Pozitif Kontrol; NK: Negatif Kontrol; X10: Floresan mikroskobu objektif biiylitmesi
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4.19. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susuyla Enfekte Edilmis Vero E6 Hiicre
Lizatlarindan Viral RNA’larda Revers Transkriptaz PZR Yontemi ile NSs

Geninin Cogaltilmasi

24 kuyucuklu pleyte Vero E6 hiicrelerinden 250.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 500
ul hiicre pasajlandi. Pleyt 37°C %5 CO,’li inkiibatorde bir gece, hiicrelerin %90
konfluense ulagsmasi i¢in inkiibasyona birakildi. Hiicreler KKKKAH viriisii Turkey-
Kelkit 06 susu ile MOI 0,1 olacak sekilde enfeksiyon yapildi. Enfeksiyon sonrasi
incelenecek her bir saat (4-6-8-10-12-24-36-48-72) icin iki kuyucuk enfekte edildi.
Enfeksiyon sonrasi hiicre lizatlarindan elde edilen viral RNA’lar revers transkriptaz ile
cDNA’ya cevrilip, gen spesifik primerler ile (Tablo 1) viral genomda NSs gen varligi
PZR yontemi ile aragtirildi.

Pozitif Kontrol olarak, 3. pasaj fare beyni KKKAH viriisii ile enfekte edilmis fareden
alman kandan ekstrakte edilen viral RNA’lardan oligo (dT) ve random primerler
kullanilarak elde edilen cDNA’lar kullanildi. Negatif kontrol olarak DNaz/RNaz

icermeyen steril distile su kullanild.

(6@l M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

M2 S 6T T8 Y

Sekil 33. KKKAH viriisii ile enfekte Vero E6 hiicre lizatlarindan ekstrakte edilen viral
RNA’lardan elde edilen cDNA’lardan RT-PZR yontemi ile ¢ogaltilan NSs geninin agaroz jel
gortintiisiic A. Hat M. 10000 bp DNA Ladder Hat 1. Negatif kontrol Hat2. Pozitif kontrol
random cDNA Hat 3. Pozitif kontrol oligo cDNA Hat 4. 4 saat enfekte lizat random cDNA Hat
5. 4 saat enfekte lizat oligo cDNA Hat 6. 6 saat enfekte lizat random cDNA Hat 7. 6 saat
enfekte lizat oligo cDNA Hat 8. 8 saat enfekte lizat random cDNA Hat 9. 8 saat enfekte lizat
oligo cDNA B. Hat M. 10000 bp DNA Ladder Hat 1. Negatif kontrol Hat2. Pozitif kontrol
random cDNA Hat 3. Pozitif kontrol oligo cDNA Hat 4. 10 saat enfekte lizat random cDNA
Hat 5. 10 saat enfekte lizat oligo cDNA Hat 6. 12 saat enfekte lizat random cDNA Hat 7. 12
saat enfekte lizat oligo cDNA Hat 8. 24 saat enfekte lizat random cDNA Hat 9. 24 saat enfekte
lizat oligo cDNA C. Hat M. 10000 bp DNA Ladder Hat 1. Negatif kontrol Hat2. Pozitif kontrol
random cDNA Hat 3. Pozitif kontrol oligo cDNA Hat 4. 36 saat enfekte lizat random cDNA
Hat 5. 36 saat enfekte lizat oligo cDNA Hat 6. 48 saat enfekte lizat random cDNA Hat 7. 48
saat enfekte lizat oligo cDNA Hat 8. 72 saat enfekte lizat random cDNA Hat 9. 72 saat enfekte
lizat oligo cDNA
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3. pasaj fare beyni KKKAH viriisii ile MOI 0.1 olacak sekilde enfekte edilen,
enfeksiyondan 4, 6, 8 saat sonra alinan Vero E6 hiicre lizatindan random primerler
kullanilarak elde edilen cDNA’larin NSs genini icerdigi, oligo (dT) primerler
kullanilarak elde edilen cDNA’larin NSs genini icermedigi -6 ve 8’de ¢ok silik bant
gozlendi. Enfeksiyondan 10, 12, 24 saat sonra alinan Vero E6 hiicre lizatindan random
primerler kullanilarak elde edilen cDNA’larin NSs genini igerdigi, oligo (dT) primerler
kullanilarak 12. saatte elde edilen cDNA’nin NSs genini icerdigi; ancak 10. ve 24. saatte
elde edilen cDNA’larin NSs genini ¢cok az miktarda icerdigi gozlendi. Enfeksiyondan
36, 48, 72 saat sonra alman Vero E6 hiicre lizatlarindan random primerler kullanilarak
elde edilen cDNA’lar ile 48. ve 72. saatte oligo (dT) primerler kullanilarak elde edilen
cDNA’larda NSs genine ait bant net goriiliirken; 36. saatte elde edilen cDNA’ da NSs
genine ait bant ¢ok silik bir sekilde gozlendi.

4.20. Rekombinant pCOLD TF-NSs Proteini Kullamlarak NSs Proteinin

immunblotlama Yontemi ile Belirlenmesi

Immunblotlama yontemi ile viriise ait NSs proteininin varliginimn arastirilmasi amaciyla
antijen olarak prokaryotik sistemde iiretilen rekombinant pCOLD TF-NSs proteini 3ug
kullanildi. Pozitif kontrol olarak, 12ug PEG presipite KKKAH viriis antijeni kullanild:
ve antijen poliklonal tavsan serumu ile problandi. Primer antikor olarak; rekombinant
pCOLD TF-NSs proteini ile 7 kere immiinize edilmis poliklonal fare serumu, KKKAH
IgG pozitif insan serumu, KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 Susu ile immiinize edilmis
poliklonal fare ve tavsan serumlar test edildi. pCOLD TF-NSs rekombinant antijeni ile
7 kere immiinize edilmis poliklonal fare serumu 1:5000 diliisyonda; KKKAH viriisii
IgG pozitif insan serumu 1:500 diliisyonda, KKKAH viriisii ile immiinize poliklonal
fare serumu 1:500 diliisyonda; KKKAH viriisii ile immiinize poliklonal tavsan serumu
1:3000 diliisyonda kullanildi. Konjugat olarak; kec¢i anti-fare IgG 1:2500; keci anti-
insan IgG 1:2000; kec¢i anti-tavsan IgG 1:3000 diliisyonda kullanild1.
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Sekil 34. Rekombinant pCOLD TF-NSs antijeni kullanilarak yapilan western blot goriintiisii. A.
Pozitif kontrol; 12ug PEG presipite KKKAH viriis antijeni, poliklonal tavsan serumu ile
problandi. B. 3ug rekombinant NSs antijeni, pCOLD TF-NSs rekombinant proteini ile 7 kere
immiinize edilen poliklonal fare serumu ile problandi. C. 3ug rekombinant NSs antijeni,
KKKAH viriisii IgG pozitif oldugu bilinen insan serumu ile problandi. D. 3ug rekombinant NSs
antijeni, KKKAH viriisii ile immiinize poliklonal tavsan serumu ile problandi. E. 3pug
rekombinant NSs antijeni, 3. pasaj fare beyni KKKAH viriisii ile immiinize edilen poliklonal
fare serumu ile problandi. F. Negatif kontrol; 12ug PEG presipite KKKAH viriis antijeni,
immiinizasyon oncesi fareden alinan serum ile problandu.

Immunblotlama yontemi ile viriise ait NSs proteininin varliginmn arastirilmasi amaciyla
antijen olarak prokaryotik sistemde iiretilen rekombinant pCOLD TF-NSs proteini
kullanilarak yapilan ve rekombinant protein ile immiinize poliklonal fare serumu ile
problanan western blot sonucunda birden fazla bantin goriilmesi ve yaklasik 66 kDa
biiytikliigiindeki bolgede rekombinant NSs’e karst olusmus daha kalin bir bant
goriilmesi ile prokaryotik sistemde iiretilen rekombinant proteinin tiim epitoplarina karsi

olusmus antikor yanitin1 gosterdi.

Immunblotlama yontemi ile viriise ait NSs proteininin varliginmn aragtirilmasi amaciyla
antijen olarak prokaryotik sistemde iiretilen rekombinant pCOLD TF-NSs proteini
kullanilarak yapilan ve KKKAH viriisii IgG pozitif tavsan, fare ve insan serumlari ile
problanan western blot sonucunda; fare ve tavsan serumlarinda rekombinant proteine ait
bant goriilmezken, insan serumu ile problanan kisimda beklenen biiyiikliikte yaklasik 66

kDa biiyiikliigiinde tek bir bant goriildii.
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4.21. KKKAH Viriisii NSs Geninin PZR Yontemi ile Cogaltilmasi

KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 Susu NSs geninin memeli miicrelerine plazmid DNA
aracili transfeksiyonu ve memeli hiicrelerinde NSs proteinini eksprese etmek amaciyla,
NSs genini klonlamak i¢in bir memeli ekspresyon vektorii olan pcDNA 3.1/V5-His
TOPO plazmid DNA kullanild:.

Hind 1l

=

Pmel

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Sekil 35. pCDNA3.1/V5-His-TOPO vektor haritast

NSs’in PZR yontemi ile ¢cogaltilmasinda kalip olarak 50 ng/ul pCOLD TF-NSs plazmid
DNA kullanild1. Secilen pcDNA 3.1/V5-His TOPO plazmid DNA; klonlama icin 3'
ucunda tek bazlik timidin (T) c¢ikintilar1 ve vektore kovalent olarak bagl topoizomeraz
(aktif vektor) eklenerek lineer (dogrusal) hale getirilmistir. Bu nedenle PZR i¢in enzim
olarak, PCR iiriinlerinin 3' uglarina tek bir deoksiadenozin (A) ekleyen, templeyt-

bagimli olmayan terminal transferaz aktivitesine sahip 7aq polimeraz enzimi kullanildu.
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Sekil 36. pCOLD TF-NSs plazmid DNA’dan PZR yontemi ile ¢ogaltilan NSs’in agaroz jel
gorlintiisit Hat M. 10000 bp DNA Ladder Hat 1. Negatif kontrol Hat 2. PZR ile cogaltilmis
NSs geni (477 bp)

KKKAH virtisii Turkey-Kelkit 06 susuna ait 477 bp biiytikliigiindeki NSs PZR yontemi

ile cogaltild1 ve agaroz jelde goriintiilendi.

4.22. NSs’in Agaroz Jelden Ekstraksiyonu

PZR yontemi ile cogaltilan NSs geni %1 agaroz jele yiiklendi. 150 V’da 20 dk
elektroforez tankinda yiiriitiildii. Steril bistiiri ile jelden kesilip kit yardimiyla
pirifikasyonu yapildi. 30 pul 1X TE tamponunda c¢oziildi. Piirifiye NSs miktarini
belirlemek i¢in NanoDrop 2000c kullanildi. NSs DNA miktar1 111.2 ng/ul olarak

belirlendi.

Sekil 37. NSs geninin agaroz jel ekstraksiyonu sonrasi goriintiisii. Hat M. 10000 bp DNA
Ladder Hat 1. PZR ile ¢cogaltilip agaroz jelden ekstrakte edilen NSs geni (477 bp)
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4.23. KKKAH Viriisii NSs Geninin pcDNA 3.1/V5-His TOPO Vektoriine

Klonlanmasi

Agaroz jelden ekstrakte edilen NSs daha sonra pcDNA 3.1/V5-His TOPO plazmid
DNA’ya klonland1 ve pcDNA 3.1/V5-His TOPO-NSs olarak adlandirildi. Daha sonra
plazmid DNA E.coli One Shot TOP10 kimyasal kompetan hiicrelerine transforme edildi

ve klonlamanin kontrolii i¢in 10 tane koloni secilip PZR yapildi.

M1 2 3456 7 89 10

Sekil 38. Koloni PZR pozitif kolonilerin agaroz jel gortintiisii. Hat M. 10000 bp DNA Ladder

Koloni PZR pozitif ¢ikan iki koloni secilip plazmid DNA ekstraksiyonu yapildi. insert
DNA’nin (NSs) plazmid icerisinde dogru yerlesip yerlesmedigini (in frame) kontrol
etmek icin BamHI, Xhol ve Xbal restriksiyon enzimleri ile 4 saat 37 °C’de tek ve cift
kesim yapild1.

Sekil 39. Restriksiyon enzimleri ile tek ve c¢ift kesilmis pcDNA3.1/V5-His-TOPO-NSs
plazmidlerin agaroz jel goriintiisi Hat M. 10000 bp DNA Ladder Hat 1 ve 2. Restriksiyon
enzimleri ile kesilmemis plazmid DNA’lar. Hat 3 ve 4. Xhol ile tek kesilmis plazmid DNA’lar.
Hat 5 ve 7. BamHI ve Xbal ile ¢ift kesilmis plazmid DNA’lar. Hat 6 ve 8. Xhol ve Xbal ile cift
kesilmis plazmid DNA’lar
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Her iki plazmid DNA’nin da Xhol ile yapilan tek kesim ve Xhol-Xbal ile yapilan cift
kesim sonucunda yapilan agaroz jel elektroforezi sonrasinda insert DNA (NSs)
goriillmemesi; BamHI ve Xbal ile yapilan cift kesim sonrasinda 554 bp bant goriilmesi
insert DNA’nin (NSs) her iki plazmid icerisinde de dogru yerlestigini (in frame)

gosterdi.

4.24. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susu NSs Geninin Memeli Hiicrelerine
plazmid DNA Aracih Transfeksiyonu ve Memeli Hiicrelerinde NSs Proteininin

Ekspresyonunun Belirlenmesi

KKKAH viriisiit Turkey-Kelkit06 susu NSs genini igeren pcDNA3.1/V5-His-TOPO-
NSs plazmidinin Lipofectamine 2000 reaktifi kullanilarak Vero E6 hiicrelerine lipid
aracili transfeksiyonu yapildi. NSs’in memeli hiicrelerinde ekspresyonu sirasinda
proteozomal degredasyona ugrayip ugramadigini arastirmak amaciyla, pcDNA3.1/V5-
His-TOPO-NSs plazmidi ile transfekte edilmis bazi hiicrelere transfeksiyonun 20.
saatinde 10uM MG132 proteozom inhibitorii uygulandi. Negatif kontrol olarak Vero E6
hiicrelerinden bazilar1 1ug pcDNA3.1/V5-His-TOPO/lacZ plazmidi ile transfekte edildi.
Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler proteaz inhibitor kokteyli i¢eren lizis tamponu
ile toplandi, dondur-¢6z yontemine tabi tutulduktan sonra elde edilen hiicre lizatlari,
transfekte hiicrelerde NSs’in ekspresyonunun kontrolii i¢cin immunblotlama yontemi ile
analiz edildi. Primer antikor olarak pCOLD TF-NSs rekombinant proteini ile 7 kere
immiinize edilen fare poliklonal serumu 1:2000 dilisyonda; konjugat olarak keci anti-

fare IgG 1:2500 diliisyonda uygulandi.
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Sekil 40. pcDNA3.1/V5-His-TOPO-NSs plazmidi ile transfekte hiicrelerde NSs’in
ekspresyonunun western blot goriintiisii. A. MG132 uygulanmamis 24 saat transfekte edilmis
hiicrelerde NSs’in ekspresyonu. B. 10uM MGI132 uygulanmig 24 saat transfekte edilmis
hiicrelerde NSs’in ekspresyonu. C. Negatif kontrol; pcDNA3.1/V5-His-TOPO/lacZ plazmidi ile
transfekte hiicrelerde NSs’in ekspresyonu

Memeli ekspresyon vektorii ile transfekte edilmis Vero E6 hiicrelerinde NSs proteininin
ekspresyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan 24 saatlik transfeksiyon sonucunda elde
edilen hiicre lizatlar1 ile yapilan immunblotlama sonucunda NSs’in memeli hiicrelerinde
eksprese edildigi, plazmidden kaynaklanan V5 epitopundan ve polihistidin bolgesinden
gelen yaklagik 5 kDa’luk kisim ile NSs proteini 23 kDa biiyiikliigiinde goriildii. Ayni
zamanda 10uM MGI132 proteazom inhibitérii uygulanan transfekte hiicrelerde NSs
ekspresyonunun daha fazla oldugu goriildii. Negatif kontrol olarak pcDNA3.1/V5-His-
TOPO/lacZ plazmidi ile transfekte hiicrelerde, pCOLD TF-NSs proteini ile 7 kere
immiinize edilen poliklonal fare serumu ile problama sonucunda beklenildigi gibi

NSs’in ekspresyonu gozlenmedi.

4.25. Kiiciik interferans RNA (siRNA’lar) kullamlarak KKKAH viriisii Turkey-
Kelkit06 Susu NSs Geninin Susturulmasi ve NSs’in Viriis Titrasyonuna Etkisinin

Belirlenmesi

KKKAH viriisii Turkey-KelkitO6 susu NSs genini susturulmasi i¢in BLOCK-iT RNAi

Designer programu kullanilarak NSs transkriptini hedef alan 20 niikleotit uzunlugunda,
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3 tane siRNA molekiilii, pozitif kontrol olarak 1 tane KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06
Susu NP transkriptini hedef alan siRNA molekiilii dizayn edildi (Tablo 15).

24 well pleytte, NP67, NSs70, NSs125 ve NSs137 siRNA’lar1 her kuyucukta 10 nM
konsantrasyonda siRNA olacak sekilde Vero E6 hiicrelerine transfekte edildi. Her bir
siRNA transfeksiyonu i¢in iki kuyucuk (iki replika) kullanildi.

Transfeksiyondan 8 saat sonra, MOI 0.01 olacak sekilde hiicreler 1 saat, 3. pasaj fare
beyni KKKAH viriisii ile enfekte edildi. Enfeksiyondan 24 saat sonra hiicre lizatlar1
topland1. Elde edilen hiicre lizatlarinin 10-1’den 10-7’ye diliisyonlar1 yapilarak IFA
yontemi ile virlis titresi belirlendi. Pozitif kontrol olarak siRNA ile transfekte
edilmemis, sadece viriis ile enfekte edilmis hiicre lizati kullanildi. Negatif kontrol
olarak siRNA ile transfekte edilmemis ve viriis ile enfekte edilmemis hiicre lizati

kullanildi. Her bir lizat 96 kuyucuklu pleytte 3 replika olacak sekilde test edildi.

Tablo 15. KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 Susu NSs ve NP transkriplerini hedef alan
siRNA’larin DNA sekanslari

siRNA DNA sekansi
NSs 70 sense (5°—3) CAACAAAGUCCUUGCAGAAUACAAA
NSs 70 antisense (3°—5’) UUUGUAUUCUGCAAGGACUUUGUUG
NSs 125 sense (5°—3’) GAAAUGCUGUCAGACAUGAUUAGAA
NSs 125 antisense (3°—5’) UUCUAAUCAUGUCUGACAGCAUUUC
NSs 137 sense (5°—3’) GACAUGAUUAGAAGGAGGAAUCUAA
NSs 137 antisense (3°—5’) UUAGAUUCCUCCUUCUAAUCAUGUC
NP 67 sense (5°—3") GGAAAUGGACUUAUGGACACUUUCA
NP 67 antisense (3°—5’) UGAAAGUGUCCAUAAGUCCAUUUCC
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Sekil 41. siRNA transfeksiyonundan sonra KKKAH viriisii ile enfekte edilmis hiicre lizatlarinda
viriis titresinin IFA ile belirlenmesi. PK: Pozitif kontrol; NK: Negatif kontrol; X10: Floresan
mikroskobu objektif biiylitmesi

Transfeksiyonu farkli siRNA’lar ile yapilmis hiicre lizatlar ile viriis titresini belirlemek
icin yapilan IFA sonucuna gore; Pozitif kontrolde 10™ diliisyondan sonra plak olusumu
goriilmedi ve viriis titresi 3x10° PFU/ml olarak hesaplandi. NP67 siRNA ile transfekte
edilmis hiicre lizatlarinda 107 diliisyondan sonra plak olusumu goriilmedi ve viriis
titresi 2,3x10° PFU/ml olarak hesaplandi. NSs70 siRNA ile transfekte hiicre lizatlarinda
107 diliisyondan sonra plak olusumu goriilmedi ve viriis titresi 2,6x10° PFU/ml olarak
hesaplandi. NSs125 siRNA ile transfekte hiicre lizatlarinda 10~ diliissyondan sonra plak
olusumu goriilmedi ve viris titresi 3x10° PFU/ml olarak hesaplandi. NSs137 siRNA ile
trasnfekte hiicre lizatlarinda 107 diliisyondan sonra plak olusumu goriilmedi ve viriis
titresi 3x10° PFU/ml olarak hesaplandi. Negatif kontrolde beklenildigi gibi plak

olusumu goriilmedi.
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Tablo 16. KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 Susu NSs ve NP transkriplerini hedef alan siRNA
transfeksiyonundan sonra enfekte edilen hiicrelerde viriis titresi

Viriis titresi (PFU/ml)
Pozitif Kontrol 3x10° PFU/ml
NP 67 2,3x10° PFU/ml
NSs 70 2,6x10° PFU/ml
NSs 125 3x10° PFU/ml
NSs 137 3x10° PFU/ml
Negatif Kontrol -

Sonug olarak, KKKAH viriisii Turkey-Kelkit06 susu NSs genini hedef alan siRNA’lar

kullanilarak yapilan transfeksiyon sonucunda viriis titresinin 2 log diistiigii belirlendi.

Pozitif kontrol olarak NP transkriptini hedef alan siRNA’nin uygulandigi hiicre

lizatindaki viriis titresinde de benzer sekilde 2 log azalma saptandi.




5. TARTISMA VE SONUC

KKKAH arboviriis kaynakli viral hemorajik atese neden olan bir hastaliktir, insanlara
agirlikl olarak virlis ile enfekte Hyalomma spp. cinsi keneler, viremik hastalar ve
hayvanlarin enfekte kan veya dokularina dogrudan temas yoluyla bulasmaktadir.
Insanlarda KKKAH enfeksiyonunun klinik seyri hafif atesli hastahiktan yiiksek ates,
halsizlik, gastrointestinal semptomlar ve multiorgan yetmezligine ilerleyebilen
hemorajik sendroma kadar degisebilmektedir (Vorou ark., 2007; Celikbas ark., 2014).
Tiirkiye'de ilk KKKAH vakasi 2002 yilinda tanimlanmistir (Karti ve ark., 2004).
Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanlig1 verilerine gore 2002-2017 yillar: arasinda toplam
10.562 vaka tespit edilmistir ve vaka 6liim oran1 %4,74 olarak bildirilmistir (T.C. Saglik
Bakanlig1 verileri).

KKKAH viriisiiniin de i¢inde bulundugu Bunyavirales takimi, segmentli, negatif
polariteli, tek iplikli RNA virlislerini iceren 9 aileye ayrilmustir: Feraviridae,
Fimoviridae, Hantaviridae, Jonviridae, Nairoviridae, Peribunyaviridae,
Phasmaviridae, Phenuiviridae ve Tospoviridae (Maes ve ark., 2018, 2019).
Bunyaviriisler omurgalilar (cogunlukla memeliler), omurgasizlar (¢ogunlukla
eklembacaklilar) ve bitkiler de dahil olmak iizere genis bir konak¢1 yelpazesine sahiptir.
Bunyaviriislerin ¢ogu artropod kaynakli viriislerdir (arboviriisler) ve viriis ile enfekte
eklembacakli vektorlerin beslenme davraniglarina baghi olarak omurgalilara veya
bitkilere bulasirlar (Horne and Vanlandingham, 2014). Bunyavirales takiminin dort
ailesi (Peribunyaviridae, Nairoviridae, Hantaviridae ve Phenuiviridae) insanlarda

hayati tehdit eden hastaliklara neden olabilecek viriis tiyelerini icermektedir.

Bunyaviriislerin enfeksiyonu viriisiin glikoproteinleri ile hiicre yiizeyine tutunmasi ile
baslamaktadir. Viriis hiicreye baglandiktan sonra klatrin aracili endositoz mekanizmasi
ile hiicre icene alinir. Viriisiin hiicre girisinin ve fiizyonunun ardindan genomik
RNA’lar sitozole salinir ve enkapsiile edilmis VRNA, viral mRNA’lar1 sentezlmesi i¢in

L proteinine sablon gorevi yapmaktadir (Zivcec ve ark., 2016). Bunyaviriis
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genomlarinin cogu, dort veya daha fazla genomik RNA segmentine sahip olan
Fimoviridae ailesindeki Emaraviriisler hari¢, S (Kiiciik), M (Orta) ve L (Biiyiik) adli ii¢
RNA segmentine sahiptir (Mielke-Ehret ve Muhlbach; 2012). Uc¢ genomlu
bunyaviriisler i¢in, NP proteini S segmentinden kodlanmaktadir, Gn ve Gc proteinleri,
M segmenti tarafindan kodlanan glikoprotein Onciisiiniin boliinmesiyle olusmakta ve

polimeraz L proteini, L. segmentinden eksprese edilmektedir.

NP proteinine ek olarak, Peribunyaviridae, Phenuiviridae ve Tospoviridae ailesi
tiyelerinin S segmentleri, iki alternatif stratejiden birini benimseyen ikinci bir protein
olan NSs'leri kodlar. Peribunyaviridae ailesinde, NP ve NSs ortak bir mRNA'daki iki
farkli acik okuma cercevesinden transle edilirken, Phenuiviridae ve Tospoviridae
ailelerinde bu iki proteinin ekspresyonu i¢in ambisense kodlama stratejisi uygulanir.
Ambisense genoma sahip viriislerde S segmenti VRNA (3°—5’) transkripsiyonla
komplementer antigenomik RNA (5°—3’) olusturmakta ve olusan bu antigenomik
VRNA’da yer alan NSs’e ait agcik okuma cercevesinin mRNA’ya translasyonu ile NSs’in
ekspresyonu gerceklesmektedir. (Barr ve ark. 2005; Copeland ve ark. 2013; Gamage ve
ark., 2015). Yakin zamanda Bunyamwera viriisit (BUNV), La Crosse viriisii (LACV),
Akabane virus (AKBV) (Blakqori ve Weber, 2005; Ogawa ve ark., 2007; Weber ve
ark., 2001) ve Schmallenberg virus (SBV) (Elliott ve ark., 2013; Varela ve ark., 2013)
icin reverse genetik sistemlerinin kullanimi, bunyaviriis biyolojisi hakkinda ve 6zellikle
yapisal olmayan proteinler ile ilgili ¢caligmalar1 arttrmustir. Yapilan calismalar, NSs'in
viriisiin replikasyonu iizerine etkisinin oldugunu ve viral patogeneze katkida
bulundugunu gostermistir (Bridgen ve ark., 2001). NSs'den yoksun olan BUNV (ANSs),
vahsi tip (wt) BUNV ile karsilastirildiginda biiyiime hizindaki azalmanin yanisira konak
memeli hiicresinin proteini sentezini kapatma kabiliyetinde de bir azalma gostermistir
(Bridgen ve ark., 2001). Benzer bir etki wt LACV ile LACVANSs’de de gdzlenmistir
(Blakqori ve Weber, 2005). Ayrica, in vivo fare deneyleri, viriisiin beyindeki
tropizminin, wt BUNV ve BUNVANSs’de ayn1 olmasma ragmen, wt virlisiin mutant
viriisten daha hizli replike oldugunu ve yayildigini gostermistir (Bridgen ve ark., 2001).
Benzer sekilde NSs’i silinmis viriis ile enfekte edilmis farelerde viriisiin ateniie oldugu
goriilmiis ve boylece bir viriilans faktorii gorevi gordiigii diistiniilmiistiir (Ogawa ve

ark., 2007).
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Hewson ve ark. (2004), KKKAH viriisiiniin 19 farkli susunda kismi RNA
segmentlerinin sekans analizlerini yaptiklar1 caligmada, AP92 izolat1 hari¢ diger tiim
suslarda viral S segmentinde 453-477 nt biiyiikliigiinde ek bir acik okuma ¢ercevesinin
varhigm gostermislerdir. KKKAH viriisiit S segmentinde NP proteininin kodlandig:
bdlgenin tam tersi oryantasyonda ikinci bir proteinin kodlanmasi, viriisiin ambisens
genoma sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu tez calismasinda, KKKAH viriisii
NSs proteinini kodlayan gen bdlgesi pCOLD TF rekombinant vektoriine klonlanmis ve
prokaryotik sistemde 66 kDa biiyiikliigiindeki rekombinant NSs proteini iiretilip
saflagtirilmigtir  (Sekil 24,25). NSs proteininin biyolojik olarak aktif oldugunun
arastirilmasi icin, aym rekombinant protein ile fare immiinizasyonlar1 yapilmis ve
hiperimmun serumlar elde edilmistir. Elde edilen bu serumlar ELISA yontemi ile test
edilmis ve prokaryotik sistemde iiretilen rekombinant proteinin biyolojik olarak aktif

oldugu gosterilmistir (Sekil 26).

Prokaryotik sistemde iiretilen pCOLD TF-NSs antijeni kullanilarak indirekt ELISA
gelistirilmesi caligmalar1 yapilmistir. Bu amagla rekombinant pCOLD TF-NSs antijeni
ELISA pleytlerine baglanarak KKKAH viriisii IgG pozitif oldugu bilinen insan ve fare
serumlar1 test edilmistir (Sekil 27, 28). Ancak her iki ELISA sonucunda da pozitif ve
negatif serumlar arasmnda anlamli bir fark goriilememis, pozitif serumlarm OD
degerlerinin cutt off degerlerinin altinda kaldigi goriilmiistiir. NSs’in soluble formda
tretilmesine ragmen ELISA’da istenilen sonuglarin almamamasimin bir¢cok nedeni
olabilir. Bu sebeplerden birisi soluble formda iiretilen NSs antijeninin daha yiiksek
derecede saflastirilmas1 gerektigi olabilir. KKKAH pozitif serum Orneklerinin
enfeksiyonunun hangi doneminde alindigi da ELISA sonuclarma etkisi olabilir. Bir
baska neden, enfeksiyonun erken doneminde eksprese edildigi bilinen NSs proteininin
hizli bir sekilde degrede olabilecegi ve organizmada yiiksek antikor yanitini
uyaramadigi diisiiniilmektedir. Bunyavirales takiminda yer alan Rift Vadisi Atesi viriisii
ve KKKAH viriisii ile iligkili olan Bunyamwera viriisit NSs proteininin enfeksiyondan
12 saat sonra ekspresyon seviyesinin azalmasi bu diisiinceyi kanitlar niteliktedir

(Knippenberg ve ark., 2013).

Prokaryotik sistemde iiretilen rekombinant pCOLD TF-NSs antijeni kullanilarak
indirekt ELISA gelistirilmesi ¢alismalarindan istenilen sonu¢ alinmadigi i¢in bir diger

alternatif olan peptit ELISA gelistirilmesi denemeleri yapilmistir. Sentetik peptitlerin
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serolojik tanida antijen olarak kullanilmasi biiyiik avantajlara sahiptir, ¢linkii peptitlerin
yenilenebilir sekilde iiretimleri kolay ve ucuzdur. Bununla birlikte, peptit tabanli ya da
tek epitop tabanli ELISA testinde, antijenik bilgi eksikligi nedeniyle duyarlilik diisiik
olabilmektedir. Serolojide kullanilan peptitlerin ¢ogu siirekli epitoplar1 temsil eder,
clinkii kiiciik dogrusal peptidler kullanarak kompleks siireksiz epitoplara kars1 olusan
antikorlar1 tespit etmek zordur. Peptit se¢cimi ve tasarimi, basarili bir peptit ELISA i¢in
biiylik oneme sahiptir (Langedijk ve ark., 2001). Bu calismada NSs proteinine ait 20
aminoasitlik sentetik peptitler kullanilarak, rekombinant antijen ile immiinize fare
serumlari, KKKAH IgG pozitif insan ve fare serumlari test edilmistir (Sekil 29, 30, 31).
Ancak NSs peptitleri kullanilarak yapilan ELISA sonucunda pozitif ve negatif
serumlarda bir antikor yaniti sekillenmemis; pozitif serumlarda cutt off degerinin
istiinde saptanabilir OD yanit1 olusmamistir. Bunun nedeni, c¢alismada test edilen
serumlarin hastaligin hangi evresinde alindig1 bilinmediginden, test edilen serumlardaki
IgG yanitinin seviyesinin diisiikliiglinden kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmektedir.
Benzer sekilde Zika virtisiit NS2B sentetik polipeptitleri kullanilarak gelistirilen peptit
ELISA’da (Mishra ve ark., 2018) semptomatik enfeksiyonun baslamasindan 2-3 hafta

sonra kullanilan serumlarda sonu¢ alinmasi bu iddiay: giiglendirmektedir.

KKKAH viriisit NSs proteini ile ilgili literatiirde tek bir caliyjma mevcuttur. KKKAH
viriisii ile transfekte hiicrelerde, NSs’in mitokondriye lokalize oldugu ve mitokondriyal
membran potansiyelini bozarak apoptozu indiikledigi bulunmustur (Barnwal ve ark.,
2015). KKKAH viriisii ile MOI 1 olacak sekilde enfekte edilen SW-13 hiicrelerinde 72.
saatte elde edilen hiicre lizat1 ile yapilan immunblotlamada NSs proteini tespit edilmis
olsa da calismada bahsedilen apoptotik fonksiyonlar sadece NSs'nin asir1 ekspresyonuna
dayanmaktadir; bu nedenle NSs’in varhigr ile ilgili daha fazla kanta ihtiyag
duyulmaktadir.Bu tez caliymasinda KKKAH viriisii ile enfekte hiicrelerde NSs
varligmin gosterilmesi amaciyla, Vero E6 hiicreleri viriisle MOI 2 olacak sekilde
enfekte edilmis ve rekombinant NSs ile immiinize poliklonal fare serumlar1 kullanilarak
enfeksiyonun farkli saatlerinde IFA yontemi ile proteinin varligr arastirilmigtir.
KKKAH Turkey-Kelkit06 susu ile Vero E6 hiicrelerine yapilan enfeksiyon sonrasi,
enfeksiyonun 6. saatinden itibaren 72. saate kadar NSs’in eksprese oldugu IFA yontemi
ile gosterilmistir (Sekil 32). Benzer sekilde MOI 0,01 ile enfekte edilmis Vero E6 hiicre

lizatlarindan oligo ve random primer ile elde edilen cDNA’lar ile yapilan revers
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transkriptaz PZR sonucunda NSs genine ait spesifik bantlar gosterilmis ve enfekte
hiicrelerde NSs’in ekspresyonu teyit edilmistir (Sekil 33). Ayn1 zamanda rekombinant
NSs antijeni kullanilan ve KKKAH IgG pozitif insan serumu ile problanan western blot
sonucunda rekombinant protein biiyiikliigiinde yaklasik 66kDa tek bant goriilmiistiir;
ancak KKKAH IgG pozitif tavsan ve fare serumlarinda ayni sonu¢ alinamamustir (Sekil
34). Elde edilen bu sonu¢ KKKAH viriisii NSs proteininin az miktarda iiretildigini ya da

iretildikten kisa bir siire sonra degredasyona ugramis olabilecegini diisiindiirmektedir.

KKKAH viriisii  NSs proteininin  enfeksiyon sirasinda memeli hiicrelerinde
degredasyona ugraylp ugramadigini arastirmak amaciyla pcDNA3.1/V5-His-TOPO
memeli ekspresyon vektoriine klonlanan NSs geninin, memeli hiicrelerine lipid aracili
transfeksiyonu yapilmis ve bazi hiicrelere kontrol amacli 10 uM MG132 proteozom
inhibitorii uygulanmistir. Elde edilen hiicre lizatlar1 ile yapilan western sonucunda
MG132 uygulanan hiicrelerde NSs ekspresyonunun arttig1 gozlenmistir (Sekil 40). Elde
edilen bu sonu¢ KKKAH viriisii NSs proteininin hizli bir sekilde degredasyona
ugradigm1 ve bu nedenle KKKAH viriisii NSs proteininin varligmin ortaya
konulmasinda KKKAH IgG kuvvetli pozitif insan serumu ile problanan western blot
sonucunda rekombinant protein biiyiikliigiinde yaklagik 66 kDa tek bant goriilmesine
ragmen KKKAH IgG pozitif tavsan ve fare serumlarmmda ayni sonucun neden

alimamadig1 konusunda ip ucu vermektedir.

Yapisal olmayan viral proteinlerin viral replikasyon {izerine etkileri oldugu
bilinmektedir (Eifan ve ark., 2013). RNA interferans (RNAi) yoluyla spesifik olarak
genlerin susturulmasi viral replikasyon iizerine oldukca degerli bilgiler vermektedir
(Fire ve ark., 1998). RNAi'nin aracilar1 olan kiiciik interferans RNA'lar (siRNA'lar),
homolog mRNA'nin sekansa 6zgii bozulmasini indiikleyerek translasyonu engelleyen
cift sarmalli RN'A molekiillerinin (uzunlugu 20-25 niikleotit) bir stmifidir (Elbashir ark.,
2001; Hammond, 2005). Son zamanlarda, HIV-1 (Jacque ark., 2002; Kumar ark., 2008),
influenza viriisii (Ge ve ark., 2004), solunum sinsityal viriisii (Bitko ve ark., 2005),
hepatit B viriisii (Kapadia ve ark., 2003) dahil olmak iizere akut veya kronik
enfeksiyonlara neden olan patojenik insan viriislerini hedef alan birkag RNAi tabanli
uygulama gelistirilmistir. Insan immiin yetmezlik viriisii tip 1 (HIV-1), RNA interferans
tarafindan inhibe edildigi gosterilen ilk primat viriisiidiir. siRNA’larin HIV

enfeksiyonunun erken ve ge¢ asamalarinin inhibisyonuna yol actigi Jacque ve ark.
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(2002) tarafindan bildirilmistir. Hepatit C viriisii (HCV) de olas1 siRNA hedefleri i¢in
incelenmistir. 5> UTR ve HCV’nin kor, NS3, NS4B ve NS5B kodlanma sekanslariin
siRNA’ya duyarl oldugu gosterilmistir (Yokota ark., 2003; Kapadi ark., 2003; Seo ark.,
2003; Randall ark., 2003; Wilson ark., 2003; Takigawa ark., 2004). Hepatit B
viriisiinde, RNAi'nin hedefleri olarak P, Pre C/C, Pre S/S, X genleri kullanilmistir
(Hamasaki ark., 2003; Ying ark., 2003; Shlomai ark., 2003; Ren ark., 2005; Moore ark.,
2005). Bu shRNA'lar HBV replikasyonunu etkili bir sekilde inhibe etmis ve ayrica

antiviral ila¢, lamivudin ile sinerjik etkiler gdstermistir (Chen ve ark., 2003).

Hazara viriisi (HAZV), Nairoviridae familyasindaki HAZV, insanlar i¢in patojenik
olmamasma ragmen, yeni dogan farelerde Olimciildiir (Smirnova ve ark., 1977) ve
yetiskin farelerde KKKAH viriisii epriivasyonuna kars1 ¢capraz koruma saglar. HAZV,
yakin serolojik ve filogenetik iligskisi nedeniyle KKKAH viriisiinii incelemek igin
alternatif bir modeldir (Foulke ve ark., 1981). Ayrica, BSL2 laboratuvarlarinda
kullanilabilir. Flusin ve ark. (2011), insan akciger karsinoma hiicre hatti (A549) ve
Afrika yesil maymun bobrek hiicre hatti (Vero E6) kullanarak yaptiklar1 caligmada
HAZV L, M, S segmentleri tarafindan kodlanan mRNA’lar1 hedefleyen siRNA’lar1
ribavirin ile kombine olarak uyguladiklarinda viriisiin replikasyonunun inhibe edildigini
gostermislerdir; bu calismada kullamlan L ve M genomik segmentleri tarafindan
kodlanan mRNA'lar1 hedefleyen siRNA'larin S segmentini hedefleyenlerden daha diisiik
bir etkiye sahip oldugunu bulmuslardir. Diger RNA viriislerinde oldugu gibi,
nairoviriislerinde siRNA'larin inhibisyonundan kagislarma katkida bulunabilecek
yiiksek bir mutasyon oranlar1 vardir. Bu nedenle siRNA molekiilleri dizayn edilirken en
fazla korunan viral dizileri hedef alan siRNA'larin kullanilmas1 viral mutantlarin ortaya
cikist azalmaktadir. Ug genomik segment arasinda, en diisiik mutasyon orani nedeniyle
S segmenti Nairoviriis’lerde en fazla korunan kisimdir (Anagnostou ve Papa, 2009;
Deyde ve ark., 2006). Bu nedenle, S segmentine karsi yOnlendirilen siRNA'larin
potansiyel  olarak  anti-nairoviriis  molekiilleri  olarak  kullanilabileceklerini
gostermektedir. Bu ¢alismada, KKKAH viriisiit NSs’in viriis replikasyonuna etkisi olup
olmadigi arastirilmistir. Bu amacla, virlisiin korunmus bolgesi olarak, NSs’i hedef alan
3 farkli siRNA molekiiliini BLOCK-iT RNAi Designer programi kullanarak dizayn
edildi. Pozitif kontrol olarak viriisiin S segmentinden kodlanan NP proteinini hedef alan

1 siRNA molekiilii kullanild1. 10 nM konsantrasyonda siRNA ile transfekte edilen Vero
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E6 hiicreleri daha sonra KKKAH viriisii ile MOI 0,01 olacak sekilde enfekte edildi.
Enfeksiyondan 24 saat sonra hiicre lizatlarinda viriisiin titresi IFA yontemi ile
belirlendi. KKKAH viriisii  Turkey-Kelkit06 susu NSs transkriptini hedef alan
siRNA’lar kullanilarak yapilan transfeksiyon sonucunda viriis titresinin 2 log diistiigii
belirlenmistir (Sekil 41). Pozitif kontrol olarak NP transkriptini hedef alan siRNA’nin
uygulandig1 hiicre lizatindaki viriis titresinde de benzer sekilde 2 log azalma
saptanmustir. BOylece ilk defa KKKAH viriis replikasyonu iizerine viriisiin NSs
proteinin etkisi belirlenmis ve bir viriilans faktorii oldugu anlasilmistir. Ayrica, bu
sonu¢lar KKKAH enfeksiyonunun erken donemlerinde proteazlar aracilig: ile yapilan

hiicre i¢i savunma mekanizmasinin varhigina da isaret etmektedir.

Bu tez c¢alismasinda, KKKAH viriisii NSs proteini prokaryotik sistemde iiretilmis ve
biyolojik olarak aktif oldugu fare immiinizasyon deneyleri ile gosterilmistir. KKKAH
viriisii NSs antijeni kullanarak ELISA gelistirilmesi ¢aligmalarinda istenilen sonuglara
ulagilamamistir. ELISA optimizasyon ¢aligmalari, daha yiiksek oranda piirifiye antijen
eldesi ve test edilecek drneklerin alinma zamanlar1 gibi parametreler tizerinde gelecekte
calisgilarak ELISA gelistirilmesinde mesafe alabilecegi diisiiniilmektedir. Tez
caligmasinda, KKKAH viriisii ile enfekte hiicrelerde NSs varliginin KKKAH viriisii ile
enfekte Vero E6 hiicreleri rekombinant NSs ile immiinize poliklonal fare serumlar:
kullanilarak enfeksiyonun farkli saatlerinde IFA yontemi ile proteinin varhg:
gosterilmigstir. Ayrica, KKKAH IgG pozitif yiiksek titreli insan serumu ile yapilan
immunoblotma ile NSs varlig1 teyit edilmistir. Calismanin son bolimiinde KKKAH
viriisii NSs proteinin viriilant bir faktor oldugu siRNA c¢aligmalariyla saptanmistir. Elde
edilen bu sonu¢, KKKAH kars1 siRNA’lar1 antiviral ajanlarla kombinasyonu gelecekte

hastalik i¢in bir tedavi secenegi olabilecegini gostermektedir.
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