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Kırım kongo kanamalı ateĢi virüsü (KKKAV) için DNA aĢısı olarak kullanılabilecek bir plazmit 

vektör oluĢturulmuĢ ve bu vektörün immün yeterli BALB/c ırkı farelerde hümoral ve hücresel 

bağıĢıklık yanıtlarını meydana getirme etkinliği değerlendirilmiĢtir. Bu amaç için hedef antijen 

olarak KKKA virüsünün yüksek düzeyde immünojenik özellik gösteren Gc yüzey glikoproteini 

kullanılmıĢtır. Öncelikle Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Viroloji Bölümü‘nün virüs 

kolleksiyonunda bulunan Türkiye kökenli, klinik bir izolat olan KKKAV KAST2012‘nin olgun 

Gc glikoproteinini kodlayan açık okuma çerçevesi (ORF), pVAX1 vektörüne klonlanarak 

nükleotit ve kodladığı amino asit dizisi belirlenmiĢtir. Elde edilen amino asit dizisi ile yapılan 

filogenetik analizler, KKKAV KAST2012 izolatının Türkiye kökenli KKKAV suĢları ile 

yüksek oranda benzerlik gösterdiğini ortaya koymuĢtur. Klonlanan Gc glikoproteini ORF‘sinin 

in vitro olarak ifadesinin çalıĢılması için aynı ORF‘yi kodlayan, pEGFP-Gc ökaryotik ifade 

vektörü oluĢturulmuĢtur. Transfekte hücrelerdeki Gc glikoprotein ifadesi hem protein 

seviyesinde hem de transkripsiyon seviyesinde gösterilmiĢtir. Fare immünizasyonu çalıĢmaları 

için pEGFP-Gc vektöründen EGFP ORF‘si çıkartılarak aĢı deneylerinde kullanılması üzere 

pGc-VAC aĢı vektörü elde edilmiĢtir. Fareler pGc-VAC aĢı vektörü ile kas içi olarak ikiĢer 

hafta arayla üç sefer aĢılanmıĢtır. AĢılanmıĢ farelerde 2,4 log10 titrede nötralize edici antikor 

yanıtı elde edilmiĢtir. AĢılanmıĢ farelerde kontrol grubuna göre total IgG1 ile birlikte özellikle 

daha belirgin olarak total IgG2a ve IgG2b antikor yanıtlarında anlamlı olarak artıĢ gözlenmiĢtir. 

AĢılanmıĢ farelerde hem Th1 hem de Th2 hücresel bağıĢıklık yanıtları ile iliĢkili sitokinlerde 

kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde artıĢ görülmüĢ ve sonuç olarak dengelenmiĢ Th1/Th2 

yanıtları elde edilmiĢtir. Bu çalıĢma, DNA aĢısı aracılığıyla ve tek baĢına olarak ifadelenen 

Türkiye kökenli bir KKKA virüsünün Gc antijeninin immünojenik özelliklerinin rapor edildiği 

ilk araĢtırma olması sebebiyle önem arz etmektedir.  

Haziran 2018, 146 sayfa  

Anahtar Kelimeler: Kırım Kongo Kanamalı AteĢi Virüsü, Gc glikoprotein, Plazmit vektör, 

DNA AĢısı, Fare modeli, Ġmmünizasyon, Hümoral ve hücresel bağıĢıklık 
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A plasmid vector which could be used as DNA vaccine for Crimean Congo Hemorrhagic Fever 

Virus (CCHFV) was constructed and its ability to elicit humoral and cellular immune responses 

in immunocompetent BALB/c mice was assessed. For this aim, the highly immunogenic 

glycoprotein Gc antigen of the CCHFV was used as the target antigen. Firstly, the open reading 

frame (ORF) of the glycoprotein Gc from a clinical isolate of CCHFV with Turkey origin 

(isolate KAST2012) which is present in the virus collection of Ankara University Faculty of 

Veterinary Medicine Department of Virology was cloned into pVAX1 vector and its nucleotide 

as well as the coded amino acid sequences were determined. Phylogenetic analysis based on the 

obtained amino acid sequence revealed the closest relatives of the isolate KAST2012 as 

CCHFV strains isolated also from Turkey. For the expression of the cloned glycoprotein Gc 

ORF in vitro, pEGFP-Gc eukaryotic expression vector expressing the same ORF was 

constructed. The expression of the glycoprotein Gc was demostrated both at the protein and 

transcription level in transfected cells. For the mouse immunization studies, EGFP ORF was 

removed from the pEGFP-Gc vector and pGc-VAC vaccine vector was generated to be used in 

the vaccination experiments. Mice were vaccinated intramuscularly with pGc-VAC vector three 

times with two weeks intervals. Neutrilizing antibody responses with the titre of 2,4 log10 was 

obtained in the vaccinated mice. Compare to the control group, vaccinated mice elicited 

increased levels of IgG1, IgG2a and IgG2b total antibodies with IgG2 isotypes being the most 

prominent ones. Increased levels of both Th1 and Th2 related cytokines were detected in the 

vaccinated mice compare to the control group indicating a balanced Th1/Th2 immune 

responses. To our knowledge, this is the first study reporting on the immunogenic 

characteristics of a CCHFV Gc antigen with Turkey origin as a single agent expressed via DNA 

based vaccine.   

June 2018, 146 pages 

Key Words: Crimean Congo Hemorrhagic Fever Virus, Gc glycoprotein, Plasmid vector, DNA 

Vaccine, Mouse model, Immunization, Humoral and cellular immunity 
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1. GİRİŞ 

Bugün Kırım Kongo Kanamalı AteĢi olarak bilinen enfektif hastalık ilk defa 12. 

yüzyılda bugünkü Tacikistan bölgesinde tanımlanmıĢtır (Ergönül 2006a). Modern tıpta, 

bu Ģiddetli kanamalı ateĢ hastalığı, 1944-1945 yıllarında eski Sovyetler Birliği‘nde 

bulunan Kırım yarım adasında 200 insan vakasını içeren büyük bir salgın Ģeklinde 

yeniden ortaya çıkmıĢtır (Ergönül 2006a). Bundan yaklaĢık 9 yıl sonra, Kongo‘da 

kanamalı ateĢ sendromuna yol açan viral bir hastalık rapor edilmiĢtir (Simpson vd. 

1967). Nihayetinde her iki hastalığa da aynı virüsün sebep olduğu bulunmuĢ ve bu 

virüse Kırım Kongo Kanamalı AteĢi Virüsü (KKKAV) adı verilmiĢtir (Casals 1969).  

KKKAV, Dang Humması Virüsünden sonra ikinci en çok yayılıĢ gösteren ve tıbbi 

öneme sahip arbovirüstür (Hoogstraal 1979). Bugün KKKAV‘nin Afrika‘da, Asya‘da, 

Ortadoğu‘da ve Avrupa‘da olmak üzere 30‘dan fazla ülkede yayılıĢ gösterdiği 

bilinmektedir. Bu haliyle KKKAV, dünyanın geniĢ bir kısmında endemik olarak 

bulunmaktadır. KKKAV, Bunyavirales takımında bulunan Nairoviridae ailesinin 

Orthonairovirus cinsine mensuptur. KKKAV hayvanları da enfekte etmektedir. Fakat bu 

enfeksiyonlar asemptomatiktir. Aslında endemik bölgelerde sığır, at, koyun, keçi, 

domuz, deve, eĢek, fare ve köpekleri içeren evcil ve yabani omurgalılarda viremi ve 

antikor varlığı gösterilmiĢtir. Fakat virüsün bu hayvanlarda hastalık yaptığına dair henüz 

herhangi bir kanıt bulunmamaktadır. Dolayısıyla KKKAV, doğada göze çarpmadan 

enzootik kene-omurgalı-kene döngüsü ile dolaĢır (Bente vd. 2013). 

KKKAV, insanlara temel olarak Ixodidae ailesine mensup Hyalomma cinsinde bulunan 

daha çok enfekte Hyalomma marginatum türü kenenin kiĢiyi ısırması ile veya enfekte 

kenenin el ile ezilmesi sonucu bulaĢır (Whitehouse 2004, Vorou vd. 2007, 

Leblebicioglu 2010). Ġnsan enfeksiyonları ayrıca enfekte hayvanların ve insanların kanı 

ve dokuları ile temas yoluyla da meydana gelebilir. Ġlave olarak insandan insana 

bulaĢma, ileri evredeki hastaların vücut sıvıları ile ve aerosolleri ile temas yoluyla da 

meydana gelebilir (Whitehouse 2004, Vorou vd. 2007, Leblebicioglu 2010). Endemik 

bölgelerdeki hayvan yetiĢtiricileri ve enfekte hastalarla temas halinde olan sağlık 

sektörü çalıĢanları risk grupları arasındadırlar (Whitehouse 2007). Genel olarak 
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KKKAV enfeksiyonları, kiĢide aniden beliren yüksek ateĢ ile spesifik olmayan grip 

benzeri semptomlar oluĢturur. Enfeksiyonun klinik semptomları genellikle hemoraji, 

kas ağrıları ve yüksek ateĢtir. KKKAV enfeksiyonlarının dünya genelinde yol açtığı 

ölüm oranı % 2 ile % 80 arasında değiĢmektedir (Whitehouse 2004, Leblebicioğlu 

2010). Ancak bu oran Türkiye‘deki vakalarda % 5‘in biraz altında belirlenmiĢtir 

(Yılmaz vd. 2009, Leblebicioglu vd. 2016). Hastalığın muğlak belirtileri ve çok 

değiĢken inkübasyon süresi, ayırıcı teĢhis olmaksızın hastalığa sebep olan ajanın 

KKKAV olduğunu kesin olarak tanımlamamızı zorlaĢtırmaktadır. Kırım kongo 

kanamalı ateĢi hastalığının teĢhisinde yaygın olarak kandaki KKKAV genomunu tespit 

eden ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi (RT-PZT) yöntemi ile kandaki 

KKKAV antijenlerini tespit eden immunofloresan yöntemi ve ELISA yöntemi 

kullanılmaktadır. Hastalardaki viremi, kandan, plazmadan veya dokudan virüs 

izolasyonu yapılarak gösterilebilir. Ancak virus izolasyonu, biyogüvenlik düzeyi 3+ 

olan laboratuvarlarda yapılabilmektedir. Hastalığın spesifik bir tedavisi olmadığı için 

enfekte kiĢilere destekleyici tedaviler uygulanmaktadır. Ayrıca bu hastalıktan korunmak 

için hali hazırda onay almıĢ herhangi bir aĢı da bulunmamaktadır.  

KKKAV, yapılan genom analizleri sonucunda yedi farklı gruba ayrılmıĢtır (Anagnostou 

ve Papa 2009, Leblebicioğlu 2010). Bunlar sırasıyla: Afrika 1 (Senegal), Afrika 2 

(Demokratik Kongo Cumhuriyeti ve Güney Afrika), Afrika 3 (Güney ve Batı Afrika), 

Avrupa 1 (Rusya, Türkiye, Bulgaristan, Kosova ve Arnavutluk), Avrupa 2 

(Yunanistan), Asya 1 (Orta Doğu, Pakistan ve Ġran) ve Asya 2 (Çin, Özbekistan, 

Tacikistan ve Kazakistan)‘dir.     

Nairoviridae ailesine mensup virüsler üç tane negatif polariteli tek iplikçikli RNA 

genomu bulundururlar. Bunlar sırayla küçük (S), orta (M) ve büyük (L) genom 

segmentleridir. Bu ailedeki virionlar, kılıflıdır ve çapları yaklaĢık 100 nm kadar olan 

küresel bir yapıdadır (Schmaljohn ve Nichol 2007). KKKAV‘nin S segmenti, 

nükleokapsit proteini (NP) ve NP açık okuma çerçevesine (ORF) zıt yönelimde 

kodlanan, yapısal olmayan S (NSS) proteini için kodlama yapar (Barnwal 2015). 

KKKAV‘nin M segmenti, Gn ve Gc adı verilen zarf glikoproteinleri için ve bir tane 
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yapısal olmayan protein (NSm) için bir öncül poliprotein kodlar. KKKAV‘nin L 

segmenti ise, RNA bağımlı RNA polimerazı kodlar (Schmaljohn ve Nichol 2007). 

KKKAV‘nin L segmenti yaklaĢık 12 kb uzunluğundadır ve 4000 amino asite yakın bir 

protein kodlayan tek açık okuma çerçevesi içerir. L segmenti üzerinde kodlanan RNA 

bağımlı RNA polimeraz, RNA genom replikasyonundan ve mRNA sentezinden 

sorumludur. KKKAV‘nin M segmenti yaklaĢık 5,4 kb uzunluğundadır ve iki tane kılıf 

glikoproteininin yanında öncül poliproteinin N ucunda konumlanmıĢ, iĢlevleri tam 

olarak bilinmeyen ―Mucin benzeri‖ ve GP38 adlı iki tane domain ile birlikte bir tane 

yapısal olmayan protein (NSm) için kodlama yapar (Schmaljohn ve Nichol 2007). Viral 

Gn ve Gc glikoproteinleri, virionun yüzeyinde bulunur ve konak hücreye tutunmadan ve 

hücreye giriĢten sorumludurlar. Olgun Gn ve Gc glikoproteinlerinin oluĢturulabilmesi 

için öncül poliproteinin konak proteazlarca iĢlenmeleri gerekmektedir. Gn ve Gc viral 

glikoproteinler, konak hücre yüzey almaçlarına (reseptörlerine) tutunmak için 

birbirleriyle fiziksel olarak etkileĢirler (Schmaljohn ve Nichol 2007). Diğer yandan bu 

zarf glikoproteinleri nötralize edici antikorlar için hedef yapıları temsil ederler. Aslında 

iyileĢmekte olan hastaların serum örneklerinin, akut enfeksiyonlu kiĢileri belli bir 

seviyeye kadar hastalıktan koruyabildiği gösterilmiĢtir (Vassilenko vd. 1990). 

KKKAV‘nin S segmenti yaklaĢık 1,6 kb uzunluğundadır ve nükleokapsit proteini (NP) 

için kodlama yapar. Bu protein, viral RNA moleküllerini enkapside ederek 

ribonükleokapsit parçacıklarının oluĢturulmasından sorumludur (Schmaljohn ve Nichol 

2007). Ancak NP‘nin viral RNA ile nasıl etkileĢtiği tam olarak bilinmemektedir.         

KKKAV‘nin replikasyonuna kısaca değinilecek olursa: virüsün konak hücre yüzeyine 

tutunmasında rol alan hücresel almaçlar (reseptörler) halen bilinmemektedir. Ancak 

enfeksiyon genel olarak virüsün konak hücre yüzeyine bağlanması ile baĢlar. Bu 

bağlanmada KKKAV‘nin yüzey glikoproteinleri rol oynamaktadır. KKKAV‘nin hücre 

içerisine kladrin bağımlı endositoz yoluyla girdiği gösterilmiĢtir (Simon vd. 2009a). 

Hücre içine alınan kladrin kaplı veziküller, önce endozomlarla sonra da lizozomlarla 

kaynaĢırlar. Lizozomlardaki asidik ortamın varlığı, virüste bir dizi konformasyonel 

değiĢiklikler meydana getirir ve bu sayede virüsün sitoplazmaya geçiĢi sağlanır (Marsh 

ve Helenius 2006).  
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KKKAV‘nin genom replikasyonu diğer tüm negatif polariteli RNA virüslerinde olduğu 

gibi öncelikle virion ile iliĢkili RNA bağımlı RNA polimeraz kullanılarak pozitif 

polariteli antigenomun sentezlenmesini gerektirir. KKKAV enfeksiyonlarının ilk altı 

saatinde yalnızca viral transkripsiyon gözlenir (Simon vd. 2009b). Viral replikasyon 

olasılıkla yeni sentezlenen genom ve antigenomları enkapside etmeye yetecek kadar 

NP‘ler ortamda bulundukları zaman baĢlar.  

Özel olarak Orthonairovirus cinsindeki virüslerin hücre içerisindeki montajlanma süreci 

çok az anlaĢılmıĢtır. Ancak viral montajlama ile ilgili yapılan önceki çalıĢmalar, 

Nairoviridae ailesindeki virüslerin virion olgunlaĢmasının, golgi‘deki sisterna içine 

tomurcuklanma yolu ile yapıldığını göstermiĢtir (Matsuoka ve Chen 1991). KKKAV 

ribonükleokapsit partikülleri, viral montajın geç aĢamalarının meydana geldiği golgi 

aygıtında bulunurlar (Booth vd. 1991). KKKAV glikoproteinleri, endoplazmik 

retikulumda sentezlenirler ve sonrasında golgi aygıtına taĢınırlar (Bertolotti-Ciarlet vd. 

2005). Viral polimeraz, virionun olgunlaĢtığı golgi sisternasına yakın bir yerde, 

perinükleer bölgede bulunan NP ile birlikte lokalize olur, ancak lokalizasyon sürecinde 

rol oynayan viral sinyaller halen bilinmemektedir.  

Özet olarak viral proteinler, endoplazmik retikulumdan golgi aygıtına taĢınırlar ve 

burada olgunlaĢtırılan virionlar veziküller içine tomurcuklanırlar. Sonunda bu veziküller 

hücre iskelet sistemi kullanılarak hücre yüzeyine taĢınırlar ve konak hücrenin salgı 

yolağı ile hücreden dıĢarı salınırlar
 
(Schmaljohn ve Nichol 2007, Simon vd. 2009b).      

KKKAV enfeksiyonlarından korunmada bugün için hali hazırda Avrupa Ġlaç 

Birimi‘nden veya ABD Gıda ve Ġlaç Dairesi‘nden lisans almıĢ herhangi bir onaylı aĢı 

bulunmamaktadır. Günümüzde yalnız Bulgaristan‘da, 1970‘lerde eski Sovyetler 

Birliği‘nde geliĢtirilen, KKKAV ile enfekte yeni doğmuĢ fare ve sıçan beyin dokusu 

örneklerinin formaldehit ve ısı ile muamelesi sonucunda elde edilen ve alüminyum 

hidroksit adjuvanı ile formüle edilmiĢ enfektif olmayan inaktif virüs aĢısı 

kullanılmaktadır (Papa vd. 2011a). Bununla birlikte son zamanlarda farklı yaklaĢımların 

kullanıldığı, KKKAV için aĢı geliĢtirilme çalıĢmaları yapılmaktadır. Yakın zaman önce 

yapılan bir çalıĢmada KKKAV IbAr 10200 suĢunun glikoproteinlerini ifade eden 
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rekombinant Modifiye Vaccinia Ankara (MVA) virüsü oluĢturularak KKKAV için 

bivalen bir aĢı geliĢtirilmiĢtir (Buttigieg vd. 2014). Bu aĢının, KKKAV enfeksiyonunun 

in vivo modeli olan tip 1 interferon almaç (reseptör) geni ortadan kaldırılmıĢ (IFNAR
-/-

) 

fareleri hastalıktan % 100 oranda koruduğu gösterilmiĢtir (Buttigieg vd. 2014). Yine 

Türkiye‘de yapılan bir çalıĢmada KKKAV‘ye karĢı hücre kültürü tabanlı bir inaktif 

virüs aĢısı geliĢtirildiği bildirilmiĢtir (Canakoglu vd. 2015). Kelkit06 suĢundan elde 

edilen bu aĢının da immünize tip 1 interferon almaç (reseptör) geni ortadan kaldırılmıĢ 

fareleri hastalıktan % 80 oranda koruduğu gösterilmiĢtir (Canakoglu vd. 2015). Son 

zamanlarda yapılan bir baĢka çalıĢmada, KKKAV‘nin glikoproteinlerini ifade eden, 

yenilebilir transgenik bitkiler kullanılarak farelerin oral yolla immünizasyonu 

gerçekleĢtirilebilmiĢtir (Ghiasi vd. 2011). YaklaĢık on yıl kadar önce yapılan bir diğer 

çalıĢmada, KKKAV‘nin IbAr 10200 suĢunun tüm M segmentini ifade eden bir DNA 

tabanlı KKKAV aĢısı geliĢtirilmiĢtir (Spik vd. 2006). Ancak bu aĢı ile farelerin 

immünizasyonu sonrasında antikor yanıtı elde edilebilmiĢ olmakla beraber o dönemde 

in vivo enfeksiyon modelinin bulunmaması sebebiyle aĢının canlıyı hastalıktan 

koruyabilme özellikleri araĢtırılamamıĢtır. Yine son zamanlarda yapılan bir baĢka 

çalıĢmada, transkripsiyonel olarak yetkin olan, KKKAV yüzey glikoproteinlerini (Gn ve 

Gc) sergileyen virüs benzeri partiküllerin ve KKKAV Gn, Gc ve NP proteinlerinin 

ubikuitin bağlı hallerini ifade eden DNA plazmitlerinin hastalıktan koruma etkinlikleri 

IFNAR-/- farelerde gösterilmiĢtir (Hinkula vd. 2017). Sonuç olarak, sadece DNA 

plazmitleri ile bağıĢıklanmıĢ farelerin tamamının letal enfeksiyondan korundukları 

gösterilmiĢtir. Bu yüksek hayatta kalma oranı aĢılanmıĢ farelerde meydana gelen baskın 

durumdaki hücre aracılı Th1 yanıtlarına dayandırılmıĢtır (Hinkula vd. 2017). Yakın 

zaman önce KKKAV IbAr 10200 suĢunun M segmentinin kodon optimize hale 

getirilmiĢ dizisi ile meydana getirilen DNA aĢısının etkinliği iki ayrı letal fare 

modelinde çalıĢılmıĢtır (Garrison vd. 2017). AĢının hem IFNAR
-/-

 fareleri hem de tip 1 

interferon yolağı antikorlarla geçici olarak baskılanmıĢ fareleri letal KKKAV 

enfeksiyonundan % 60‘tan fazla oranda koruduğu gösterilmiĢtir (Garrison vd. 2017).       

Günümüzde klinik çalıĢmalar devam ettirilmekle birlikte, insanda kullanılmak üzere, 

herhangi bir insan patojeni mikroorganizma için geliĢtirilmiĢ lisanslı bir DNA tabanlı 

aĢı bulunmamaktadır. Ancak DNA tabanlı aĢılar oldukça güvenilir olmaları sebebiyle 
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umut vermektedir ve halen aktif araĢtırma konusudur. Bu güne kadar kanser için 

hazırlananlar da olmak üzere pek çok viral enfeksiyona karĢı DNA tabanlı aĢı 

geliĢtirilmiĢtir (Saade vd. 2012). DNA tabanlı aĢıların etki mekanizmasını, DNA‘nın 

kas içi olarak enjeksiyonunu takiben antijenin kas hücrelerinde ve/veya antijen sunan 

hücrelerde ifade ettirilmesi, daha sonra antijenin iĢlenerek MHC-I ve MHC-II 

molekülleri üzerinde T hücrelerine sunulması, bununla beraber hücre dıĢına çıkan 

antijenin yine antijen sunan hücrelerce alınması ve iĢlenmesi ve antijen yüklü antijen 

sunan hücrelerin lenf nodlarına taĢınarak buralarda B ve T hücrelerini aktive etmesi 

süreçleri oluĢturmaktadır. DNA aĢısı ile birlikte aĢının immünojenitesini artırıcı 

özellikte olan adjuvanlar da kullanılabilmekle beraber, plazmit kökenli DNA aĢılarında 

bulunan metile olmayan CpG motiflerinin antijen sunan hücrelerde bulunan endozomal 

ve sitoplazmik DNA sensörlerini aktive ederek immün sistemi uyardığı ve böylece 

kendi baĢına adjuvan özelliğe sahip olduğu gösterilmiĢtir (Dalpke vd. 2001). Bugün 

DNA tabanlı aĢıların etkinliği hayvan modellerinde gösterilmiĢ ve hali hazırda 

veterinerlikte kullanılmak üzere dört farklı onay almıĢ DNA aĢısı bulunmakla birlikte, 

bu zamana kadar yapılan insan klinik denemelerinde bu etkinlik oldukça düĢük seviyede 

kalmıĢtır (Pereira vd. 2014). Gelinen aĢamada DNA tabanlı aĢıların geliĢtirilmesindeki 

en büyük sıkıntı, aĢının insandaki immünojenitesinin yeterli seviyede olmasının 

sağlanmasıdır. Son zamanlarda yapılan klinik denemelerde ilk nesil DNA aĢılarının 

yerini, antijen tasarımı ve ifadesi iyileĢtirilmiĢ, formülasyonu yeni moleküler 

adjuvanlarla geliĢtirilmiĢ olan ikinci nesil DNA aĢıları almıĢtır (Ferraro vd. 2011). 

GeliĢtirilmiĢ olan yeni nesil DNA aĢıları ayrıca kiĢiye daha etkin teslim yöntemleri 

kullanılarak verilmektedir. Bu haliyle yeni nesil DNA aĢılarının insandaki immünojenik 

etkinliği arttırılarak umut vaat edici sonuçlar alınmaya baĢlanmıĢtır (Ferraro vd. 2011).    

Kırım Kongo Kanamalı AteĢi, yeniden ortaya çıkan (Re-emerging) viral zoonotik bir 

hastalıktır. Bu hastalık, Türkiye‘de ilk defa 2002 yılında Kelkit Vadisi‘nde 

tanımlanmıĢtır (Leblebicioğlu 2016). O zamandan beri KKKA hastalığı, Türkiye‘de 

Bolu, Kastamonu, Karabük, Çorum, Çankırı, Yozgat, Amasya, Tokat, Sivas, Erzincan, 

GümüĢhane, Bayburt ve Erzurum illeri ile çevresini kapsayan Orta ve Doğu 

Anadolu‘nun kuzey kesimlerinde görülmektedir (Leblebicioğlu 2016). Ancak son 

yıllarda hastalığın görüldüğü alan daha da geniĢlemiĢtir ve hemen hemen ülkemizin her 
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bölgesinden sporadik vaka bildirimi yapılmaktadır (Leblebicioğlu 2016). Türkiye 

Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı‘nın verilerine göre 2002 ile 2016 yılları arasında 

Türkiye‘de toplam 10119 KKKA olgusu rapor edilmiĢ ve bu olguların toplam 485 

tanesi ölümle sonuçlanmıĢtır (http://ekmud.org.tr 2016). KKKA hastalığı için koruma 

amaçlı geliĢtirilmiĢ henüz herhangi bir aĢının olmayıĢı, ülkemizde korunulması büyük 

önem arz eden bu hastalığa karĢı güvenli ve etkili aĢıların geliĢtirilmesini öncelikli 

kılmaktadır. KKKAV‘ye karĢı DNA tabanlı bir aĢının geliĢtirilebilmesi için gerekli olan 

bilgi birikiminin sağlanması, ülkemizin akademik ve ekonomik anlamda geliĢmesine 

katkı sağlayacaktır. 

Önerilen bu çalıĢmada KKKAV‘ye karĢı DNA tabanlı bir aĢı prototipi olarak 

kullanılabilecek bir ökaryotik ifade plazmiti geliĢtirilmesi ve seçilen fare modelindeki 

immünojenik etkinliğinin sorgulanması amaçlanmıĢtır. Bu amaca yönelik olarak 

hazırlanmıĢ olan DNA aĢı vektörünün KKKAV‘nin immunodominant özellikteki Gc 

yüzey glikoproteinini hedef alması amaçlanmıĢtır. OluĢturmuĢ olduğumuz bu DNA aĢı 

vektöründen kodlanan KKKAV Gc yüzey glikoproteininin, in vitro olarak, seçilen 

hücrede ifadelenmesi hem protein hem de transkripsiyon seviyesinde gösterilmiĢtir. In 

vitro gen ifadesi doğrulanan DNA aĢı vektörü, in vivo olarak fare modelinin 

immünizasyonunda kullanılmıĢ ve aĢılanmıĢ farelerdeki B hücreleri ile yürütülen 

hümoral bağıĢıklık yanıtları ile T hücreleri ile yürütülen hücresel bağıĢıklık yanıtları 

incelenmiĢtir.        
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1 Kırım Kongo Kanamalı Ateşinin Tarihçesi 

Enfektif hastalıkların tarihinin kendiliğinden oluĢmuĢ veya insan eliyle yapılmıĢ 

mumyalar üzerinde yapılan çalıĢmalar ile aydınlatılabiliyor olması bir yana tıp 

tarihçileri, özellikle yazılı metinlerin yetersizliği sebebiyle belli bir enfektif hastalığın 

kesin olarak tarihlendirilmesinde milattan önce (MÖ) 3000 yıllarının ötesine 

geçilmesinin imkansız olduğu yönünde hem fikirdirler. Yine tıp tarihçilerine göre 

tarihte kullanılmıĢ belirli bir hastalık adı, o dönemde benzer semptomlara sahip pek çok 

baĢka hastalığı da tanımlamak için kullanılıyor olabilir ve bu gerçekten yola çıkarak bir 

hastalığın geçmiĢe dönük olarak değerlendirilmesinde dikkatli olunması gerekir. 

Örneğin Anadolu‘da kurulmuĢ Hitit medeniyetinin kullandığı dil olan Hititçe‘de 

içerisinde deri döküntüsü, yüksek ateĢ ve isal gibi KKKA semptomplarını da içermesi 

olası görünen ve pek çok hastalığı birden tanımlamak için kullanılmıĢ olan ―henkan‖ 

kelimesi bulunmaktadır. Bu sebepten ötürü KKKA hastalığının tarihte ilk defa ne 

zaman ve nerede ortaya çıktığı konusu kesinlik kazanmamıĢtır. Ancak pek çok enfektif 

hastalık gibi KKKA‘nın da daha çok tarım reformu ve hayvanların evcilleĢtirilmesinden 

sonra görülmeye baĢlanmıĢ olması olasılık dahilindedir.  

KKKA‘nın mevcut yazılı kaynaklardan yola çıkılarak ilk görüldüğü tarihlere dair 

yapılan araĢtırmalar incelendiğinde, Arda ve Acıduman, 9. ve 10. yüzyıllarda, bugünkü 

Ġran‘ın Rey Ģehrinde doğmuĢ ve yaĢamıĢ olan ve Doğu Dünya‘sında olduğu kadar Batı 

Dünya‘sında da tanınmıĢ seçkin bir hekim olan Ebu Bekir Muhammed bin Zekeriyya 

er-Razi‘nin ünlü tıp eseri El-Havi‘nin 18. yüzyılda kaleme alınmıĢ olan Hamidiye el 

yazmalarında KKKA benzeri bir vakadan bahsettiğini belirtmiĢlerdir (Arda ve 

Acıduman 2007). El-Havi‘nin Hamidiye el yazmalarında vaka Ģu Ģekilde takdim 

edilmiĢtir: ―Hulife bir kadının ateĢi ve ishali olduğunu, daha sonra ondan siyah kan 

benzeri birĢeyin akmaya baĢladığını söyledi. Üstad o siyah Ģeyin toprak üzerinde 

köpürüp köpürmediğini sordu. Hayır; köpürmedi dediler. Üstad eğer köpürseydi siyah 

safra olarak değerlendirilirdi; çünkü köpürmeyeni karaciğerde hapsolmuĢ olan yanmıĢ 

kan olarak değerlendirilir dedi. ġimdi bir çift kase ateĢte kızgın hale getirilir ve içine 
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sığır yoğurdunun ayranı koyularak söndürülür; daha sonra hasta ayranı içer. Allahın izni 

ile o kan durdurulur ve hasta tamamen iyileĢir (Arda ve Acıduman 2007).‖ 

Hoogstraal‘a göre yaklaĢık olarak 1110 yılında HarzemĢahlılar döneminde Dzhurzhoni 

adlı bir hekim tarafından Tacikçe olarak kaleme alınmıĢ bir tıp kavramları dizininde, 

Ġbni Sina‘nın takipçilerinden olan hekim Zeyneddin Seyit Ġsmail ibn el-Hüseyni el-

Jorjani‘nin (Ölümü Merv 1136) KKKA benzeri bir hastalığı tanımlamıĢ olduğu 

görülmektedir (Hoogstraal 1979). Eserde bu hastalığın belirtileri, idrarda, rektumda, diĢ 

etlerinde, kusmukta, tükürükte ve karın boĢluğunda kan bulunması olarak ifade 

edilmiĢtir. Eserde, hastalığa pire veya kene gibi sert ve küçük olan ve normalde siyah 

bir kuĢun paraziti olarak yaĢayan bir eklembacaklının yol açtığı yazmaktadır. Hastalığın 

bazen etkisi olmayan tedavisi, eserde, ısırılmıĢ bölgeye ―bodzkhar‖ ve kırmızı sandal 

ağacı özünün uygulanması ve hastanın taze keçi sütü ile birlikte tereyağı, ―khot‘ma‖ 

çiçeği (Ebegümecigiller, Malvaceae), ―khovre‖ bitkisinin yaprağı veya özü ve keten 

tohumu, hindiba ve su kabağı özleri ile beslenmesi olarak ifade edilmektedir 

(Hoogstraal 1979). KKKA hastalığı asırlar boyunca Özbekistan‘nın güney bölgesinde 

yaĢayan yerel halk tarafından da en az üç farklı isim ile tanımlanmıĢtır (Hoogstraal 

1979).  

KKKA‘nın modern tıptaki önemi ilk defa 1944-1945 yıllarında yaklaĢık 200 Sovyet 

ordu çalıĢanının Ġkinci Dünya SavaĢı‘nın harap ettiği Kırım‘daki çiftçilere yardım 

ettikleri sırada ortaya çıkan salgında enfekte olmaları ile fark edilmiĢtir. Sonraki 

salgınlar, Sovyet Rusya‘nın Astrahan ilinde (1953-1968) ve Rostov ilinde (1963-1971) 

ve Bulgaristan‘da (1953-1973) meydana gelmiĢtir. Ġkinci Dünya SavaĢını takiben Rus 

hekim Chumakov, KKKA ile enfekte hasta kanı enjekte ettiği insanlarda hastalığı 

yeniden meydana getirerek KKKA‘nın virüs kaynaklı bir hastalık olduğunu öne sürmüĢ 

ve hastalığın vektörünün ise yaygın olarak insanları ısıran kene türleri olduğunu tespit 

etmiĢtir (Chumakov 1945). Chumakov bu virüsü Kırım Kanamalı AteĢi Virüsü (KKAV) 

olarak adlandırmıĢtır. Sonraki yirmi yılda henüz herhangi bir viral ajanın karakterize 

edilememiĢ olmasından ve dolayısıyla antijenlerinin ve antikorlarının bilinmemesinden 

ötürü, serolojik, tanısal, deneysel ve epidemiyolojik çalıĢmalar yapılamamıĢ ve 

hastalığın doğal geçmiĢine ve kritik bulaĢma faktörlerine dair herhangi bir bilgi 
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edinilememiĢtir. Bu dönemde hastalığın kontrol altına alınması ve önlenmesi 

varsayımlara bağlı olarak yürütülmüĢtür.  

1967 yılında Kırım Kanamalı AteĢi hastalarından ve cesetlerden alınan kanlar yeni 

doğmuĢ farelere intraserebral olarak verilerek etiyolojik ajan çoğaltılabilmiĢ ve izole 

edilmiĢtir. Böylelikle KKKA araĢtırmalarında yeni bir döneme gelinmiĢtir. Hastalık 

etkeni virüs, elektron mikroskopu ile yapısal karakterizasyon çalıĢmalarında, 

fizikokimyasal özelliklerinin belirlenmesinde ve serolojik sınıflandırmasının 

yapılmasında kullanılabilmiĢtir. Ayrıca tanımlanabilir antikorları ve antijenleri 

üretilerek çeĢitli deneysel ihtiyaçlar için ve serolojik araĢtırmalarda kullanılabilmiĢtir. 

Bu çalıĢmalarla Chumakov ve diğerleri tarafından serolojik olarak sınıflandırılan 

KKAV‘nin Drozdov suĢu, ileri karakterizasyon çalıĢmaları için 1968 yılında, o sıralarda 

Casals‘ın Kongo ve Uganda‘daki geçmiĢ kanamalı ateĢi salgınları sırasında hastalardan 

izole edilen ―Kongo Virüsü‖ suĢları ile çalıĢmalar yaptığı Yale Arbovirüs AraĢtırma 

Ünitesi‘ne gönderilmiĢtir. Casals, KKAV Drozdov suĢu ve Kongo virüsü suĢları ile 

yaptığı serolojik çalıĢmalar sonucunda farklı olarak değerlendirilen bu iki virüse ait 

suĢların antijenik özellikleri bakımından birbirlerinin tamamen aynısı olduğu sonucuna 

varmıĢtır (Casals 1969). Casals, aynı çalıĢmasında serolojik olarak incelediği 

Pakistan‘da Hyalomma cinsi kenelerden izole edilmiĢ virüs suĢlarının ve Nijerya‘da 

kene, sığır, kirpi ve tatarcık sineklerinden elde edilmiĢ bazı virüs suĢlarının da antijenik 

olarak yine KKAV Drozdov suĢundan ve Kongo virüsü suĢlarından ayırt edilemez 

olduklarını bulmuĢtur. Böylece, Chumakov‘un virüs izolasyonu ve karakterizasyonu 

için ilk defa yeni doğmuĢ fareleri kullanmasından iki yıldan daha az bir süre sonra, 

KKKA‘ya yol açan virüsün, Dünya üzerinde Bulgaristan‘dan Pakistan‘a Afrika‘nın pek 

çok bölgesinden Orta Asya‘ya kadar geniĢ bir coğrafyada yayılıĢ gösterdiği ortaya 

çıkartılabilmiĢtir.  

Kongo virüsü, Dünya Arbovirüsleri (eklembacaklı kaynaklı virüsler, Arthropod-borne 

Virus) Kataloğu‘na resmi olarak 1969 yılında kaydedilmiĢtir. Ancak çok geçmeden 

tasfiyeci taksonomistler Kongo virüsünün, kanamalı ateĢ hastalığı yapan diğer kene 

kaynaklı virüslerin hepsinin ortak adı olması gerektiği yönünde tartıĢma baĢlatmıĢlardır. 

Fakat Sovyet otoriteler, uzun süredir tanınmıĢ olan Kırım Kanamalı AteĢi Virüsü adının 
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korunması gerektiği yönünde ısrarcı olmuĢlardır. Bir orta yol bulmak adına Casals, hem 

resmi olmayan tarihi nitelikteki Kırım Kanamalı AteĢi adını, hem de resmi olan Kongo 

virüsü adını kullanarak ―Kırım Kanamalı AteĢi Kongo Virüsü‖ ortak adını önermiĢtir. 

Bazı Sovyet yazarlar bu adı benimserken bazıları Kırım Kanamalı AteĢi adını 

kullanmaya devam etmiĢ ve Afrika suĢları ile uğraĢan diğerleri ise Kongo virüsü adını 

kullanmayı tercih etmiĢtir. Nihayet Hoogstraal, Kırım Kanamalı AteĢi Kongo Virüsü 

adını biçimsiz bulmuĢ ve bugünkü kullanılan Ģekliyle Kırım Kongo Kanamalı AteĢi 

Virüsü adını önermiĢtir. Bu isim zaman içerisinde herkes tarafından genel kabul 

görmüĢtür.                       

2.2 Kırım Kongo Kanamalı Ateşinin Moleküler Biyolojisi 

2.2.1 Kırım Kongo Kanamalı Ateşi Virüsünün virion özellikleri ve genom 

organizasyonu  

KKKAV, zarflı, küresel yapıda ve yaklaĢık olarak 90-100 nm çapında olan bir virion 

yapısına sahiptir (Schmaljohn ve Nichol 2007). KKKA virüsünün virion yapısının 

geçirmeli elektron mikroskopu (TEM) ile alınmıĢ görüntüsü Ģekil 2.1‘de verilmiĢtir.  

 

ġekil 2.1 KKKA virüsünün negatif boyama yöntemi kullanılarak geçirmeli elektron 

mikroskopu (TEM) ile alınmıĢ görüntüsü ( https://web.stanford.edu 2000) 
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KKKAV‘nin yüzeyinin nanoölçümsel yapısına (ultrayapısına) dair yürütülmüĢ henüz 

bir çalıĢma bulunmamaktadır. Ancak KKKAV‘nin üyesi olduğu Orthonairovirus 

cinsinin prototip üyesi olan Bunyamwera virüsü ile yapılan elektron kriyo-tomografik 

çalıĢmalar, bu virüsün ikozahedral olmayan pleomorfik Ģekilde olduğunu ve yüzeyinde 

bulunan glikoprotein (Gn-Gc) çıkıntılarının kendine mahsus üçayak (tripod) benzeri bir 

diziliĢ gösterdiğini ortaya koymuĢtur (Bowden vd. 2013).  

KKKAV‘nin sükroz gradient santrifüjleme ile belirlenmiĢ batık (buoyant) yoğunluğu 

1,17 g/cm
3
‘tür. Virüsün, zarf içermesinden ötürü enfektivitesi eter ve kloroform gibi 

lipit çözücüler tarafından yüksek düzeyde etkilenmektedir. Virüsün sıcaklığa bağlı 

olarak enfektivitesini tamamen yitirmesi 37 °C‘de 18-20 saatte, 45 °C‘de 1,5 – 2 saatte 

ve 56 °C‘de 5 – 10 dakikada gerçekleĢmektedir (Donets vd. 1977). 

KKKAV üç parçadan oluĢan (tripartite) negatif anlamlı tek iplikçikli RNA genomu 

içermektedir. KKKAV genom segmenlerinin virion içerisindeki Ģematik gösterimi Ģekil 

2.2‘de verilmiĢtir. Küçük (S), orta (M) ve büyük (L) olarak tanımlanan bu genom 

segmentleri 5‘ ve 3‘ uçlarında birbirlerine komplementer olan ve kodlama yapmayan 

bölgeler (NCR) içerirler. Bu her iki uçta bulunan komplementer diziler, genom 

segmentlerinin halkasal halde bulunmalarını sağlar (Hewlett vd. 1977). Genom 

segmentlerinin terminal kısımlarında bulunan dokuz nükleotitlik diziler (5‘-

UCUCAAAGA ve 3‘-AGAGUUUCU) Orthonairovirüslerde korunmuĢtur ve viral 

promotor bölgeleri olarak iĢlev görürler. Bu NCR bölgeleri, viral RNA bağımlı RNA 

polimeraz‘ın (RdRp) (L proteini) buraya bağlanarak viral genomun transkripsiyonunu 

ve replikasyonunu baĢlatması için gereklidir (Bergeron vd. 2010, Devignot vd. 2015, 

Zivcec vd. 2015). NCR bölgelerinin nükleotit dizileri, genom segmentleri arasında 

farklılık göstermekle birlikte, herbirisi, viral genomun enkapsidasyon, transkripsiyon, 

replikasyon ve yeni oluĢan virionlar içine paketlenme süreçlerini baĢlatma kabiliyetine 

sahiptir.          
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ġekil 2.2 KKKA virüsünün genom segmenlerinin virion içerisindeki temsili gösterimi 

(Whitehouse 2004) 

Yakın zamana kadar KKKAV‘nin üç genom segmentinin herbirinin sadece bir tane 

protein kodladığı tahmin ediliyordu. Ancak S segmentinde nükleokapsit proteinini (NP) 

kodlayan NP genine göre zıt yönelimde olan ikinci bir yapısal olmayan S (NSS) 

proteininin kodlandığı gösterilmiĢtir (Barnwal 2015). Bu yönüyle KKKAV çift anlamlı 

(ambisense) özellikte bir virüs olarak değerlendirilebilir (Barnwal 2015). KKKAV‘nin 

genom organizasyonunun tasviri gösterimi Ģekil 2.3‘te verilmiĢtir. KKKAV‘deki bu çift 

anlamlı kodlama üst üste örtüĢen (overlapping) kodlanan bölgeler içerir. Bu haliyle 

Nairovirüslerdeki çift anlamlı kodlama, zıt yönlerde protein kodlayan genlerin 

transkripsiyon sonlanma sinyalleri içeren genler arası (intergenik) bölgeler ile ayrılmıĢ 

olduğu Arenavirüslerdekinden farklılık gösterir (Albarino vd. 2007). Diğer 

Nairovirüslerle benzer büyüklükte S segmenti (~1,6 kb) içermesine karĢın, KKKAV‘nin 

M segmenti (~5,4 kb) ve L segmenti (~12,1 kb), diğer Nairovirüs üyelerininkinden 

belirgin olarak daha büyüktür ve sırasıyla glikoprotein öncüsü (GPÖ) ve RdRp (L 

proteini) için kodlama yapan tek gen içerirler.  
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KKKAV‘nin genom segmentleri veya viral  RNAları (vRNA) NP ve RdRp ile 

enkapside edilerek genomik ribonükleoprotein kompleksini (RNP) oluĢtururlar. 

Genomik RNPler lipit zarfını ve yüzey glikoproteinlerini (Gn ve Gc) edinerek viral 

partiküller içerisine paketlenirler (Sanchez vd. 2002), (ġekil 2.2). 

 

ġekil 2.3 KKKAV‘nin genom organizasyonu (Zivcec vd. 2016)  

Genom segmentlerindeki herbir kodlama yapan ve yapmayan bölgelerin baz uzunlukları üzerlerinde 

belirtilmiĢtir.  

2.2.2 Kırım Kongo Kanamalı Ateşi Virüsünün yaşam döngüsü 

KKKAV‘nin ilk olarak hücre yüzeyine bağlanmasına Gn ve/veya Gc yüzey 

glikoproteinleri aracılık etmektedir. Ancak, viral tutunmada, hücre içerisine alınmada ve 

membran kaynaĢmasında (Füzyon) görev alan spesifik glikoproteinin hangisi olduğu ve 

bu süreçlerdeki detaylı rolü bilinmemektedir. Hücresel almaçlara (reseptörlere) 

bağlanmadan sorumlu glikoproteinin Gc olduğu tahmin edilmektedir, çünkü Gc‘yi 

hedef alan monoklonal antikorlar, KKKAV‘nin memeli hücrelerini enfekte etmesini 

nötralize edebilmektedir (Bertolotti-ciarlet vd. 2005). Gc glikoproteininin ayrıca 

virionun hücre içerisine alınmasından sonra bulundurduğu tahmin edilen kaynaĢma 

ilmeği (fusion loop) bölgesi ile membran kaynaĢmasına da aracılık ettiği 

düĢünülmektedir (Garry ve Garry 2004). KKKAV Gc glikoproteininin bulundurduğu 
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tahmin edilen kaynaĢma ilmeği, Rift Vadisi ateĢi virüsünün (RVAV) Gc kaynaĢma 

ilmeği ile belirgin olarak dizi homolojisi göstermektedir (Dessau ve Modis 2013). 

KKKAV‘nin hücre içerisine giriĢi için gerekli olan hücresel almaçlar (reseptörler) 

henüz belirlenmemiĢtir. KKKAV Gc glikoproteini ile bir hücre yüzey proteini olan ve 

baskın olarak hücre çekirdekçiğinde (nükleolus) bulunan nükleolin arasında fonksiyonel 

bir fiziksel etkileĢim olduğu önerilmiĢtir (Xiao vd. 2011). Nükleolinin solunum sinsityal 

virüsü (RSV) ve Japon ensefaliti virüsü için hücre almacı (reseptörü) olarak iĢlev 

yaptığı gösterilmiĢtir (Tayyari vd. 2011, Thongtan vd. 2012). Ancak, Nükleolinin 

KKKAV için hücre almacı (reseptörü) olarak görev aldığı savını desteklemek için daha 

fazla KKKAV enfeksiyon çalıĢmalarının yapılmasına ihtiyaç vardır.  

Hücre yüzeyine bağlandıktan sonra, KKKAV, klatrin aracılı endositoz mekanizması ile 

hücre içerisine alınır. KKKAV‘nin hücre içerisine giriĢi, kaveolin-1‘e değil ancak 

klatrine ve klatrin oyuğu adaptör proteini-2 kompleksine ihtiyaç duymaktadır (Simon 

vd. 2009a, Garrison vd. 2013, Shtanko vd. 2014). KKKAV‘nin hücre içerisine giriĢi 

ayrıca kolesterole ve düĢük pH‘a bağlıdır (Simon vd. 2009a, Garrison vd. 2013). 

Endositozu takiben KKKAV partikülleri, RAS ilintili protein 5 (Rab5)‘e bağımlı olarak 

yürütülen bir süreçle erken endozomlara, buradan da son olarak çoklu veziküler 

cisimciklere (ÇVC)  (Multivesicular Bodies) taĢınırlar (Garrison vd. 2013, Shtanko vd. 

2014). Buna karĢın Rab7 bağımlı vezikül trafiğinin bloke edilmesi, KKKAV 

enfeksiyonunu veya KKKAV‘nin ÇVC‘lerle olan bağlantısını herhangi bir Ģekilde 

etkilememektedir (Shtanko vd. 2014). Öte yandan ―taĢınma için gerekli endozomal 

tasnif kompleksi‖ (ESCRT) yolağının bileĢenlerinin bloke edilmesiyle iĢlevsel 

ÇVC‘lerin oluĢumunun engellenmesi, KKKAV‘nin enfeksiyonunu azaltmıĢtır (Shtanko 

vd. 2014). Bu sonuç, KKKAV zarfının konak hücre membranları ile kaynaĢması 

sırasında kullandığı temel membran sisteminin, olasılıkla ÇVC‘ler olduğuna iĢaret 

etmektedir. 

Hücre içerisine girmeyi ve membran kaynaĢmasını takiben genomik RNP‘ler sitozole 

geçirilirler ve enkapside haldeki viral RNA‘lar, L proteini tarafından viral mRNA‘ların 

sentezinde kalıp olarak kullanılırlar. Nairovirüs mRNA‘larının 3‘ uçlarının 

transkripsiyon sonlanmasında kullanıldıklarına dair yapılmıĢ herhangi bir çalıĢma 
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bulunmamaktadır. Ancak, Nairovirüslerle iliĢkili Dugbe virüs mRNA‘larının 5‘ ucu, 

hücresel mRNA‘ların dizilerinden türetilen 7-metilguanilat (m7G) kep yapısı 

içermektedir. L proteinin, viral mRNA sentezini baĢlatmak için primer olarak, kendi 

endonükleaz domainini kullanarak hücresel mRNA‘lardan kopardığı m7G kepli 

oligonükleotitleri kullanır. KKKAV L proteininin, diğer virüslerin L proteinlerindeki 

endonükleazlarda gösterildiği gibi, 693. pozisyonunda bulundurduğu aspartat kalıntısı 

ile kep koparma aktivitesi için gerekli olan Mn
2+

 iyonlarını koordine ettiği tahmin 

edilmektedir (Dias vd. 2009, Morin vd. 2010, Reguera vd. 2010, Devignot vd. 2015 ). 

D693‘ün mutasyona uğratılması, seçici olarak L proteininin transkripsiyon aktivitesini 

ortadan kaldırmakta, fakat KKKAV genom analoglarını replike etme kabiliyetini 

etkilememektedir (Bergeron vd. 2010). Bu bulgu, kepli primerlerin KKKAV genom 

replikasyonunu baĢlatmak için kullanılmadığını göstermektedir. 

Genomik RNP‘lerin replikasyonu, kepsiz, negatif anlamlı vRNA‘lar ile pozitif anlamlı 

komplementer RNA‘ların (cRNA) replikasyonunu ve enkapsidasyonunu içeren bir 

süreçtir. Viral RNP‘lerin replikasyonu minimum düzeyde L proteini ve NP 

gerektirmektedir (Bergeron vd. 2010). cRNA‘ların ve vRNA‘ların enkapside formları, 

sırasıyla antigenomik ve genomik RNP‘ler olarak tanımlanırlar. KKKAV negatif 

anlımlı bir RNA virüsü olduğu için, genomik RNP‘ler, kepli viral mRNA‘ların sentezi 

için ve antigenomik RNP‘lerin üretilmesinde kalıp olarak kullanılırlar. Genomik 

RNP‘lerin replikasyonu sırasında, cRNA‘lar, L proteini tarafından sentezlenir ve NP alt 

üniteleri uzayan iplikçiğe ilave edilerek antigenomik RNP‘ler elde edilir. Daha sonra 

antigenomik RNP‘lerin cRNA‘ları, kalıp olarak kullanılmak suretiyle genomik RNP‘ler 

elde edilir. KKKAV yaĢam döngüsünün aĢamalarını özetleyen tasvir, Ģekil 2.4‘te 

verilmiĢtir.   

RNP replikasyonunu takiben viral protein iĢlenmesi ve bunun sonunda da virüs 

olgunlaĢması meydana gelir. KKKAV M segmentinden kodlanan glikoprotein 

öncüsünün (GPÖ) iĢlenmesi oldukça karmaĢık bir olaydır ve diğer Nairovirüslerin 

glikoprotein iĢlenmesi süreçleri ile çok az benzerlik gösterir (Sanchez vd. 2002). 

GPÖ‘nün olgunlaĢtırılması sonucunda, yapısal glikoproteinler olan Gn ve Gc, 

salgılanan ve yapısal olmayan proteinler GP160, GP85 ile GP38 ve yapısal olmayan M 
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proteini (NSM) meydana getirilir (Sanchez vd. 2002, Sanchez vd. 2006, Altamura vd. 

2007). Nairoviridae ailesi içerisinde salgılanan, yapısal olmayan glikoproteinleri 

kodladığı bilinen tek cins Orthonairovirüslerdir (Sanchez vd. 2002, Bertolotti-Ciarlet 

vd. 2005, Haferkamp vd. 2005, Altamura vd. 2007, Bergeron vd. 2007, Erickson vd. 

2007, Estrada ve De Guzman 2011, Bergeron vd. 2015). Glikoproteinlerin tamamını 

meydana getirebilmek için GPÖ‘ler aĢırı derecede glikozillenir ve sonrasında çok çeĢitli 

hücresel proteinleri, viral glikoproteinleri ve bakteriyel toksinleri iĢlediği bilinen, 

memeli serin proteaz ailesinden olan proprotein konvertazları da içeren konak proteazlar 

tarafından kesilirler (Vincent vd. 2003, Sanchez vd. 2006, Bergeron vd. 2007, Bergeron 

vd. 2015).  

 

ġekil 2.4 KKKAV‘nin yaĢam döngüsü (Zivcec vd. 2016) 

GPÖ‘nün N-ucu, sentezlenmesini salgı yolağına yönlendiren bir sinyal peptidi 

bulundurur (Sanchez vd. 2002, Altamura vd. 2007). Peptit uzaması ve endoplazmik 

retikuluma (ER) taĢınma sonrasında N-uçtaki sinyal peptidi uzaklaĢtırılır, GPÖ‘nün, N-

glikozilasyonu yapılır, katlanır, molekül içi disülfit bağları kurulur ve öncü proteinin 

transmembran domainleri, ER membranını beĢ defa kateder (Sanchez vd. 2002). GPÖ, 
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ribozomlarda tamamen sentezlenmeden önce, Gn öncüsü (PreGn), Gc öncüsü (PreGc) 

ve NSM proteinini oluĢturmak üzere proteolitik olarak kesimlenir. Bu kesim aĢamasının 

sinyal peptidazına ve membran içinde kesme yapan I-CLiPs proteazlarına gereksinim 

duyduğu düĢünülmektedir. Çünkü bu üç proteinin oluĢturulması, sinyal peptidinden 

sonra yapılan ve transmembran domainleri 2 ve 4‘ün yakınından veya içerisinden 

yapılan kesimleme iĢlemine gereksinim duyar (Sanchez vd. 2002, Altamura vd. 2007). 

KKKAV glikoprotein iĢlenmesini ve sonunda oluĢan ürünleri özetleyen tasvir Ģekil 

2.5‘te verilmiĢtir.  

ER‘deki GPÖ olgunlaĢmasını PreGn‘nin ve PreGc‘nin Golgi kompleksine taĢınması 

takip eder (Altamura vd. 2007, Bergeron vd. 2007). Burada PreGn‘nin mucin benzeri 

domaini (MBD) çok sayıda O-bağlı glikan zincirleri edinir (Sanchez vd. 2006). PreGn, 

PreGc‘nin yokluğunda kendi baĢına KKKAV montajlamasının yapıldığı yer olarak 

önerilen Golgi kompleksine taĢınabilirken, PreGc, ER‘den çıkabilmesi için PreGn‘e 

gereksinim duyar (Bertolotti-Ciarlet vd. 2005). PreGn‘in olgun Gn bölgesinde 

bulundurduğu N577 glikozilasyon bölgesi mutasyona uğratıldığında, PreGn‘in ER‘den 

çıkıĢı ve GP160‘ın, GP85‘in ve GP38‘in salgılanması engellenmektedir (Erickson vd. 

2007). Bu bulgu, N577‘nin glikozillenmesinin, PreGn‘nin katlanmasında ve Golgi 

kompleksine normal olarak taĢınmasında kritik rol oynadığını önermektedir (Erickson 

vd. 2007).  

GPÖ olgunlaĢmasını tamamlamak için PreGn‘nin ve PreGc‘nin endoproteolitik olarak 

iĢlenmesi gerekir. PreGc‘yi Gc‘ye dönüĢtüren konak proteazı halen tanımlanmamıĢtır. 

KKKAV PreGc‘nin kesilmesinde kullanılan RKPL motifinin, bir Arenavirüs olan 

Guanarito virüsünün GPÖ‘sünün olgunlaĢtırılmasında kullanılan kesilme motifi ile 

tamamen aynı olması, Guanarito virüsü GPÖ olgunlaĢmasında kullanılan subtilisin 

keksin izozim-1/bölge-1 proteazın (SKI-1/S1P) veya benzer özgünlüğe sahip baĢka bir 

proteazın KKKAV PreGc olgunlaĢmasında da kullanılıyor olabileceğini 

düĢündürmektedir (Rojek vd. 2008). PreGn‘nin SKI-1/S1P tarafından kesilmesi, salgı 

yolağının erken evresinde, ya ER‘de yada ER‘den çıkıĢı sonrası cis-Golgi aparatında 

meydana gelmektedir (Vincent vd. 2003). PreGn‘nin RRLL motifinden kesilmesi, 

MBD‘yi ve GP38‘i içeren N-uçtaki ürünleri (GP160 ve GP85) serbest bırakır (Vincent 
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vd. 2003). GP160/85, daha sonra, trans-Golgi ağında (TGA), furin proteaz tarafından 

MBD ve GP38 bağlantısının olduğu yerde bulunan, iyi korunmuĢ RSKR motifinden 

kesilir (Sanchez vd. 2006). Bu kesim iĢleminin GP38‘i MBD‘den kopardığı tahmin 

edilmektedir. Ancak mevcut antikorlar, ya GP38‘i ya da MBD‘yi içeren kesilmemiĢ 

glikoptoteini (GP160/85) tanımaktadır ve henüz kesilmiĢ haldeki MBD‘yi tanıyan 

herhangi bir antikor üretilmemiĢtir. 

Önceleri GP160‘ın GP85‘in dimer hali olduğu düĢünülmüĢür. Çünkü MBD ve GP38‘de 

bulunan epitoplar, her iki glikoproteinde de mevcuttur. Ancak bu glikoproteinlerin üre 

ve denatüre edici ajanlarla muamele edilmesi, jeldeki hareketliliklerinde herhangi bir 

değiĢiklik meydana getirmemiĢtir. Ġlave olarak GP160, GP85 ve GP38 

glikoproteinlerinin N- ve O-bağlı glikanlara özgü olan glikozidazlara karĢı benzer 

duyarlılığa sahip olmalarından dolayı bu glikoproteinlerin glikan içerikleri büyük 

ihtimalle birbirlerine benzemektedir (Sanchez vd. 2002, Sanchez vd. 2006). Bu sebeple, 

GP85 ile GP160‘ın jeldeki hareketlikliklerinde meydana gelen farklılıkları 

açıklayabilmek için ilave deneylerin yapılması gerekmektedir.  

KKKAV‘nin montajı ve hücre içerisinden çıkıĢı hakkındaki bilgilerimiz sınırlıdır. Diğer 

Nairovirüslerde olduğu gibi, KKKAV RNP‘leri, büyük olasılıkla sitoplazmada 

bulunurlar ve NP‘ler ise Golgi kompleksine yakın bir yerde perinükleer bölgede 

lokalize olmuĢtur (Andersson vd. 2004a). Virüs tomurcuklanmasının meydana geldiği 

bölgeyi çoğunlukla viral glikoproteinlerin hücre altı (subselüler) lokalizasyonu belirler. 

Glikoproteinlerin Golgi kompleksinde ve TGA‘da, NP‘lerin ise perinükleer bölgede 

birikmesi bulgusu, KKKAV partiküllerinin Golgi kompleksinde ve/veya TGA‘da 

montajlandığı ve tomurcuklandığı gözlemleri ile örtüĢmektedir (Bertolotti-Ciarlet vd. 

2005, Bergeron vd. 2007, Andersson vd. 2004a, Andersson vd. 2004b). Montaj iĢlemini 

takiben KKKAV partikülleri çoğunlukla gözle görülür bir sitopatolojiye sebep olmadan 

ekzositoz ile hücre dıĢına bırakılırlar ve bu hücre dıĢına çıkıĢ olayı, polarize olmuĢ 

epitel hücrelerinde bazolateral membranda meydana gelir (Connolly-Andersen vd. 

2007).        
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  ġekil 2.5 KKKAV glikoprotein iĢlenmesi ve oluĢan ürünler (Zivcec vd. 2016)  

a. KKKAV glikoprotein iĢlenmesi. GPÖ, N-glikozilasyonun meydana geldiği ER‘de sentezlenir. 

Numaralar, amino asit pozisyonlarını belirtir. Sinyal peptidaz ve/veya membran içi kesme proteazları 

(iCLIPS), translasyonla eĢ zamanlı olarak GPÖ‘yü, transmembran domaini-2‘nin ve -4‘ün yakınından 

veya içerisinden keser. Bu kesme iĢlemi sonunda PreGn, yapısal olmayan M proteini (NSM) ve PreGc 

meydana gelir. Bu proteinler Golgi‘ye hareket ederler ve burada, PreGn‘nin mucin benzeri domaini O-

glikozillenir ve SKI-1/S1P proteazı tarafından RRLL motifinden kesimlenir. PreGc de, SKI-1/S1P 

proteazı ile benzer özgünlüğe sahip bir proteaz tarafından RKPL motifinden kesimlenir. PreGn 

kesimlenmesi sonucu SDS PAGE‘deki total moleküler ağırlıkları görünürde 160 kDa (GP160) ve 85 kDa 

(GP85) olan N-uç fragmanı serbest kalır. GP160/85, daha sonra, trans-Golgi ağında (TGA) furin proteaz 

tarafından kesimlenir (Zivcec vd. 2016), b. GPÖ ürünleri. GPÖ‘nün proteolitik olarak iĢlenmesi, hücre ile 

iliĢkili yapısal olmayan ürünleri (yapısal olmayan hücre içi), virionla iliĢkili ürünleri (yapısal), salgılanan 

fakat virionla iliĢkili olmayan ürünleri (yapısal olmayan salgılanan) ve karakterize edilmemiĢ veya tespit 

edilmemiĢ olan, çıkarımsal olarak bilinen ürünleri meydana getirir.    
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2.2.3 Kırım Kongo Kanamalı Ateşi Virüsünün kodladığı proteinler ve konağı ile 

etkileşimi 

NP‘nin primer iĢlevi, RNP‘leri oluĢturmak üzere vRNA‘ları ve cRNA‘ları enkapside 

etmektir. RNP oluĢumundaki rolü ile uyumlu olarak, NP‘nin, L proteininin N- ve C-

uçları ile fiziksel etkileĢime girdiği ve transfekte hücrelerde etiketlenmiĢ L proteini ile 

birlikte lokalize olduğu gösterilmiĢtir (Bergeron vd. 2010, Macleod vd. 2015). Hali 

hazırda L proteini için üretilmiĢ herhangi bir antikor bulunmamaktadır ve bu durum 

enfekte hücrelerde L proteininin çalıĢılmasını engellemektedir. KKKAV ile enfekte 

hücrelerde, NP, aktin filamentine bağımlı bir Ģekilde perinükleer bölgede lokalize olur 

ve aktin polimerizasyonunun engellenmesi KKKAV‘nin enfektivitesini azaltır 

(Connolly-Andersen vd. 2007). NP, olasılıkla baĢka fonksiyonlara da sahiptir. Örneğin, 

NP, viral partiküllerin yokluğunda dahi hücrelerden dıĢarı çıkabilir ve Nairovirüsleri 

andıran küresel partiküllerin oluĢmasına yol açabilir. NP‘nin bu özelliği, viral 

tomurcuklanmada muhtemel bir rolü olabileceğini ortaya koymaktadır (Zhou vd. 2011).  

NP‘nin iĢlevlerine dair önemli bilgiler, Irak‘tan ve Çin‘den izole edilen KKKAV 

izolatlarındaki NP proteinlerinin kristal yapısı incelenerek elde edilmiĢtir (Carter vd. 

2012, Guo vd. 2012, Wang vd. 2015). KKKAV NP‘nin yapısı, diğer Orthonairovirüs 

NP‘lerinin yapısından daha çok Arenavirüslerin NP‘leri ile yakından iliĢkilidir (Qi vd. 

2010, Raymond vd. 2010, Hastie vd. 2011, Reguera vd. 2013, Olal vd. 2014). KKKAV 

NP globüler baĢ ve esnek kol olmak üzere iki tane major domain içermektedir. KKKAV 

NP‘nin globüler baĢ domaini, 23 tane α-heliks yapısı içerir ve genel görünüĢü itibariyle 

bir Arenavirüs olan Lassa virüsünün NP‘sine benzemektedir. RNA varlığında NP‘nin 

oligomerler halinde kristalizasyonu, NP alt ünitelerinin baĢ-kuyruk yöneliminde 

organize olduklarını ortaya koymuĢtur. Bu organizasyon biçiminde, bir alt ünitenin kol 

domaini, komĢu alt ünitenin baĢ domaini ile etkileĢmekte ve sonra ilave etkileĢimlerle 

çift antiparalel süpersarmal yapıda olan NP polimerleri meydana getirilmektedir. NP 

oligomerlerinin RNA ile birlikte oluĢturduğu bu organizasyon biçimi NP‘nin 

RNP‘lerdeki organizasyonunu temsil edebilir (Wang vd. 2012).  
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NP‘nin oligomerizasyonu, onun iĢlevini düzenliyor gibi görünmektedir. RNA‘nın 

yokluğunda, NP‘ler, yalnızca monomer halde bulunuyor gibi görünmektedir. NP‘nin bu 

monomer hali, RNA‘ya zayıf bir Ģekilde bağlanmaktadır ve bu bulgu, sadece oligomer 

haldeki NP‘lerin etkin bir Ģekilde RNA bağladığını önermektedir (Gou vd. 2012, Wang 

vd. 2015). Ġlave olarak, monomerik ve oligomerik NP organizasyonlarının 

karĢılaĢtırılması sonucunda, oligomerizasyonu takiben, kol domaininin 

konformasyonunu değiĢtirdiği ve bu değiĢikliğin NP‘nin daha kuvvetli bir Ģekilde  RNA 

bağlamasını sağladığı gösterilmiĢtir (Wang vd. 2012). RNA ve NP arasında kurulan 

kimyasal bağların doğası henüz bilinmemektedir. Çünkü mevcut NP modellerinin henüz 

hiçbirinde RNA‘nın yapısı çözümlenmemiĢtir. Ancak, RNA bağladığı tahmin edilen 

KKKAV NP‘nin üç amino asit kalıntısı (K132, Q300 ve K411) mutasyona 

uğratıldığında, KKKAV‘nin minigenomlarının transkripsiyonu ve replikasyonu 

engellenmektedir (Carter vd. 2012, Guo vd. 2012).  

NP, virüs aracılı yapılan immün sistemden kaçmaya katkıda bulunuyor olabilir. 

Ġnterferon (IFN) tarafından uyarılan antiviral gen MxA‘nın, KKKAV replikasyonunu 

engellediği örneğinde olduğu gibi, memeli hücrelerinde meydana gelen antiviral 

cevaplar, pek çok yönüyle NP‘yi hedef alıyor gibi görünmektedir (Andersson vd. 

2004b). Dahası, NP, yüksek derecede immünojeniktir ve memelilerde hem B 

hücrelerinin hem de T hücrelerinin baĢlıca hedefidir (Bertolotti-Ciarlet vd. 2005, Burt 

vd. 2009, Wei vd. 2010, Mousavi-Jazi vd. 2012, Burt vd. 2013). Lassa virüsün ve 

iliĢkili Hantavirüslerin NP‘lerinin, IFN antagonistleri (karĢıtları) olarak iĢlev gördüğü 

gösterilmiĢtir (Levine vd. 2010, Qi vd. 2010). Ancak KKKAV NP, çift iplikçik RNA‘ya 

(dsRNA) karĢı kuvvetli bir innat (doğal, içsel) immün yanıt oluĢturulmasını uyaran, bir 

model virüs olan Sendai virüsün enfeksiyonu sırasında meydana gelen IFN yanıtını 

baskılamamaktadır (Guo vd. 2012). Yapısal olarak iliĢkili olan Arenavirüs NP‘leri, 

RNA‘ya özgün olan, korunmuĢ bir 3‘ - 5‘ ekzonükleaz aktivitesine sahiptir ve bu RNaz 

aktivitesi, dsRNA‘ya karĢı geliĢtirilen innat immün yanıtı baskılar (Qi vd. 2010). In 

vitro olarak KKKAV NP, endonükleaz aktivitesine sahiptir, ancak bu aktivite RNA 

yerine DNA‘ya özgü gibi görünmektedir (Guo vd. 2012).   
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Enfeksiyonun erken evresinde KKKAV NP, apoptozis‘i engelleyebilir (Karlberg vd. 

2015). Ancak enfeksiyonun geç evresinde apoptozis‘i uyarmaktadır (Karlberg vd. 

2011). Apoptozis sırasında, NP‘lerin küçük bir kısmı, kaspaz-3 tarafından, proteinin kol 

domaininin tepe kısmında konumlanmıĢ olan, varsayılan DEVD motifinden kesimlenir 

(Karlberg vd. 2011). Kol domaini, NP oligomerlerinde baĢ domaini ile etkileĢim halinde 

olduğundan, NP oligomerizasyonu sonucunda meydana gelen sterik (yapısal) 

engelleme, NP‘nin kaspaz-3 tarafından kesimlenmesini bloke edebilir (Wang vd. 2012). 

KKKAV NP monomerleri, yapısal olarak iliĢkili olduğu bir Arenavirüs olan Junin virüs 

için önerildiği gibi, kaspaz-3 için birer sahte substrat olarak davranarak apoptozisi 

engelleyebilir veya geciktirebilir (Wolff vd. 2013).  

Transfekte hücrelerde, yakın zaman önce tanımlanan KKKAV NSS, mitokondrilerde 

lokalize olur ve mitokondriyal membran potansiyelini bozarak apoptozisi uyarır 

(Barnwal vd. 2015). NSS, KKKAV ile enfekte hücrelerde gösterilmiĢ olmakla birlikte, 

önerilen apoptotik iĢlevler, özel olarak NSS‘nin hücrelerde normalden fazla olarak ifade 

ettirildiği in vitro deneylere dayandırılmaktadır. Bu sebeple, Ģüphesiz ki NSS için daha 

ileri araĢtırmalar yapılacaktır.  

Genel itibariyle, KKKAV glikoproteinleri, hücreye giriĢte, membran füzyonunda, virion 

oluĢumunda ve immün sistemden kaçıĢta görev alıyor gibi görünmektedir. Gn‘nin ve 

Gc‘nin hücreye giriĢe ve membran füzyonuna aracılık ettiğine inanılmaktadır. Bu 

glikoproteinlerin iĢlevleri, çoğunlukla uzak iliĢkili oldukları diğer Nairovirüslerin 

glikoproteinleri ile yapılan çalıĢmalardan elde edilen sonuçlara göre tahmini olarak 

tanımlanmıĢtır. Gn‘nin sitoplazmik kuyruk kısmı, in vitro olarak RNA bağladığı 

gösterilen bir çinko parmağı domaini içerir. Bu bulgu, Gn‘nin RNA ile 

etkileĢebileceğini ve viral matriks proteini benzeri bir iĢlev gösterebileceğini 

önermektedir (Estrada ve De Guzman 2011). Ancak, RNA, RNP‘ler içerisinde 

enkapside edildiğinden, Gn‘nin RNP‘ye nasıl bağlanabileceği ve onu oluĢan virionlara 

nasıl dahil edebileceği konusu açık değildir. KKKAV GPÖ‘nün iĢlevlerine dair yapılan 

çalıĢmalar, enfektif partiküllerin üretilmesinde PreGn dönüĢtürücü enzim (konvertaz) 

SKI-1/S1P‘nin hayati rollerini ortaya çıkartmıĢtır (Bergeron vd. 2007). Bunun dıĢında, 

PreGn ve PreGc, normal olarak Golgi kompleksinde lokalize olurlar ve bu bulgu, 
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PreGn‘nin ve PreGc‘nin doğru olarak iĢlenmesinin, enfektif KKKAV üretimini 

düzenlediğini göstermektedir (Bergeron vd. 2007). GP38‘in iĢlevinin belirlenmesi 

bilhassa merak uyandırıcıdır. Çünkü bu protein, sadece Nairovirüslere özgüdür ve diğer 

hücresel veya viral proteinlerle hiçbir amino asit dizi benzerliği (homolojisi) 

göstermemektedir. Furin proteaz kesimlemesinin, SKI-1/S1P ile yapılan kesimleme 

sonucu oluĢan GP160‘ın ve GP85‘in salgılanmasını engellemeksizin, seçici olarak 

GP38 üretimini engellediği gösterilmiĢtir (Sanchez vd. 2006, Bergeron vd. 2015). Furin 

ile yapılan kesimlemenin engellenmesi, viral titrede yalnızca geçici bir azalmaya yol 

açmaktadır. Bu sonuç, olgun GP38‘in, en azından hücre kültüründeki KKKAV 

replikasyonu için önemli olmadığını göstermektedir. Ġlave olarak, Furin kesimlemesinin 

engellenmesi, ayrıca PreGn iĢlenmesinde çok az bir azalmaya yol açmaktadır. Bu sonuç, 

furin kesimlemesinin, dolaylı olarak SKI-1/S1P bağımlı GPÖ iĢlenmesini düzenliyor 

olabileceğini göstermektedir (Bergeron vd. 2015).  

Mucin benzeri domain, PreGn‘de, GP85‘te ve GP160‘ta bulunur. Ġlginç olarak, 

Filovirüslerin glikoprotein öncüleri de (örneğin, Ebola virüs ve Marburg virüs) bir 

MBD ve bir furin kesim bölgesi içerir (Volchkov vd. 1998, Volchkov vd. 2000). 

Filovirüslerde, furin kesim ürünleri olan GP1 ve GP2, virionun yapısal bileĢenleridir ve 

GP1 MBD‘nin O-bağlı glikanları, GP2 epitoplarını maskeler ve nötralize edici 

antikorlara karĢı hedef olmaktan korur (Fusco vd. 2015). Ebola virüsün MBD‘si, protein 

iĢlevini etkilemeksizin KKKAV MBD‘si ile değiĢtirilebilir. Bu sonuç, KKKAV 

MBD‘sinin de dıĢarı sergilenen epitopları maskeliyor olabileceğini önermektedir (Fusco 

vd. 2015). Ancak, KKKAV MBD‘nin iĢlevi, Filovirüslerinkinden belirgin olarak 

farklılık gösteriyor olabilir. Çünkü KKKAV MBD, filovirüslerde olduğu gibi viral 

partiküllere dahil olmamaktadır (Sanchez vd. 2002). Ġlave olarak, KKKAV MBD‘nin 

N-uçtan kırpılmasının, GPÖ‘nün katlanmasına ve taĢınmasına herhangi bir etkisi 

olmamaktadır (Bertolotti-Ciarlet vd. 2005). Buna karĢın, MBD‘de, GP38‘i de içine alan 

daha uzun N-uç kırpılmaları, Gn‘yi ER‘de hapsetmektedir. Bu sonuç, GP38‘in, 

PreGn‘nin katlanmasına ve ER‘den serbest bırakılmasına yardım eden, bir Ģaperon 

aktivitesine sahip olduğunu önermektedir (Bertolotti-Ciarlet vd. 2005). 
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Orthonairovirüsler, diğer Bunyaviridae üyeleri ile karĢılaĢtırıldığında alıĢılmadık 

derecede büyük L proteinine sahiptir (~4000 amino asite karĢı ~2500 amino asit). Diğer 

Bunyaviridae üyelerinde görülmeyen bu ilave diziler, Orthonairovirüs L proteinlerinin 

N-ucunda bulunurlar. Bu bulgu, 1. ve 609. amino asitler arasında kalan bölgenin, 

yumurtalık tümörü (ovarian tumor) (OTU) sistein proteazı gibi, klasik olmayan L 

fonksiyonarına sahip domainler içerdiğini önermektedir. OTU domaini ile RdRp‘nin 

korunmuĢ motifleri arasında kalan dizilerin, NP‘nin, L proteininin N-uç bölgesine 

bağlanması için önemli olan, potansiyel bir lösin fermuarı ve bir C2H2 çinko parmağı 

motifi içerir (Honig vd. 2004, Macleod vd. 2015). KKKAV proteinlerinin domainlerini, 

motiflerini ve katalitik amino asit kalıntılarını gösteren resimli tasvir Ģekil 2.6‘da 

verilmiĢtir.  

mRNA transkripsiyonunda ve viral genomun replikasyonunda yer alan L protein 

bölgeleri, olasılıkla iç kısımda yer alan endonükleaz domaini ile baĢlar ve pek çok 

korunmuĢ RdRp motiflerini içerir (Honig vd. 2004, Kinsella vd. 2004). Viral 

endonükleaz, konak mRNA‘larını keser ve kesim sonucunda meydana gelen 5‘ kepli 

oligonükleotitleri, viral transkripsiyonu baĢlatmak için primer olarak kullanır. Daha 

yaygın olarak, genomlarının 5‘ uçlarında trifosfat grubu (5‘-pppRNA) bulunduran pek 

çok diğer RNA virüslerine zıt olarak, KKKAV‘nin vRNA‘larının 5‘ uçları, 

monofosforile (5‘-pRNA) durumdadır (Habjan vd. 2008, Spengler vd. 2015). 

Monofosforile haldeki 5‘ genom uçları, olasılıkla, viral endonükleazın 5‘ genomik 

uçtaki ilk nükleotiti koparması sonucu meydana getirilir. Sonunda 5‘-pRNA‘ların elde 

edildiği bu zincir baĢlatma mekanizmasına, kurma/hazırlama ve yeniden sıralama 

(prime and realign) adı verilir. Bu mekanizma, daha önce, KKKAV ile iliĢkili olan 

Hantaan virüs için önerilmiĢtir (Garcin vd. 1995). KKKAV genomunun 5‘ ucunun 

monofosfat grubuna (5‘-p) dönüĢtürülmesi, tercihen 5‘-pppRNA tarafından aktive olan, 

retinoik asit uyarımlı gen 1‘in (RIG-1) aktivasyonunun engellenmesi yoluyla innat 

immün yanıtın atlatılması için olası bir stratejidir (Habjan vd. 2008, Spengler vd. 2015). 

Yine de, KKKAV‘ye karĢı geliĢtirilen tip-1 IFN yanıtı, RIG-1 aracılı olarak meydana 

gelir (Spengler vd. 2015). RIG-1‘in, viral enfeksiyon esnasında, sadece bir sensör olarak 

değil, aynı zamanda bir antiviral efektör olarak da iĢlev gördüğüne inanılmaktadır (Yao 

vd. 2015). RIG-1‘in bu efektör iĢlevi, zayıf IFN yanıtı oluĢturan veya RIG-1‘in öncelikli 
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ligantları olan 5‘-ppRNA‘ya veya 5‘-pppRNA‘ya sahip olmayan RNA virüslerinin, 

neden RIG-1 yok edildiğinde daha etkin bir Ģekilde replike olduklarını kısmen 

açıklayabilir (Lee vd. 2011, Spengler vd. 2015).  

 

ġekil 2.6 KKKAV protein domainleri, motifleri ve katalitik amino asit kalıntıları 

(Zivcec vd. 2016)  
 

Her proteinin yaklaĢık olarak büyüklüğü ve katalitik bölgelerinin ve motiflerinin yaklaĢık olarak 

lokasyonları, aĢağılarında, amino asit numaraları olarak belirtilmiĢtir.  

KKKAV L proteininin en geniĢ ölçüde çalıĢılan bölgesi, N-uçta bulunan OTU 

domainidir (1.‘den 152. amino asit kalıntısına kadar olan bölge). OTU domaini, 

ubiküitini (Ub) ve Ub benzeri bir protein olan IFN uyarımlı gen 15‘i (ISG15), protein 

substratlarından ayırmaktadır (Frias-Staheli vd. 2007, James vd. 2011, Van Kasteren vd. 

2012). Viral OTU‘lar ve benzer aktiviteli papain benzeri proteazlar, daha önce, Dugbe 

virüsü, Nairobi koyun hastalığı virüsünü, prinç çizgi virüsünü (rice stripe virus), porcine 

üreme ve solunum sendromu virüsünü, at arterit virüsünü, faregiller (murin) hepatit 

virüsünü, Ģiddetli akut solunum sendromu (SARS) koronavirüsünü, insan koronavirüsü 

NL63‘ü ve Orta Doğu solunum sendromu (MERS) koronavirüsünü içeren, hem pozitif 

anlamlı hem de negatif anlamlı RNA virüslerinde bulunmuĢtur (Makarova 2000, 
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Kinsella vd. 2004, Frias-Staheli vd. 2007, Zhang vd. 2007, Zheng vd. 2008, Clementz 

vd. 2010, Holzer vd. 2011, Lombardi vd. 2013, Van Kasteren vd. 2012, Mielech vd. 

2014). Ġlave olarak, pozitif anlamlı RNA virüslerinin deubiküitinazları, viral 

poliproteinleri proteolitik olarak iĢlerler ve dolayısıyla viral replikasyon için 

gereklidirler (Van Kasteren vd. 2012). KKKAV‘de, L proteini, OTU domaini tarafından 

proteolitik olarak iĢlenmez ve OTU sistein proteaz aktivitesi, KKKAV transkripsiyonu 

ve minigenomların replikasyonu için gerekli değildir (Bergeron vd. 2010).  

Memeli deubiküitinazları, IFN yanıtının negatif geri bildirim (feedback) sistemi olarak 

değerlendirilirler ve bu bağlamda viral OTUlar, benzer iĢlevleri sergiliyor gibi 

görünmektedir (Kayagaki vd. 2007). KKKAV OTU domaininin, Ub‘yi ve ISG15‘i 

substratlarından ayırmak suretiyle innat immün yanıtını baskıladığı düĢünülmektedir. 

Ub‘nin ve ISG15‘in, kendi substratlarındaki serin kalıntılarına bağlanmaları 

(ubiküitinasyon ve ISGilasyon), IFN sinyalizasyonunu düzenler ve nükleer-kappa-hafif-

zincir-aktive olmuĢ B hücrelerin enhanseri (NFκB), RIG-1, MxA, interferon düzenleyici 

faktör 3 (IRF3), sinyal transdüseri, transkripsiyon aktivatörü 1 (STAT1) ve protein 

kinaz R (PKR) gibi innat immün yanıtın pek çok anahtar bileĢenini aktive eder 

(Giannakopoulos vd. 2005, Zhao vd. 2005, Shi vd. 2010, Jiang vd. 2012, Okumura vd. 

2013, Wang vd. 2015). KKKAV OTU domaininin kristal yapısı, bu proteinin Ub‘ye ve 

ISG15‘e bağlanma özgünlüğünün iç yüzünü anlamamızı sağlamıĢ ve spesifik olarak 

Ub‘ye ve ISG15‘e karĢı aktivite kaybı gösteren KKKAV mutantlarının 

tasarlanabilmesine olanak sağlamıĢtır (James vd. 2011, Akutsu vd. 2011, Capodagli vd 

2011). KKKAV OTU domaininin hücrede normalden fazla olarak ifade ettirilmesi, 

genel hücresel ubiküitinasyon ve ISGilasyon seviyelerinde azalmaya yol açmaktadır. 

Ġlave olarak, KKKAV OTU‘nun hücrede normalden fazla olarak ifade ettirilmesi, 

olasılıkla RIG-1‘in ubiküitinasyonunu engellediğinden ötürü, RIG-1/mitokondriyal 

antiviral sinyalizasyon proteini (MAVS) aracılığıyla yürütülen IFN yanıtlarını 

azaltmaktadır (Frias-Staheli vd. 2007, Van Kasteren vd. 2012). OTU‘nun enfeksiyon 

durumundaki varsayılan rolü, Ģu anda paradoksal olarak görünmektedir. Çünkü, RIG-

1‘in, üç parçalı motif içeren protein 25 (TRIM25) tarafından ubiküitinasyonu, RIG-1‘i 

aktive ederken, RIG-1‘in ISGilasyonu, ubiküitinasyon bölgeleri ile yarıĢmaya girmesi 

sebebiyle RIG-1‘in aktivasyonunu negatif olarak düzenlemektedir (Jiang vd. 2012, Kim 
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vd. 2008). RIG-1‘in bir viral OTU tarafından deubiküitinasyonunun, eĢ zamanlı olarak 

RIG-1‘den ISG15 parçalarının çıkarılması antiviral yanıtlarında artıĢa yol açabilirken, 

nasıl viral replikasyonu kolaylaĢtırabileceğini anlamak için daha çok çalıĢmanın 

yapılması gereklidir.                               

2.3 Kırım Kongo Kanamalı Ateşinin Filogenisi 

1859 yılında, Charles Darwin‘in ―Türlerin Kökeni Üzerine‖ çalıĢması yayınlandığından 

bu yana, canlıların evrimi üzerine çok fazla bilgi edinilmiĢtir ve bugün, virüslerin, 

özellikle de RNA virüslerinin hataya meyilli olan replikasyonlarına bağlı olarak hızlı bir 

Ģekilde evrimleĢtikleri bilinmektedir. Virüslerin evrimini etkileyen bir diğer faktör ise, 

virüslerin replikasyon dereceleridir. Buna göre, hızlı bir Ģekilde replike olan virüsler 

(HIV-1 gib), yaĢam süresi (jenerasyon) kısa olan diğer virüslere göre daha hızlı bir 

Ģekilde evrimleĢmektedir. Bu bağlamda, artropod kaynaklı RNA virüslerinin evrimi, 

―çift filtre kavramı‖ ile açıklanan, hem artropod konağında hem de omurgalı konağında 

uyum baĢarısı (fitness) göstermesi adına, diğer virüslere göre daha yavaĢ olmaktadır 

(Deyde vd. 2006).  

1962 ile 1965 yılları arasında, Zuckerkandl ve Pauling, belirli herhangi bir proteinin 

evrim hızının zamana bağlı olarak sabit olduğu hipotezini öne sürdükleri iki önemli 

makale yayınlamıĢlardır (Zuckerkandl ve Pauling 1962, Zuckerkandl ve Pauling 1965). 

Bu sav, farklı genler için hızlı veya yavaĢ çalıĢan, fakat, farklı türlere ait belirli herhangi 

bir gen için ise az veya çok sabit bir hızda çalıĢan moleküler bir saatin varlığına iĢaret 

etmektedir. ġayet böyle bir moleküler saat varsa ve bir genin evrim hızı 

hesaplanabiliyorsa, o zaman bu bilgi, nükleotit veya amino asit dizilerini karĢılaĢtırmak 

suretiyle iki tür arasındaki ayrıĢmanın (divergens) tarihlendirilmesinde kolaylıkla 

kullanılabilir. Tam tersi olarak, eğer iki tür arasındaki ayrıĢma zamanı biliniyorsa, bu 

durumda seçilen genin moleküler evrim hızı tahmin edilebilir. Moleküler saat hipotezi, 

evrimin nötral teorisi ile tam bir uyum halindedir (Kimura 1983).  

Anagnostou ve Papa, KKKAV‘nin evrimi üzerine yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada, 1956 

ile 2003 yılları arasında farklı coğrafik bölgelerden izole edilmiĢ 40 farklı KKKAV 
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suĢunun GenBank veri tabanındaki mevcut olan genom dizilerini filogenetik olarak 

incelemiĢler, ve sonuç olarak, KKKAV‘nin yüksek derecede genetik çeĢitliliğe sahip 

olduğunu ortaya koymuĢlardır (Anagnostou ve Papa 2009). Bu 40 KKKAV suĢunun S 

segmentinden kodlanan ORF‘ler ile yapılan filogenetik analizler sonucunda, KKKAV 

suĢlarının, coğrafik olarak dağılımları ile de az ya da çok uyumlu olarak, yedi farklı 

grupta (klad) kümelenmiĢ oldukları bulunmuĢtur (Anagnostou ve Papa 2009). Bu 

gruplar veya genotipler, çeĢitli Afrika ülkelerinden izolatlar içeren Afrika 1, Afrika 2 ve 

Afrika 3, Orta Doğu‘dan izolatlar içeren Asya 1, Çin‘den, Tacikistan‘dan, 

Kazakistan‘dan ve Özbekistan‘dan izolatların bulunduğu Asya 2, Arnavutluk, 

Bulgaristan, Yunanistan, Kosova, Rusya ve Türkiye‘den izolatların bulunduğu Avrupa 

1 ve son olarak, Yunanistan‘dan tek bir suĢun (AP92) yer aldığı Avrupa 2 olarak 

belirlenmiĢtir (Anagnostou ve Papa 2009). KKKAV‘nin S segmenti temelinde yapılan 

filogenetik analizleri sonucu elde edilen, yedi KKKAV grubunu (klad) gösteren 

filogenetik ağaç, Ģekil 2.7‘de verilmiĢtir. KKKAV‘nin özellikle tüm genom dizileri ile 

yapılan filogenetik çalıĢmaları, KKKAV genomlarında meydana gelen rekombinasyon 

ve yeniden tasnif olma (reassortment) olaylarının, KKKAV için, mutasyon temelli 

seçici kuvvetlerin tek baĢına meydana getirdiğinden daha karmaĢık olan evrimsel rotalar 

meydana getirmiĢtir (Hewson vd. 2004, Lukashev 2005, Deyde vd. 2006). KKKAV‘de 

gözlenen bu çeĢitlilik yüksek olmakla birlikte, genom segmentlerinde bulunan ORF‘ler, 

ve kodladığı proteinlerdeki önemli motifler oldukça korunmuĢlardır.  

Anagnostou‘nun ve Papa‘nın yukarıda bahsi geçen çalıĢmasında, KKKAV suĢları 

arasında sıkça meydana gelen yeniden tasnif olma olaylarının, çalıĢılan KKKAV 

suĢlarının filogenetik analizinde zıtlıklara sebep olduğu, bunun dıĢında rekombinasyon 

olaylarının ise görece daha az sıklıkla meydana geldiği ortaya konulmuĢtur. Bu 

zıtlıklara örnek olarak Çin‘den izole edilmiĢ 7001 ve 79121 suĢları verilebilir. Bu Çin 

suĢları, S segmentleri temelinde yapılan filogenetik analizler sonucunda diğer Çin 

izolatları ile gruplanırlarken, M segmentlerine göre yapılan aynı analizler, bu suĢları 

Afrika suĢları ile bir arada gruplamaktadır. Ġlave olarak, Pakistan‘dan izole edilen Matin 

suĢu, S segmenti bakımından Asya 1 grubunda yer alırken, M segmenti temelindeki 

filogenetik analizlere göre bazı Çin izolatları ile birlikte kümelenmektedir (Anagnostou 

ve Papa 2009). 
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ġekil 2.7 KKKAV S segmentindeki 1446 bazlık ORF‘nin filogenetik analizi 

(Anagnostou ve Papa 2009)  

AP92, dıĢ grup durumundadır. Rakamlar, yüzde bootstrap eĢleri (100) ifade etmektedir. 60‘dan az olan 

bootstrap değerleri verilmemiĢtir. Yatay uzaklıklar, nükleotit farklılıkları ile doğru orantılıdır. Ölçek 

çubuğu, % 10 nükleotit dizi ayrıĢmasını belirtmektedir. Ağaçtaki diziler, suĢ isimleri ve izole edildikleri 

ülke ile belirtilmiĢtir. 
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Anagnostou ve Papa, aynı çalıĢmalarında, Schmidt‘in ve von Haeseler‘in geliĢtirdiği 

TREE-PUZZLE algoritmasını kullanarak KKKAV için moleküler saat hipotezini 

(Likelihood oranı testi, LRT) test etmiĢler ve sonuç olarak çalıĢılan tüm KKKAV suĢları 

dikkate alındığında, moleküler saat hipotezinin RNA segmentlerinin hiç birine 

uymadığı, ancak belli grupların (Avrupa 1, Asya 2 ve Afrika 3) S segmentlerinin 

filogenetik ağaçları kendi içerisinde çalıĢıldığında, moleküler saat benzeri bir ağacın 

testi geçdiği görülmüĢtür (Schmidt ve von Haeseler 2003). Bu gözlem, KKKAV S 

genom segmentleri için aynı hızda çalıĢan bir global moleküler saatin olmadığına, 

ancak, belirli bir grup içerisinde sabit bir hızda ilerleyen evrime olanak tanıyan, ancak 

farklı gruplar için farklı hızlarda çalıĢtığı varsayılan bir yerel moleküler saat modelinin, 

KKKAV S segmentinin evrimini açıklamak için yeterli gibi görülebileceğini 

önermektedir (Yoder ve Yang 2000). Ġnsan immün yetmezlik virüsü tip 1‘in (HIV-1) 

evrimi üzerine yapılan çalıĢmalarda, moleküler saat benzeri davranıĢın gösterilmemesi 

durumunun, virüs örneklemelerinin eĢ zamanlı olarak yapılmamıĢ olmasından ötürü 

nükleotit yer değiĢimlerinin (substitüsyon) hızlarındaki varyasyonlardan kaynaklandığı 

ve bu durumun da moleküler saat modelinin yanlıĢ bir Ģekilde reddedilmesine sebep 

olduğu belirtilmiĢtir (Liu vd. 2004). Anagnostou ve Papa, yaptıkları çalıĢmada, 

KKKAV‘nin evriminde, virüs örnekleme zamanlarının moleküler saat benzeri davranıĢı 

etkilemiyor gibi göründüğünü, ancak, birden fazla KKKAV kaynağının dahil olduğu, 

yeniden tasnif olma olaylarının, KKKAV suĢlarının evriminde moleküler saat benzeri 

davranıĢtan sapmalara sebep olduğu belirtilmiĢtir (Anagnostou ve Papa 2009).  

Anagnostou ve Papa, ayrıca M segmentinde bulunan yüksek derecede çeĢitlilik gösteren 

Mucin benzeri domain (MBD) ile korunmuĢ bölgenin birlikte evrimleĢip 

evrimleĢmediğini anlamak adına, bu bölgeleri ayrı ayrı çalıĢmıĢlar ve sonuçta MBD‘nin 

korunmuĢ bölgeye göre 2.3 kat daha hızlı evrimleĢtiğini bulmuĢlardır (Anagnostou ve 

Papa 2009). Bu sonuç, KKKAV‘nin, hem kenelerde hem de omurgalılarda uyum 

baĢarısı göstermesi adına pozitif bir seçilim etkisi altında kaldığı gerçeği ile ve bu 

seçilimden en fazla MBD‘nin etkilendiği önermesi ile açıklanmıĢtır.  

Daha güvenilir bir sonuç elde etmek adına, tüm genom segmentlerinin (S, M ve L) 

dizisinin bilindiği 18 KKKAV suĢu ile yapılan filogenetik analiz çalıĢmalarında, M 
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segmentinin S segmentinden 3,58 kat, L segmentinden de 1,2 kat daha hızlı 

evrimleĢtiği, L segmentinin de S segmentinden 2,9 kat daha hızlı evrimleĢtiği 

bulunmuĢtur (Anagnostou ve Papa 2009). Bu sonuca göre M ve L segmentleri hızlı bir 

Ģekilde evrimleĢirken, S segmenti, viral genomun en çok korunmuĢ parçasını temsil 

etmektedir. M segmentinin, diğer segmentlere göre daha fazla genetik çeĢitlilik 

göstermesi beklenen bir durumdur. Çünkü, M segmentinden kodlanan zarf 

glikoprotenleri, hücresel tropizmasından, konak hücreye tutunmadan, nötralize edici 

antikorların uyarılmasından ve daha fazlası, sıklıkla patojenitesindeki farklılıklardan 

sorumludur. Aynı Ģekilde S RNA segmentindeki sabitlik (karalılık) de beklenen bir 

durumdur. Çünkü S segmenti tarafından kodlanan nükleokapsit proteini, virionun 

yapısal esasını oluĢturmaktadır. Filogenetik ağaç topolojileri yüksek derecede benzerlik 

gösterdiğinden dolayı, KKKAV suĢlarının S ve L segmentlerinin birlikte evrimleĢme 

(coevolüsyon) paterni (örgüsü) gösterdikleri önerilmektedir (Chamberlain vd. 2005). 

Sonuç olarak KKKAV‘nin genetik çeĢitliliğinin ortaya çıkmasında rol oynayan 

muhtemel faktörler, yeni viral suĢları meydana getiren yeniden tasnif olma ve 

rekombinasyon olaylarını içerdiği kadar, endemik coğrafi bölgelerin kendine has 

çevresel koĢullarını (ekolojik niĢ, kene popülasyonunu ve sonuçta virüs yayılımını 

etkileyen iklim Ģartları), kene vektör türlerini ve omurgalı konaklarını ve bunların 

göçlerini de içermektedir. KKKAV, bir konaktan diğer konağa taĢınma sırasında uyum 

baĢarısını korumaya çalıĢtığından, taĢınma rotası da virüsün evrimi için önem teĢkil 

etmektedir. 

Yakın zaman önce yapılan bir çalıĢmada, KKKAV gruplarının (genotiplerinin) tahmini 

olarak ortaya çıkıĢ zamanları belirlenmiĢtir (Lukashev vd. 2016). KKKAV‘nin tüm 

genom segmentleri ile yapılan filogentik analizler, KKKAV‘nin sadece birkaç bin yıl 

önce Afrika kıtasında ortaya çıktığını önermektedir (Lukashev vd. 2016). Ancak 

binlerce yıl önce meydana gelen evrimsel olayların kesine yakın bir Ģekilde 

tarihlendirilmesi, filogenetik analizlerde kullanılan mevcut algoritmaların kısmen 

yüksek hata oranlarından dolayı Ģuan için mümkün görünmemektedir ve bu sebeple 

sonuçlara temkinli yaklaĢılması gerekmektedir.  
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Yukarıda bahsi geçen, Lukashev ve diğerlerinin yaptığı çalıĢmada, KKKAV‘nin Orta ve 

Güney Asya‘ya giriĢi, orta çağ dönemlerine tarihlendirilmiĢtir (Lukashev vd. 2016). Bu 

sonuç, tarihsel belgelerle de uyum içerisinde görünmektedir (Hoogstraal 1979). Daha 

sonra, KKKAV Avrupa 1 grubu, sadece birkaç yüz yıl önce, Volga deltası üzerinden 

Avrupa kıtasına girmiĢ ve Balkanlara ise bundan daha da yakın bir zaman önce 

girmiĢtir. Avrupa 2 grubunda yer alan AP92, yaklaĢık 100 yıl kadar önce olasılıkla 

Türkiye üzerinden Avrupa‘ya girmiĢtir. Ġlginç bir Ģekilde, birkaç bin yıl önce Afrika‘da 

ortaya çıkan KKKAV, çok kısa bir zaman önce Avrupa‘ya girerek buraya yerleĢmiĢtir. 

Bu kıtalar arası virüs taĢınmasında enfekte kene taĢıyan, göç eden kuĢların rölü 

kanıtlanmıĢtır ve yatsınamaz (Lindeborg vd. 2012). Lukashev ve diğerleri, bahsi geçen 

çalıĢmalarında, KKKAV‘de meydana gelen yeniden tasnif olma olgusunu, bir olasılık 

olarak değil düzenli bir olay olarak belirlemiĢler ve farklı genom segmentlerinde 

yeniden tasnif olma olaylarının yaklaĢık 100 yılda bir meydana geldiğini 

hesaplamıĢlardır (Lukashev vd. 2016). Öte yandan, KKKAV Avrupa 1 grubu ile diğer 

KKKAV grupları arasında yeniden tasnif olma olaylarının görülmemesi, KKKAV‘nin 

Asya ve Afrika suĢları arasında yaygın olarak meydana getirdiği segment değiĢimleri ile 

zıtlık oluĢturmaktadır. Bu bulgu, Avrupa 1 grubunun, ana KKKAV gen havuzundan 

―taĢma etkisi‖ (spill over effect) ile oluĢtuğunu ve daha sonra da üreme izolasyonuna 

maruz kaldığını (gen transferlerinde yer almadığını) önermektedir (Lukashev vd. 2016).                         

2.4 Kırım Kongo Kanamalı Ateşinin Epidemiyoloji 

KKKAV, doğada genellikle enzootik kene-omurgalı-kene döngüsü ile dolaĢır ve esas 

olarak Hyalomma cinsine ait keneler ile bulaĢır. Hastalığın coğrafik dağılımı, 

Hyalomma cinsi kenelerin küresel dağılımı ile kesiĢmektedir (Whitehouse 2004, Vorou 

vd. 2007). Dünya genelinde KKKAV bulaĢısına en çok sebep olan kene türü Hyalomma 

marginatum‘un insan derisi üzerindeki fotoğrafik görüntüsü Ģekil 2.8‘da verilmiĢtir. 

KKKAV, diğer cinslere (Amblyomma, Rhipicephalus, Ornithoros, Boophilus, 

Dermacentor ve Ixodes) ait kenelerden de izole edilmiĢ olmasına rağmen, bu kenelerin 

virüs bulaĢısındaki rolleri henüz belirlenmemiĢtir (Shepherd vd. 1989a). KKKAV‘nin, 

kenelerin hem yumurtalarından hem de beslenmemiĢ (kan emmemiĢ) ergin olmayan 

geliĢim aĢamalarından izole edilmiĢ olması, gerek transovarial (yumurta ile taĢınma) 
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gerekse de transstadial (geliĢim evreleri arasında taĢınan) bulaĢmalara iĢaret etmektedir 

(Whitehouse 2004, Logan vd. 1989, Okorie 1991, Gordon vd. 1993). Yine, keneler 

arasında KKKAV‘nin cinsel yolla da bulaĢtırılabildiği gösterilmiĢtir (Shepherd vd. 

1991, Wilson vd. 1991). Ayrıca keneler, enfekte olmamıĢ bir konak üzerinde, bir baĢka 

enfekte kene ile beraber beslenmesi sırasında da enfekte olabilirler (Gordon vd. 1993). 

Hyalomma cisi kenelerin yaĢam döngüsünü ve KKKAV bulaĢtırmasını genel itibariyle 

özetleyen resimli gösterim, Ģekil 2.9‘da verilmiĢtir. Ilıman iklimlerin olduğu yerlerde, 

KKKA vakaları, normal olarak kenelerin en aktif oldukları dönem olan bahar ile erken 

güz dönemleri arasında görülür. Kenelerin konağına olan ilgisini, sıcaklık ve 

karbondioksit konsantrasyonu düzenlemektedir (Allan vd. 2010).   

 

ġekil 2.8 Hyalomma marginatum türü kenenin insan derisi üzerinde alınmıĢ fotoğrafı 

(http://dogalhayat.org  2013) (siteye ulaĢım tarihi: 20.05.2018) 

KKKAV, enfekte kenelerde devamlı olarak kalmakla birlikte, omurgalılar, kenelere kan 

öğünlerini sağlamak için gereklidir. ÇeĢitli çiftlik hayvanları (sığır, keçi, koyun, at, 

deve, domuz, yabani tavĢan, kirpi, deve kuĢu, eĢek, fare ve evcil köpekler) KKKAV ile 

enfekte olabilirler. Aslında, birçok evcil ve yabani omurgalının KKKAV‘ye karĢı 

antikor yanıtı ve/veya viremi geliĢtirdikleri rapor edilmiĢtir (Shepherd vd. 1989a). 

http://dogalhayat.org/
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Bunun dıĢında, sürüngenler ve deve kuĢu hariç diğer kuĢlar, KKKAV enfeksiyonlarına 

karĢı dirençlidir (Vorou 2009, Adam vd. 2013). KKKAV ile enfekte insanların aksine, 

enfekte çiftlik hayvanları, genellikle hiçbir hastalık belirtisi göstermezler (Swanepoel 

vd. 1987, Logan vd. 1989, El-Azazy ve Scrimgeour 1997, Whitehouse 2004).  

KuĢların ekseriyetinin KKKAV enfeksiyonuna karĢı dirençli olduğu gösterilmiĢtir 

(Whitehouse 2004). Ancak, göç eden kuĢlar, enfekte keneleri taĢıyabilirler ve bu 

sebeple KKKAV‘nin bir endemik ülkeden yeni bir baĢka ülkeye yayılmasını 

kolaylaĢtırabilirler (Hoogstraal 1979, Shepherd vd. 1987, Swanepoel vd. 1998). 

KKKAV antikorları tespit edilmemiĢ olmasına rağmen, kene taĢıyan deve kuĢlarının 

Güney Afrika‘daki hayvan kesimleri sırasında ciddi KKKAV salgınlarına yol açtığı 

gösterilmiĢtir. Ġlginç bir Ģekilde, deneysel olarak enfekte edilmiĢ deve kuĢları, viremi 

meydana getirebilmektedir (Swanepoel vd. 1998). 

Ġnsanlar, KKKAV ile enfekte çiftlik hayvanlarının kan veya dokularına doğrudan temas 

ederek, enfekte kenenin ısırmasıyla veya el ile enfekte kenenin ezilmesi yoluylaveya 

olasılıkla, enfekte hayvanlarının vücut sıvılarından meydana gelen aerosollerle enfekte 

olabilirler. KKKAV vakaları, esasen, çiftçilerde, mezbaha çalıĢanlarında, sağlık hizmeti 

çalıĢanlarında ve veterinerlerde görülür (Ergönül 2006a). Endemik bölgelerde yaĢayan 

ve kene ısırma hikayesi olan insanlarda, KKKAV seroprevalansı, % 20 kadar yüksek 

oranda olabilmektedir (Uyar vd. 2011). KKKAV‘nin insandan insana bulaĢma 

potansiyeli, sağlık çalıĢanlarını, KKKA‘lı hastalara bakarlarken enfeksiyon riski ile 

karĢı karĢıya getirmektedir. Enfekte kan ile temas etme veya virüs taĢıyan Ģırınga ucu ile 

yaralanma olayları, ölümlü vakaları de içeren pek çok nozokomiyal salgınlara yol 

açmaktadır (Ergönül 2006a). Sağlık hizmeti çalıĢanlarının, koruyucu kıyafetler 

giyinmeleri tavsiye edilmektedir (Tarantola vd. 2007). Yine enfektif KKKAV ile 

yapılan araĢtırma çalıĢmalarının, sadece biyogüvenlik düzeyi dört olan laboratuvarlarda 

yürütülmesi tavsiye edilmektedir (Whitehouse 2007).  

PiĢmiĢ etin tüketilmesi, kesim sonrası dokularda meydana gelen asidifikasyonun 

KKKAV‘yi etkisiz hale getirmesinden ötürü risk teĢkil etmemektedir. KKKA için 

endemik olan bölgelerde, doğa yürüyüĢü gibi, kamp yapmak gibi doğa aktiviteleri ve 
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diğer kırsal alan aktiviteleri, enfekte kenelere maruz kalma ve KKKA hastalığı kapma 

açısından risk faktörleri olarak önerilmiĢtir (Ergönül 2006a). 

 

ġekil 2.9 Hyalomma cinsi kenelerin yaĢam döngüsü ve KKKAV‘nin dikey ve yatay 

bulaĢısı (Bente vd. 2013)  
 

Kene yaĢam döngüsünün aĢamaları mavi oklarla gösterilmiĢtir. Yumurtadan çıktıktan sonra, larva, ilk kan 

öğünü için kendine küçük bir hayvan konağı bulur. Kene türüne bağlı olarak, larva, tıkandıktan sonra ya 

konağına tutunmuĢ halde kalır ve burada deri değiĢtirir (iki konaklı keneler), ya da konağından düĢer ve 

deri değiĢtirir (üç konaklı keneler). Bu geçiĢ, yıldız ile gösterilmiĢtir. Nimfalar, daha sonra, ya üzerlerinde 

deri değiĢtirdikleri konaklarında beslenmeye devam ederler (iki konaklı keneler), ya da yeni bir küçük 

hayvan konağına tutunurlar (üç konaklı keneler). Tıkanmayı takiben, bütün türlerin nimfaları, 

konaklarından düĢerler ve deri değiĢtirerek yetiĢkin hale gelirler. YetiĢkin keneler, daha sonra kan 

öğünleri için kendilerine büyük hayvan konağı bulurlar ve bu konaklarına tutunmuĢ haldeyken çiftleĢirler. 

Kan öğünlerinden sonra tıkanmıĢ haldeki diĢi keneler, konaklarından düĢerek yumurtlamak için 

kendilerine uygun bir yer bulurlar. Kene yaĢam döngüsü sırasında, keneler ile memeliler arasında (kırmızı 

oklar) ve beraber beslenme sırasında keneler arasında (kesikli oklar) KKKAV bulaĢtırılması için birkaç 

fırsat vardır. Her Ģekilde virüs bulaĢtırılmasının etkinliği, kırmızı okların kalınlığı ile doğru orantılı olarak 

gösterilmiĢtir.      

Kırım Kongo kanamalı ateĢi, dang hummasından sonra ikinci en çok yayılıĢ alanına 

sahip arbovirüs kaynaklı bir hastalıktır ve kene kaynaklı olarak meydana gelen viral 

hastalıklar içerisinde ise, coğrafik yayılıĢ alanı en geniĢ olan zoonozdur (Ergönül 

2006a). ġuan için, KKKAV‘nin, Afrika‘da (örneğin, Demokratik Kongo Cumhuriyeti, 

Uganda, Moritenya, Nijerya, Senegal, Güney Afrika Cumhuriyeti), Güney Doğu 

Avrupa‘da (örneğin, Rusya, Bulgaristan, Kosova, Yunanistan, Türkiye), Orta Doğu‘da 
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(örneğin, Ġran, Irak, Sudi Arabistan, Umman) ve Asya‘da (örneğin Çin, Kazakistan, 

Özbekistan, Tacikistan, Pakistan, Hindistan) olmak üzere, 30‘dan fazla ülkede 

bulunduğu bilinmektedir (Mourya vd. 2014). KKKA‘nın, rapor edilen yıllık vaka 

sayılarına göre yapılmıĢ coğrafik dağılımını gösteren resim, Ģekil 2.10‘de verilmiĢtir. 

Son on yılda, KKKAV, Türkiye‘yi, Ġran‘ı, Yunanistan‘ı, Gürcistan‘ı, Arnavutluk‘u ve 

Hindistan‘ı içeren, daha önce KKKA‘dan etkilenmemiĢ olan ülkelerde hastalıklara yol 

açmıĢtır (Chinikar vd 2008, Yılmaz vd. 2009, Zakhashvili vd. 2010, Mishra vd. 2011, 

Papa vd. 2011b). KKKAV, ayrıca Rusya Federasyonu‘nun Güney Batı bölgelerinde ve 

Orta Afrika‘da yaklaĢık 30 yıl aradan sonra yeniden ortaya çıkmıĢtır (Maltezou vd. 

2010). Dahası, bazı yeni veriler, KKKAV‘nin yayılıĢ alanının Avrupa‘da daha da 

geniĢlediğini önermektedir. Örneğin Portekiz‘de ve Macaristan‘da, insanlarda, 

KKKAV‘nin serolojik belirtileri rapor edilmiĢtir (Maltezou vd. 2010, Németh vd. 

2013). Romanya‘daki çiftlik hayvanlarında, hastalığın endemik olduğu diğer 

bölgelerdeki çiftlik hayvanlarındaki KKKAV antikor görülme sıklığı (prevalans) ile 

benzer sıklıkta KKKAV antikorları saptanmıĢtır. 2010 yılında, Ġspanya‘da yaĢayan 

geyiklerin üzerlerinden toplanmıĢ Hyalomma lusitanicum türü kenelerde, KKKAV 

tespit edilmiĢ ve bu tespitten altı yıl sonra, Ġspanya‘nın orta batı kesiminde 2016 yılında 

biri ölümle sonuçlanan iki insan vakası meydana gelmiĢtir (Estrada-Peña vd. 2010, 

Rada 2016).  

Küresel ısınmanın ve iklim değiĢikliklerinin KKKA‘nın insidansını (belirli sürede yeni 

vakaların sayısı) ve coğrafik yayılımını arttırabileceği öne sürülmüĢtür. Bu gibi 

değiĢiklikler,  kenelerin geliĢme özelliklerini ve enfekte kenelere konukçuluk eden 

göçmen kuĢların göç rotalarını değiĢtirebilir. Arazi kullanımındaki, tarım 

uygulamalarındaki, avlanma aktivitelerindeki ve çiftlik hayvanlarının taĢınmasındaki 

değiĢiklikler gibi antropojenik faktörler de KKKA epidemiyolojisinin dinamiklerini 

etkileyebilir (Maltezou vd. 2010). 
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ġekil 2.10 KKKA‘nın coğrafik dağılımı (Bente vd. 2013)  

Kırmızı ile gösterilen ülkeler, Dünya Sağlık Örgütü‘ne yılda 50‘den fazla vaka bildirmektedir. Turuncu 

ile gösterilen ülkeler, Dünya Sağlık Örgütü‘ne yılda 5 ile 49 arasında vaka bildirmektedir. Sarı ile 

gösterilen ülkelerde, henüz KKKA vakası rapor edilmemiĢ olmakla birlikte KKKAV‘nin insanlardaki 

serolojik veya kenelerdeki virolojik bulguları mevcuttur. Yıldız ile gösterilen Ġspanya‘da 2016 yılında, 

biri ölüm ile sonuçlanan iki KKKA vakası bildirilmiĢtir. Hyalomma marginatum‘unve Hyalomma 

asiaticum‘un kuzey sınırları kesikli gri çizgiler ile gösterilmiĢtir.                        

Türkiye‘de, KKKA‘ya ilk defa, 2002 yılında, Tokat‘ta ateĢ ve peteĢiyal kanama 

belirtileri ile hastaneye baĢvuran bir grup hastada rastlanmıĢtır. Ancak, daha önce 

yapılan bir serolojik çalıĢmada, ilk KKKA vakalarının görülmesinden çok önce, 

KKKAV‘nin Türkiye‘de uzun süredir dolaĢıyor olduğu belirtilmiĢtir (Serter 1980). 

2003 yılında, Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı tarafından ve Türkiye Cumhuriyeti 

Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı tarafından oluĢturulan bir gözlem heyeti, 

hastalığın görüldüğü bölgede bir araĢtırma yapmıĢ ve hastaların hayvancılıkla 
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uğraĢtığını ve kene tarafından ısırılma hikâyelerinin olduğunu fark etmiĢtir. Bu hastalar, 

ayrıca grip benzeri Ģikâyetler, peteĢiyal kanama, trombositopeni (trombosit azlığı), 

lökopeni (lökosit azlığı) ve serumda karaciğer enzim miktarlarının artması gibi ortak 

klinik bulgulara sahiplerdi.  

Vaka sayısı artmaya devam edince ve klinisyenler, hastaların kene tarafından ısırılma 

hikâyelerinin olduğunu ve tetrasiklin antibiyotiğine karĢı hemen hemen hiç yanıt 

vermediklerini fark ettiklerinde, 26 tane hastadan alınan serum örnekleri, Fransa Ulusal 

Arbovirüs Referans Merkezi ve Dünya Sağlık Örgütü Ortak Arbovirüs ve Viral 

Kanamalı AteĢ Merkezi tarafından incelenmiĢ ve 17 vakada KKKAV‘ye özgü IgM 

antikorları tespit edilmiĢtir. 2003 yılında, ilk defa Karti ve diğerleri, BirleĢik Devletler 

Hastalık Kontrolü ve Korunma Merkezi ile ortak çalıĢarak, RT-PCR yöntemini 

kullanarak, Türkiye‘deki beĢ hastanın etiyolojisinin KKKA olduğunu göstermiĢlerdir 

(Karti vd. 2004). Takip eden yıllarda vaka sayıları artmıĢ ve 2008-2009 yıllarında zirve 

yaparak daha sonraki yıllarda azalmıĢtır (Yılmaz vd. 2009). Ancak halen, yılda yaklaĢık 

900 yeni KKKA vakası görülmektedir ve Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığının 

verilerine göre 2002 yılından beri görülen toplam vaka sayısı, % 5‘ten biraz azı ölümlü 

olmakla birlikte 10000‘i aĢmıĢtır (Sünbül vd. 2015). Yapılan bir çalıĢmada, 

Türkiye‘deki KKKA vakalarının % 69‘unda kene ile temas veya kene tarafından 

ısırılma hikayesi, % 61,7‘sinde ise hayvanların dokuları, kanları ve diğer vücut sıvıları 

ile temas etme hikayesi olduğu rapor edilmiĢtir (Yılmaz vd. 2009). Endemik kırsal 

bölgelerde yapılan iki ayrı çalıĢmada, insanlardaki seroprevalans yüzdeleri % 10,0 ve % 

12,8 olarak bulunmuĢtur (GüneĢ vd. 2009, Bodur vd. 2012). ĠlerlemiĢ yaĢta olma, düĢük 

eğitim seviyesi, tarımla uğraĢma, kene tarafından ısırılma ve hayvanlardan kene 

koparma hikâyesi, hayvancılıkla uğraĢma ve kırsal alanlarda yaĢama, KKKAV‘ye özgü 

IgG seropozitivitesi için önemli risk faktörleridir (GüneĢ vd. 2009, Bodur vd. 2012, 

Köksal vd. 2014, Yağcı-Çağlayık vd. 2014).  

Türkiye‘de KKKAV‘nin sağlık hizmeti çalıĢanlarına bulaĢısı rapor edilmiĢtir. 2016 

yılına kadar beĢ sağlık hizmeti çalıĢanı (iki hemĢire, bir doktor, bir laboratuvar 

teknisyeni ve bir yardımcı sağlık personeli), nozokomiyal KKKAV enfeksiyonlarından 

dolayı yaĢamını yitirmiĢtir (Leblebicioğlu vd. 2016).  
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Epideminin baĢlangıcında, KKKA, yaygın olarak Tokat ve civarında görülmüĢtür. 

Ancak daha sonra, benzer iklim koĢullarına sahip olan Karadeniz ve Orta Anadolu‘nun 

Kuzey bölgelerinde (Artvin, Bayburt, Erzurum, Erzincan, GümüĢhane, Çankırı, 

Amasya, Kastamonu, Çorum, Çankırı, Yozgat, Sivas) ortaya çıkmıĢtır. Bu bölgeler, kıĢ 

mevsiminin ılıman geçmesi, arazi yapısının bölünmüĢ olması ve ziraatin, arka bahçe 

tarımının ve hayvancılığın yaygın olması gibi ortak özelliklere sahiptir. Ormanlık alan 

ve bodur ağaç tipi vejetasyonun içerisinde dağılmıĢ durumda olan bölünmüĢ zirai 

alanlar, vejetasyon yapısı hayvan otlatmak için uygun olduğundan, kenelerin hayatta 

kalmaları için elveriĢli bir habitat oluĢturmaktadır. Türkiye‘de keneler, deniz 

seviyesinden yaklaĢık 1000 metre yükseklikte yaĢamaktadır ve KKKA, genel olarak 

Türkiye‘nin deniz kıyılarında görülmemektedir (Anonymous 2006, Aker vd. 2015).          

Türkiye‘de, Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı, 2003 yılından bu yana, KKKA için, 

tanı, tedavi ve korunma ile ilgili çalıĢmalarda liderlik görevi üstlenirken, Türkiye 

Cumhuriyeti Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı ise KKKAV‘nin hayvanlarda ve 

arazilerde kontrol altına alınma çalıĢmalarını yürütmüĢtür. Türkiye Cumhuriyeti Sağlık 

Bakanlığı, Türkiye‘de KKKA‘yı kontrol altına almak adına, birimler arasındaki 

koordinasyonu kolaylaĢtırmıĢ, hastalıktan korunmak için vatandaĢlarda farkındalığı 

artırmak adına önemli halk sağlığı eğitimlerine liderlik etmiĢ, sağlık hizmeti 

çalıĢanlarının hastalık hakkındaki bilgilerini güncel tutmuĢ ve Ģüpheli vakaların 

yönetilmesinde ve KKKA‘lı hastaların tedavisinde kullanılacak standart yaklaĢımlar 

geliĢtirmiĢtir (Leblebicioğlu vd. 2016). 

2.5 Kırım Kongo Kanamalı Ateşinin Klinik ve Laboratuvar Bulguları 

KKKAV‘nin pek çok enfeksiyonu, hafif, spesifik olmayan ateĢli hastalı‘ğa sebep olsa 

da, bazı hastalar, Ģiddetli kanamalı (hemorajik) hastalık geliĢtirir. 1944‘teki Kırım 

salgınında, hastaneye kaldırılan hastalarda, aniden baĢlayan ateĢ ile beraber halsizlik, 

baĢ ve kas ağrısı, kusma, yüzde ve orofarinkste belirgin kan toplanması, kanamalı 

(hemorajik) kızarıklıklar ile birlikte ekimoz geliĢimi ve nazofarinkste, midede ve 

bağırsakta ve diğer bölgelerde kanama gözlenmiĢtir (Grashchenkov 1945). Benzer 
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bulgular, Güney Afrika‘daki, Türkiye‘deki ve Kosova‘daki vaka serilerinde ve 

salgınlarda rapor edilmiĢtir (Swanepoel vd. 1989, Ergönül 2006a).  

KKKA‘nın seyri, kuluçka, hemoraji öncesi, hemoraji ve iyileĢme olmak üzere dört 

evrede gerçekleĢmektedir (Hoogstraal 1979). Kuluçka evresinin uzunluğu, kısmen, 

virüsün kapılma Ģekline bağlı gibi görünmektedir. Kuluçka evresi, kene tarafından 

ısırılmayı takiben, 1 ila 5 gün arasında sürmekteyken, enfekte kan veya dokulara temas 

yoluyla bulaĢmayı takiben, en çok 13 gün olmak üzere, genellikle 5 ila 7 gün 

sürmektedir (Ergönül 2006a, Ergönül vd. 2006b). Kene salyasında bulunan bazı 

maddelerin immünolojik etkilerinin, virüsün vücuda yayılmasında hızlandırıcı rol 

oynadığı önerilmiĢtir (Nuttall ve Labuda 2004).  

KKKA‘nın hemoraji öncesi evresi, ateĢ, halsizlik ve çeĢitli spesifik olmayan belirtiler 

ve semptomlar ile karakterize edilir. Eğer klinisyen, hastanın hikâyesinden KKKAV 

enfeksiyonu Ģüphesini taĢıyorsa, RT-PCR ile teĢhisini yapabilir. Hemorajik evre, tipik 

olarak hemoraji öncesi evrenin baĢlamasından 3 ila 5 gün sonra ortaya çıkar (Ergönül 

2006a). Bu evrenin en yaygın baĢlangıç belirtisi, sonrasında geniĢ cilt ekimozuna 

dönüĢen, deride, göz sümüksel zarında (konjonktiva) ve diğer mukoz zarlarda meydana 

gelen peteĢiyal kızarıklıklar (ġekil 2.11) ve midede, bağırsakta ve idrar yollarında 

kanamalardır (Swanepoel vd. 1989). Bu evrede karaciğer ve dalak büyümesi yaygındır. 

Ölümcül vakalarda, hemorajinin, çoklu organ yetmezliğinin ve septik Ģokun sonucu 

olarak ölüm, genellikle hastalık baĢladıktan 5 ila 14 gün sonra meydana gelir. Beyinde 

hemoraji ve vajinada ve karın kaslarında kanama meydana gelebilir. 
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ġekil 2.11 Ankara Numune Eğitim ve AraĢtırma Hastanesi‘nde yatan KKKA‘lı hastalar 

(Ergönül 2006a)  

KKKA‘yı atlatan hastaların tamamen iyileĢmesi, bir yıl kadar sürebilir (Ergönül 2006a). 

Güney Afrika‘daki geçmiĢ raporlarda, iyileĢen hastaların sıklıkla, zayıflık, saç 

dökülmesi, iĢtahsızlık, çoklu sinir iltihabı (polinevrit), iĢitme ve hafıza kaybı ve görme 

eksikliği ve hepatorenal yetmezlik gibi çeĢitli sağlık sorunlarını deneyimlediği not 

edilmiĢtir (Swanepoel vd. 1989). Ancak son zamanlarda Türkiye‘deki ve Ġran‘daki 

vakaları rapor eden yayınlarda, hastalık sonrasında bu gibi sorunların geliĢtiği 

belirtilmemiĢtir (Bakir vd. 2005, Mardani ve Keshtkar‐Jahromi 2007). KKKA‘nın 

hastada tekrardan ortaya çıkması ile ilgili olarak her hangi bir belge bulunmamaktadır. 
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KKKA hastalığının ilk haftasında, hematoloji testlerinde, trombositopeninin geliĢimi ile 

birlikte erken lökopeni görülür ve ölümcül vakalarda, trombosit (platelet) sayıları aĢırı 

derecede azalmıĢ olabilir (Ergönül 2008). ġiddetli hastalıklarda, hemoglobin 

seviyesinde de düĢüĢler tipik olarak görülür. Aynı zamanda, yaygın damar içi pıhtılaĢma 

sendromu (YDP) belirtileri olarak, protrombin zamanındaki (PT) ve aktive edimiĢ 

parsiyel (kısmi) tromboplastin zamanındaki (aPTZ) uzamalara bağlı olarak pıhtılaĢma 

anormallikleri geliĢir ve fibrin parçalanma ürünleri ile D-dimerleri kanda tespit edilir. 

ĠlerlemiĢ karaciğer fonksiyon bozuklukları, karaciğer ile ilgili alanin ve aspartat 

aminotransferaz (ALT ve AST) enzimlerin kandaki seviyelerinin yükselmesine sebep 

olur. Hastalarda düĢük tansiyon meydana geldiğinden dolayı, kandaki seviyesi artmıĢ 

olan kan üre nitrojeni (BUN) ve kreatinin, böbrek yetmezliğine sebep olur. Hastalığı 

atlatmakta olan kiĢilerde, hastalık baĢladıktan 7 gün sonra, KKKAV‘ye özgü IgM 

antikorları ve hastalık baĢladıktan 7 ila 9 gün sonrasında ise KKKAV‘ye özgü IgG 

antikorları kanda tespit edilebilir seviyeye ulaĢmaktadır (Burt vd. 1994). Ölümcül 

vakalarda, KKKAV‘ye özgü antikor yanıtları geliĢtirilememektedir (Ergönül vd. 

2006c).   

KKKA‘nın rapor edilen ölümlü vaka oranları, bazı küçük vaka serilerinde % 30‘u 

geçmekle birlikte çok değiĢkendir. Çoğu zaman, salgınlarda yer alan küçük hasta 

örneklemi ve teĢhis kabiliyetinin yetersizliği, hafif hastalık geçiren bütün hastaların 

tespit edilmelerini ve ölümlü vaka oranlarının belirlenmesinde değerlendirmeye 

alınmalarını zorlaĢtırmaktadır. Ancak, bugüne kadar 10000‘den fazla vakanın meydana 

geldiği Türkiye‘de ortalama ölümlü vaka oranı % 5‘in biraz altındadır (Leblebicioğlu 

vd. 2016). Bu bulgu, geçmiĢ salgınlarda rapor edilen daha yüksek ölümlü vaka 

oranlarının, daha az Ģiddetli geçen enfeksiyonların farkına varılmasında baĢarısız 

olunmasından kaynaklanıyor olduğuna iĢaret etmektedir. Bu gözlemsel yanılgıya 

rağmen, farklı zamanlarda ve yerlerde rapor edilen ölümlü vaka oranlarındaki 

farklılıkların, ya sağlık yardımının ve tedavinin kalitesinden, ya da bölgede dolaĢan 

KKKAV suĢlarının virülenslerindeki farklılıklarından kaynaklanıyor olabileceği olasılık 

dâhilindedir. 
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Enfektif virüsün hastadan elde edilmesi ve gösterilmesi, uzun süreler KKKA‘nın 

teĢhisinde altın standart olarak değerlendirilmiĢtir. Ancak bu çalıĢmalar, pek çok 

endemik ülkede bulunmayan, biyogüvenlik seviyesi 4 olan laboratuvarları 

gerektirmektedir. Hızlı ve güvenli olması, yüksek özgünlük ve duyarlılıkta çalıĢması 

sebebiyle, viral RNA‘yı tespit edebilen, geleneksel ve gerçek zamanlı RT-PCR 

yöntemleri, günümüzde KKKA‘nın teĢhisinde standart laboratuvar yöntemi olarak 

değerlendirilmektedir. Hastalığın teĢhisinde ve seyrinde, ayrıca KKKAV‘ye özgü IgM 

ve IgG antikorlarını tespit eden ELISA yöntemleri de kullanılabilmektedir (Bente vd. 

2013). 

2.6 Kırım Kongo Kanamalı Ateşinin Patogenezi 

KKKA, ilk defa 1944 yılında tanımlandığında, hastalığın temel patolojik anormalliğinin 

hemoraji ve plazma sıvısının dokular arası boĢluğa geçmesi ile sonuçlanan vasküler 

iĢlev bozukluğu olduğu aĢikârdı. O dönemdeki Sovyet klinisyenler, otopsi bulgularına 

dayanarak, organlardaki temel patolojik sürece, en çok kapiller ve küçük damarlarda 

meydana gelen kan dolaĢımındaki bozulmanın yol açtığı sonucuna varmıĢ ve hastalığı, 

―enfektif kapiller toksikoz‖ olarak değerlendirmiĢlerdir (Grashchenkov 1945). O 

zamandan beri, KKKA hastalarının, hastalığın erken evresinden itibaren anormal 

pıhtılaĢma parametreleri sergiledikleri ve Ģiddetli geçen hastalığın, yaygın damar içi 

pıhtılaĢma sendromu (YDP) ile karakterize olduğu anlaĢılmıĢtır (Swanepoel vd. 1989, 

Burt vd. 1997). Ancak, vasküler iĢlev bozukluğunun, doğrudan endotel hücrelerinin 

viral enfeksiyonu sonucu mu meydana geldiği, yoksa dolaylı olarak dolaĢımda olan 

proinflamatuvar aracılar tarafından mı meydana getirildiği bilinmemektedir. 

KKKAV‘nin, doğrudan insan damarlarını enfekte edebildiğine dair tek delil, 

mononükleer fagositlerde, hepatositlerde ve endotel hücrelerinde Viral RNA‘nın tespit 

edildiğini belirten, 1997 yılında, 12 otopsi üzerinde yapılmıĢ bir çalıĢmadır (Burt vd. 

1997). Ancak, ölüm anında endotel hücrelerinde virüsün bulunması, hastalık meydana 

geldikten hemen sonra kendini gösteren vasküler geçirgenlikteki artıĢın sebebinin de bu 

olması gerektiği anlamına gelmemektedir. Bunun yerine, vasküler sızdırma, 

prokoagülan durumu ve hemoraji, Ģiddetli sistemik inflamatuvar yanıt tarafından 
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meydana getirilebilirler ve bunlar aslında gram negatif bakteriyal enfeksiyonlar 

tarafından uyarılan septik Ģokun tipik özellikleridir (Bray ve Mahanty 2003). KKKA ile 

pek çok ortak özellik bulunduran, Ebola Kanamalı AteĢi‘nin hayvan çalıĢmalarında, 

vasküler iĢlev bozukluğuna, proinflamatuvar sitokin yanıtının uyarılmasını, 

trombositlerin kümelenmesini (agregasyonunu) ve degranülasyonunu, lökosit 

adezyonunu ve içsel (intrinsik) pıhtılaĢma kaskadlarının aktifleĢmesini içeren, konaktan 

doğan mekanizmaların sebep olduğu önerilmiĢtir (Schnittler ve Feldmann 2003, 

Mahanty ve Bray 2004). Türkiye‘de yapılan iki yeni çalıĢmada, vasküler aktivasyonun 

serumdaki belirteçleri olan sICAM-1‘in ve sVCAM-1‘in KKKA‘lı hastalarda yükselmiĢ 

olduğu ve ölümcül vakalarda miktarlarının daha da artmıĢ olduğu bulunmuĢtur (Bodur 

vd. 2010, Öztürk vd. 2010). Ancak, bu iki çalıĢmada, VEGF belirteci yönünden 

birbirleri ile çeliĢen sonuçlar bulunmuĢtur. Kültüre alınmıĢ insan endotel hücrelerinin 

KKKAV ile enfeksiyonunun, ICAM-1‘in ve VCAM-1‘in ifadelerinin artmasına ve IL-

6‘nın ve IL-8‘in salgılanmalarına sebep olduğu gösterilmiĢtir (Connolly‐Andersen vd. 

2009). 

Proinflamatuvar sitokin yanıtlarının, KKKA‘nın patogenezindeki önemi, birkaç çalıĢma 

ile desteklenmiĢtir. Türkiye‘de, hafif ve Ģiddetli KKKA vakaları ile yapılan bir 

çalıĢmada, TNF-α‘nın serumdaki yüksek seviyesi, Ģiddetli hastalık ile iliĢkilendirilirken, 

IL-6‘nın seviyesi hem hafif, hem de Ģiddetli KKKA vakalarında artmıĢ olarak 

bulunmuĢtur (Ergönül vd. 2006d). Ölümcül vakalarda, ölümcül olmayan vakalara göre 

her iki sitokinin de seviyesinde belirgin düzeyde artıĢ gözlenmiĢtir. Kosova‘da yapılan 

geniĢ kapsamlı bir çalıĢmada, ölümcül KKKA vakalarında, IFN-γ, TNF-α ve IL-10 

seviyeleri, belirgin bir Ģekilde yükselmiĢ olarak bulunmuĢtur (Saksida vd. 2010). Benzer 

bir Ģekilde, KKKA‘dan ötürü ölmekte olan bir Arnavut hastada sTNF-R, TNF-α, IL-6 

ve IL-10 sitokinlerinin serumdaki seviyeleri yüksek olarak bulunmuĢtur (Papa vd. 

2006). Bu klinik gözlemler, laboratuvar çalıĢmaları ile elde edilen, KKKAV‘nin insan 

monosit kökenli dendritik hücrelerdeki (DC) replikasyonunun, bu hücrelerde 

proinflamatuvar sitokinlerin salgılanmasını uyardığı bulguları ile desteklenmiĢtir 

(Connolly‐Andersen vd. 2009). In vitro KKKAV ile enfekte DC‘lerin 

süpernatantlarının, kültüre alınmıĢ endotel hücrelerini aktive ettiği ve bu aktivasyonun 

TNF-α‘ya özgü antikorlar tarafından engellendiği gösterilmiĢtir. Yine, primer insan 
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makrofajlarının ve DC‘lerinin KKKAV ile enfeksiyonu sonucunda, bu hücrelerden 

proinflamatuvar sitokin salgılanmasının uyarıldığı gösterilmiĢtir (Peyrefitte vd. 2010). 

Yukarıda bahsi geçen bu çalıĢmaların pek çoğu, KKKAV‘nin bir hastalık modeli olan 

STAT-1 geni iĢlevsiz hale getirilmiĢ farelerde de tekrar edilmiĢ ve hastalığın erken 

aĢamasında, farelerin serumlarında, IL-6, IL-10, IFN-γ ve TNF-α sitokin seviyeleri 

yükselmiĢ olarak bulunmuĢtur (Bente vd. 2010). Ayrıca, Türkiye‘de ve Yunanistan‘da 

yapılan çalıĢmalarda, pek çok hastada, pansitopeniye katkı sağlayabilecek özellikte 

reaktif hemofagositik lenfohistiyositoz oluĢumu gözlenmiĢtir (Karti vd. 2004, TaĢdelen 

Fisgin vd. 2008, Papa vd. 2009). Bu fenomen, monositlerin, yüksek düzeydeki Th1 

sitokinleri tarafından aĢırı derecede aktive edilmesi sonucu meydana geliyor olabilir. 

Tip1 interferon yolağı ortadan kaldırılmıĢ farelerin KKKAV enfeksiyonlarına karĢı 

duyarlı olduklarının bulunması, KKKA‘ya karĢı koruyucu immünitenin 

geliĢtirilmesinde bu sitokin yanıtlarının oldukça önemli olduğunu göstermiĢtir (Bente 

vd. 2010, Bereczky vd. 2010). Ġnnat immün yanıt aracısı olan nitrik oksitin (NO) de 

KKKAV replikasyonunu baskıladığı gösterilmiĢtir (Simon vd. 2006). Bunun yanı sıra, 

doğal öldürücü (NK) hücrelerin de KKKAV enfeksiyonlarına karĢı geliĢtirilen konak 

immün yanıtlarda rol aldığı gösterilmiĢtir. Kanda dolaĢan NK hücrelerinin sayısı, 

Ģiddetli hastalıklarda, hafif geçen hastalıklara göre daha fazla olarak bulunmuĢtur 

(Yılmaz vd. 2008). Diğer bir çalıĢmada, kanda dolaĢan lenfositler içerisinde CD8+ 

sitotoksik T lenfositlerinin oranı, hastanın viral yükü ile doğru orantılı bir Ģekilde, 

ölümcül vakalarda, ölümcül olmayan vakalara göre belirgin olarak daha fazla 

bulunmuĢtur (Akıncı vd. 2009). Daha önce belirtildiği üzere, KKKAV ile ölümcül bir 

biçimde enfekte olmuĢ hastalar, tespit edilebilir düzeylerde KKKAV‘ye özgü IgM ve 

IgG antikorlarını üretememektedir. Bu bulgu,  KKKA‘dan korunmada, humoral immün 

yanıtların ne derece önemli olduğunu ortaya koymaktadır. Ancak, bu antikor yanıtı 

geliĢtirememe durumunun sebebinin, lenfositlerin apoptozis sonucu kaybedilmesi olup 

olmadığı henüz aydınlatılmamıĢtır. 

KKKA hastalığının ara sıra (sporadik) ortaya çıkması ve otopsi uygulamalarındaki 

güvenlik kaygılarından ötürü, ölümcül KKKA vakalarında meydana gelen histolojik 
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anormalliklere dair yapılmıĢ sadece birkaç çalıĢma mevcuttur (Burt vd. 1997). Buna 

göre, karaciğerdeki temel bulgular, eozinofilik nekroz, kupfer hücrelerinin hiperplazisi 

ve Councilman cisimciklerinin (eozinofilik nekrotik hepatositler) varlığıdır (Burt vd. 

1997). Ayrıca, belirgin dalak lenfoid apoptozisi ve lenfosit azalması ile birlikte akciğer 

iltihabi da gözlenmiĢtir. Yine, KKKAV 10200 suĢu ile enfekte, STAT1 geni iĢlevsiz 

hale getirilmiĢ farelerde yapılan çalıĢmalarda da, insanlardaki ile benzer patolojik 

bulgulara rastlanmıĢtır (Bente vd. 2010).         

2.7 Kırım Kongo Kanamalı Ateşinin Tedavisi ve Korunma Stratejileri 

KKKA için hali hazırda geliĢtirilmiĢ, etkili bir antiviral ilaç tedavisi bulunmamaktadır 

ve destekleyici tedaviler, hastalığın yönetiminde ana dayanak noktasıdır (Leblebicioğlu 

vd. 2012). KKKA olduğu doğrulanmıĢ vakalarda, genellikle hastanede tedaviye alınma 

gereklidir ve hastalığı Ģiddetli geçiren vakalar, iyi donanımlı yoğun bakım ünitelerinin 

olduğu ve kan ve kan ürünlerine kolay ulaĢımın sağlandığı, üçüncül (tersiyer) koruma 

merkezlerine havale edilmelidir. Sağlık hizmeti çalıĢanlarını KKKA‘dan korumak için, 

kan ve kan sıvılarını içeren uygulamalarda kontrol önlemlerinin alınması Ģarttır. 

Genel destekleyici tedaviler, kristaloid veya sentetik kolloid ile sıvı yer değiĢtirmesini 

(sıvı resplasmanı) ve parasetamol ile ağrı ve ateĢin kontrol altına alınmasını 

içermektedir. Hemoraji ihtilatı (komplikasyonu) duruma göre değerlendirilmekte ve 

hastalara, eritrosit süspansiyonu, dondurulmuĢ taze plazma ve/veya trombosit yer 

değiĢtirmesi (replasmanı) sağlanmaktadır. Böbrek yetmezliği, hiperkalemisi, Ģiddetli 

metabolik asidozu, üremik kalp zarı iltihabı ve aĢırı sıvı yüklenmesi olan hastalarda, 

hemodiyaliz gerekli olabilir (Leblebicioğlu vd. 2012). Mekanik havalandırma 

(ventilasyon), hastaya solunum yetmezliği durumlarında uygulanmaktadır ve ikincil 

(sekonder) enfeksiyonlar, antibiyotiklerle tedavi edilmektedir (Sünbül vd. 2015).  

KKKA‘nın spesifik tedavisi için kullanılabilecek, Amerika BirleĢik Devletler‘inin Gıda 

ve Ġlaç Dairesi‘nden onay almıĢ herhangi bir antiviral ilaç bulunmamaktadır. Ribavirin, 

hem in vivo, hem de in vitro olarak pek çok virüse karĢı geniĢ spektrumlu antiviral 

aktivite gösteren bir nükleozit analoğudur. Ribavirin, hem dolaylı olarak (inozin 
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monofosfat dehidrojenazi inhibe etme, immün sistemi düzenleme) hem de doğrudan 

(mRNA keplenmesini engelleme, RNA polimerazı inhibe etme ve ölümcül mutagenez 

yapma) meydana getirdiği antiviral mekanizmalarına sahiptir (Graci ve Cameron 2006). 

Ribavirinin geniĢ spektrumlu antiviral aktivitesi, onun çoklu etki mekanizmalarına 

dayandırılabilir. Ancak, ribavirinin hücre içerisine alınmasında, uygulanan hücre ve 

doku tiplerine göre faraklılıklar gözlenmiĢtir ve ribavirin dirençli virüs varyantları 

tanımlanmıĢtır (Beaucourt ve Vignuzzi 2014). Hücre kültürlerindeki çalıĢmalar, 

ribavirinin KKKAV‘ye karĢı inhibitör etkisinin olduğunu ortaya koymuĢtur ancak, bu 

inhibisyon için kullanılması gereken doz, ribavirinin, Rift Vadisi ateĢi virüsünün 

hayvanlardaki replikasyonunu inhibe ettiği bilinen dozundan dokuz kat daha fazladır 

(Watts vd. 1989). Bir çalıĢmada, ribavirinin, KKKA‘nın bebek fare modelinde, farelerin 

ölümünü azalttığı ve ölen farelerin de ortalama ölüm sürelerini uzattığı gösterilmiĢtir 

(Tignor ve Hanham 1993). Bu sonuçla çeliĢkili olarak, yakın zaman önce yapılan bir 

çalıĢmada, ribavirinin, KKKAV ile enfekte edilmiĢ, hastalığa duyarlı olan, IFNAR
-/-

 

farelerde, hayatta kalma oranlarını artırmadığı bulunmuĢtur (Oestereich vd. 2014). 

Ribavirinin, KKKA‘lı hastaların tedavisindeki etkinliği halen tartıĢmalıdır (Ceylan ve 

Turhan 2014, Ergönül 2014). Ġki klinik çalıĢmada, ribavirinin KKKA‘lı hastalarda viral 

yükü azaltmadığı ve ölüm oranlarını da etkilemediği gösterilmiĢtir (Çevik vd. 2008, 

Bodur vd. 2011). Ancak bu çalıĢmaların bir tanesi hariç diğerleri, geriye dönük 

(retrospektif) olarak yapılmıĢtır. Türkiye‘de yapılan yarı deneysel bir çalıĢmada, oral 

ribavirin tedavisinin, KKKA‘lı hastaların hayatta kalma oranlarını artırmadığı 

gösterilmiĢtir (Elaldı vd. 2009). Çok değiĢkenli (multivariate) analiz yapıldığında, ılımlı 

bir Ģekilde hastalık geçiren KKKA‘lı hastalarda, ribavirinin ölümlü vaka oranını 

azaltmada etkili olduğu bulunmuĢtur (Dokuzoğuz vd. 2013). Ġki çalıĢmada, ribavirinin, 

KKKA‘nın erken evresinde kullanımının yararlı etkilerinin olabileceği önerilmiĢtir 

(TaĢdelen Fisgin vd. 2009, Özbey vd. 2014). Ancak bu çalıĢamalarda, ilacın hayatta 

kalma oranları üzerindeki faydalı etkisine dair somut veriler bulunmamaktadır. Ayrıca, 

bu çalıĢmalarda, hasta grupları, ölümlü vakaların asli öngöstergesi olan viral yükleri 

esas alınarak sınıflandırılmamıĢtır (Çevik vd. 2007).  
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Türkiye‘de ileriye dönük (prospektif) olarak yapılan tek çalıĢmada da, ribavirinin, 

KKKA‘lı hastalarda ölüm oranları üzerine herhangi bir etkisinin olmadığı rapor 

edilmiĢtir (Köksal vd. 2010). AĢçıoğlu ve diğerlerinin meta-analiz çalıĢmasında da 

ribavirinin, KKKA hastalığında, ölüm oranları üzerine herhangi bir etkisinin olmadığı 

gösterilmiĢtir (AĢçıoğlu vd. 2011). KKKA, Türkiye‘de ilk defa ortaya çıktığında, 

ribavirin, bir tedavi seçeneği olarak KKKA‘lı hastaların tedavisinde ağırlıklı olarak 

kullanılmıĢtır. Ancak, ribavirinin KKKA‘lı hastalarda kullanımı, 2004-2007 yılları 

arasında % 68‘den % 12‘ye düĢmüĢtür ve bu dönemde, ölüm oranlarında herhangi bir 

değiĢim olmamıĢtır (Yılmaz vd. 2009). Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı, 2008 

yılında, ribavirini, kanıtlanmıĢ herhangi bir faydasının olmayıĢı sebebiyle, KKKA‘nin 

tedavisi için hazırladığı tavsiye listesinden çıkartmıĢtır. Ancak ribavirin, halen bazı 

merkezlerde, KKKA‘nın tedavisinde kullanılmaktadır. Bunun dıĢında, RNA virüslerine 

karĢı geniĢ spektrumlu bir antiviral etki gösteren, viral RNA polimeraz inhibitörü olan 

favipiravirin KKKA‘nın fare modelindeki etkinliği gösterilmiĢtir (Oestereich vd. 2014).   

KKKA için etkinliği kanıtlanmıĢ spesifik bir tedavinin olmayıĢı, araĢtırmacıları, diğer 

tedavi yöntemlerinin etkinliklerini sorgulamaya sevk etmiĢtir. KKKA hastalığını atlatan 

insanların plazmalarından hazırlanan hiperimmün serumun viral yükü düĢürdüğü 

gösterilmiĢtir (Kubar vd. 2011). Viral yükün, 10
8
 kopya/mL veya daha fazla olduğu 

hastaları içeren yüksek risk grubunda hayatta kalma oranı % 86,6 (13/15) olarak rapor 

edilmiĢtir. Doğal olarak, kontrol grubunun olmayıĢı, bu oranın değerlendirilmesini 

zorlaĢtırmaktadır. Ancak, bu sonuç umut vaat etmektedir ve bu etkinin araĢtırılması ve 

klinik sonuçlar ile iliĢkisinin daha iyi belirlenmesi adına, geniĢ kapsamlı çalıĢmaların 

yapılması gerekmektedir. Bu çalıĢmanın dıĢında, çift filtrasyon plazmaferez yöntemi, 

bir KKKA vakasında baĢarıyla kullanılmıĢtır (Meco vd. 2013). 

Herhangi bir aĢı ve spesifik bir antiviral tedavi olmaksızın KKKA‘nın kontrol altına 

alınması zordur. Virüse maruz kalma sonrası aĢılanma ve virüse maruz kalma açısından 

yüksek risk gruplarında olanların aĢılanması hastalıktan korunmak için son derece 

gereklidir. 
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Bütün kene kaynaklı hastalıklarda olduğu gibi, kiĢiler, hastalığa yakalanmamak için 

kene ısırılmasından korunmaya dikkat etmek zorundadır. KKKAV, viremik hastaların 

veya özellikle viremik çiftlik hayvanlarının salgılarına ve kanlarına doğrudan temas 

edildiğinde, son derece enfektif olabildiğinden, sağlık hizmetinde çalıĢanlar olduğu 

kadar, hayvancılıkla uğraĢan ve hayvan kesimhanelerinde çalıĢan bireyler de, eldiven, 

maske, koruyucu önlük ve yüz koruyucusu kullanmak gibi, hastalıktan korunmak için 

yeterli olduğu kanıtlanmıĢ, enfeksiyon kontrol yönergelerini takip etmelidirler. Bu amaç 

doğrultusunda, Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı, endemik bölgelerde yaĢayan ev 

halkı için hastalık hakkında farkındalık yaratan eğitim programları düzenlemiĢtir 

(Leblebicioğlu 2016). KKKA hastalarının yönetilmesi sırasında, bariyer hemĢirelik ve 

hasta izolasyonu gereklidir.  

Türkiye Cumhuriyeti Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı, endemik bölgelerde, 

hayvanların flumethrin gibi ektoparazitik ilaçlarla tedavisinin yapıldığı programlar 

yürütmüĢtür. Ancak, bu programın uygulanmasındaki en büyük zorluk, Türkiye‘de 

yaygın olan arka bahçe çiftçiliğidir. Ayrıca,  ektoparazitik ilaç kullanımının etkinliğini 

değerlendirmek adına, ileriye dönük (prospektif) çalıĢmalarının yapılması gereklidir 

(Leblebicioğlu 2016). Bunun dıĢında, her çiftlik hayvanına, Türkiye Cumhuriyeti Gıda, 

Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı tarafından bir kimlik numarası verilmektedir ve bu 

Ģekilde Türkiye‘de hayvanların hareketi kontrol edilmektedir. Ancak yine de ülkemizin 

Ġran, Irak ve Suriye ile olan sınır bölgelerinde kontrolsüz hayvan taĢınımı 

yapılabilmektedir (Leblebicioğlu 2016). Bu bölgelerdeki hayvan taĢınımının kontrol 

edilmesi, ülkemize yeni KKKAV suĢlarının girmesini ve ayrıca yeni, yeniden tasnif 

olmuĢ (reassortant) KKKAV suĢlarının ortaya çıkmasını önleyecektir (Leblebicioğlu 

2016). Diğer yandan, nadiren de olsa, keneleri kontrol altına almak adına, Gine 

tavuklarının kullanımının önerilmesi gibi biyolojik kontrol önlemleri de gündeme 

gelmektedir. Ancak yapılan çalıĢmalar, bu hayvanların da keneler için uygun birer 

konak olduğunu ortaya koymuĢtur (ġekercioğlu 2013). Bu sebeple, faydası 

kanıtlanmamıĢ olan biyolojik kontol önlemlerinden kaçınılmalıdır (ġekercioğlu 2013). 

Kene popülasyonlarının kontrol altına alınması, Ģu aĢamada yapılabilirliği çok kolay 

olmayan bir hedef olduğundan, endemik bölgelerdeki ve KKKA‘nın yayılabileceği, risk 
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teĢkil eden bölgelerde hastanelerin ve laboratuvarların kapasiteleri ve donanımları 

arttırılmalıdır. 

2.8 Kırım Kongo Kanamalı Ateşi Virüsü için Aşı Geliştirme Yaklaşımları 

Hastalığın geniĢ bir coğrafik dağılıma sahip olması, Ģiddetli geçmesi ve insanlarda 

yüksek ölüm oranları meydana getirmesi, hastalık için geniĢ ölçüde kullanılabilecek, 

onay almıĢ, herhangi bir güvenli ve etkili tedavi ajanının ve aĢının bulunmayıĢı 

sebebiyle, KKKA, halen günümüzde halk sağlığı için önemli bir tehtit oluĢturmaktadır. 

KKKAV ile yapılan çalıĢmalar için yeterli biyogüvenlik önlemlerine sahip 

laboratuvarların kullanılması gerekliliği ve hastalığın uygun bir hayvan modelinin 

olmayıĢı, KKKA için yapılan aĢı geliĢtirme araĢtırmalarını önemli ölçüde sekteye 

uğratmıĢtır. Yakın zaman önce, interferon yolaklarının iĢlevsiz hale getirilmiĢ olması 

sebebiyle, KKKA‘nın en azından bazı semptomlarını gösterebilen iki letal fare modeli 

meydana getirilmiĢtir (Bente vd. 2010, Bereczky vd. 2010). OluĢturulan bu iki KKKA 

fare modeli, tip 1 interferon α/β almacı (reseptörü) (IFNAR) iĢlevsiz hale getirilmiĢ 

(IFNAR
-/-

) fare ve STAT1 sinyal aracı proteini iĢlevsiz hale getirilmiĢ (STAT1
-/-

) fare, 

KKKA için yeni geliĢtirilen aĢı adaylarının etkinliğinin test edilmesinin yolunu açmıĢtır. 

Her iki fare modelinde de, kene ısırması aracılı hastalık bulaĢısını taklit eden, virüsün 

deri içi (subkütan) olarak enjeksiyonunu da içeren, çeĢitli virüs bulaĢtırma yolları ile 

hastalık oluĢturulması mümkündür. Ancak, A129 ırkı, IFNAR
-/-

 fareler, sadece tip 1 

interferon yolaklarından yoksundur ve bu sebeple, hem tip1 hem de tip2 interferon 

yolaklarından yoksun olan STAT1
-/-

 farelere göre daha iyi bir KKKA modeli gibi 

görünmektedir.        

Günümüzde, insanları bağıĢıklamak için mevcut olan tek aĢı, emzirilme dönemindeki 

KKKAV ile enfekte farelerin beyin dokularından türetilen, kloroform ve ısı ile etkisiz 

hale getirilmiĢ ve alüminyum hidroksit adjuvanı ile formüle edilmiĢ inaktif virüs aĢısıdır 

(Papa vd. 2011a). Bu inaktif virüs aĢısı, aslen 1970 yılında, Sovyet Rusya‘da 

geliĢtirilmiĢtir ve 1974 yılında Bulgaristan‘da onaylanmasından bu yana, öncelikli 

olarak ordu ve sağlık hizmeti çalıĢanlarının, çiftçilerin ve endemik bölgelerde çalıĢan 
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veya yaĢayan insanların aĢılanmasında kullanılmıĢtır (Papa vd. 2011a). Bu Bulgar 

aĢısının, sağlıklı kiĢilerde meydana getirdiği hümoral ve hücresel immün yanıtların 

klinik değerlendirmesi yakın zaman önce yapılmıĢtır (Mousavi-Jazi vd. 2012). 

AĢılanmıĢ grupta, artmıĢ sayıda IFN-γ üreten T hücrelerin varlığının ve nötralize edici 

antikorların üretildiğinin gösterilmesiyle yapılan aĢı etkinlik değerlendirmesinde, aĢının 

KKKAV‘ye karĢı bağıĢıklık meydana getirdiği gösterilmiĢtir. Ancak, aĢıya karĢı 

geliĢtirilen immün yanıtlar olması gerekenden daha az seviyede kalmıĢtır ve 

iyileĢtirilmiĢ bağıĢıklık için dört ardıĢık aĢılamanın yapılması gerekmiĢtir. Bulgar 

aĢısının, otoimün ve alerjik yanıtlara sebep olan, myelin bazik proteini bulaĢısını 

meydana getiren ve dolayısıyla güvenlik kaygılarına sebep olan kaba bir hazırlanma 

süreci vardır. Ayrıca, bu aĢının, kontrollü insan çalıĢmaları ve deney hayvanları 

üzerindeki etkinliğinin değerlendirildiği laboratuvar çalıĢmaları bulunmamaktadır. Bu 

sebeplerden ötürü, Bulgar aĢısının uluslararası düzenleyici kuruluĢlardan onay alması 

mümkün görünmemektedir. Bu sebeple, Ģu an için, güvenli ve KKKAV‘ye karĢı etkili 

olan, insanların kullanımı için yaygın bir Ģekilde bulunabilen, uluslararası olarak onay 

almıĢ herhangi bir aĢı bulunmamaktadır. 

Virüslerin temel yapısal bileĢenleri olmaları dolayısıyla, nükleoprotein ve 

glikoproteinler, KKKAV‘ye karĢı geliĢtirilen aĢılarda potansiyel antijenik hedefler 

olarak kullanılmaktadır. KKKAV‘nin en çok korunmuĢ olan proteini NP‘dir. Bu 

özelliği, NP‘yi, KKKAV‘nin farklı suĢlarına karĢı etkili olabilecek aĢıların 

geliĢtirilmesinde cazip bir hedef antijen yapmaktadır. NP‘nin, pek çok Orthonairovirüs 

enfeksiyonu sırasında oluĢturulan immün yanıtlarda baskın antijen olduğu bilinmektedir 

(Schmaljohn ve Nichol 2007). Ġnsanlarda, KKKAV Bulgar aĢısı ile yapılan tekrarlı 

aĢılamalar sonucunda, NP‘nin tamamını meydana getiren peptit bölgelerine spesifik 

olan T hücre yanıtlarının meydana getirildiği bulunmuĢtur (Mousavi-Jazi vd. 2012). 

KKKAV‘nin Gc ve Gn glikoprotenlerinin, virionun yüzeyinde sergilenmeleri sebebiyle, 

özellikle B hücre yanıtları için iyi birer antijenik hedef oldukları düĢünülmektedir. 

Monoklonal antikorlarla yapılan çalıĢmalarda, Gn‘yi değil, ancak Gc‘yi hedef alan 

antikorların nötralizasyon aktivitesine sahip olduğunu bulunmuĢtur (Bertolotti-Ciarlet 

vd. 2005). Ancak, diğer araĢtırmacılar, hem Gn‘de hem de Gc‘de nötralizasyon 

epitopları tanımlamıĢtır (Ahmed vd. 2005). KKKAV suĢları arasında, olgun 
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glikoproteinler bakımından sadece % 8,4 oranında bir dizi farklılığı mevcuttur (Ghiasi 

vd. 2011). Dolayısıyla oldukça korunmuĢ olan olgun glikoproteinler üzerinde bulunan 

nötralizasyon epitoplarının, çeĢitli KKKAV suĢları için ortak olan immün yanıtların 

geliĢmesini sağladıkları düĢünülmektedir. 

Hastalarda, KKKAV‘ye karĢı geliĢtirilen güçlü IgM ve IgG antikor yanıtları, iyileĢme 

belirteci olarak değerlendirilmekle birlikte, pek çok hasta, görece düĢük seviyelerde 

nötralize edici antikor yanıtı geliĢtiriyor gibi görünmektedir (Shepherd vd. 1989b). 

Benzer Ģekilde, nötralize edici özelliği olmayan monoklonal antikorların, fareleri letal 

KKKAV enfeksiyonundan korumada etkili oldukları bulunmuĢ ve ilginç olarak, Gn‘ye 

özgü olanlarda, Gc‘ye özgü olanlara göre daha fazla koruyucu etki gözlenmiĢtir 

(Bertolotti-Ciarlet vd. 2005). Ġlave olarak, son zamanlarda yapılan KKKAV aĢı 

çalıĢmalarında, nötralize edici antikor yanıtı eldesi ile aĢı etkinliği arasında doğrudan bir 

iliĢki kurulamamıĢtır (Kortekaas vd. 2015, Hinkula vd. 2017). Bu sebeple, hücre aracılı 

bağıĢıklık, KKKAV‘ye karĢı etkili bir koruma geliĢtirilmesinde hatırı sayılır bir rol 

oynuyor gibi görünmektedir. Ġnterferon yolağının da KKKAV enfeksiyonlarının kontrol 

altına alınmasında önemli rol oynadığı gösterilmiĢtir (Andersson vd. 2006). Ancak, 

interferon yolağı KKKAV‘ye karĢı geliĢtirilen immün yanıtlarda önemli olmakla 

birlikte, immün yanıtların kinetiği ve çoklu immün yanıtların (hem hücresel hem de 

hümoral) etkinleĢtirilmesi, enfeksiyonun gidiĢatını etkileyen en önemli faktörler olabilir 

(Dowall vd. 2017). Bu sebeple, KKKA sırasında geliĢtirilen koruyucu immün yanıtlar 

ile iliĢkili faktörler, halen yeteri kadar aydınlatılamamıĢtır. 

Dowall ve diğerlerine göre, hastalıktan etkilenen bölgelerin geniĢ bir kısmında 

kullanılabilecek, uluslararası düzenleyici kuruluĢlarca onaylanabilir bir KKKA aĢısı 

belli bazı özelliklere sahip olmalıdır ve bunlar çizelge 2.1‘de özetlenmiĢtir (Dowall vd. 

2017). Halk sağlığı araĢtırmacıları, KKKA için insan aĢısı geliĢtirilmesi üzerine 

odaklanmıĢ olmakla birlikte, KKKAV‘ye karĢı geliĢtirilecek bir veteriner aĢısı, çiftlik 

hayvanlarındaki enfeksiyonları kontrol altına almak suretiyle, hayvan kesimleri 

sırasında hastalığın insana bulaĢmasını önlemede önemli bir rol oynayacaktır (Dowall 

vd. 2017).             
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KKKAV için bu zamana kadar yapılmıĢ aĢı araĢtırmalarını değerlendirecek olursak, 

IFNAR
-/-

 farelerde koruma etkinliği olduğu gösterilmiĢ, KKKAV‘ye karĢı aĢı 

adaylarının geliĢtirildiğini rapor eden, yakın zaman önce yapılmıĢ çalıĢmalar mevcuttur 

(Buttigieg vd. 2014, Çanakoğlu vd. 2015, Hinkula vd. 2017, Garrison vd. 2017). Hücre 

kültürü ile türetilen, formalin ile etkisiz hale getirilmiĢ, KKKAV Kelkit06 suĢu ile 

gerçekleĢtirilen deneysel bir KKKAV aĢısı çalıĢmasında, bağıĢıklanmıĢ A129 ırkı, 

IFNAR
-/-

 farelerin türdeĢ (homolog) virüs ile sorgulanması sonucunda, % 80‘e ulaĢan 

koruma oranları elde edilmiĢtir (Çanakoğlu vd. 2015). Bir diğer çalıĢmada, KKKAV 

IbAr 10200 suĢunun M segmentininin ORF‘sini ifade eden rekombinant Modifiye 

Vaccinia Virüsü Ankara (MVA-GP) oluĢturulmuĢ ve aĢının A129 ırkı, IFNAR
-/-

 

farelerdeki koruyucu etkileri değerlendirilmiĢtir (Buttigieg vd. 2014). BağıĢıklanmıĢ 

farelerin, türdeĢ suĢ ile yapılan enfeksiyondan % 100 olarak korunmuĢ oldukları 

gösterilmiĢ ve MVA-GP‘nin bu yüksek koruyucu etkisinin mekanizmaları üzerine 

yapılan sonraki çalıĢmalar, hastalıktan tamamen korunmada hem hücresel hem de 

hümoral bağıĢıklık yanıtlarının gerekli olduğunu ortaya koymuĢtur (Dowall vd. 2016). 

Daha yakın zaman önce yapılmıĢ bir çalıĢmada, transkripsiyonel olarak yetkin olan, 

KKKAV yüzey glikoproteinleri Gn ve Gc‘yi sergileyen virüs benzeri partiküllerin ve 

KKKAV proteinleri Gn‘nin, Gc‘nin ve NC‘nin ubiküitin bağlı biçimlerini kodlayan 

DNA plazmitlerinin, A129 ırkı, IFNAR
-/-

 fareleri hastalıktan koruma etkinlikleri test 

edilmiĢtir (Hinkula vd. 2017). Sonuç olarak, sadece DNA plazmitleri ile bağıĢıklanmıĢ 

farelerin ölümcül enfeksiyondan % 100 oranda korundukları gösterilmiĢ ve bu yüksek 

hayatta kalma oranı, baskın olarak ortaya çıkan, hücresel Th1 yanıtlarına 

dayandırılmıĢtır. Son olarak, kodonları optimize edilmiĢ, KKKAV IbAr 10200 suĢunun 

M segmentini ifade eden bir DNA aĢısının hastalıktan koruyucu etkileri, iki letal fare 

modelinde (C57BL/6 ırkı, IFNAR
-/-

 fare ve tip1 IFN yolağı antikor aracılı bir Ģekilde 

kapatılarak immün sistemi geçici olarak baskılanmıĢ C57BL/6 ırkı fare) gösterilmiĢtir 

(Garrison vd. 2017). AĢı ile bağıĢıklanmıĢ her iki fare modelinin türdeĢ virüs ile 

sorgulanmaları sonrasında, % 60‘dan daha fazla hayatta kalma oranları elde edilmiĢtir.  

KKKAV için yenir aĢı geliĢtirilmesine yönelik yapılan bir çalıĢmada, KKKAV 

genomunun Gn ve Gc kodlayan bölgeleri, bitki klonlama vektörüne yerleĢtirilmiĢ ve 

daha sonra transgenik tütün bitkisinde ifade ettirilmiĢtir (Ghiasi vd. 2011). Bu bitkinin 
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yaprakları ve kökleri ile beslenen farelerde, oral/mukozal immünizasyon yoluyla 

antijenlere özgü hümoral immün yanıtlar meydana getirilmiĢtir. Ne yazık ki bu 

çalıĢmada, KKKAV‘nin hastalık modelleri kullanılmadağından aĢının hastalıktan 

koruma etkinliği değerlendirilmemiĢtir.  

Çizelge 2.1 Ġnsan KKKAV aĢısı için öngörülen ürün özellikleri (Dowall vd. 2017) 

                         Özellik                                                                Sebep                

Hücresel ve hümoral immün yanıtların 

uyarılabilmesi 

Sadece, adaptif immün sistemin her iki 

tarafını da uyaran aĢı yaklaĢımlarının 

KKKAV enfeksiyonuna karĢı koruma 

sağladığı gösterilmiĢtir. 

Gen ürününün doğru bir Ģekilde ifadelenmesi Ġmmün sisteme sunulan antijen, lineer ve 

lineer olmayan epitop tanınmalarını en iyi 

duruma getirmek için hedef virüs ile özdeĢ 

olmalıdır. 

Kabul edilebilir maliyete sahip olma Maliyet, aĢının, sağlık hizmeti ödeneklerinin 

sınırlı olduğu endemik ülkelerdeki 

yetkililerce alınmasında önemli bir faktör 

olacaktır. 

Kolay üretilebilir olma Salgın durumlarında, aĢı, endemik 

bölgelerdeki risk gruplarının immünizasyonu 

için hızlı Ģekilde ve yeterli miktarlarda 

üretilebilmelidir.  

Isıya dayanıklı olma KKKAV, yüksek sıcaklıkların olduğu 

ülkelerde endemiktir. Isıya dayanıklı bir aĢı, 

lojistik ve soğuk zincirin korunması gibi 

ilave maliyetleri ortadan kaldırabilir.  

Güvenli olma Güvenlik verileri bulunan ve benzer 

teknolojiler kullanılarak yapılan bir aĢının, 

klinik denemelerde baĢarı elde etmesi ve hızlı 

bir Ģekilde onay alması daha olasıdır.   

Az dozlara gereksinim duyma Çoklu tekrar (boost) aĢılamaları gerekmediği 

taktirde, insanların aĢılanma oranları 

artacaktır.  

 



56 
 

Modifiye Vaccinia Virüsü Ankara‘ya (MVA) benzer bir yaklaĢımla, KKKAV‘nin tüm 

M segmenti, insan serotip 5 adenovirüsü‘ne (AdHu5) yerleĢtirlmiĢtir. Ancak, bu aĢı, 

hem hücresel hem de hümoral immün yanıtları uyarmasına rağmen KKKAV‘nin letal 

fare modelinde koruma meydana getirememiĢtir (Sahib vd. 2010). Bu aĢının baĢarısız 

olmasının kesin nedenleri bilinmemekle birlikte, bir olası sebep, çalıĢmada IFNAR
-/-

 

fareler yerine, adaptif immün yanıtlarında bariz eksiklikleri olan STAT-1
-/-

 farelerin 

kullanılmıĢ olması olabilir. Diğer yandan adenovirüs temelli aĢılar için önemli bir 

dezavantaj olarak görülen durum, insanların bu virüse karĢı hali hazırda yüksek 

seviyede bir bağıĢık geliĢtirmiĢ olmasıdır. YetiĢkin insanların yaklaĢık % 45 ila % 80‘i 

AdHu5 için nötralize edici antikor ifade etmektedir. Bu dezavantajın giderilmesi adına, 

adenovirüs aĢı vektörleri olarak, belki diğer canlı türlerinden izole edilen adenovirüsler 

kullanılabilir (Vogels vd. 2003).  

Böcek hücrelerinin ve ifade vektörlerinin kullanıldığı teknolojiler ile KKKAV‘nin 

yapısal yüzey glikoproteinleri (Gn ve Gc) veya bu yüzey glikoproteinlerin dıĢarıya 

bakan domainleri (ektodomain) üretilmiĢtir. STAT-1
-/-

 farelerin, saflaĢtırılmıĢ ve 

adjuvanlar ile birleĢtirilmiĢ haldeki Gn ve Gc ektodomainleri ile aĢılanmaları sonucunda 

nötralize edici antikor yanıtları elde edilmiĢ, ancak geliĢtirilen bu alt ünite aĢısı, fareleri 

ölümcül KKKAV enfeksiyonundan koruyamamıĢtır (Kortekaas vd. 2015). Bazı böcek 

hücreleri, memeli hücrelerine benzer Ģekilde bir glikozilasyon iĢlemi yürütse de, 

KKKAV glikoproteinlerinin karmaĢık glikozilasyon iĢleminin böcek hücrelerinde tam 

anlamıyla desteklenemiyor olması olasılık dahilindedir (Harrison ve Jarvis 2006). Bu 

sebeple, aslına uygun olmayan glikoproteinler, koruyucu bağıĢıklık yanıtlarını 

geliĢtirememiĢ olabilirler.     
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Materyal 

3.1.1 Hayvanlar 

Bu tez çalıĢmasında, 5 ila 9 haftalık soy içi üretilmiĢ diĢi BALB/c ırkı fareler (The 

Jackson Laboratory, ME USA) kullanılmıĢtır. Tez çalıĢmasında kullanılan BALB/c ırkı 

farelerin örnek fotoğrafı Ģekil 3.1‘de verilmiĢtir.   

 

ġekil 3.1 Tez çalıĢmasında kullanılan BALB/c ırkı fareler 
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3.1.2 Memeli hücreleri 

Bu tez çalıĢmasında, rutin virüs üretimi, in vitro protein ifadesi çalıĢmaları ve 

nötralizasyon deneyleri için memeli hücreleri olarak, bir bebek hamster böbrek hücre 

hattı olan BHK-21 ve bir maymun böbrek hücre hattı olan Vero E6 kullanılmıĢtır.  

3.1.3 KKKAV suşu 

Bu tez‘de yapılan tüm virüs çalıĢmalarında, Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi 

Viroloji Bölümü‘nün virüs kültür kolleksiyonunda bulunan KKKAV‘nin KAST2012 

klinik izolatı kullanılmıĢtır.  

3.1.4 Bakteri suşları 

Klonlama çalıĢmalarında bakteri konağı olarak, Escherichia coli türü bakterinin DH5-

Alpha suĢu (ATCC) ve PYY suĢu (Max Planck Nörobiyoloji Enstitüsü Öğretim Üyesi 

Dr. Oliver Griesbeck‘in hediyesidir) kullanılmıĢtır.       

3.1.5 Plazmitler 

KKKAV KAST2012 izolatının Gc ORF‘sinin filogenetik analizlerinde ve DNA aĢı 

vektörünün hazırlanmasında, sırasıyla pVAX1 (Thermo Fischer Scientific) ve pEGFP-

C1 (Clontech) plazmit vektörleri kullanılmıĢtır. pVAX1 ve pEGFP-C1 Plazmit 

vektörlerinin haritası Ģekil 3.2 ve 3.3‘te verilmiĢtir.  
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ġekil 3.2 pVAX1 vektörünün (Invitrogen) haritası 

 

ġekil 3.3 pEGFP-C1 vektörünün (Clontech) haritası 
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3.1.6 Oligonükleotit primerler 

Bütün vektör hazırlama çalıĢmaları aĢamalarında, polimeraz zincir tepkimesi (PZT) 

deneyleri ve dizi analizlerinde kullanılan oligonükleotit primerler çizelge 3.1‘de 

verilmiĢtir. 

Çizelge 3.1 Tez çalıĢmasında kullanılan oligonükleotit primerler 

Oligonükleotit 

Primer Adı 

Dizi (5ˈ→3ˈ) 

Gc SLiCE-F1 acgactcactatagggagacccaagctggctagcgtttaaacttagccaccatgttcttgg

acagtatagttaaagg 

Gc SLiCE-R1 aattccaccacactggactagtggatccgagctcggtaccaagctttagccaatgtgtgttt

ttgtgg 

Gc1-R gcagtcacctgtacaagttg 

Gc2-F ctcggcgtagaagacgcctc 

Gc 3ˈ-R gccaatgtgtgtttttgtag 

CMV-F cgcaaatgggcggtaggcgtg 

CMV 3ˈ-F ggaggtctatataagcagagc 

pVAX1-R acagtcgaggctgatcagc 

Gc SLiCE-F2 gagctgtacaagtccggactcagatctcgagctatgttcttggacagtatagttaaagg 

Gc SLiCE-R2 gtatggctgattatgatcagttatctagatccggtttagccaatgtgtgtttttgtggagaac 

EGFP-F ccgacaaccactacctgagcac 

Gc Seq2 gtggttgcacatcatcaacctgc 

Gc Seq3 ggatgtcctgggatggttgtgac 

Gc Seq4 aaacttgagcagccacagagc 

EGFP Removal-F p-ttcttggacagtatagttaaaggtatgaaaaatttgc 

EGFP Removal-R p-catggtggcgaccggtag 

His Tag Insertion-F caccatcatcaccaccaccatcacttcttggacagtatagttaaaggtatgaaaaatttgc 

His Tag Insertion-R gtgatggtggtggtgatgatggtgcatggtggcgaccggtagcgc 

His Tag-F cgccaccatgcatcatcacc 

Gc 5ˈ-R gtgctccactgagctccaac 

pUC Ori 3ˈ-F ggataaccgtattaccgccatgca 

F1 Ori 5ˈ-R acactcaaccctatctcggtcta 
DNA kalıbına özgü diziler siyah renkle, SLiCE klonlamada kullanılan homoloji dizileri kırmızı renkle, 

Kozak dizisi yeĢil renkle, 5ˈ fosfat grubu, turuncu P harfi ile ve histidin etiketi kodlayan diziler mavi 

renkle belirtilmiĢtir.  
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3.2 Yöntem 

3.2.1 Bakteri kültürü 

E. coli‘nin DH5-Alpha ve PYY suĢları, standart olarak, sırasıyla, % 1 NaCl (Sigma), % 

1 tripton (Sigma) ve % 0,5 maya özütü (ekstraktı) (Sigma) içeren Luria Bertani (LB) 

besiyerinde (pH 6,5)ve 2XYT besiyerinde (% 1,6 tripton, % 1 maya özütü, % 0,5 NaCl, 

pH 7,2) 37 °C‘deki etüvde kültüre alınmıĢtır. Gerektiğinde, besiyerlerinin 

katılaĢtırılmasında % 2 oranında agar (Sigma) kullanılmıĢtır. Bakteriler, 

kullanılmadıkları durumlarda, % 50 gliserol içeren, ilgili besiyerlerinde, -80 °C‘de 

saklanmıĢlardır. 

3.2.2 Memeli hücre kültürü 

BHK-21 ve Vero E6 hücrelerin kültürü, rutin olarak, % 10, ısı ile inaktif hale getirilmiĢ 

fetal sığır serumu (FBS) (Gibco) ve % 1 penisillin/streptomisin (Gibco) içeren, yüksek 

glikozlu, Dulbecco‘nun modifiye ettiği, Eagle‘nin besiyerinde (DMEM) (Gibco) 

yapılmıĢtır. Bütün hücreler, aktif olarak kültürleri sırasında, 37 °C‘de, % 5 CO2 içeren, 

nemlendirilmiĢ etüvlerde inkübe edilmiĢtir. Hücrelerin pasajlanması sırasında, hücre 

kültür tabaklarının yüzeyine tutunmuĢ hücreler, 37 °C‘de tripsin (Gibco) uygulaması 

yardımıyla yüzeyden kaldırılmıĢtır. Hücrelerin, uzun süreli olarak korunabilmesi için, % 

20 dimetilsülfoksit (DMSO) içeren DMEM besiyerine alınmıĢ ve -80 °C‘de 

saklanmıĢtır.   

3.2.3 Farelerin barındırılması 

Fareler, 20-21 °C‘deki, yaklaĢık % 50 nemli ortamda, 12 saat gece 12 saat gündüz 

koĢullarında, ad libitum besleme yapılarak barındırılmıĢtır. Fare barındırma ve kullanım 

usülleri, Türkiye Cumhuriyeti Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı‘nın belirlediği etik 

kurallara göre takip edilmiĢtir. Bu tez çalıĢmasındaki tüm in vivo deneyler, Ankara 

Üniversitesi Deney Hayvanları Yerel Etik Kurulu‘nun onayı ile yürütülmüĢtür. 



62 
 

3.2.4 KKKAV KAST2012 izolatının kültürü 

Gerekli olduğu durumda, KKKAV KAST2012 izolatı, orijinal stoğu kullanılarak Vero 

E6 hücrelerinde üretilmiĢ ve kullanılmadığı durumda, süspansiyon halde -80 °C‘de 

saklanmıĢtır. KKKAV ile yapılan bütün deneysel çalıĢmalar, Ankara Üniversitesi 

Veteriner Fakültesi Viroloji Bölümü‘nde bulunan, biyogüvenlik düzeyi 3+ olan 

laboratuvarlarda yürütülmüĢtür. 

3.2.5 KKKAV KAST2012 suşunun genomik RNA’sının izolasyonu ve 

komplementer DNA (cDNA) sentezi 

KKKAV KAST2012 suĢunun genomik RNA‘sının izolasyonu için, QIAamp cador 

Pathogen Mini Kit (Thermo Fisher Scientific; Cat No: 1069974) RNA izolasyon kiti 

kullanılmıĢtır. Ġzolasyon iĢleminde kitin kullanım talimatı izlenmiĢtir. Ġzole edilen 

RNA‘nın miktarı ve saflık kalitesi spektrofotometrede (NanoDrop 2000 Thermo Fisher 

Scientific) 260nm, 280nm ve 230nm dalga boylarında ölçüm yapılarak belirlenmiĢtir. 

cDNA sentezi, Thermo Scientific Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Cat No: 

K1671) kullanılarak rastgele nükleotit dizilerine sahip hekzamerlerle yapılmıĢtır. 

Kısaca, 200 µL‘lik PZT tüpleri içerisinde, 100 ng RNA örneği (en fazla 4µL içerisinde), 

100 pmol (1 µL) rastgele hekzamerlerle karıĢtırılmıĢ ve 65 °C‘de, 5 dakika 

bekletilmiĢtir. Tüpler daha sonra buz üzerine alınmıĢ ve üzerlerine 1 µL, 100 µM 

deoksiribonükleotit trifosfat (dNTP), 2 µL enzim tepkime tamponu (5x), 1 µL RNaz 

inhibitörü ve 2 µL (20 ünite) ters transkriptaz enzimi (M-MuLV RT) ilave edilmiĢ ve 

son hacim RNazlardan arındırılmıĢ dH2O ile 10 µL‘ye tamamlanmıĢtır. Çözelti iyice 

karıĢtırıldıktan sonra, tüpler oda sıcaklığında 10 dakika ve daha sonra 55 °C‘de bir saat 

bekletilmiĢtir. Tepkime, tüpler 85 °C‘de beĢ dakika bekletilerek sonlandırılmıĢtır.  

3.2.6 Polimeraz zincir tepkimesi (PZT) 

Tüm PZT deneylerinde DNA polimeraz enzimi olarak MyTaq marka DNA Polimeraz 

kiti (Bioline; Cat No: BIO-21105) kullanılmıĢtır. PZT için kitin kullanım talimatları 
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izlenmiĢtir. Standart MyTaq PZT deneylerinin tepkime hazırlığı ve ısıl döngü koĢulları 

çizelge 3.2‘de özetlenmiĢtir.  

Çizelge 3.2 PZT deneylerinin tepkime hazırlığı ve ısıl döngü koĢulları 

PZT Tepkime Hazırlığı Isıl Döngü Koşulları 

PZT Tepkime 

Bileşenleri 

Miktarlar Aşama Sıcaklık Süre Döngü 

 

5x MyTaq 

Tepkime 

Tamponu 
 

 

 

10 µL 

BaĢlangıç 

Denatürasyonu 

95 °C 1 dakika 1 

DNA Kalıbı
* Gerektiği 

kadar 

 

 

Denatürasyon 

 

  

95 °C 

 

 

15 saniye 

 

 

 

 

 

25-35 

 

Oligonükleotit 

Primerler 

herbiri 10-

20µM 
 

 

 

1 µL 

 

Bağlanma 

Oligonükleotit 

primere göre 

değiĢtirilmiĢtir. 

 

15 saniye 

 

MyTaq DNA 

Polimeraz 
 

 

1 µL 

 

Uzama 

 

72 °C 

Kilobaz 

baĢına 10 

saniye 

 

Su (ddH2O) 
 

Son hacmi 50 

µL‘ye 

tamamlayacak 

kadar 

 

Son Uzama 

 

72 °C 

 

7 dakika 

*Koloni PZT çalıĢmalarında, kalıp olarak, 0,1-10 µL‘lik hacimler için kullanılan steril beyaz 

pipet ucu ile bakteri kolonisine dokunularak alınmıĢ olan bakteri örneği kullanılmıĢtır.  

PZT sonucunda elde edilen amplikon, standart agaroz jel elektroforezi ile 

doğrulandıktan sonra, GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit (Thermo 

Scientific; Cat No: K0831) ile yıkanmıĢ ve daha sonra amplikonun miktarı ve saflık 

kalitesi spektrofotometrede (NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific) 260nm, 280nm 

ve 230nm dalga boylarında ölçüm yapılarak belirlenmiĢ ve klonlama çalıĢmalarında 

kullanılmıĢtır. 
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3.2.7 Agaroz jel elektroforezi 

Agaroz jel elektroforezi, standart olarak Sambrook ve diğerlerinin tanımladığı Ģekilde 

yapılmıĢtır (Sambrook vd. 1989). Agaroz jel elektroforezinde, jel ve tank tamponu 

olarak Tris-asetik asit etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (TAE) tamponu (40 mM 

Tris-asetat/1 mM EDTA; pH: 8,3) kullanılmıĢtır. Jeldeki agaroz yüzdesi, elektroforetik 

olarak ayrılacak DNA parçalarının uzunluğuna göre ayarlanmıĢtır. Elektroforez 

iĢleminde voltaj, standart olarak elektrotlar arası mesafe (cm) baĢına 5 volt olarak 

ayarlanmıĢtır. DNA‘ların görüntülenmesi için standart olarak UV transillüminatör 

(BioRad) ve interkalatör etidyum bromür boyası (Sigma) (10µg/100mL) kullanılmıĢtır. 

DNA parçalarının büyüklüklerinin belirlenebilmesinde, DNA belirteci olarak 

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific; Cat No: SM1333) 

kullanılmıĢtır. 

3.2.8 Bakterilerden plazmit izolasyonu  

E. coli DH5-Alpha suĢuna aktarılan plazmitlerin izolasyonu için, Thermo Scientific 

GeneJET Plasmid Miniprep (Cat No: K0502) ve Maxiprep (Cat No: K0491) plazmit 

izolasyon Kitleri kullanılmıĢtır. Plazmit izolasyon deneylerinde kitlerin kullanım 

yönergeleri takip edilmiĢtir.  

3.2.9 Restriksiyon enzimi ile plazmit vektörlerin kesilmesi ve kesim ürünlerinin ve 

PZT amplikonlarının agaroz jelden geri alınması 

Plazmit vektörlerin kesilme deneylerinde, HindIII, BamHI, NotI, AlwNI, NheI ve NdeI 

restriksiyon enzimleri (New England Biolab; sırasıyla katalog numaraları: R0104S, 

R0136S, R0189S, R0514S, R0131S ve R0111S) kullanılmıĢtır. Restriksiyon enzimleri 

ile yapılan kesim tepkimesi için enzimlerin kullanım yönergeleri takip edilmiĢtir. Kesim 

ürünleri, agaroz jel elektroforezi ile doğrulandıktan sonra, klonlamada kullanılacak 

vektör parçaları, GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit (Thermo 

Scientific; Cat No: K0831) ile jelden geri alınmıĢtır. Gerekli görüldüğü durumlarda, 

PZT ürünleri de aynı yöntem ile jelden geri alınmıĢtır. Jelden geri alınan ve klonlama 
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çalıĢmalarında kullanılacak olan vektör parçalarının miktarı ve saflık kalitesi 

spektrofotometrede (NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific) 260nm, 280nm ve 

230nm dalga boylarında ölçüm yapılarak belirlenmiĢtir.   

3.2.10 SLiCE klonlama 

Bütün klonlama deneylerinde, homolog rekombinasyon esasına göre çalıĢan, SLiCE 

(Seamless Ligation Cloning Extract – DikiĢsiz Ligasyon Klonlama Özütü) klonlama 

yöntemi kullanılmıĢtır (Zhang vd. 2014). Tek DNA parçasının klonlanması için SLiCE 

klonlama yönteminin çalıĢma prensibi Ģekil 3.4‘te özetlenmiĢtir. 

 

ġekil 3.4 Tek DNA parçasının SLiCE ile klonlanması (Zhang vd. 2014) 
 

a. KomĢu heterolog diziler olmadan yapılan SLiCE klonlama, b. KomĢu heterolog diziler varken yapılan 

SLiCE klonlama  



66 
 

SLiCE özütü, Zhang ve diğerlerinin açıkladığı Ģekilde, E. coli PYY suĢu kullanılarak 

hazırlanmıĢtır (Zhang vd. 2014). SLiCE özütünün hazırlanmasında izlenen yönerge 

maddeler halinde aĢağıda verilmiĢitir. 

SLiCE Özütünün Hazırlanması: 

1. E. coli PYY suĢunun gliserol stoğundan veya taze kültüründen 10 μg/mL 

streptomisin ve 12,5 μg/mL kloramfenikol içeren steril LB agar besiyerine çizgi ekim 

yapılmıĢ ve 37 °C‘de bir gece inkübe edilmiĢtir. 

2. Ertesi gün, kültürden tek koloni alınmıĢ ve 50 mL‘lik santrifüj tüpü içerisinde 

bulunan, 25 mL, 10 μg/mL streptomisin içeren, steril 2XYT sıvı besiyerine (% 1,6 

tripton, % 1 maya özütü, % 0,5 NaCl, pH: 7,2) ekim yapılmıĢtır. Kültür daha sonra 37 

°C‘de 330 devir/dakika (rpm) çalkalamalı koĢulda bir gece inkübe edilmiĢtir. 

3. Ertesi gün, kültürün optik yoğunluğu (OD), spektrofotometrede, 600nm dalga 

boyunda ölçülmüĢ ve yöntemin ikinci aĢamasında belirtilen besiyeri ile seyreltme 

yapılarak kültürün OD 600nm değeri 0,03‘e ayarlanmıĢtır. 

4. Daha sonra kültür, OD 600nm değeri, 5,0-5,5 olana kadar, 37 °C‘de 330 rpm 

çalkalamalı koĢulda inkübe edilmiĢtir. 

5. Bu aĢamadan sonra kültüre, % 0,2 oranında L(+) arabinoz (Sigma) ilave edilmiĢ ve λ 

profaj kırmızı protein ifadesinin uyarılması için, 37 °C‘de 330 rpm çalkalamalı koĢulda 

2 saat inkübe edilmiĢtir. 

6. Kültür daha sonra, 50 mL‘lik iki ayrı santrifüj tüpüne bölünmüĢ ve 4 °C‘de, 5000 

rpm‘de 20 dakika santrifüj edilerek bakteri hücreleri çöktürülmüĢtür.  

7. Bakteri peletleri, iki kere distile edilmiĢ 50 mL su ile (ddH2O) bir defa yıkanmıĢ ve 

aynı koĢullarda tekrar santrifüjlenmiĢtir. 

8. Bakteri peletlerinin yaĢ ağırlığı ölçülmüĢ ve yaklaĢık 0,23 g/mL yaĢ ağırlıktaki 

peletler, 300μL CelLytic™ B Cell Parçalanma (Lizis) çözeltisi (Sigma) ile yeniden 

süspanse edilmiĢtir.  

9. Yeniden süspanse olmuĢ hücreler, az protein bağlama özelliğine sahip 1,5 mL‘lik 

santrifüj tüplerine (Eppendorf) alınmıĢ ve lizisin meydana gelmesi için, oda sıcaklığında 

10 dakika bekletilmiĢtir. 
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10. Hücre lizatları daha sonra, çözünmeyen materyallerin çöktürülmesi için, 25000 

rpm‘de iki dakika santrifüj edilmiĢtir ve oluĢan üst faz (süpernatant) yeni bir az protein 

bağlama özelliğine sahip 1,5 mL‘lik santrifüj tüplerine (Eppendorf) alınmıĢtır. 

11. Hücre özütleri daha sonra, eĢit hacimde % 100 gliserol ile karıĢtırılmıĢ ve 10 μL‘lik 

miktarlara bölünerek az protein bağlama özelliğine sahip 0,5 mL‘lik santrifüj tüplerine 

(Eppendorf) alınmıĢ ve üzerlerine ―PPY SLiCE Özütü‖ yazılmıĢtır.  

12. PPY SLiCE Özütleri, uzun süreli korunmaları için −80 °C‘de, iki ay kadar kısa 

süreli korunmaları için ise −20 °C‘de saklanmıĢtır. PPY SLiCE Özütleri, 10 defaya 

kadar, belirgin bir aktivite kaybına uğramadan dondurulup çözülebilmiĢtir.  

 

SLiCE özütleri ile yapılan klonlama tepkimesinin standart koĢulları aĢağıda çizelge 

3.3‘te verilmiĢtir. SLiCE tepkimesinde vektör kopya sayısının girdi (insert) kopya 

sayısına oranı, 1/5 olarak ayarlanmıĢtır.  

Çizelge 3.3 SLiCE klonlama tepkimesinin standart koĢulları 

SLiCE Tepkime Hazırlığı Sıcaklık Koşulları 

SLiCE 

Bileşenleri 

Miktarlar  

 

 

 

 

 

37 °C‘de 30 dakika 

bekletme 

 

      

Vektör 

 

 

 

X kopya 

 

Girdi (Insert) 

Y kopya 

 

T4 Ligaz 

Tamponu 

(10x) 
 

 

 

1 µL 

 

SLiCE 
 

 

1 µL 

 

Su (ddH2O) 
 

Son hacmi 10 

µL‘ye 

tamamlayacak 

kadar 
* X/Y = 1/5  
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3.2.11 5ˈ uçlarından fosfatlanmış küt uçlu lineer DNA’nın T4 DNA ligaz enzimi ile 

halkasal hale getirlmesi 

5ˈ uçlarından fosfatlanmıĢ olan küt uçlu lineer DNA molekülünün, ligasyon ile halkasal 

hale getirilmesinde, T4 DNA ligaz enzimi (Fermentas; Cat No: EL0014) kullanılmıĢtır. 

Küt uç ligasyonu için 50 ng kadar, saf haldeki 5ˈ uçlarından fosfatlanmıĢ lineer 

amplikon, 200 µL‘lik PZT tüpünde, 2 µL T4 DNA ligaz tamponu (10X) ve 1 µL T4 

DNA ligaz enzimi (5 Unite/µL) (Fermentas) ile karıĢtırılmıĢve son tepkime hacmi, 

DNaz‘dan arındırılmıĢ steril dH2O ile 20 µL‘ye tamamlanarak tepkime çözeltisi, 22 

°C‘de 1 saat bekletilmiĢtir.      

3.2.12 Bakterilerin plazmit ile transformasyonu için alıcı (kompetent) hale 

getirilmesi ve alıcı bakterilere plazmit aktarımı 

E. coli DH5-Alpha suĢunun kompetent hale getirilmesi ve transformasyon aĢaması 

Chung ve arkadaĢlarının geliĢtirdikleri metoda göre yapılmıĢtır (Chung ve ark. 1989). 

Bu yöntemde kullanılan transformasyon ve saklama çözeltisi (TSS) Ģu Ģekilde 

hazırlanmıĢ ve saklanmıĢtır: Steril LB sıvı besiyeri içerisine, son konsantrasyonları 

sırasıyla % 10 ve % 5 olacak Ģekilde PEG 6000 (Polietilen Glikol) ve dimetilsülfoksit 

(DMSO) ile son konsantrasyonları 50‘Ģer mM olacak Ģekilde MgCl2 ve MgSO4 ilave 

edilmiĢ ve çözelti, 0,22 µL por çaplı membran filterden geçirilerek steril edilip −20 

°C‘de saklanmıĢtır. 

E. coli DH5-Alpha suĢunun kompetent hale getirilmesinde ve plazmit ile 

transformasyonunda aĢağıdaki yönerge izlenmiĢtir:  

1- E. coli DH5-Alpha aktif kültründen steril LB besiyerine ekim yapılmıĢ ve 30 °C‘de, 

OD600 değeri 0,3 – 0,5 olana kadar inkübe edilmiĢtir. 

2- Kültür daha sonra, 1000 rpm‘de 4 °C‘de 10 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

3- Bakteri pelleti, kültür hacminin 1/10‘u kadar TSS çözeltisinde yeniden süspanse 

edilmiĢ ve 30 dakika boyunca buz üzerinde bekletilerek kompetent hale gelmesi 

sağlanmıĢtır. 
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4- 1-5µL plazmit, 1,5 mL‘lik steril santrifüj tüplerine koyulmuĢ ve üzerlerine 100 µL 

kompetent bakteri ilave edilmiĢ ve 30 ila 60 dakika buz üzerinde bekletilmiĢtir. 

5- Tüpler, daha sonra, 42 °C‘deki su banyosunda, 90 saniye (30-90 saniye) kadar 

bekletilerek, bakterilere ısı Ģoku uygulaması yapılmıĢtır. 

6- Isı Ģoku uygulamasından sonra tüpler tekrar buz üzerine alınmıĢ ve 1-2 dakika kadar 

bekletilmiĢtir.  

7- Bu aĢamadan sonra, bakterilerin üzerine 900 µL, % 1 glikoz içeren, LB besiyeri ilave 

edilmiĢ ve hücreler 37 °C‘de 45-60 dakika kadar inkübe edilmiĢtir. 

8- Ġnkübasyondan sonra, 200-300 µL kadar bakteri süspansiyonu, 100µg/mL Kanamisin 

(Sigma) içeren LB agar besiyerine yayma ekim yöntemi ile ekilmiĢ ve 37 °C‘de 16 saat 

inkübe edilmiĢtir. 

3.2.13 DNA dizi analizi 

Hazırlanan plazmit vektörlerin DNA dizileri, hem Sanger dideoksi zincir sonlandırma 

yöntemi ile hem de ion torrent platformunu kullanan yeni nesil DNA dizileme yöntemi 

ile belirlenmiĢtir (Sanger vd. 1977, Rothberg vd. 2011). Yeni nesil DNA dizilemesinden 

BAM dosyası olarak elde edilen ham dizi verileri, Integrative Genomics Viewer (IGV) 

2.3 yazılımı kullanılarak analiz edilmiĢtir. DNA dizi analizleri, BM Labosis 

(Ankara/Türkiye) firmasına, hizmet alımı ile yaptırılmıĢtır.  

3.2.14 Filogenetik analizler 

KKKAV KAST2012 izolatının Gc ORF‘sinin filogenetik analizi, kodladığı amino asit 

dizisi esas alınarak, MEGA7 yazılımı kullanılarak yapılmıĢtır (Kumar vd. 2016). 

KKKAV‘nin, Türkiye‘yi de içeren çeĢitli coğrafik bölgelerdeki farklı suĢ ve izolatlarına 

ait olan 13 temsili olgun Gc amino asit dizisi, NCBI GenBank veri bankasından elde 

edilmiĢ ve filogenetik analizlerde kullanılmıĢtır. Filogenetik ağaç, Neighbour Joining 

algoritması ve 500 önyükleme yinelemesi (boothstrap replicate) kullanılarak 

oluĢturulmuĢtur. 
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3.2.15 BHK-21 hücrelerinin plazmit vektörlerle geçici ve kararlı olarak 

transfeksiyonu       

Tez çalıĢmasındaki tüm geçici ve kararlı transfeksiyon deneylerinde katyonik lipozom 

özelliğine sahip olan, Lipofectamine 3000 (Thermo Scientific; Cat No: L3000001) 

transfeksiyon ajanı kullanılmıĢtır. Geçici transfeksiyon deneyleri için 250 ng plazmit, 

1,5 mL‘lik santrifüj tüpünde bulunan 125 µL serumsuz (FBS)  ve antibiyotiksiz DMEM 

besiyerine ilave edilmiĢ ve daha sonra, bu plazmit çözeltisinin üzerine, 4 µL 

Lipofectamine 3000 transfeksiyon ajanı içeren 125 µL serumsuz (FBS) ve antibiyotiksiz 

DMEM besiyeri ilave edilmiĢtir. 1,5 mL santrifüj tüpü içerisinde bulunan plazmit-

transfeksiyon ajanı karıĢımı, vorteks yardımı ile birkaç saniye karıĢtırılmıĢ ve 15 dakika 

oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. Daha sonra, plazmit-transfeksiyon ajanı karıĢımı, bir 

gece önceden hazırlanmıĢ olan, 6 kuyulu hücre kültür tabağının bir kuyusunun yüzeyini 

% 70-80 oranında kaplamıĢ olan, 1,5 mL serumsuz (FBS) ve antibiyotiksiz DMEM 

besiyerinde bulunan BHK-21 hücrelerinin üzerine ilave edilmiĢtir. Hücreler daha sonra, 

37 °C‘de, % 5 CO2 içeren, nemlendirilmiĢ etüvde altı saat inkübe edilmiĢ ve sonrasında 

hücrelerin besiyeri, % 10 serum (FBS) ve % 1 penisillin/streptomisin içeren DMEM 

besiyeri ile değiĢtirilerek tekrar aynı inkübasyon koĢullarında inkübe edilmiĢtir. Geçici 

olarak transfekte olan hücreler, transfeksiyonun 48. saatinden sonra ileri analizler için 

kullanılmıĢtır. BHK-21 hücrelerinin plazmit ile kararlı olarak transfeksiyonunda, 

transfeksiyondan önce plazmit vektör, hücre genomuna doğru bir Ģekilde girmesi adına, 

AlwNI restriksiyon enzimi ile (New England Biolab) lineer hale getirilmiĢtir. Lineer 

plazmit ile BHK-21 hücrelerinin kararlı olarak transfeksiyonu, geçici transfeksiyon 

deneylerinde olduğu gibi yapılmıĢtır. Ancak, transfeksiyonun 48. saatinden sonra, 

hücreler, 6 kuyulu hücre kültür tabağından tripsin uygulaması ile alınarak T75 hücre 

kültür tabağına aktarılmıĢ ve kararlı olarak transfekte olmuĢ hücrelerin seçilmesi için, 

hücreler, 800 µg/mL genetisin (G418) (Gibco) antibiyotiği içeren aynı besiyerinde üç 

hafta boyunca kültüre alınmıĢtır. 
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3.2.16 Floresan mikroskopisi 

YeĢil floresan protein ile füzyon halinde bulunan Gc‘nin geçici olarak transfekte olmuĢ 

BHK-21 hücrelerindeki in vitro ifadesi, standart fluoresan mikroskopunda (Zeiss Axio 

Vert.A1 Germany), uyarım kaynağı olarak mavi ıĢık (488 nm) kullanılarak 

gösterilmiĢtir.  

3.2.17 Western blot 

Üç haftalık genetisin ile seçim iĢleminden sonra, plazmit ile kararlı olarak transfekte 

olmuĢ BHK-21 hücreleri, western blot deneyinde kullanılması için Pro-Prep protein 

ekstraksiyon çözeltisi (ĠNtRON Biotechnology; Cat No: 17081) ile lize edilerek protein 

örnekleri izole edilmiĢtir. Ġzole edilen protein örneklerinin miktarları, Bradford protein 

tayini yöntemine göre yapılmıĢtır (Bradford 1976). Ġzole edilen proteinler, daha sonra, 

2X laemmli örnek tamponu ile bire bir oranda karıĢtırılmıĢ ve 95 °C‘de 5 dakika 

ısıtılmıĢtır (Laemmli 1970). Protein örnekleri, daha sonra, standart sodyum dodesil 

sülfat – poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile Mini-PROTEAN TGX Stain-

Free Precast hazır jeller (Bio-Rad; Cat No: 4568123) kullanılarak ayrılmıĢ ve Trans-

Blot Turbo Mini PVDF membranlarına (Bio-Rad; 1704156) aktarılmıĢtır (blotlanmıĢtır) 

(Sambrook vd. 1989). Membranlar, daha sonra, % 5 oranında sığır serum albümini 

(Sigma) ilave edilmiĢ, % 0,1 oranında Tween 20 (Bio-Rad) içeren, Tris ile 

tamponlanmıĢ tuzlu su çözeltisinde (TBST) (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, % 0,1 

Tween 20, pH: 7,5) bloklanmıĢtır. BloklanmıĢ membranlar, ya EGFP için, TBST 

içerisinde 1/1000 oranında çözülmüĢ GFP tag fare monoklonal antikoru (Klon GF28R) 

ile (Invitrogen; Cat No: MA5-15256) yada Histidin etiketi için, yine aynı oranda aynı 

tamponda çözülmüĢ anti histidin etiketi antikoru (Bio-Rad; Cat No: 6200203) ile 4 

°C‘de bir gece çalkalamalı koĢulda bekletilerek problanmıĢtır. Membranlar, daha sonra, 

TBST ile beĢ defa, onar dakika çalkalamalı koĢulda yıkanmıĢ ve TBST içerisinde 

1/9000 oranında çözülmüĢ, turp preoksidazı ile konjuge halde anti fare IgG ikinci 

antikoru (Advansta; Cat No: R-05071-500) ile oda sıcaklığında bir saat çalkalamalı 

koĢulda bekletilerek problanmıĢtır. Membranlar, daha sonra, ilave olarak TBST ile beĢ 

defa, onar dakika çalkalamalı koĢulda yıkanmıĢ ve arttırılmıĢ kemilüminesan (ECL) 
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yöntemi kullanılarak, ChemiDo XRS+ membran görüntüleme sistemi (Bio-Rad) ile 

görüntülenmiĢtir. Western blot deneyinde, protein belirteci olarak PageRuler Plus 

Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific; Cat No: S 26619) kullanılmıĢtır. 

3.2.18 BHK-21 hücrelerinden Trizol ajanı ile genomik DNA ve total RNA 

izolasyonu ve Ters Transkripsiyon (RT) PZT 

Gc‘nin in vitro olarak transkripsiyonel düzeydeki ifadesini göstermek için, pEGFP-Gc 

vektörü ile kararlı olarak transfekte olmuĢ BHK-21 hücrelerinden Trizol ajanı (Thermo 

Scientific Cat No: 15596026) kullanılarak genomik DNA ve total RNA izolasyonu 

yapılmıĢ (Rio vd. 2010). Ġzole edilen RNA‘lar, daha sonra, DNaz I (New England 

Biolab) ile muamele edilmiĢtir. DNazI muamelesini takiben, saflaĢtırılması için, 

RNA‘lar, sodyum asetat/etanol yöntemi ile çöktürülmüĢ ve elde edilen RNA peletleri, 

% 70‘lik etanol çözeltisi ile yıkandıktan sonra RNaz ve DNaz içermeyen steril saf su ile 

çözülmüĢtür. Ġzole edilen genomik DNA‘nin saflaĢtırılmasında da aynı yöntem 

izlenmiĢtir. Ġzole edilen genomik DNA ve total RNA‘nın miktarı ve saflık kalitesi 

spektrofotometrede (NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific) 260nm, 280nm ve 

230nm dalga boylarında ölçüm yapılarak belirlenmiĢtir. SaflaĢtırılan total RNA‘nın 

mRNA içeriği, Thermo Scientific Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit 

kullanılarak oligo(dt) 18 primerlerle yöntem 3.2.5‘de belirtildiği üzere cDNA‘ya 

dönüĢtürülmüĢtür. Gc transkriplerinin cDNA‘ları, yöntem 3.2.6‘da belirtildiği gibi, dizi 

bilgileri çizelge 3.1‘de dizi bilgisi verilen, Gc ORF‘sinin aĢağı bölgesine bağlanan, Gc 

Seq4 ileri ve Gc SLiCE-R2 geri oligonükleotit primerleri kullanılarak, PZT ile 

çoğaltılmıĢtır. pEGFP-Gc vektörü ile kararlı olarak transfekte olmuĢ BHK-21 

hücrelerinin genomuna dahil olmuĢ Gc kodlayan gen, genomik DNA örnekleri ile 

yöntem 3.2.6‘da belirtildiği gibi, dizi bilgileri çizelge 3.1‘de dizi bilgisi verilen CMV 

3ˈ-F / Gc SLiCE-R2, Gc SLiCE-F2 / Gc SLiCE-R2 ve Gc Seq4 / Gc SLiCE-R2 primer 

çiftleri kullanılarak PZT ile çoğaltılmıĢtır. 
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3.2.19 Boş vektör hazırlanması  

Fare immünizasyonu çalıĢmalarında, negatif kontrol olarak kullanılmak üzere, CMV 

promotorundan herhangi bir gen ifade etmeyen, boĢ vektör hazırlanmıĢtır. Bu amaç için 

pEGFP-C1 vektöründe bulunan CMV promotoru ve CMV enhanserinin bir kısmı, 

yöntem 3.2.9‘da açıklandığı Ģekilde, NdeI ve NheI restriksiyon enzimleri (NEB) ile 

kesilmiĢtir. Vektör omurgası, daha sonra, yöntem 3.2.7‘de açıklandığı gibi, agaroz jel 

elektroforezi yapılarak kesim ürününden (CMV promotor ve CMV enhanser dizileri) 

ayrılmıĢ ve yöntem 3.2.9‘da açıklandığı gibi jelden geri alınmıĢtır. Jelden geri alınan 

lineer vektör omurgası, yöntem 3.2.12‘de açıklandığı gibi, alıcı hale getirilmiĢ E. coli 

DH5Alpha suĢuna aktarılmıĢ ve bu bakteri hücrelerinde, vektör omurgasının ―alternatif 

uç birleĢtirme‖ mekanizması ile halkasal hale getirilmesi sağlanmıĢtır (Chayot vd. 

2010). CMV negatif transformantlar, vektör omurgasında, CMV promotor ve enhanser 

bölgesinin yukarısına ve aĢağısına bağlanan pUC Ori 3ˈ-F ileri, F1 Ori 5ˈ-R geri 

primerleri kullanılarak, yöntem 3.2.6‘da açıklandığı gibi koloni PZT yapılarak 

belirlenmiĢtir. CMV negatif transformantların plazmitleri, yöntem 3.2.8‘de açıklandığı 

gibi izole edilmiĢ ve fare aĢılama çalıĢmalarında kullanılmıĢtır.  

3.2.20 Plazmit DNA aşı vektörü ile BALB/c ırkı farelerin aşılanması ve farelerden 

serumların toplanması  

Her biri iki BALB/c ırkı fareden oluĢan deney ve kontrol grubundaki fareler, mediyal 

kalça kaslarından, 25 ölçülü Ģırınga iğnesi (BD) kullanılarak, 50 µL apirojenik 

fizyolojik tuz çözeltisinde çözülmüĢ, 100 µg pGc-VAC aĢı vektörü ile veya boĢ vektör 

ile aĢılanmıĢtır. Bütün fareler, ikiĢer hafta arayla üç defa aĢılanmıĢtır. Her aĢılama 

öncesinde, farelerin kuyruk toplar damarlarından 200 µL‘lik PZT tüplerine, 100 µL kan 

alınmıĢtır. Toplanan kanlar, bir gece 4 °C‘de bekletildikten sonra 2000 rpm‘de 10 

dakika santrifüj edilmiĢ ve üst fazda kalan serumlar, ayrı bir tüpe alınarak üzerlerine eĢit 

hacimde % 50‘lik gliserol ilave edilmiĢ ve analizleri yapılana kadar -20 °C‘de 

saklanmıĢtır.  
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3.2.21 Nötralizasyon deneyi 

Üç ardıĢık pGc-VAC DNA aĢısı alan farelerin serumlarındaki anti-KKKAV nötralize 

edici antikorların varlığı ve titreleri, mikronötralizasyon deneyi ile gösterilmiĢtir. 

Mikronötralizasyon deneyi için, serum örnekleri 56 °C‘de 30 dakika bekletilerek 

inaktive edilmiĢtir. Serumların 1/32‘den 1/532‘ye kadar, iki kat seri dilüsyonları 

hazırlanmıĢ ve aynı hacimde, enfeksiyon çokluk çarpanı (MOI) 5 olan, (yaklaĢık 2,5 x 

10
5
 virion) KKKAV KAST2012 izolatının süspansiyonu ile karıĢtırılmıĢ ve 37 °C‘de bir 

saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyondan sonra, her tepkime karıĢımı, ikiĢer tekrarlar 

halinde, 96 kuyulu hücre kültür tabağının yüzeylerine tutunmuĢ olan, bir gece önceden 

hazırlanmıĢ, 50000 Vero E6 hücrelerinin üzerine koyulmuĢ ve kültür tabakları, 37 

°C‘de, 5%  CO2 içeren, nemlendirilmiĢ etüvde, 1,5 saat inkübe edilmiĢtir. Tepkime 

karıĢımı, daha sonra, % 10, ısı ile inaktive edilmiĢ fetal sığır serumu (FBS) (Gibco) ve 

% 1 penisilin/streptomisin (Gibco) içeren, 200 µL taze DMEM besi yeri ile değiĢtirilmiĢ 

ve hücreler, bir hafta boyunca, yukarıda belirtilen aynı kültür koĢullarında inkübe 

edilmiĢtir. bir haftalık inkübasyon sonunda, virüs kaynaklı sitopatik etkilerin (CPE) 

değerlendirilebilmesi için, hücreler, % 3,7‘lik formaldehit ile tespit (fikse) edilmiĢ ve 

sonra basit ıĢık mikroskopunda (Olympus) fotoğraflanmıĢtır. Tespit edilen hücreler, 

daha sonra, % 20 etanol içerisinde bulunan, % 1‘lik kristal viyole (Sigma) ile boyanarak 

çıplak gözle analiz edilmiĢ ve tekrar mikroskop altında fotoğraflanmıĢtır. 

3.2.22 Antikor izotip analizi 

pGc-VAC DNA aĢısı veya boĢ vektör alan farelerin, her aĢılama sonrasında alınan 

serumlarındaki total IgG antikor izotiplerinin göreceli nicelemesi (kantitasyonu) Pierce 

Rapid ELISA Mouse mAb Izotipleme kiti (Thermo Scientific; Cat No: 37503) 

kullanılarak yapılmıĢtır. Antikor izotip analizinde serumlar, 1/750 seyreltik olarak 

kullanılmıĢtır. Antikor izotiplemesinde, kitin kullanım talimatında belirtilen standart 

yönerge takip edilmiĢtir. 
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3.2.23 Aşılanmış farelerin serumlarında sitokin seviyelerinin belirlenmesi 

AĢılanmıĢ farelerdeki Th1 ve Th2 immün yanıtlarının değerlendirilmesi için, üç ardıĢık 

pGc-VAC DNA aĢısı veya boĢ vektör alan farelerin serumlarındaki sitokin düzeyleri, 

LEGENDplex Mouse Th1/Th2 Panel (8-plex, Bead assay by flow cytometry) kiti 

(BioLegend; Cat No: 740029) kullanılarak belirlenmiĢtir (Sun vd. 2014). Tüm, boncuk 

tabanlı sitokin deneyleri, kitin kullanım talimatında belirtilen standart yönerge takip 

edilerek yapılmıĢtır. Sitokin analizlerinde akıĢlı hücre sayım (flow sitometre) cihazı 

olarak, Bioscience FacsCanto II (BD) kullanılmıĢtır. Boncuklarla konjuge halde olan 

sitokinlerin akıĢlı hücre sayımı analizlerinde, üretici firmanın standart yönergeleri takip 

edilmiĢtir. Sitokin ham verileri, LEGENDplexTM veri analiz yazılımı kullanılarak 

analiz edilmiĢtir. 

3.2.24 İstatistik analizleri 

Antikor izotipleme ve sitokin düzeyi belirleme deneylerinden elde edilen verilerin 

istatistik analizleri, sırasıyla, Tukey‘in çoklu karĢılaĢtırma yöntemini içeren tek yönlü 

ANOVA testi ve Mann Whitney U testi kullanılarak yapılmıĢtır. 0,05‘ten küçük olan p 

değerleri, istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiĢtir. Tüm istatistik analizleri, SPSS 

sürüm 22.0 yazılımı kullanılarak yapılmıĢtır. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1 KKKAV KAST2012 izolatının olgun Gc glikoproteinini kodlayan dizisinin 

pVAX1 vektörüne klonlanması 

SLiCE klonlama yöntemi ile, pVAX-1 vektöründeki HindIII tanıma dizisi kullanılarak 

KKKAV KAST2012 izolatının Gc açık okuma çerçevesi, vektörde sitomegalovirüs 

(CMV) promotorunun aĢağısına klonlanmıĢtır. 

4.1.1 KKKAV KAST2012 izolatının olgun Gc kodlayan dizisi için yapılan RT-PZT 

KKKAV KAST2012 izolatının genomik RNA‘sı izole edildikten sonra, yaklaĢık, 100 

ng RNA örneği, ters transkripsiyon ile cDNA‘ya dönüĢtürülmüĢ ve M segmentinde 

bulunan, olgun Gc‘yi kodlayan dizi, pVAX-1 vektörüne klonlanması üzere, Gc SLiCE 

F1 ileri ve Gc SLiCE R1 geri primerleri ile PZT yapılarak çoğaltılmıĢtır. PZT 

aĢamasında, primerlerin bağlanma sıcaklığı olarak 55 °C kullanılmıĢtır.  

Sonuç olarak, PZT‘de, 10‘ar pmol primer çifti kullanıldığında ve cDNA‘dan yapılan 

birinci tur PZT sonucunda elde edilen ilk amplikon, tekrar kalıp olarak kullanılıp, aynı 

primer çifti ile ikinci tur PZT yapıldığında, klonlama için yeterli miktarda olgun Gc 

amplikonu elde edilebilmiĢtir. Bu amplikonun GeneJET Gel Extraction and DNA 

Cleanup Micro Kit (Thermo Scientific) kullanılarak yıkaması yapılmıĢ ve 

spektrofotometre (NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific) ile miktarı ve saflık 

kalitesi belirlenerek klonlama çalıĢmasında kullanılmıĢtır. PZT sonucunda elde edilen 

amplikonların, agaroz jel elektroforezi sonrasında alınmıĢ jeldeki görüntüleri Ģekil 

4.1‘de gösterilmiĢtir.   
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ġekil 4.1 KKKAV KAST2012 izolatının Gc kodlayan dizisi için yapılan RT-PZT 

sonucu 

  
1: 10 pmol primer çifti ile cDNA‘dan yapılan bir tur PZT‘nin sonucu. 2: 100 pmol primer çifti ile 

cDNA‘dan yapılan bir tur PZT‘nin sonucu. 3: 10 pmol primer çifti ile cDNA‘dan yapılan iki tur PZT‘nin 

sonucu. 4: 100 pmol primer çifti ile cDNA‘dan yapılan iki tur PZT‘nin sonucu. M: belirteç DNA 

4.1.2 pVAX1 vektörünün HindIII restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilmesi 

Klonlama için pVAX1 vektörü HindIII restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilmiĢtir. 

Kesim sonrasında Lineer vektör, GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit 

(Thermo Scientific) kullanılarak yıkanmıĢ ve sonrasında 20 ünite Taq DNA Polimeraz 

(MyTaq Bioline) kullanılarak, 72 °C‘de 10 dakika bekletilmiĢ ve böylece kesim sonucu 

meydana gelen yapıĢkan uçlar kapatılmıĢtır. Vektörde küt uçlar oluĢturulduktan sonra, 

vektör tekrar yıkanmıĢtır. Klonlamadan önce, vektörün spektrofotometrede (NanoDrop 

2000 Thermo Fisher Scientific) miktarı ve saflık kalitesi belirlenmiĢtir. Lineer haldeki 

pVAX1 vektörünün agaroz jel elektroforezi sonrası alınmıĢ jel görüntüsü Ģekil 4.2‘de 

gösterilmiĢtir.  

2034 bç 
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ġekil 4.2 HindIII restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilmiĢ pVAX1 vektörünün 

agaroz jeldeki görüntüsü  

 
M: belirteç DNA 

4.1.3 KKKAV KAST2012 izolatının Gc kodlayan dizisinin, HindIII restriksiyon 

enzimi ile lineer hale getirilmiş olan pVAX1 plazmit vektörüne SLiCE 

klonlama yöntemi ile klonlanması 

Vektör (pVAX1) ve girdi (insert) (Gc kodlayan dizi) hazırlandıktan sonra, yöntem 

3.2.10‘da açıklandığı gibi, SLiCE tepkimesi yapılmıĢtır. Daha sonra, SLiCE tepkime 

ürünü, yöntem 3.2.12‘de açıklandığı gibi alıcı (kompetent) hale getirilmiĢ olan E. coli 

DH5Alpha suĢuna aktarılmıĢtır. Transformasyondan sonra bakteriler, 100 µg/mL 

Kanamisin içeren LB Agar besiyerlerine yayma ekim ile ekilmiĢ ve 37 °C‘de 16 saat 

inkübe edilmiĢtir. Transformasyon sonrası, petri kaplarında oluĢan 32 koloni 

(transformant) ile KKKAV Gc açık okuma çerçevesinin 180 bç‘lik bir bölgesini hedef 

2999 bç 
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alan Gc2-F ileri ve Gc1-R geri primerleri kullanılarak 3.2.6‘da açıklandığı gibi koloni 

PZT yapılmıĢtır. PZT sonrasında amplikonlar, agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmiĢ 

ve taranan 32 transformantın tamamında da 180 bç uzunluğundaki özgün amplikonun 

varlığı gösterilmiĢtir. Gc2-F ileri ve Gc1-R geri primerleri kullanılarak 32 koloni ile 

yapılan PZT sonrasında elde edilen amplikonların agaroz jeldeki görüntüleri Ģekil 4.3‘te 

verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.3 Gc2-F ileri ve Gc1-R geri primerleri kullanılarak 32 koloni ile yapılan PZT 

sonrasında elde edilen amplikonların agaroz jeldeki görüntüleri 

Gc2-F ve Gc1-R primerleri ile yapılan koloni PZT sonucunda belirlenen girdi pozitif 

transformantlardan rastgele seçilen altı tanesi ile KKKAV Gc açık okuma çerçevesinin 

yaklaĢık 1700 bç‘lik kısmını hedef alan Gc2-F ileri ve Gc 3ˈ-R geri primerleri 

180 bç 

180 bç 
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kullanılarak ikinci bir koloni PZT yapılmıĢtır. Bu PZT sonucunda, test edilen altı girdi 

pozitif klonun 3 tanesi (14, 19 ve 24), gerçek girdi pozitif olarak bulunmuĢtur. Bu PZT 

sonrasında elde edilen amplikonlarla yapılan agaroz jel elektroforezinin sonucu Ģekil 

4.4‘te verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.4 Gc2-F ve Gc 3ˈ-R primerleri kullanılarak, klon 7, 11, 14, 19, 24 ve 27 ile 

yapılan koloni PZT sonrasında elde edilen amplikonların agaroz jeldeki 

görüntüleri  
 
M: belirteç DNA  

Gc2 ve Gc-R primerleri ile girdi pozitif olarak bulunan klon 14, sonikasyon kullanılarak 

tek hücre süspansiyonu haline getirilmiĢ ve bu süspansiyonlardan elde edilen dört tane 

koloni (14[1], 14[2], 14[3], 14[4]) ile pVAX1 plazmit omurgasına bağlanan (girdinin 

yukarısına ve aĢağısına bağlanan) ve yaklaĢık 2200 bç‘lik bir bölgeyi çoğaltan, CMV 

3ˈ-F ileri ve pVAX1-R geri primer çifti kullanılarak, 3. koloni PZT yapılmıĢtır. Bu PZT 

sonucunda test edilen dört girdi pozitif klonun tamamının girdi pozitif olduğu ve 

1700 bç 
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vektörde doğru lokasyona yerleĢtiği doğrulanmıĢtır. Bu PZT sonrasında elde edilen 

amplikonlarla yapılan agaroz jel elektroforezinin sonucu Ģekil 4.5‘te verilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 4.5 CMV 3ˈ-F ileri ve pVAX1-R geri primer çifti kullanılarak girdi pozitif klon 

14‘ten elde edilen dört tane koloni (14[1], 14[2], 14[3] ve 14[4]) ile yapılan 

koloni PZT sonrasında elde edilen amplikonların agaroz jeldeki görüntüleri  

 
M: belirteç DNA 

 

  

Elde edilen dört tane girdi pozitif klondan klon 14[4]‘ün plazmiti yöntem 3.2.8‘de 

açıklandığı gibi izole edilmiĢtir. Ġzole edilen plazmit, NotI restriksiyon enzimi ile 

yöntem 3.2.9‘da açıklandığı üzere lineer hale getirilmiĢ ve agaroz jel elektorforezi ile 

boyutu tayin edilmiĢtir. Beklenildiği üzere, lineer plazmitin boyu, 5 kbç‘ye yakın bir 

yerde görülmüĢtür. KKKAV olgun Gc kodlayan diziyi içeren pVAX1-Gc vektörünün 

NotI enzimi ile lineerizasyonu sonrası agaroz jeldeki görüntüsü Ģekil 4.6‘da verilmiĢtir. 

2179 bç 
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ġekil 4.6 NotI restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilmiĢ pVAX1-Gc vektörünün 

agaroz jeldeki görüntüsü  

 
M: belirteç DNA 

 

 

Klon 14[4]‘ten elde edilen plazmit‘in, ion torrent platformu kullanılarak, yeni nesil 

DNA dizileme yöntemi ile tüm DNA dizisi belirlenmiĢtir. Yötem 3.2.13‘de açıklandığı 

gibi, dizilemelerden elde edilen ham verilerin analizi yapılmıĢ ve KKKAV Gc açık 

okuma çerçevesinin istenildiği gibi pVAX1 vektörüne klonlanmıĢ olduğu görülmüĢtür. 

Yeni nesil DNA dizilemesi ile nükleotit dizisi belirlenmiĢ olan, KKKAV KAST2012 

izolatına ait olgun Gc kodlayan dizi, NCBI GenBank veri tabanına, MG969426.1 

eriĢme numarası (aksesyon numarası)  ile eklenmiĢtir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov 

2018a ve 2018b). Sonuç olarak, pVAX1-Gc vektörü elde edilmiĢtir. pVAX1-Gc 

vektörünün haritası, Ģekil 4.7‘de verilmiĢtir.  

4942 bç 
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ġekil 4.7 pVAX1-Gc vektörünün haritası 

 

4.2 KKKAV KAST2012 izolatının, klonlanmış olan Gc açık okuma çerçevesinin 

kodladığı proteinin amino asit dizisinin filogenetik analizi 

 

KKKAV‘nin, Türkiye‘yi de içeren çeĢitli coğrafik bölgelerdeki farklı suĢ ve izolatlarına 

ait olan 13 temsili olgun Gc amino asit dizisi, NCBI GenBank veri bankasından elde 

edilmiĢ ve KKKAV KAST2012 izolatının olgun Gc proteininin amino asit dizisinin 

filogenetik analizinde kullanılmıĢtır. Filogenetik analizler, yöntem 3.2.14‘de  

açıklandığı üzere MEGA7 yazılımı ile, neighbour joining algoritması ve 500 önyükleme 

yinelemesi (boothstrap replicate) kullanılarak yapılmıĢtır. Filogenetik analiz sonucunda, 

KKKAV KAST2012 olgun Gc proteininin, en çok, Türkiye kökenli KKKAV suĢlarının 

Gc proteinleri ile benzerlik gösterdiği bulunmuĢtur. KKKAV KAST2012 izolatının 

olgun Gc proteininin filogenisini gösteren ağaç Ģekil 4.8‘de verilmiĢtir. 
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ġekil 4.8 KKKAV KAST2012 izolatına ve KKKAV‘nin 13 farklı suĢ veya izolatına ait 

olgun Gc protein dizileri ile, MEGA7 yazılımında, neighbour joining 

algoritması ve 500 önyükleme yinelemesi (bootstrap replicate) kullanılarak 

oluĢturulan filogenetik ağaç  

 

50‘den küçük olan önyükleme değerleri, ağaç üzerinde gösterilmemiĢtir.  

  

 

4.3 KKKAV KAST2012 izolatının Gc glikoproteininin açık okuma çerçevesinin 

pEGFP-C1 ifade vektörüne klonlanması 

 

 

Yöntem 3.2.10‘da açıklanan SLiCE klonlama yöntemi kullanılarak, pEGFP-C1 

vektöründeki HindIII ve BamHI tanıma dizileri kullanılarak, KKKAV KAST2012 

izolatının Gc açık okuma çerçevesi, vektörde sitomegalovirüs(CMV) promotoru 

kontrolünde ifade edilen EGFP açık okuma çerçevesinin aĢağısına, çerçeve içi 

kodlanacak Ģekilde klonlanmıĢtır. 
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4.3.1 KKKAV KAST2012 izolatına ait Gc açık okuma çerçevesinin, pVAX1-Gc 

vektörü kalıp olarak kullanılarak PZT ile çoğaltılması 

 

 

KKKAV KAST2012 izolatına ait Gc açık okuma çerçevesi, pVAX1-Gc vektörü kalıp 

olarak kullanılmak suretiyle, çizelge 3.1‘de dizi bilgisi verilen Gc SLiCE-F2 ileri ve Gc 

SLiCE-R2 geri primerleri ile yöntem 3.2.6‘da açıklandığı gibi PZT ile çoğaltılmıĢtır. 

PZT aĢamasında, primerlerin bağlanma sıcaklığı olarak 59 °C kullanılmıĢtır. Sonuç 

olarak, yukarıda belirtilen primer çifti, PZT deneyinde, 20‘Ģer pmol olarak 

kullanıldığında, tek tur yapılan PZT sonrasında, klonlama çalıĢmalarında kullanılmaya 

yetecek kadar amplikon elde edilmiĢtir. Bu amplikonun GeneJET Gel Extraction and 

DNA Cleanup Micro Kit (Thermo Scientific) kullanılarak yıkaması yapılmıĢ ve 

spektrofotometre (NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific) ile miktarı ve saflık 

kalitesi belirlenerek klonlama çalıĢmasında kullanılmıĢtır. PZT sonucunda elde edilen 

amplikonların, agaroz jel elektroforezi sonrasında alınmıĢ jeldeki görüntüleri Ģekil 

4.9‘da verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.9 pVAX1-Gc vektörü kalıp olarak kullanılarak, Gc SLiCE-F2 ve Gc SLiCE-R2 

primerleri ile yapılan PZT sonucunda elde edilen amplikonun agaroz jeldeki 

görüntüsü  

 
M: belirteç DNA   

2024 bç 
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4.3.2 pEGFP-C1 vektörünün HindIII ve BamHI restiksiyon enzimleri ile lineer 

hale getirilmesi 

Klonlama için pEGFP-C1 vektörü, yöntem 3.2.9‘da açıklandığı gibi, HindIII ve BamHI 

restriksiyon enzimleri ile lineer hale getirilmiĢtir. Kesim sonrasında Lineer vektör, 

yöntem 3.2.9‘da açıklandığı gibi GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit 

(Thermo Scientific) kullanılarak yıkanmıĢtır. Klonlamadan önce, vektörün 

spektrofotometrede (NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific) miktarı ve saflık kalitesi 

belirlenmiĢtir. Lineer haldeki pEGFP-C1 vektörünün agaroz jel elektroforezi sonrası 

alınmıĢ jel görüntüsü Ģekil 4.10‘da gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.10 HindIII ve BamHI restriksiyon enzimleri ile lineer hale getirilmiĢ pEGFP-C1 

vektörünün agaroz jeldeki görüntüsü  

 
M: belirteç DNA 

 

 

4731 bç 
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4.3.3 KKKAV KAST2012 izolatının Gc açık okuma çerçevesinin, HindIII ve 

BamHI restriksiyon enzimleri ile lineer hale getirilmiş olan pEGFP-C1 

plazmit vektörüne SLiCE klonlama yöntemi ile klonlanması 

Vektör (pEGFP-C1) ve girdi (insert) (Gc ORF) hazırlandıktan sonra, yöntem 3.2.10‘da 

açıklandığı gibi, SLiCE tepkimesi yapılmıĢtır. Daha sonra, SLiCE tepkime ürünü, 

yöntem 3.2.12‘de açıklandığı gibi alıcı (kompetent) hale getirilmiĢ olan E. coli 

DH5Alpha suĢuna aktarılmıĢtır. Transformasyondan sonra bakteriler, 100 µg/mL 

Kanamisin içeren LB Agar besiyerlerine yayma ekim ile ekilmiĢ ve 37 °C‘de 16 saat 

inkübe edilmiĢtir. Transformasyon sonrası, petri kaplarında oluĢan kolonilerin 

(transformant) bir tanesi (Klon1a) ile pEGFP-C1 vektöründe, EGFP ORF‘sinin 

aĢağısına bağlanan EGFP-F ileri ve Gc ORF‘sinin aĢağısına bağlanan Gc SLiCE-R2 

geri primerleri kullanılarak yöntem 3.2.6‘da açıklandığı gibi koloni PZT yapılmıĢtır. 

PZT sonrasında elde edilen amplikon, yöntem 3.2.7‘de açıklandığı gibi, agaroz jel 

elektroforezi ile analiz edilmiĢ ve beklenilen büyüklükteki (2140 bç) amplikonun varlığı 

tespit edilerek, transformantın, girdi pozitif olduğu görülmüĢtür. EGFP-F ileri ve Gc 

SLiCE-R2 geri primerleri kullanılarak Klon1a ile yapılan PZT sonrasında elde edilen 

amplikonun agaroz jeldeki görüntüsü Ģekil 4.11‘de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.11 EGFP-F ve Gc SLiCE-R2 primerleri kullanılarak, Klon1a ile yapılan koloni 

PZT sonrasında elde edilen amplikonun agaroz jeldeki görüntüsü  
 

M: belirteç DNA  

 

2140 bç 
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4.3.4 Girdi pozitif transformanttan elde edilen plazmitin Sanger DNA dizilemesi  

Girdi pozitif olarak bulunan Klon1a‘dan, yöntem 3.2.8‘de açıklandığı gibi plazmit 

izolasyonu yapılmıĢ ve çizelge 3.1‘de dizi bilgisi verilen, EGFP-F, Gc Seq2, Gc Seq3 

ve Gc Seq4 dizileme primerleri ile, vektörde, KKKAV Gc açık okuma çerçevesinin 

yerleĢtirildiği kısmının Sanger dideoksi zincir sonlanma yöntemi ile DNA dizisi 

belirlenmiĢtir. Dizileme sonucunda, KKKAV Gc açık okuma çerçevesinin istenildiği 

gibi EGFP açık okuma çerçevesi ile çerçeve içi olarak kodlanacak Ģekilde klonlanmıĢ 

olduğu görülmüĢtür. Klon1a‘nın plazmidi ile yapılan Sanger DNA dizilemesinden elde 

edilen kromatogramlar Ģekil 4.12‘de verilmiĢtir. 
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ġekil 4.12 Klon1a‘nın plazmidi ile EGFP-F, Gc Seq2, Gc Seq3 ve Gc Seq4 dizileme primerleri kullanılarak yapılan Sanger DNA dizilemesinden elde edilen kromatogramlar  

Açık okuma çerçevesindeki kodonların kodladığı amino asitler, tek harfli sembolleri ile kromatogramda gösterilmiĢtir. Dizilemede alınan nükleotit sinyallerinin kalite skorları, açık mavi renki bar grafiği olarak kromatogramda gösterilmiĢtir. 
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OluĢturulan bu vektör pEGFP-C1-Gc olarak adlandırılmıĢ ve Gc‘nin in vitro olarak 

ifadelenmesi çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. pEGFP-C1-Gc vektörünün haritası, Ģekil 

4.13‘te verilmiĢtir.  

 

ġekil 4.13 pEGFP-C1-Gc vektörünün haritası 

4.4 Klonlaması yapılan KKKAV KAST2012 izolatına ait olgun Gc kodlayan 

dizinin in vitro olarak ifadesinin gösterilmesi 

Klonlaması yapılan KKKAV KAST2012 izolatına ait olgun Gc kodlayan dizinin in 

vitro olarak ifadelenmesi, pEGFP-C1-Gc vektörü ile transfekte olmuĢ BHK-21 

hücrelerinde, hem transkripsiyon (mRNA) hem de protein düzeyinde gösterilmiĢtir. 
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4.4.1 BHK-21 Hücrelerinin pEGFP-C1-Gc Vektörü İle Geçici Transfeksiyonu 

 

 

Klonlanan Gc açık okuma çerçevesinin in vitro olarak ifadesinin, pEGFP-C1-Gc 

vektörünün kodladığı yeĢil floresan protein (EGFP) kullanılarak değerlendirilebilmesi 

için, BHK-21 hücreleri, pEGFP-C1-Gc vektörü ile yöntem 3.2.15‘te açıklandığı gibi, 

geçici olarak transfekte edilmiĢtir. Sonuç olarak, yöntem 3.2.16‘te açıklandığı üzere 

yapılan floresan mikroskopisi çalıĢmaları ile vektörden kodlanan EGFP-Gc füzyon 

ürününün transfekte BHK-21 hücrelerindeki ifadesi gösterilmiĢtir. EGFP-Gc füzyon 

ürününü kodlayan pEGFP-C1-Gc vektörünün geçici olarak aktarıldığı BHK-21 

hücrelerinin, transfeksiyondan 48 saat sonra, floresan mikroskopu ile alınmıĢ görüntüsü 

Ģekil 4.14‘te verilmiĢtir. 

 

  

A                                                                     B     

ġekil 4.14 pEGFP-C1-Gc vektörü ile geçici olarak transfekte BHK-21 hücrelerinin, 

floresan ıĢık mikroskopu ve aynı alanın basit ıĢık mikroskopu ile alınmıĢ 

görüntüsü  

 
a. Floresan ıĢık mikroskopu ile alınan görüntü, b. Basit ıĢık mikroskopu ile alınan görüntü  

 

Büyütme 40X 
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4.4.2 BHK-21 hücrelerinin pEGFP-C1-Gc vektörü ile kararlı olarak 

transfeksiyonu ve Gc’nin hem transkripsiyon hem de protein düzeyindeki 

ifadesinin gösterilmesi 

pEGFP-C1-Gc vektöründen kodlanan Gc açık okuma çerçevesinin, in vitro olarak, hem 

transkripsiyon (mRNA) hem de translasyon (protein) düzeyindeki ifadesinin 

değerlendirilebilmesi için, BHK-21 hücreleri, pEGFP-C1-Gc vektörü ile yöntem 

3.2.15‘te açıklandığı gibi, kararlı olarak transfekte edilmiĢtir. Kararlı transfeksiyon 

sonrasında, BHK-21 hücrelerinin genomunda, Gc geninin varlığını göstermek için, 

transfekte olmuĢ BHK-21 hücrelerinin, yöntem 3.2.18‘de açıklandığı gibi genomik 

DNA‘sı izole edilmiĢtir. Ġzole edilen BHK-21 genomik DNA‘sında, pEGFP-C1-Gc 

vektörü kaynaklı olarak Gc kodlayan genin varlığı, yöntem 3.2.18‘de ve yöntem 

3.2.6‘da açıklandığı gibi, çizelge 3.1‘de dizi bilgisi verilen, CMV 3ˈ-F / Gc SLiCE-R2, 

Gc SLiCE-F2 / Gc SLiCE-R2 ve Gc Seq4 / Gc SLiCE-R2 primer çiftleri kullanılarak, 

PZT deneyi ile gösterilmiĢtir. pEGFP-C1-Gc vektörü ile kararlı olarak transfekte olmuĢ 

BHK-21 hücrelerinin genomik DNA‘sı ile Gc Seq4 ve Gc SLiCE-R2 primerleri 

kullanılarak yapılan PZT sonucunda elde edilmiĢ amplikonun agaroz jeldeki görüntüsü 

Ģekil 4.15‘te verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.15 pEGFP-C1-Gc vektörü ile kararlı olarak transfekte olmuĢ BHK-21 

hücrelerinin genomik DNA‘sında Gc geninin varlığının gösterilmesi  

 
1: CMV 3ˈ-F / Gc SLiCE-R2, 2: Gc SLiCE-F2 / Gc SLiCE-R2 ve 3: Gc Seq4 / Gc SLiCE-R2 primer 

çiftleri ile yapılan PZT‘lerin ürünlerini göstermektedir. M: belirteç DNA 

 

 

2024 bç 

482 bç 

2805 bç 
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pEGFP-C1-Gc vektörü ile kararlı olarak transfekte olmuĢ BHK-21 hücrelerinin 

genomlarında Gc kodlayan genin varlığı gösterildikten sonra, bu genin transkripsiyonel 

(mRNA) düzeyindeki ifadesine bakılmıĢtır. Bu amaç için, kararlı olarak transfekte 

BHK-21 hücrelerinin, yöntem 3.2.18‘de açıklandığı gibi, total RNA‘sı izole edilmiĢ ve 

oligo(dt) 18 primerlerle, mRNA popülasyonunun, ters transkripsiyonu yapılarak 

komplementer DNA‘sı (cDNA) sentezlenmiĢtir. Sentezlenen cDNA‘larla, yöntem 

3.2.18‘de açıklandığı gibi, çizelge 3.1‘de dizi bilgisi verilen Gc Seq4 ileri ve Gc SLiCE-

R2 geri primerleri kullanılarak PZT yapılmıĢtır. Sonuç olarak karalı olarak transfekte 

olmuĢ BHK-21 hücrelerinde Gc‘nin transkripsiyonel düzeydeki ifadesi gösterilmiĢtir. 

Kararlı olarak transfekte BHK-21 hücrelerinin mRNA‘ları ile Gc Seq4 ve Gc SLiCE-R2 

primer çifti kullanılarak yapılan RT-PZT sonrası elde edilen amplikonun agaroz jeldeki 

görüntüsü Ģekil 4.16‘da verilmiĢtir. 

 

 

  

ġekil 4.16 pEGFP-C1-Gc vektörü ile kararlı olarak transfekte olmuĢ BHK-21 

hücrelerinin mRNA‘ları ile Gc Seq4 ve Gc SLiCE-R2 primer çifti 

kullanılarak yapılan RT-PZT sonrası elde edilen amplikonun agaroz 

jeldeki görüntüsü  

 
M: belirteç DNA 
 

482 bç 
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pEGFP-C1-Gc vektörü ile kararlı olarak transfekte olmuĢ BHK-21 hücrelerinde, Gc 

kodlayan genin ifadesi, transkripsiyon düzeyinde gösterildikten sonra, bu genin 

translasyon (protein) düzeyindeki ifadesine bakılmıĢtır. Bu amaç için, kararlı olarak 

transfekte BHK-21 hücrelerinin, yöntem 3.2.17‘da açıklandığı gibi, total proteini izole 

edilmiĢtir. Daha sonra, izole edilen proteinlerle, yöntem 3.2.17‘da açıklandığı gibi, yeĢil 

floresan proteinine özgü anti GFP antikoru ile western blot deneyi yapılmıĢtır. Sonuç 

olarak, karalı halde transfekte olmuĢ BHK-21 hücrelerinde, EGFP-Gc füzyon ürünün 

ifadesi gösterilmiĢtir. pEGFP-C1-Gc vektörü ile karalı halde transfekte olmuĢ BHK-21 

hücrelerinde EGFP-Gc füzyon ürünün tespit edildiği western blot deneyine ait, ECL 

yöntemi ile alınmıĢ membran görüntüsü Ģekil 4.17‘de verilmiĢtir.  

 

 

A                                        B 

ġekil 4.17 pEGFP-C1-Gc vektörü ile kararlı halde transfekte BHK-21 hücrelerinde 

EGFP-Gc füzyon ürününün western blot yöntemi ile gösterilmesi  
 

a. membranın transillüminatör ile alınmıĢ görüntüsü, b. membranın ECL sonrası fotoğraf makinesi ile 

alınmıĢ görüntüsü, 1/1ˈ: kararlı olarak transfekte hücrelerde ifade olan EGFP-Gc füzyon ürünü, 2/2ˈ: 

pEGFP-C1 vektörü ile geçici olarak transfekte olmuĢ BHK-21 hücrelerinde ifade olan EGFP, 3/3ˈ: 

pEGFP-C1-Gc vektörü ile geçici olarak transfekte olmuĢ BHK-21 hücrelerinde ifade olan EGFP-Gc 

füzyon ürünü, M: protein belirteci  

 

 

70 kDa 

55 kDa 

35 kDa 

25 kDa 
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4.5 pEGFP-C1-Gc vektöründen EGFP açık okuma çerçevesinin çıkartılması 

KKKAV Gc glikoproteinini kodlayan pEGFP-C1-Gc vektörünün in vitro olarak ifadesi 

doğrulandıktan sonra, fare immünizasyonu çalıĢmaları için vektörden kodlanan EGFP 

açık okuma çerçevesi çıkartılmıĢtır. Bu amaç için pEGFP-C1-Gc vektörü, EGFP açık 

okuma çerçevesi dıĢarıda kalacak Ģekilde çizelge 3.1‘de dizi bilgisi verilen 5' uçlarından 

fosfatlanmıĢ, EGFP Removal-F ileri ve EGFP Removal-R geri primer çifti kullanılarak 

Yöntem 3.2.6‘da açıklandığı gibi, PZT ile çoğaltılmıĢtır. pEGFP-C1-Gc vektörü kalıp 

olarak kullanılarak, EGFP Removal-F ileri ve EGFP Removal-R geri primer çifti ile 

gerçekleĢtirilen PZT sonrasında elde edilen amplikonun agaroz jeldeki görüntüsü Ģekil 

4.18‘de verilmiĢtir.    

 

ġekil 4.18 pEGFP-C1-Gc vektöründen EGFP açık okuma çerçevesinin çıkartılması için 

yapılan PZT sonucunda elde edilen amplikonun agaroz jeldeki görüntüsü 

  
M: belirteç DNA 

 

pEGFP-C1-Gc vektörü kalıp olarak kullanılarak, EGFP Removal-F ileri ve EGFP 

Removal-R geri primer çifti ile gerçekleĢtirilen PZT sonrasında elde edilen, 5ˈ 

uçlarından fosfatlanmıĢ haldeki lineer amplikon, yöntem 3.2.9‘da açıklandığı gibi 

agaroz jelden geri alınmıĢ ve amplikonun miktarı ve saflık derecesi spektrofotometrik 

olarak belirlenmiĢtir. 5ˈ uçlarından fosfatlanmıĢ olan lineer amplikonun, daha sonra 

yöntem 3.2.11‘de açıklandığı gibi, T4 DNA ligaz enzimi ile küt uçları birleĢtirilmiĢ ve 

amplikon halkasal hale getirilmiĢtir. Küt uç ligasyonu ile halkasal hale getirilen vektör 

5,9 kbç 
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omurgası, daha sonra, yöntem 3.2.12‘de açıklandığı gibi, alıcı hale getirilmiĢ E. coli 

DH5Alpha suĢuna aktarılmıĢtır. Transformasyondan sonra, petri kaplarında oluĢan 

transformantlardan rastgele seçilen 17 tanesi ile pEGFP-C1-Gc vektöründe, çizelge 

3.1‘de dizi bilgisi verilen, CMV promotorunun aĢağısına bağlanan, CMV 3ˈ-F ileri ve 

Gc ORF‘sinin aĢağısına bağlanan, Gc SLiCE-R2 geri primer çifti kullanılarak yöntem 

3.2.6‘da açıklandığı gibi koloni PZT yapılmıĢtır. Koloni PZT sonrasında elde edilen 

amplikon, yöntem 3.2.7‘de açıklandığı gibi, agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmiĢ ve 

taranan 17 transformanttan 12 tanesinin, EGFP açık okuma çerçevesinin çıkarılmıĢ 

olduğu vektörü taĢıdığı bulunmuĢtur. CMV 3ˈ-F ve Gc SLiCE-R2 primerleri 

kullanılarak 17 koloni ile yapılan koloni PZT sonrasında elde edilen amplikonların 

agaroz jeldeki görüntüleri Ģekil 4.19‘da verilmiĢtir. 

   

ġeki 4.19 CMV 3ˈ-F ve Gc SLiCE-R2 primerleri kullanılarak 17 koloni ile yapılan 

koloni PZT sonrasında elde edilmiĢ amplikonların agaroz jeldeki görüntüleri  

 
+: yaklaĢık 2,7 kbç büyüklüğündeki EGFP + Gc açık okuma çerçevelerini içeren pEGFP-C1-Gc 

vektörünün kalıp olarak kullanıldığı PZT‘den elde edilmiĢ amplikon. M: belirteç DNA 

Sadece Gc açık okuma çerçevesini içeren vektörü taĢıyan klonların (2, 5-11, 13-16) koloni PZT‘leri 

sonucunda yaklaĢık 2 kbç uzunluğundaki bantlar elde edilmiĢtir. 

EGFP açık okuma çerçevesi çıkartılmıĢ vektörü taĢıyan 12 klondan (klon 2, 5-11, 13-

16) yöntem 3.2.8‘de açıklandığı gibi, plazmit izolasyonu yapılmıĢ ve öncelikli olarak 

kozak dizisi ile KKKAV Gc açık okuma çerçevesi dizisinin çerçeve içi olarak 

yerleĢtirildiğinin doğrulanması üzere, çizelge 3.1‘de dizi bilgisi verilen, CMV-F ileri 

primeri kullanılarak Sanger dideoksi zincir sonlanma yöntemi ile DNA dizisi 

belirlenmiĢtir. Dizileme sonucunda klon 5 ve klon 12‘nin Kozak dizisi ve Gc açık 

okuma çerçevesini, çerçeve içi olarak bulundurduğu görülmüĢtür. Klon 5‘in, plazmidi 

2,7 kbç 

2 kbç 
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ile CMV-F dizileme primeri kullanılarak yapılan Sanger DNA dizilemesinden elde 

edilen kromatogram Ģekil 4.20‘de verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.20 Klon 5‘in, plazmidi ile CMV-F dizileme primeri kullanılarak yapılan Sanger 

DNA dizilemesinden elde edilen kromatogram  

Açık okuma çerçevesindeki kodonların kodladığı amino asitler, tek harfli sembolleri ile kromatogramda 

gösterilmiĢtir. Dizilemede alınan nükleotit sinyallerinin kalite skorları, açık mavi renki bar grafiği olarak 

kromatogramda gösterilmiĢtir. 

Bu iki klondan kodlanan Gc açık okuma çerçevelerinin daha sonra Gc Seq2, Gc Seq3 ve 

Gc Seq4 sekans primerleri ile DNA dizileri belirlenmiĢ ve herhangi bir erken dur 

kodonu oluĢturan veya çerçeve kaymasına sebep olan mutasyona rastlanmamıĢtır. Bu 

aĢamadan sonraki çalıĢmalara, klon 5‘in plazmidi ile devam edilmiĢtir. pEGFP-C1-Gc 

vektöründen, EGFP ORF‘sinin çıkartılması ile elde edilen vektöre pGc-VAC adı 

verilmiĢ ve bu vektör fare immünizasyonu deneylerinde DNA aĢı vektörü olarak 

kullanılmıĢtır. pGc-VAC DNA aĢı vektörünün haritası Ģekil 4.21‘de verilmiĢtir.  
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ġekil 4.21 pGc-VAC DNA aĢı vektörünün haritası 

4.6 pGC-VAC Vektörüne N-uç 8X Histidin Etiketi Takılması  

OluĢturulan pGC-VAC DNA aĢı vektörünün, son olarak, in vitro ifadesinin 

doğrulanması amacı ile vektörde Gc açık okuma çerçevesinin yukarısına, ATG baĢlama 

kodonundan hemen sonra, 8X Histidin etiketi yerleĢtirilmiĢtir. Bu amaç için, öncelikle, 

pGC-VAC DNA aĢı vektörü, çizelge 3.1‘ de dizi bilgileri verilen His Tag Insertion-F 

ileri ve His Tag Insertion-R geri primer çifti ile yöntem 3.2.6‘da açıklandığı üzere PZT 

yapılarak çoğaltılmıĢtır. pGC-VAC DNA aĢı vektörü ile His Tag Insertion-F ve His Tag 

Insertion-R primer çifti kullanılarak yapılan PZT sonucunda elde edimiĢ amplikonun 

agaroz jeldeki görüntüsü Ģekil 4.22‘de verilmiĢtir.  
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ġekil 4.22 pGC-VAC vektörüne N-uç histidin etiketi takılması için yapılan PZT 

sonucunda elde edilmiĢ amplikonun agaroz jeldeki görüntüsü  

 
M: belirteç DNA 

pGC-VAC DNA aĢı vektörü ile His Tag Insertion-F ve His Tag Insertion-R primer çifti 

kullanılarak yapılan PZT sonucunda elde edimiĢ amplikon, yöntem 3.2.9‘da açıklandığı 

gibi, jelden geri alınmıĢ ve amplikonun miktarı ve saflık kalitesi spektrofotometrik 

olarak belirlenmiĢtir. Lineer haldeki saf amplikon daha sonra, yöntem 3.2.10‘da 

açıklandığı üzere SLiCE tepkimesi kullanılarak halkasal hale getirilmiĢtir. Elde edilen 

SLiCE tepkime ürünü, daha sonra, yöntem 3.2.12‘de açıklandığı gibi, alıcı hale 

getirilmiĢ E. coli DH5Alpha suĢuna aktarılmıĢtır. Transformasyondan sonra, petri 

kaplarında oluĢan transformantlardan rastgele seçilen 12 tanesi ile pGc-VAC 

vektöründe, 8X histidin etiketini hedef alan, çizelge 3.1‘de dizi bilgisi verilen His Tag-F 

ileri ve Gc ORF‘sinin yukarısına bağlanan, Gc 5ˈ-R geri primer çifti kullanılarak 

yöntem 3.2.6‘da açıklandığı gibi koloni PZT yapılmıĢtır. Koloni PZT sonrasında elde 

edilen amplikon, yöntem 3.2.7‘de açıklandığı gibi, agaroz jel elektroforezi ile analiz 

edilmiĢ ve taranan 12 transformantın tamamının, 8X histidin etiketi içeren vektörü 

taĢıdığı bulunmuĢtur. His Tag-F ve Gc 5ˈ-R primerleri kullanılarak 12 koloni ile yapılan 

koloni PZT sonrasında elde edilmiĢ olan amplikonların agaroz jeldeki görüntüleri Ģekil 

4.23‘de verilmiĢtir. 

 

5,9 kbç 
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ġekil 4.23 His Tag-F ve Gc 5ˈ-R primerleri kullanılarak, 12 koloni ile yapılan koloni 

PZT sonrasında elde edilmiĢ olan amplikonların agaroz jeldeki görüntüleri  

 
M: belirteç DNA 

8x histidin etiketi içeren vektörü taĢıyan 12 klonun tamamının yöntem 3.2.8‘de 

açıklandığı gibi plazmiti izole edilmiĢ ve öncelikli olarak kozak dizisi, 8x histidin etiketi 

kodlayan dizi ve KKKAV Gc açık okuma çerçevesi dizisinin, birlikte çerçeve içi olarak 

yerleĢtirildiğinin doğrulanması üzere, çizelge 3.1‘de dizi bilgisi verilen, CMV-F ileri 

primeri kullanılarak Sanger dideoksi zincir sonlanma yöntemi ile DNA dizisi 

belirlenmiĢtir. Dizileme sonucunda klon 1 ve klon 12‘nin Kozak dizisini, 8x histidin 

etiketi kodlayan diziyi ve Gc açık okuma çerçevesini, çerçeve içi olarak bulundurduğu 

görülmüĢtür. Klon 12‘in, plazmidi ile CMV-F dizileme primeri kullanılarak yapılan 

Sanger DNA dizilemesinden elde edilen kromatogram Ģekil 4.24‘de verilmiĢtir. 

199 bç 
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ġekil 4.24 Klon 12‘in, plazmidi ile CMV-F dizileme primeri kullanılarak yapılan  

Sanger DNA dizilemesinden elde edilen kromatogram  

Açık okuma çerçevesindeki kodonların kodladığı amino asitler, tek harfli sembolleri ile kromatogramda 

gösterilmiĢtir. Dizilemede alınan nükleotit sinyallerinin kalite skorları, açık mavi renki bar grafiği olarak 

kromatogramda gösterilmiĢtir. 

Kozak ve Gc ORF‘si ile çerçeve içi olarak, 8x histidin etiketi kodlayan vektörü taĢıdığı 

bulunan klon 5‘in ve klon 12‘nin plazmitlerindeki Gc açık okuma çerçevelerinin daha 

sonra Gc Seq2, Gc Seq3 ve Gc Seq4 sekans primerleri ile DNA dizileri belirlenmiĢ ve 

herhangi bir erken dur kodonu oluĢturan veya çerçeve kaymasına sebep olan mutasyona 

rastlanmamıĢtır. Bu aĢamadan sonraki çalıĢmalara, klon 12‘in plazmidi ile devam 

edilmiĢtir. pGc-VAC DNA aĢı vektörüne, 8x histidin etiketi kodlayan dizinin çerçeve 

içi olarak yerleĢtirilmesi ile elde edilen vektöre pGc-VAC-8xHistag adı verilmiĢ ve bu 

vektör, pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile fare immünizasyonu deneylerine geçilmeden 

önce, Gc‘nin in vitro olarak ifadelenmesinin doğrulanmasında kullanılmıĢtır. pGc-

VAC-8xHistag vektörünün haritası Ģekil 4.25‘de verilmiĢtir. 
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ġekil 4.25 pGc-VAC-8xHistag vektörünün haritası 

4.7 BHK-21 Hücrelerinin pGc-VAC-8xHistag Vektörü ile Kararlı Olarak 

Transfeksiyonu ve Gc İfadesinin Protein Düzeyinde Gösterilmesi 

pGc-VAC-8xHistag vektöründen kodlanan Gc açık okuma çerçevesinin, in vitro olarak, 

translasyon (protein) düzeyindeki ifadesinin değerlendirilebilmesi için, BHK-21 

hücreleri, pGc-VAC-8xHistag vektörü ile yöntem 3.2.15‘te açıklandığı gibi, hem geçici, 

hem de kararlı olarak transfekte edilmiĢtir. pGc-VAC-8xHistag vektörü ile kararlı 

olarak transfekte olmuĢ BHK-21 hücrelerinde, Gc kodlayan genin translasyon (protein) 

düzeyindeki ifadesine bakılması amacıyla, transfekte BHK-21 hücrelerinin, yöntem 

3.2.17‘da açıklandığı gibi, total proteini izole edilmiĢtir. Daha sonra, izole edilen 

proteinlerle, yöntem 3.2.17‘da açıklandığı gibi, 8x ve 6x histidin etiketine özgü anti 
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histidin etiketi antikoru ile western blot deneyi yapılmıĢtır. Sonuç olarak, kararlı halde 

transfekte olmuĢ BHK-21 hücrelerinde, 8x His-Gc füzyon ürünün ifadesi gösterilmiĢtir. 

pGc-VAC-8xHistag vektörü ile kararlı halde transfekte olmuĢ BHK-21 hücrelerinde, 8x 

His-Gc füzyon ürünün tespit edildiği western blot deneyine ait, ECL yöntemi ile alınmıĢ 

membran görüntüsü Ģekil 4.26‘da verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.26 pGc-VAC-8xHistag vektörü ile kararlı halde transfekte BHK-21 hücrelerinde 

8x His-Gc füzyon ürününün western blot yöntemi ile gösterilmesi  

 
1: pGc-VAC-8xHistag vektörü ile geçici olarak transfekte hücrelerde ifade olan EGFP-Gc füzyon ürünü, 

2: Transfeksiyon yapılmamıĢ BHK-21 hücrelerinin protein örnekleri ile yapılan negatif kontrol western 

blot deneyi sonucu, 3: pGc-VAC-8xHistag vektörüile kararlı olarak transfekte olmuĢ BHK-21 

hücrelerinde ifade olan 8x His-Gc füzyon ürünü 

4.8 Fare İmmünizasyon Deneyleri İçin Boş Vektör Hazırlanması 

Fare immünizasyonu çalıĢmalarında negatif kontrol olarak kullanılmak üzere, CMV 

promotorundan herhangi bir gen ifade etmeyen boĢ vektör hazırlanmıĢtır. Bu amaç için 

pEGFP-C1 vektöründe bulunan CMV promotoru ve CMV enhanserinin bir kısmı, 

yöntem 3.2.9‘da açıklandığı gibi, NdeI ve NheI restriksiyon enzimleri ile kesilerek 

çıkarılmıĢtır. Kesim sonrasında oluĢan lineer vektör omurgası, yöntem 3.2.7‘de 

açıklandığı gibi elektroforez ile jelde ayrılmıĢ ve yöntem 3.2.9‘da açıklandığı gibi 

agaroz jelden geri alınmıĢtır. Vektörün daha sonra, yöntem 3.2.9‘da açıklandığı gibi 

spektrofotometrede miktarı ve saflık kalitesi belirlenmiĢtir. Lineer haldeki vektör 

῀ 70 kDa 

 8x His-Gc ürünü 
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omurgasının agaroz jel elektroforezi sonrası alınmıĢ jel görüntüsü Ģekil 4.27‘de 

gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.27 pEGFP-C1 vektörünün NdeI ve NheI restriksiyon enzimleri ile kesilmesi 

sonrası oluĢan ürünlerin agaroz jeldeki görüntüsü 

 
M: belirteç DNA 

Jelden geri alınan ve spektrofotometrik olarak miktarı ve saflık derecesi belirlenen, 

4374bç‘lik pEGFP-C1 vektör omurgasını içeren linner parça, yöntem 3.2.19‘da 

açıklandığı gibi ―alternatif uç birleĢtirme‖ mekanizması ile halkasal hale gelmesi üzere 

yöntem 3.2.12‘de açıklandığı gibi alıcı E. coli DH5Alpha suĢuna aktarılmıĢtır (Chayot 

vd. 2010). CMV negatif transformantların belirlenebilmesi için, transformasyon sonrası 

oluĢan transformantlardan rastgele seçilen yedi tanesi ile vektör omurgasında, sırayla, 

CMV promotoru ve CMV arttırıcı bölgelerinin yukarısına ve aĢağısına bağlanan pUC 

Ori 3ˈ-F ileri, F1 Ori 5ˈ-R geri primerleri kullanılarak, yöntem 3.2.6‘da açıklandığı gibi 

koloni PZT yapılmıĢtır. Yedi transformantla yapılan PZT sonrasında oluĢan 

amplikonların agaroz jeldeki görüntüleri Ģekil 4.28‘de verilmiĢtir.  

4374 bç vektör omurgası 

357 bç CMVarttırıcısı ve CMV promotoru 
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ġekil 4.28 Ori 3ˈ-F, F1 Ori 5ˈ-R primerleri kullanılarak, yedi koloni ile yapılan koloni 

PZT sonrasında elde edilmiĢ olan amplikonların agaroz jeldeki görüntüleri  

 
+: CMV arttırıcısı ve CMV promotorunu içeren pEGFP-C1 vektörü ile yapılan PZT sonrasında elde 

edilen amplikon, M: belirteç DNA 

Sonuç olarak, taranan yedi transformant içerisinde, klon 1‘in, klon 2‘nin ve klon 5‘in 

istenildiği üzere, CMV arttırıcısı ve CMV promotoru içermeyen vektörleri taĢıdığı 

bulunmuĢtur. Bu aĢamadan sonra, fare immünizasyon çalıĢmalarında, boĢ vektör olarak 

kullanılmak üzere, klon 1‘in plazmiti, yöntem 3.2.8‘de açıklandığı gibi izole edilmiĢtir. 

pEGFP-C1 vektöründen CMV arttırıcısı ve CMV promotoru çıkartılarak elde edilen boĢ 

vektörün haritası Ģekil 4.29‘da verilmiĢtir.  

 

 

1803 bç pEGFP-C1 

 

1446 bç CMV (-) pEGFP-C1 
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ġekil 4.29 Fare immünizasyon deneylerinde negatif kontrol olarak kullanılacak boĢ 

vektörün haritası      

4.9 İmmün Olarak Yeterli, BALB/c Irkı Farelerin, pGc-VAC DNA Aşı Vektörü ile 

İmmünizasyonu ve Farelerde KKKAV Gc’ye Karşı Oluşturulan Hümoral ve 

Hücresel Bağışıklık Yanıtlarının Değerlendirilmesi 

Ġmmün olarak yeterli BALB/c ırkı fareler, yöntem 3.2.20‘de açıklandığı gibi, pGc-VAC 

DNA aĢı vektörü ile aĢılanmıĢ ve her aĢılamadan iki hafta sonra, farelerden serum 

örnekleri toplanmıĢtır. Farelerin, pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile aĢılanmaları sonrasında 

KKKAV Gc antijenine karĢı geliĢtirdikleri hümoral yanıtlar, farelerde Gc antijenine 

karĢı oluĢturulan, KKKAV 2012KAST izolatını nötralize edici özellikte olan 

antikorların seviyeleri ve total IgG antikor seviyeleri belirlenerek değerlendirilmiĢtir. 

Ayrıca, aĢılanmıĢ farelerde, Gc antijenine karĢı oluĢturulan hücresel immün yanıtlar, 

farelerdeki Th1 ve Th2 hücreleri ile iliĢkili olan sitokinlerin seviyeleri belirlenerek 

değerlendirilmiĢtir.  
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4.9.1 pGc-VAC DNA aşı vektörü ile bağışıklanmış, immün olarak yeterli, BALB/c 

ırkı farelerde, KKKAV KAST2012 izolatına karşı geliştirilen nötralize edici 

antikor yanıtlarının değerlendirilmesi  

Yöntem 3.2.20‘de açıklandığı gibi, pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile üç ardıĢık aĢılama 

yapılan farelerin üçüncü aĢılama sonrasında alınan serumlarında, KKKAV Gc 

glikoproteinine karĢı bulunan ve KKKAV KAST2012 izolatını nötralize edici özellikte 

olan antikorların varlığı, yöntem 3.2.21‘de açıklandığı gibi nötralizasyon deneyi 

yapılarak belirlenmiĢtir. Nötralizasyon deneyinin sonucunda, pGc-VAC DNA aĢı 

vektörü ile bağıĢıklanmıĢ olan farelerin serumlarında 2.4 Log10 titrede KKKAV 

KAST2012 izolatını nötralize edici özellikte antikor bulundurduğu gözlenmiĢtir. pGc-

VAC DNA aĢı vektörü ile bağıĢıklanmıĢ farelerin serumları ile KKKAV KAST2012 

izolatı kullanılarak yapılan mikronötralizasyon deneyinin sonucu Ģekil 4.30‘da 

verilmiĢtir.  



108 
 

 

ġekil 4.30 pGC-VAC DNA aĢı vektörü ile immunize edilmiĢ farelerden alınan 

serumlarda, KKKAV‘ye özgü nötralize edici antikorların varlığının 

gösterilmesi  

 
a. 96 kuyulu plakada iki tekrarlı (her bir kolon) olarak yapılan deneyin sonucunun fotoğraf makinesi ile 

alınmıĢ genel görüntüsü, b. Her kuyudaki hücrelerin (her bir sıra) ıĢık mikroskopunda alınmıĢ temsili 

görüntüsü   

 

Yedi günlük inkübasyon sonunda, hücreler, yöntem 3.2.21‘de açıklandığı gibi, formaldehit ile tespit 

edilmiĢ ve kristal viyole çözeltisi ile boyanmıĢtır.  

 

 



109 
 

KKKAV KAST2012 izolatı ile enfekte olmuĢ Vero E6 hücrelerinde meydana gelen 

sitopatik etkilerin gösterildiği mikroskop görüntüsü Ģekil 4.31‘de verilmiĢtir.  

 

A                                                                    B 

ġekil 4.31 KKKAV KAST2012 izolatı ile enfekte olmuĢ Vero E6 hücrelerinde 

meydana gelen sitopatik etkiler  

 
a. Enfekte olmamıĢ Vero E6 hücreleri, b. KKKAV KAST2012 izolatı ile enfekte olmuĢ Vero E6 

hücreleri  

4.9.2 pGc-VAC DNA aşı vektörü ile bağışıklanmış, immün olarak yeterli, BALB/c 

ırkı farelerde meydana gelen total antikor yanıtlarının değerlendirilmesi 

Yöntem 3.2.20‘de açıklandığı gibi, pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile immün olarak yeterli 

BALB/c ırkı fareler aĢılanmıĢ ve her aĢılamadan iki hafta sonra farelerden serum 

örnekleri toplanmıĢtır. Farelerden, aĢılama öncesinde ve her aĢılamadan sonra alınan 

serum örneklerindeki total IgG antikor izotip seviyeleri, yöntem 3.2.22‘e açıklandığı 

gibi belirlenmiĢtir. BoĢ vektör alan farelerle karĢılaĢtırıldığında, pGc-VAC DNA aĢı 

vektörü ile bağıĢıklanan farelerde, IgG1, IgG2a ve IgG2b antikor izotiplerinin 

seviyelerinde istatistiksel olarak anlamlı bir atıĢ gözlenmiĢtir. Öte yandan, immün 

yanıtların çözülmesi ile iliĢkili olan IgG3 antikorlarının seviyesinde, aĢılanmıĢ farelerde, 

boĢ vektör alan farelere göre anlamlı bir değiĢiklik meydana gelmemiĢtir. Genel olarak, 

pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile aĢılanan farelerin total IgG1 ve IgG2 antikor seviyeleri, 

ikinci aĢılama ve üçüncü aĢılama sonrasında artıĢ eğilimi göstermiĢtir. Bu artıĢ, özellike 

IgG2 izotiplerinde daha belirgin olarak gözlenmiĢtir. AĢı rejimi boyunca, farelerin, total 
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IgG izotip seviyelerinde meydana gelen değiĢimler, çizgi grafiği olarak, Ģekil 4.32-

4.35‘de verilmiĢtir.  

 

ġekil 4.32 pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile bağıĢıklanan, immün olarak yeterli BALB/c 

ırkı farelerin, aĢı rejimi boyunca, serum total IgG1 antikor seviyelerinde 

meydana gelen değiĢiklikler  

*Üçüncü aĢılama sonrası alınan serum örneklerindeki, IgG1 antikor seviyesi, boĢ vektör alan farelere göre 

istastiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek çıkmıĢtır (tek yönlü ANOVA testine göre p<0.001). 
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ġekil 4.33 pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile bağıĢıklanan, immün olarak yeterli BALB/c 

ırkı farelerin, aĢı rejimi boyunca, serum total IgG2a antikor seviyelerinde 

meydana gelen değiĢiklikler  

*Ġkinci ve üçüncü aĢılama sonrası alınan serum örneklerindeki, IgG2a antikor seviyesi, boĢ vektör alan 

farelere göre istastiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek çıkmıĢtır (tek yönlü ANOVA testine göre 

p<0.001). 
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ġekil 4.34 pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile bağıĢıklanan, immün olarak yeterli BALB/c 

ırkı farelerin, aĢı rejimi boyunca, serum total IgG2b antikor seviyelerinde 

meydana gelen değiĢiklikler  
 

*Ġkinci ve üçüncü aĢılama sonrası alınan serum örneklerindeki, IgG2b antikor seviyesi, boĢ vektör alan 

farelere göre istastiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek çıkmıĢtır (tek yönlü ANOVA testine göre 

p<0.001). 
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ġekil 4.35 pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile bağıĢıklanan, immün olarak yeterli BALB/c 

ırkı farelerin, aĢı rejimi boyunca, serum total IgG3 antikor seviyelerinde 

meydana gelen değiĢiklikler  
 

*AĢılama rejimi boyunca alınan serum örneklerindeki, IgG3 antikor seviyesi, boĢ vektör alan farelere 

göre istastiksel olarak anlamlı düzeyde farklılık göstermemiĢtir (tek yönlü ANOVA testine göre p>0.05). 

4.9.3 pGc-VAC DNA aşı vektörü ile bağışıklanmış, immün olarak yeterli, BALB/c 

ırkı farelerde meydana gelen hücresel immün yanıtların, serum sitokin 

seviyelerinin belirlenmesi ile değerlendirilmesi 

Yöntem 3.2.20‘de açıklandığı gibi, pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile aĢılanmıĢ farelerde 

geliĢen hücresel immün yanıtlar, yöntem 3.2.23‘te açıklandığı gibi, farelerin üçüncü 

aĢılama sonrasında alınan serumlarındaki Th1 ve Th2 hücreleri ile iliĢkili olan 

sitokinlerin seviyeleri belirlenmiĢtir. AĢılanmıĢ farelerin serumlarında, Th1 lenfositleri 

ile iliĢkili interferon gama (IFN-γ), tümör nekroz faktörü alfa (TNF-α) ve interlökin 2 

(IL2) sitokinlerinin seviyeleri, Th2 lenfositleri ile iliĢkili olarak ise interlökin 4 (IL4) ve 

interlökin 10 (IL10) sitokinlerinin seviyeleri belirlenmiĢtir. Sonuç olarak, pGc-VAC 

DNA aĢı vektörü ile aĢılanmıĢ farelerin serumlarında, boĢ vektör almıĢ farelere göre 

hem Th1 hem de Th2 hücreleri ile iliĢkili sitokinlerin seviyelerinde istatistiksel olarak 

anlamlı bir artıĢ gözlenmiĢtir. Dolayısıyla, pGc-VAC DNA aĢı vektörü, immün olarak 
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yeterli BALB/c ırkı farelerde, dengelenmiĢ Th1/Th2 hücresel immün yanıtları 

uyarmıĢtır. pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile bağıĢıklanmıĢ farelerin serumlarındaki Th1 

ve Th2 hücreleri ile iliĢkili sitokinlerin seviyeleri, boĢ vektör almıĢ olan farelerinki ile 

karĢılaĢtırmalı bir Ģekilde bar grafiği olarak Ģekil 4.36, 4.37, 4.38, 4.39 ve 4.40‘ta 

verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.36 pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile üç defa aĢılanmıĢ immün olarak yeterli 

BALB/c ırkı farelerin serumlarındaki interferon gama (IFN-γ) seviyesi 

  
*pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile bağıĢıklanmıĢ farelerin serum örneklerindeki, IFN-γ seviyesi, boĢ vektör 

alan farelere göre istastiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek çıkmıĢtır (Mann Whitney U testine göre 

p=0,043). 
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ġekil 4.37 pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile üç defa aĢılanmıĢ immün olarak yeterli 

BALB/c ırkı farelerin serumlarındaki tümör nekroz faktörü alfa (TNF-α) 

seviyesi  
 

*pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile bağıĢıklanmıĢ farelerin serum örneklerindeki, TNF-α seviyesi, boĢ 

vektör alan farelere göre istastiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek çıkmıĢtır (Mann Whitney U testine 

göre p=0,019). 

 

 

ġekil 4.38 pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile üç defa aĢılanmıĢ immün olarak yeterli 

BALB/c ırkı farelerin serumlarındaki interlökin 2 (IL2) seviyesi.  
 

*pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile bağıĢıklanmıĢ farelerin serum örneklerindeki, IL2 seviyesi, boĢ vektör 

alan farelere göre istastiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek çıkmıĢtır (Mann Whitney U testine göre 

p=0,031). 
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ġekil 4.39 pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile üç defa aĢılanmıĢ immün olarak yeterli 

BALB/c ırkı farelerin serumlarındaki interlökin 4 (IL4) seviyesi  

 
*pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile bağıĢıklanmıĢ farelerin serum örneklerindeki, IL4 seviyesi, boĢ vektör 

alan farelere göre istastiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek çıkmıĢtır (Mann Whitney U testine göre 

p=0,019). 

 

 

ġekil 4.40 pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile üç defa aĢılanmıĢ immün olarak yeterli 

BALB/c ırkı farelerin serumlarındaki interlökin 10 (IL10) seviyesi  

 

*pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile bağıĢıklanmıĢ farelerin serum örneklerindeki, IL10 seviyesi, boĢ vektör 

alan farelere göre istastiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek çıkmıĢtır (Mann Whitney U testine göre 

p=0,031). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

KKKA, coğrafik olarak, en geniĢ yayılıĢ alanına sahip kene kaynaklı viral zoonozdur. 

Endemik bölgelerin geniĢlemesi ve yeni endemik odak noktalarının ortaya çıkması, 

ilaveten, yıllık vaka sayılarındaki devam eden artıĢ, KKKA‘nın, halk sağlığı üzerindeki 

etkisini ortadan kaldırmak için, acil olarak etkili korunma önlemlerinin geliĢtirilmesini 

öncelikli yapmaktadır. KKKA‘nın etkili tedavisinin, kaçınılmaz olarak özgün terapötik 

ajanların geliĢtirilmesini gerekli kılıyor olması bir yana, aĢılama, hastalığın kontrol 

altına alınması için uygulanabilecek en akla yatkın strateji gibi görünmektedir. 

KKKA‘ya karĢı deneysel aĢı geliĢtirilmesi ve etkinliğinin değerlendirilmesi üzerine 

yapılan son çalıĢamalar, umut vaat edici sonuçlar ortaya koymaktadır (Buttigieg vd. 

2014, Garrison vd. 2017, Hinkula vd. 2017, Çanakoğku vd. 2015). Ancak Ģuan için, 

KKKA‘ya karĢı kullanılabilecek, kolaylıkla ulaĢılabilir, uluslararası olarak onay almıĢ, 

güvenli ve etkili bir aĢı bulunmamaktadır. Bu sebeple, farklı aĢılama yaklaĢımlarının 

bağıĢıklama ve koruyucu özelliklerinin belirlenebilmesi açısından, KKKA‘ya karĢı aĢı 

geliĢtirilmesi, günümüzde faal olarak çalıĢılan bir araĢtırma konusudur.   

Bu tez çalıĢmasında, Türkiye kökenli KKKAV KAST2012 izolatının Gc glikoproteinini 

kodlayan bir DNA aĢı vektörü oluĢturulmuĢ ve bu vektörün, immün olarak yeterli 

BALB/c ırkı fareleri bağıĢıklama özellikleri değerlendirilmiĢtir. Tez çalıĢmasında 

kullanılan, KKKAV KAST2012 izolatına ait Gc glikoproteininin amino asit dizisi 

temelinde yapılan filogenetik analizler, bu proteinin en yakın akrabalarının, Türkiye 

kökenli, KKKAV Kelkit06 and KKKAV Turkey200310849 suĢları olduğunu ortaya 

çıkarmıĢtır. Bu sonuç ĢaĢırtıcı değildir; çünkü KKKAV KAST2012 izolatı da 

Türkiye‘de yaĢayan, KKKA‘lı bir hastadan izole edilmiĢtir. pEGFP-C1-Gc vektörü 

tarafından, EGFP ile füzyon ürünü oluĢturacak Ģekilde kodlanan Gc glikoproteininin in 

vitro olarak ifadesi, transfeksiyonu yapılmıĢ BHK-21 hücrelerinde, hem floresan 

mikroskopisi ve western blot yöntemleri kullanılarak protein seviyesinde hem de RT-

PZT yöntemi kullanılarak transkript (mRNA) seviyesinde gösterilmiĢtir (ġekil 4.14, 

ġekil 4.16 - 4.17). pGc-VAC-8xHistag vektörü tarafından, N ucunda 8x histidin etiketi 

taĢıyacak Ģekilde kodlanan Gc glikoproteininin in vitro ifadesi de, fare immünizasyon 

deneylerine geçilmeden önce, transfeksiyonu yapılmıĢ BHK-21 hücrelerinde, western 
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blot yöntemi kullanılarak protein seviyesinde doğrulanmıĢtır (ġekil 4.26). Bu in vitro 

ifade çalıĢmalarında, western blot‘u ve RT-PZT‘yi içeren alt analizlerde sinyal artıĢını 

sağlamak amacıyla, kararlı olarak transfekte olmuĢ hücreler oluĢturulmuĢtur.      

pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile aĢılanmıĢ farelerde meydana gelen antikor yanıtları, 

farelerin serum örneklerinde, KKKAV KAST2012 izolatını nötralize edici antikorların 

varlığı ve total IgG antikor izotiplerinin seviyeleri belirlenerek değerlendirilmiĢtir (ġekil 

4.30, ġekil 4.32-4.35). Farelerin, pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile üç defa ardıĢık olarak 

aĢılanmaları, mikronötralizasyon deneyinin sonucundan anlaĢılacağı üzere, oldukça 

yüksek seviyede nötralize edici antikor yanıtı sağlamıĢtır. KKKAV‘nin klinik 

izolatlarının, Vero hücresini de dahil olmak üzere, çeĢitli duyarlı hücre hatlarında, 

mikroskopik olarak farkedilebilecek sitopatik etkilere (CPE) yol açmadığını belirten 

önceki çalıĢmaların aksine, bu tez çalıĢmasında, KKKAV KAST2012 izolatının, enfekte 

olmuĢ VeroE6 hücrelerinde, bir haftalık bir zaman diliminde, belirgin sitopatik etkiler 

meydana getirebildiği gözlenmiĢtir (Connolly-Andersen vd. 2007, Çanakoğlu vd. 2013, 

Bergeron vd. 2015) (ġekil 4.31). KKKAV KAST2012 izolatının, VeroE6 hücrelerinde 

sitopatik etki oluĢturabilme kabiliyeti, bağıĢık farelerin serumlarının, virüs aracılı 

sitopatik etkilere karĢı koruyucu etkisi değerlendirilerek yorumlanabilecek bir 

mikronötralizasyon deneyini kurabilmemize olanak sağlamıĢtır. pGc-VAC DNA aĢı 

vektörü ile aĢılanmıĢ olan her iki farede, 1/256 seyreltme faktörüne karĢılık gelen, 2,4 

Log10 kadar yüksek titrede nötralize edici antikor yanıtı elde edilmiĢtir (ġekil 4.30). 

pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile aĢılanmıĢ olan farelerde, antikor yanıtlarını, izotip 

düzeyinde değerlendirdiğimizde, aĢılanmıĢ her iki farenin de, total IgG1 ve total IgG2 

antikor seviyeleri artmıĢ olarak bulunmuĢtur. Ancak aĢılanmıĢ farelerin total antikor 

seviyelerinde gözlenen bu artıĢ, total IgG1 antikor izotipinin seviyesinde hafif olarak 

meydana gelmekle birlikte, total IgG2a ve IgG2b antikor izotiplerinde görece daha 

belirgin bir Ģekilde meydana gelmiĢtir (ġekil 4.32 - 4.34). pGc-VAC DNA aĢı vektörü 

ile aĢılanan farelerde, total IgG2 izotiplerinin seviyesi, özellikle ilk rapel (boost) 

aĢılamadan sonra, boĢ vektör alan farelere göre belirgin bir Ģekilde yükselmiĢ olarak 

bulunmuĢtur (ġekil 4.33 ve ġekil 4.34). pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile aĢılanan 

farelerdeki total IgG izotipleri içerisinde seviyesi en belirgin biçimde artmıĢ olanlardan 

bir tanesi, Th1 tipi hücresel immün yanıtlarla iliĢkili olduğu bilinen IgG2a izotipi 
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olmuĢtur (Snapper ve Paul 1987, Finkelman vd. 1990). Öte yandan IgG3 antikor 

izotipinin seviyesinde, pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile aĢılanan farelerde, boĢ vektör 

alan farelere göre, istatistiksel olarak anlamlı herhangi bir değiĢiklik gözlenmemiĢtir 

(ġekil 4.35). Kompleman aktivasyonundaki tartıĢmalı rollerinden baĢka, IgG1, IgG2a 

and IgG2b yanıtları, etkilerini, Fc almacına (reseptörüne) bağımlı olarak, dendritik 

hücrelerce T hücrelerine yapılan antijen sunumunu arttırması ile gösteriyor olabilir 

(Sörman vd. 2014). Ayrıca, pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile aĢılanan farelerin 

serumlarında bulunan nötralize edici antikorların, tüm IgG izotipleri içerisinde görece 

fazla oranda bulunması ile orantılı olarak, ekseriyetle IgG2a izotiplerini içermesi 

olasılık dahilindedir.   

pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile aĢılanan farelerde oluĢan sitokin yanıtları 

değerlendirildiğinde, üç ardıĢık aĢılama yapılan farelerin serum örneklerinde, boĢ vektör 

alan farelerinkine kıyasla, hem Th1 hücreleri ile hem de Th2 hücreleri ile iliĢkili 

sitokinlerin seviyelerinde istatistiksel olarak anlamlı artıĢlar gözlenmiĢtir (ġekil 4.36-

4.40). Bu sitokin yanıtına göre, pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile aĢılanan fareler, 

dengelenmiĢ Th1/Th2 hücresel immün yanıtlarını meydana getirmiĢ gibi görünmektedir. 

pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile aĢılanan farelerde oluĢturulan dengelenmiĢ Th1/Th2 

hücresel immün yanıtlar, farelerin total antikor yanıtları ile uyumlu görünmektedir. 

Çünkü, sırasıyla Th1 ve Th2 hücresel immün yanıtların kontrolü altında olan IgG2a ve 

IgG1 antikor seviyelerinin her ikisi de pGc-VAC DNA aĢı vektörü ile aĢılanan farelerde 

boĢ vektör alan farelere göre yükselmiĢ olarak bulunmuĢtur (ġekil 4.32 - 4.33). Th1‘e 

meyilli veya dengelenmiĢ Th1/Th2 hücresel immün yanıtların geliĢtirilmesi, 

bağıĢıklamada kullanılan antijenin tipine bağlı olabilir (Loomis ve Johnson 2013). 

Örneğin, solunum sinsityal virüsüne (RSV) karĢı DNA aĢısı geliĢtirilmesi üzerine 

yapılan çalıĢmalarda, RSV‘nin füzyon (F) yüzey glikoproteinini hedef alan DNA 

aĢılarının, aĢılanmıĢ fare modelerinde Th1‘e meyilli hücresel immün yanıtları uyardığı 

gözlenirken, aynı virüsün, hücre yüzeyine tutunmadan sorumlu olan (G) yüzey 

glikoproteinini hedef alan DNA aĢılarının, aĢılanmıĢ fare modellerinde, dengelenmiĢ 

Th1/Th2 hücresel immün yanıtlarını ortaya çıkardığı gözlenmiĢtir (Li vd. 2000, Ma vd 

2018). Farklı patojen antijenlerini hedef alan DNA tabanlı aĢıların meydana getirdiği 

dengelenmiĢ Th1/Th2 hücresel immün yanıtların hastalıktan koruma özellikleri, çeĢitli 
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in vivo enfeksiyon deneylerinde gösterilmiĢtir. pGc-VAC DNA aĢı vektörünün, IFNAR
-

/-
 farelerde benzer immün yanıtları oluĢturup oluĢturmayacağı ve aĢının, aynı fare 

modelini, ölümcül enfeksiyondan korumadaki kabiliyeti, ileriki çalıĢmalarımızda ele 

alınacak ve sorgulanacaktır. 

KKKA, kene kaynaklı olarak ortaya çıkan ve yeniden ortaya çıkan, Asya, Avrupa ve 

Afrika kıtalarında olmak üzere çok geniĢ bir yayılıĢ alanına sahip olan arboviral bir 

hastalıktır. KKKA, özellikle ülkemizde son 16 yıldır halk sağlığını ciddi bir Ģekilde 

tehdit etmektedir. Tarımsal faaliyetlerin geniĢ ölçüde yer aldığı ülkemizde, hastalığın 

kontrol altına alınması aciliyet arz etmektedir ve kontrol önlemlerinin en baĢında da 

hastalık için güvenilirliği ve etkinliği yüksek olan aĢıların geliĢtirilmesi gelmektedir. Bu 

amaç için DNA tabanlı aĢı yaklaĢımlarının kullanılması, bugüne kadar KKKA için 

deneysel olarak geliĢtirilmiĢ olanları da dahil olmak üzere bu aĢı yaklaĢımının çeĢitli 

enfektif hastalıklar için yürütülmüĢ olan klinik denemeleri umut vaat etmektedir 

(Wahren ve Liu 2014, Garrison vd. 2017, Hinkula vd. 2017). Bu tez çalıĢması, Türkiye 

kökenli bir KKKAV suĢunun immünodominant antijenlerinden biri olan olgun Gc 

glikoproteinini hedef alan, DNA tabanlı bir aĢı olarak kullanılabilecek bir vektörün 

geliĢtirildiği ve bu vektörün immünokompetent fare modelinde immünize edici 

özelliklerinin gösterildiği ilk çalıĢmadır.    
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