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OZET

Doktora Tezi

KIRIM KONGO KANAMALI ATESI VIRUSU ICIN BIR DNA TABANLI ASI
GELISTIRILMESI

Ergin SAHIN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dogent Dr. Arzu COLERI CIHAN

Kirim kongo kanamali atesi viriisii (KKKAV) i¢in DNA asis1 olarak kullanilabilecek bir plazmit
vektor olusturulmus ve bu vektoriin immiin yeterli BALB/c 1rki farelerde hiimoral ve hiicresel
bagisiklik yanitlarini meydana getirme etkinligi degerlendirilmistir. Bu amag icin hedef antijen
olarak KKKA viriisiiniin yiiksek diizeyde immiinojenik zellik gosteren Gc yiizey glikoproteini
kullanilmistir. Oncelikle Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Boliimii’niin viriis
kolleksiyonunda bulunan Tiirkiye kokenli, klinik bir izolat olan KKKAV KAST2012’nin olgun
Gc glikoproteinini kodlayan agik okuma ¢ergevesi (ORF), pVAXI1 vektoriine klonlanarak
niikleotit ve kodladig1 amino asit dizisi belirlenmistir. Elde edilen amino asit dizisi ile yapilan
filogenetik analizler, KKKAV KAST2012 izolatimin Tiirkiye kokenli KKKAV suslan ile
yiiksek oranda benzerlik gosterdigini ortaya koymustur. Klonlanan Gc glikoproteini ORF’sinin
in vitro olarak ifadesinin ¢alisilmasi i¢in ayn1 ORF’yi kodlayan, pEGFP-Gc okaryotik ifade
vektorii olusturulmustur. Transfekte hiicrelerdeki Gc glikoprotein ifadesi hem protein
seviyesinde hem de transkripsiyon seviyesinde gdsterilmistir. Fare immiinizasyonu caligmalari
icin pEGFP-G¢ vektoriinden EGFP ORF’si ¢ikartilarak asi deneylerinde kullanilmasi tizere
pGc-VAC as1 vektorii elde edilmistir. Fareler pGe-VAC as1 vektori ile kas igi olarak ikiser
hafta arayla ii¢ sefer agilanmistir. Asilanmus farelerde 2,4 logy, titrede nétralize edici antikor
yanit1 elde edilmistir. Asilanmig farelerde kontrol grubuna gore total 1gG1 ile birlikte 6zellikle
daha belirgin olarak total IgG2a ve IgG2b antikor yanitlarinda anlamli olarak artis gozlenmistir.
Asilanmig farelerde hem Thl hem de Th2 hiicresel bagisiklik yanitlar ile iligkili sitokinlerde
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artis goriilmiis ve sonug olarak dengelenmis Th1/Th2
yanitlar1 elde edilmistir. Bu ¢alisma, DNA asis1 araciligiyla ve tek basina olarak ifadelenen
Tiirkiye kokenli bir KKKA viriisiiniin Ge antijeninin immiinojenik dzelliklerinin rapor edildigi
ilk aragtirma olmasi sebebiyle 6nem arz etmektedir.

Haziran 2018, 146 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriisii, Ge glikoprotein, Plazmit vektor,
DNA Agisi, Fare modeli, Immiinizasyon, Hiimoral ve hiicresel bagisiklik



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

DEVELOPMENT OF A DNA BASED VACCINE FOR CRIMEAN CONGO
HEMORRHAGIC FEVER VIRUS

Ergin SAHIN

Ankara University
Graduate Scholl of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Arzu COLERI CIHAN

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 G¢ 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 pGe-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 log;, was
obtained in the vaccinated mice. Compare to the control group, vaccinated mice elicited
increased levels of IgG1, 1gG2a and IgG2b total antibodies with IgG2 isotypes being the most
prominent ones. Increased levels of both Thl 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. GIRIS

Bugiin Kirim Kongo Kanamali Atesi olarak bilinen enfektif hastalik ilk defa 12.
yiizyilda bugiinkii Tacikistan bolgesinde tanimlanmistir (Ergoniil 2006a). Modern tipta,
bu siddetli kanamali ates hastalifi, 1944-1945 yillarinda eski Sovyetler Birligi’nde
bulunan Kirim yarim adasinda 200 insan vakasini igeren biiyiikk bir salgin seklinde
yeniden ortaya c¢ikmistir (Ergoniil 2006a). Bundan yaklasik 9 yil sonra, Kongo’da
kanamal1 ates sendromuna yol agan viral bir hastalik rapor edilmistir (Simpson vd.
1967). Nihayetinde her iki hastaliga da ayni viriisiin sebep oldugu bulunmus ve bu
viriise Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriisii (KKKAV) adi verilmistir (Casals 1969).

KKKAYV, Dang Hummas1 Virilisiinden sonra ikinci en ¢ok yayilis gosteren ve tibbi
oneme sahip arboviristiir (Hoogstraal 1979). Bugiin KKKAV’nin Afrika’da, Asya’da,
Ortadogu’da ve Avrupa’da olmak iizere 30’dan fazla {lilkede yayilis gosterdigi
bilinmektedir. Bu haliyle KKKAYV, diinyanin genis bir kisminda endemik olarak
bulunmaktadir. KKKAYV, Bunyavirales takiminda bulunan Nairoviridae ailesinin
Orthonairovirus cinsine mensuptur. KKKAYV hayvanlar1 da enfekte etmektedir. Fakat bu
enfeksiyonlar asemptomatiktir. Aslinda endemik bdlgelerde sigir, at, koyun, kegi,
domuz, deve, esek, fare ve kopekleri iceren evcil ve yabani omurgalilarda viremi ve
antikor varlig1 gosterilmistir. Fakat viriisiin bu hayvanlarda hastalik yaptigina dair heniiz
herhangi bir kanit bulunmamaktadir. Dolayisiyla KKKAV, dogada gbéze ¢arpmadan

enzootik kene-omurgali-kene dongiisii ile dolasir (Bente vd. 2013).

KKKAYV, insanlara temel olarak Ixodidae ailesine mensup Hyalomma cinsinde bulunan
daha ¢ok enfekte Hyalomma marginatum tiirti kenenin kisiyi 1sirmasi ile veya enfekte
kenenin el ile ezilmesi sonucu bulasir (Whitehouse 2004, Vorou vd. 2007,
Leblebicioglu 2010). Insan enfeksiyonlar1 ayrica enfekte hayvanlarin ve insanlarin kani
ve dokular1 ile temas yoluyla da meydana gelebilir. ilave olarak insandan insana
bulagma, ileri evredeki hastalarin viicut sivilari ile ve aerosolleri ile temas yoluyla da
meydana gelebilir (Whitehouse 2004, Vorou vd. 2007, Leblebicioglu 2010). Endemik
bolgelerdeki hayvan yetistiricileri ve enfekte hastalarla temas halinde olan saglik

sektorii ¢alisanlart risk gruplari arasindadirlar (Whitehouse 2007). Genel olarak



KKKAYV enfeksiyonlari, kiside aniden beliren yiiksek ates ile spesifik olmayan grip
benzeri semptomlar olusturur. Enfeksiyonun klinik semptomlar1 genellikle hemoraji,
kas agrilar1 ve yliksek atestir. KKKAV enfeksiyonlarinin diinya genelinde yol agtigi
Olim oran1 % 2 ile % 80 arasinda degismektedir (Whitechouse 2004, Leblebicioglu
2010). Ancak bu oran Tiirkiye’deki vakalarda % 5’in biraz altinda belirlenmistir
(Yilmaz vd. 2009, Leblebicioglu vd. 2016). Hastaligin muglak belirtileri ve ¢ok
degisken inkiibasyon siiresi, ayirict teshis olmaksizin hastalifa sebep olan ajanin
KKKAV oldugunu kesin olarak tanimlamamizi zorlastirmaktadir. Kirim kongo
kanamali atesi hastaliginin teshisinde yaygin olarak kandaki KKKAYV genomunu tespit
eden ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi (RT-PZT) yontemi ile kandaki
KKKAV antijenlerini tespit eden immunofloresan ydntemi ve ELISA yodntemi
kullanilmaktadir. Hastalardaki viremi, kandan, plazmadan veya dokudan viriis
izolasyonu yapilarak gosterilebilir. Ancak virus izolasyonu, biyogiivenlik diizeyi 3+
olan laboratuvarlarda yapilabilmektedir. Hastaligin spesifik bir tedavisi olmadig icin
enfekte kisilere destekleyici tedaviler uygulanmaktadir. Ayrica bu hastaliktan korunmak

icin hali hazirda onay almis herhangi bir as1 da bulunmamaktadir.

KKKAYV, yapilan genom analizleri sonucunda yedi farkli gruba ayrilmistir (Anagnostou
ve Papa 2009, Leblebicioglu 2010). Bunlar sirasiyla: Afrika 1 (Senegal), Afrika 2
(Demokratik Kongo Cumhuriyeti ve Giiney Afrika), Afrika 3 (Gliney ve Bat1 Afrika),
Avrupa 1 (Rusya, Tiirkiye, Bulgaristan, Kosova ve Arnavutluk), Avrupa 2
(Yunanistan), Asya 1 (Orta Dogu, Pakistan ve Iran) ve Asya 2 (Cin, Ozbekistan,

Tacikistan ve Kazakistan)’dir.

Nairoviridae ailesine mensup viriisler ii¢ tane negatif polariteli tek iplik¢ikli RNA
genomu bulundururlar. Bunlar sirayla kiigiikk (S), orta (M) ve biiyiik (L) genom
segmentleridir. Bu ailedeki virionlar, kiliflidir ve ¢aplan yaklagik 100 nm kadar olan
kiiresel bir yapidadir (Schmaljohn ve Nichol 2007). KKKAV’nin S segmenti,
niikleokapsit proteini (NP) ve NP acik okuma ¢ergevesine (ORF) zit yonelimde
kodlanan, yapisal olmayan S (NSs) proteini i¢in kodlama yapar (Barnwal 2015).

KKKAV’nin M segmenti, Gn ve Gc adi verilen zarf glikoproteinleri i¢in ve bir tane



yapisal olmayan protein (NSp) i¢in bir Onciil poliprotein kodlar. KKKAV’nin L
segmenti ise, RNA bagimli RNA polimerazi kodlar (Schmaljohn ve Nichol 2007).

KKKAV’nin L segmenti yaklasik 12 kb uzunlugundadir ve 4000 amino asite yakin bir
protein kodlayan tek agik okuma cercevesi igerir. L segmenti {izerinde kodlanan RNA
bagimlt RNA polimeraz, RNA genom replikasyonundan ve mRNA sentezinden
sorumludur. KKKAV’nin M segmenti yaklasik 5,4 kb uzunlugundadir ve iki tane kilif
glikoproteininin yaninda Onciil poliproteinin N ucunda konumlanmis, islevleri tam
olarak bilinmeyen “Mucin benzeri” ve GP38 adli iki tane domain ile birlikte bir tane
yapisal olmayan protein (NSp,) i¢in kodlama yapar (Schmaljohn ve Nichol 2007). Viral
Gn ve Gc glikoproteinleri, virionun yilizeyinde bulunur ve konak hiicreye tutunmadan ve
hiicreye giristen sorumludurlar. Olgun Gn ve Gc glikoproteinlerinin olusturulabilmesi
icin Onciil poliproteinin konak proteazlarca islenmeleri gerekmektedir. Gn ve Ge viral
glikoproteinler, konak hiicre yiizey almaglarina (reseptorlerine) tutunmak igin
birbirleriyle fiziksel olarak etkilesirler (Schmaljohn ve Nichol 2007). Diger yandan bu
zarf glikoproteinleri ndtralize edici antikorlar i¢in hedef yapilar1 temsil ederler. Aslinda
iyilesmekte olan hastalarin serum Orneklerinin, akut enfeksiyonlu kisileri belli bir
seviyeye kadar hastaliktan koruyabildigi gosterilmistir (Vassilenko vd. 1990).
KKKAV’nin S segmenti yaklasik 1,6 kb uzunlugundadir ve niikleokapsit proteini (NP)
icin kodlama yapar. Bu protein, viral RNA molekiillerini enkapside ederek
riboniikleokapsit pargaciklarinin olusturulmasindan sorumludur (Schmaljohn ve Nichol
2007). Ancak NP’nin viral RNA ile nasil etkilestigi tam olarak bilinmemektedir.

KKKAV’nin replikasyonuna kisaca deginilecek olursa: viriisiin konak hiicre yiizeyine
tutunmasinda rol alan hiicresel almaglar (reseptorler) halen bilinmemektedir. Ancak
enfeksiyon genel olarak viriisiin konak hiicre yilizeyine baglanmasi ile baslar. Bu
baglanmada KKKAV’nin yiizey glikoproteinleri rol oynamaktadir. KKKAV’nin hiicre
igerisine kladrin bagimli endositoz yoluyla girdigi gosterilmistir (Simon vd. 2009a).
Hiicre igine alinan kladrin kapli vezikiiller, dnce endozomlarla sonra da lizozomlarla
kaynasirlar. Lizozomlardaki asidik ortamin varligi, viriiste bir dizi konformasyonel
degisiklikler meydana getirir ve bu sayede viriisiin sitoplazmaya gegisi saglanir (Marsh

ve Helenius 2006).



KKKAV’nin genom replikasyonu diger tiim negatif polariteli RNA viriislerinde oldugu
gibi Oncelikle virion ile iligkili RNA bagimli RNA polimeraz kullanilarak pozitif
polariteli antigenomun sentezlenmesini gerektirir. KKKAV enfeksiyonlarinin ilk alti
saatinde yalnizca viral transkripsiyon goézlenir (Simon vd. 2009b). Viral replikasyon
olasilikla yeni sentezlenen genom ve antigenomlar1 enkapside etmeye yetecek kadar

NP’ler ortamda bulunduklar1 zaman baslar.

Ozel olarak Orthonairovirus cinsindeki viriislerin hiicre igerisindeki montajlanma siireci
cok az anlasilmistir. Ancak viral montajlama ile ilgili yapilan onceki calismalar,
Nairoviridae ailesindeki virlislerin virion olgunlagmasinin, golgi’deki sisterna igine
tomurcuklanma yolu ile yapildigmi gostermistir (Matsuoka ve Chen 1991). KKKAV
riboniikleokapsit partikiilleri, viral montajin ge¢ asamalarinin meydana geldigi golgi
aygitinda bulunurlar (Booth vd. 1991). KKKAV glikoproteinleri, endoplazmik
retikulumda sentezlenirler ve sonrasinda golgi aygitina taginirlar (Bertolotti-Ciarlet vd.
2005). Viral polimeraz, virionun olgunlastigi golgi sisternasina yakin bir yerde,
periniikleer bolgede bulunan NP ile birlikte lokalize olur, ancak lokalizasyon siirecinde

rol oynayan viral sinyaller halen bilinmemektedir.

Ozet olarak viral proteinler, endoplazmik retikulumdan golgi aygitina taginirlar ve
burada olgunlastirilan virionlar vezikiiller i¢ine tomurcuklanirlar. Sonunda bu vezikiiller
hiicre iskelet sistemi kullanilarak hiicre yiizeyine tasmirlar ve konak hiicrenin salgi

yolagi ile hiicreden disar1 salinirlar (Schmaljohn ve Nichol 2007, Simon vd. 2009b).

KKKAV enfeksiyonlarindan korunmada bugiin icin hali hazirda Avrupa ilag
Birimi’nden veya ABD Gida ve Ila¢ Dairesi’nden lisans almis herhangi bir onayli as1
bulunmamaktadir. Giliniimiizde yalniz Bulgaristan’da, 1970’lerde eski Sovyetler
Birligi’nde gelistirilen, KKKAYV ile enfekte yeni dogmus fare ve sican beyin dokusu
orneklerinin formaldehit ve 1s1 ile muamelesi sonucunda elde edilen ve aliiminyum
hidroksit adjuvani ile formiile edilmis enfektif olmayan inaktif virlis asisi
kullanilmaktadir (Papa vd. 2011a). Bununla birlikte son zamanlarda farkli yaklagimlarin
kullanildigi, KKKAYV igin as1 gelistirilme ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Yakin zaman 6nce
yapilan bir c¢alismada KKKAV IbAr 10200 susunun glikoproteinlerini ifade eden



rekombinant Modifiye Vaccinia Ankara (MVA) viriisii olusturularak KKKAV igin
bivalen bir as1 gelistirilmistir (Buttigieg vd. 2014). Bu asinin, KKKAV enfeksiyonunun
in vivo modeli olan tip 1 interferon almag (reseptdr) geni ortadan kaldirilmis (IFNAR™)
fareleri hastaliktan % 100 oranda korudugu gosterilmistir (Buttigieg vd. 2014). Yine
Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada KKKAV’ye karst hiicre kiiltiirii tabanlt bir inaktif
viriis asis1 gelistirildigi bildirilmistir (Canakoglu vd. 2015). Kelkit06 susundan elde
edilen bu asinin da immiinize tip 1 interferon almag (reseptor) geni ortadan kaldirilmis
fareleri hastaliktan % 80 oranda korudugu gosterilmistir (Canakoglu vd. 2015). Son
zamanlarda yapilan bir baska ¢alismada, KKKAV’nin glikoproteinlerini ifade eden,
yenilebilir transgenik bitkiler kullanilarak farelerin oral yolla immiinizasyonu
gerceklestirilebilmistir (Ghiasi vd. 2011). Yaklasik on yil kadar 6nce yapilan bir diger
calisgmada, KKKAV’nin IbAr 10200 susunun tiim M segmentini ifade eden bir DNA
tabanli KKKAV asis1 gelistirilmistir (Spik vd. 2006). Ancak bu as1 ile farelerin
immiinizasyonu sonrasinda antikor yanit1 elde edilebilmis olmakla beraber o donemde
in vivo enfeksiyon modelinin bulunmamasi sebebiyle asinin canliyr hastaliktan
koruyabilme ozellikleri arastirilamamistir. Yine son zamanlarda yapilan bir baska
calismada, transkripsiyonel olarak yetkin olan, KKKAYV yiizey glikoproteinlerini (Gn ve
Gce) sergileyen viriis benzeri partikiillerin ve KKKAV Gn, Gc ve NP proteinlerinin
ubikuitin bagli hallerini ifade eden DNA plazmitlerinin hastaliktan koruma etkinlikleri
IFNAR-/- farelerde gosterilmistir (Hinkula vd. 2017). Sonug¢ olarak, sadece DNA
plazmitleri ile bagisiklanmis farelerin tamaminin letal enfeksiyondan korunduklari
gosterilmistir. Bu yliksek hayatta kalma orani asilanmis farelerde meydana gelen baskin
durumdaki hiicre aracili Thl yanitlarina dayandirilmistir (Hinkula vd. 2017). Yakin
zaman Once KKKAV IbAr 10200 susunun M segmentinin kodon optimize hale
getirilmis dizisi ile meydana getirilen DNA asisimin etkinligi iki ayr1 letal fare
modelinde ¢alisilmistir (Garrison vd. 2017). Asinin hem IFNAR™ fareleri hem de tip 1
interferon yolag1 antikorlarla gegici olarak baskilanmis fareleri letal KKKAV

enfeksiyonundan % 60’tan fazla oranda korudugu gosterilmistir (Garrison vd. 2017).

Giliniimiizde klinik ¢alismalar devam ettirilmekle birlikte, insanda kullanilmak {izere,
herhangi bir insan patojeni mikroorganizma igin gelistirilmis lisansli bir DNA tabanl

as1 bulunmamaktadir. Ancak DNA tabanli asilar olduk¢a giivenilir olmalar1 sebebiyle



umut vermektedir ve halen aktif arastirma konusudur. Bu giline kadar kanser i¢in
hazirlananlar da olmak {izere pek c¢ok viral enfeksiyona karsi DNA tabanli asi
gelistirilmistir (Saade vd. 2012). DNA tabanli asilarin etki mekanizmasini, DNA’nin
kas i¢i olarak enjeksiyonunu takiben antijenin kas hiicrelerinde ve/veya antijen sunan
hiicrelerde ifade ettirilmesi, daha sonra antijenin islenerek MHC-1 ve MHC-II
molekiilleri iizerinde T hiicrelerine sunulmasi, bununla beraber hiicre disina ¢ikan
antijenin yine antijen sunan hiicrelerce alinmasi ve islenmesi ve antijen yiiklii antijen
sunan hiicrelerin lenf nodlarina tasinarak buralarda B ve T hiicrelerini aktive etmesi
siiregleri olusturmaktadir. DNA asis1 ile birlikte asinin immiinojenitesini artirict
Ozellikte olan adjuvanlar da kullanilabilmekle beraber, plazmit kokenli DNA asilarinda
bulunan metile olmayan CpG motiflerinin antijen sunan hiicrelerde bulunan endozomal
ve sitoplazmik DNA sensorlerini aktive ederek immiin sistemi uyardigi ve bdylece
kendi basina adjuvan ozellige sahip oldugu gosterilmistir (Dalpke vd. 2001). Bugiin
DNA tabanli asilarin etkinligi hayvan modellerinde gosterilmis ve hali hazirda
veterinerlikte kullanilmak tizere dort farkli onay almis DNA asis1 bulunmakla birlikte,
bu zamana kadar yapilan insan klinik denemelerinde bu etkinlik oldukga diisiik seviyede
kalmistir (Pereira vd. 2014). Gelinen asamada DNA tabanli asilarin gelistirilmesindeki
en biiyiik sikinti, asmin insandaki immiinojenitesinin yeterli seviyede olmasinin
saglanmasidir. Son zamanlarda yapilan klinik denemelerde ilk nesil DNA asilarinin
yerini, antijen tasarimi1 Ve ifadesi iyilestirilmis, formiilasyonu yeni molekiiler
adjuvanlarla gelistirilmis olan ikinci nesil DNA asilart almistir (Ferraro vd. 2011).
Gelistirilmis olan yeni nesil DNA asilar1 ayrica kisiye daha etkin teslim yontemleri
kullanilarak verilmektedir. Bu haliyle yeni nesil DNA asilarinin insandaki immiinojenik

etkinligi arttirilarak umut vaat edici sonuglar alinmaya baglanmistir (Ferraro vd. 2011).

Kirim Kongo Kanamali Atesi, yeniden ortaya ¢ikan (Re-emerging) viral zoonotik bir
hastaliktir. Bu hastalik, Tirkiye’de ilk defa 2002 yilinda Kelkit Vadisi’nde
tanimlanmistir (Leblebicioglu 2016). O zamandan beri KKKA hastaligi, Tiirkiye’de
Bolu, Kastamonu, Karabiik, Corum, Cankir1, Yozgat, Amasya, Tokat, Sivas, Erzincan,
Gilimiighane, Bayburt ve Erzurum illeri ile c¢evresini kapsayan Orta ve Dogu
Anadolu’nun kuzey kesimlerinde goriilmektedir (Leblebicioglu 2016). Ancak son

yillarda hastaligin goriildiigii alan daha da genislemistir ve hemen hemen tilkemizin her



bolgesinden sporadik vaka bildirimi yapilmaktadir (Leblebicioglu 2016). Tiirkiye
Cumhuriyeti Saglik Bakanligi’nin verilerine gore 2002 ile 2016 yillar1 arasinda
Tirkiye’de toplam 10119 KKKA olgusu rapor edilmis ve bu olgularin toplam 485
tanesi Oliimle sonuglanmustir (http://ekmud.org.tr 2016). KKKA hastalig1 i¢in koruma
amacl gelistirilmis heniiz herhangi bir asinin olmayisi, tilkemizde korunulmasi biiyiik
Oonem arz eden bu hastaliga karsi giivenli ve etkili asilarin gelistirilmesini Oncelikli
kilmaktadir. KKKAV’ye kars1 DNA tabanli bir aginin gelistirilebilmesi i¢in gerekli olan
bilgi birikiminin saglanmasi, lilkemizin akademik ve ekonomik anlamda gelismesine

katk1 saglayacaktir.

Onerilen bu calismada KKKAV’ye karsi DNA tabanli bir as1 prototipi olarak
kullanilabilecek bir okaryotik ifade plazmiti gelistirilmesi ve segilen fare modelindeki
immiinojenik etkinliginin sorgulanmasi amaclanmistir. Bu amaca yonelik olarak
hazirlanmis olan DNA as1 vektoriinin KKKAV’nin immunodominant 6zellikteki Gc
yiizey glikoproteinini hedef almasi amaglanmistir. Olusturmus oldugumuz bu DNA as1
vektoriinden kodlanan KKKAV Ge yiizey glikoproteininin, in vitro olarak, segilen
hiicrede ifadelenmesi hem protein hem de transkripsiyon seviyesinde gosterilmistir. In
vitro gen ifadesi dogrulanan DNA as1 vektord, in vivo olarak fare modelinin
immiinizasyonunda kullanilmis ve asilanmig farelerdeki B hiicreleri ile yiiriitiilen
hiimoral bagisiklik yanitlart ile T hiicreleri ile yiiriitiilen hiicresel bagisiklik yanitlar

incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kirim Kongo Kanamal Atesinin Tarihcesi

Enfektif hastaliklarin tarithinin kendiliginden olugsmus veya insan eliyle yapilmis
mumyalar iizerinde yapilan ¢alismalar ile aydinlatilabiliyor olmasi bir yana tip
tarihgileri, 6zellikle yazili metinlerin yetersizligi sebebiyle belli bir enfektif hastaligin
kesin olarak tarihlendirilmesinde milattan &nce (MO) 3000 yillarinin  Stesine
gecilmesinin imkansiz oldugu yoniinde hem fikirdirler. Yine tip tarihgilerine gore
tarihte kullanilmis belirli bir hastalik adi, o donemde benzer semptomlara sahip pek ¢ok
baska hastalig1 da tanimlamak i¢in kullaniliyor olabilir ve bu gercekten yola ¢ikarak bir
hastaligin ge¢cmise doniik olarak degerlendirilmesinde dikkatli olunmasi gerekir.
Ornegin Anadolu’da kurulmus Hitit medeniyetinin kullandigi dil olan Hititge’de
icerisinde deri dokiintlisii, yiiksek ates ve isal gibi KKKA semptomplarini da igermesi
olas1 goriinen ve pek ¢ok hastaligr birden tanimlamak igin kullanilmis olan “henkan”
kelimesi bulunmaktadir. Bu sebepten otiirii KKKA hastaliginin tarihte ilk defa ne
zaman ve nerede ortaya ¢iktig1 konusu kesinlik kazanmamustir. Ancak pek ¢ok enfektif
hastalik gibi KKKA’nin da daha ¢ok tarim reformu ve hayvanlarin evcillestirilmesinden

sonra goriilmeye baslanmis olmasi olasilik dahilindedir.

KKKA’nin mevcut yazili kaynaklardan yola cikilarak ilk goriildiigii tarihlere dair
yapilan aragtirmalar incelendiginde, Arda ve Aciduman, 9. ve 10. yiizyillarda, bugiinki
[ran’in Rey sehrinde dogmus ve yasamis olan ve Dogu Diinya’sinda oldugu kadar Bati
Diinya’sinda da taninmis seckin bir hekim olan Ebu Bekir Muhammed bin Zekeriyya
er-Razi’nin Unli tip eseri El-Havi’nin 18. yiizyilda kaleme alinmis olan Hamidiye el
yazmalarinda KKKA benzeri bir vakadan bahsettigini belirtmiglerdir (Arda ve
Aciduman 2007). El-Havi’nin Hamidiye el yazmalarinda vaka su sekilde takdim
edilmistir: “Hulife bir kadinin atesi ve ishali oldugunu, daha sonra ondan siyah kan
benzeri birseyin akmaya basladigini sdyledi. Ustad o siyah seyin toprak iizerinde
kopiiriip kopilirmedigini sordu. Hayir; képiirmedi dediler. Ustad eger kopiirseydi siyah
safra olarak degerlendirilirdi; ¢ciinkii kopiirmeyeni karacigerde hapsolmus olan yanmis

kan olarak degerlendirilir dedi. Simdi bir ¢ift kase ateste kizgin hale getirilir ve igine



sigir yogurdunun ayrani koyularak sondiiriiliir; daha sonra hasta ayrani iger. Allahin izni

ile o kan durdurulur ve hasta tamamen iyilesir (Arda ve Aciduman 2007).”

Hoogstraal’a gore yaklasik olarak 1110 yilinda Harzemsahlilar déneminde Dzhurzhoni
adli bir hekim tarafindan Tacikg¢e olarak kaleme alinmis bir tip kavramlar1 dizininde,
Ibni Sina’nin takipgilerinden olan hekim Zeyneddin Seyit Ismail ibn el-Hiiseyni el-
Jorjani’nin (Oliimii Merv 1136) KKKA benzeri bir hastaligi tamimlamis oldugu
goriilmektedir (Hoogstraal 1979). Eserde bu hastaligin belirtileri, idrarda, rektumda, dis
etlerinde, kusmukta, tiikiirlikte ve karin boslugunda kan bulunmasi olarak ifade
edilmistir. Eserde, hastaliga pire veya kene gibi sert ve kiiglik olan ve normalde siyah
bir kusun paraziti olarak yasayan bir eklembacaklinin yol actig1 yazmaktadir. Hastaligin
bazen etkisi olmayan tedavisi, eserde, isirtlmig bélgeye “bodzkhar” ve kirmizi sandal
agaci Oziiniin uygulanmasi ve hastanin taze keci siitii ile birlikte tereyagi, “khot’ma”
cicegi (Ebeglimecigiller, Malvaceae), “khovre” bitkisinin yapragi veya 0zii ve keten
tohumu, hindiba ve su kabagi ozleri ile beslenmesi olarak ifade edilmektedir
(Hoogstraal 1979). KKKA hastaligi asirlar boyunca Ozbekistan'nin giiney bélgesinde
yasayan yerel halk tarafindan da en az ¢ farkli isim ile tanimlanmistir (Hoogstraal
1979).

KKKA’nin modern tiptaki onemi ilk defa 1944-1945 yillarinda yaklasik 200 Sovyet
ordu galisaninin lkinci Diinya Savasi’min harap ettigi Kirrm’daki ciftcilere yardim
ettikleri sirada ortaya ¢ikan salginda enfekte olmalart ile fark edilmistir. Sonraki
salginlar, Sovyet Rusya’nin Astrahan ilinde (1953-1968) ve Rostov ilinde (1963-1971)
ve Bulgaristan’da (1953-1973) meydana gelmistir. Ikinci Diinya Savasini takiben Rus
hekim Chumakov, KKKA ile enfekte hasta kani enjekte ettigi insanlarda hastalig
yeniden meydana getirerek KKK A nin viriis kaynakli bir hastalik oldugunu 6ne siirmiis
ve hastaligin vektoriiniin ise yaygin olarak insanlar1 1siran kene tiirleri oldugunu tespit
etmistir (Chumakov 1945). Chumakov bu viriisii Kirim Kanamali Atesi Virisii (KKAV)
olarak adlandirmistir. Sonraki yirmi yilda heniiz herhangi bir viral ajanin karakterize
edilememis olmasindan ve dolayisiyla antijenlerinin ve antikorlarinin bilinmemesinden
otiirli, serolojik, tanisal, deneysel ve epidemiyolojik c¢aligmalar yapilamamis ve

hastaligin dogal ge¢cmisine ve kritik bulasma faktorlerine dair herhangi bir bilgi



edinilememistir. Bu donemde hastaligin kontrol altina alimmasi ve Onlenmesi

varsayimlara bagli olarak yiiriitiilmiistiir.

1967 yilinda Kirim Kanamali Atesi hastalarindan ve cesetlerden alinan kanlar yeni
dogmus farelere intraserebral olarak verilerek etiyolojik ajan ¢ogaltilabilmis ve izole
edilmistir. Boylelikle KKKA arastirmalarinda yeni bir doneme gelinmistir. Hastalik
etkeni virlis, elektron mikroskopu ile yapisal karakterizasyon c¢aligmalarinda,
fizikokimyasal Ozelliklerinin ~ belirlenmesinde ve serolojik  smiflandirmasinin
yapilmasinda kullanilabilmistir. Ayrica tanimlanabilir antikorlar1 ve antijenleri
tiretilerek cesitli deneysel ihtiyaglar i¢in ve serolojik arastirmalarda kullanilabilmistir.
Bu caligmalarla Chumakov ve digerleri tarafindan serolojik olarak siniflandirilan
KKAV’nin Drozdov susu, ileri karakterizasyon ¢aligsmalari i¢in 1968 yilinda, o siralarda
Casals’in Kongo ve Uganda’daki ge¢gmis kanamali atesi salginlari sirasinda hastalardan
izole edilen “Kongo Viriisii” suslar1 ile ¢aligmalar yaptigi Yale Arbovirlis Arastirma
Unitesi’ne gonderilmistir. Casals, KKAV Drozdov susu ve Kongo viriisii suslar1 ile
yaptig1 serolojik c¢alismalar sonucunda farkli olarak degerlendirilen bu iki viriise ait
suslarin antijenik 6zellikleri bakimindan birbirlerinin tamamen aynis1 oldugu sonucuna
varmigtir (Casals 1969). Casals, ayni c¢alismasinda serolojik olarak inceledigi
Pakistan’da Hyalomma cinsi kenelerden izole edilmis viriis suslarinin ve Nijerya’da
kene, sig1r, kirpi ve tatarcik sineklerinden elde edilmis bazi viriis suslarinin da antijenik
olarak yine KKAV Drozdov susundan ve Kongo viriisii suslarindan ayirt edilemez
olduklarini bulmustur. Boylece, Chumakov’un viriis izolasyonu ve karakterizasyonu
icin ilk defa yeni dogmus fareleri kullanmasindan iki yildan daha az bir siire sonra,
KKKA’ya yol acan viriisiin, Diinya tizerinde Bulgaristan’dan Pakistan’a Afrika’nin pek
cok bolgesinden Orta Asya’ya kadar genis bir cografyada yayilis gosterdigi ortaya
¢ikartilabilmistir.

Kongo viriisii, Diinya Arboviriisleri (eklembacakli kaynakli virtisler, Arthropod-borne
Virus) Katalogu’na resmi olarak 1969 yilinda kaydedilmistir. Ancak c¢ok gecmeden
tasfiyeci taksonomistler Kongo viriisiiniin, kanamali ates hastalig1 yapan diger kene
kaynakli viriislerin hepsinin ortak adi1 olmas1 gerektigi yoniinde tartigma baglatmiglardir.

Fakat Sovyet otoriteler, uzun siiredir taninmis olan Kirim Kanamali Atesi Viriisii adinin
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korunmasi gerektigi yoniinde 1srarct olmuslardir. Bir orta yol bulmak adina Casals, hem
resmi olmayan tarihi nitelikteki Kirim Kanamali Atesi adini, hem de resmi olan Kongo
virlisi adin1 kullanarak “Kirim Kanamali Atesi Kongo Viriisii” ortak adini1 6nermistir.
Bazi Sovyet yazarlar bu adi benimserken bazilar1 Kirim Kanamali Atesi adim
kullanmaya devam etmis ve Afrika suslari ile ugrasan digerleri ise Kongo viriisii adini
kullanmay1 tercih etmistir. Nihayet Hoogstraal, Kirirm Kanamali Atesi Kongo Viriisii
adin1 bi¢imsiz bulmus ve bugiinkii kullanilan sekliyle Kirim Kongo Kanamali Atesi
Virlisii adin1 Onermistir. Bu isim zaman icerisinde herkes tarafindan genel kabul

gormustur.

2.2 Kirim Kongo Kanamah Atesinin Molekiiler Biyolojisi

221 Kirim Kongo Kanamah Atesi Viriisiiniin virion o6zellikleri ve genom
organizasyonu

KKKAYV, zarfli, kiiresel yapida ve yaklasik olarak 90-100 nm ¢apinda olan bir virion
yapisina sahiptir (Schmaljohn ve Nichol 2007). KKKA viriisiiniin virion yapisinin

gecirmeli elektron mikroskopu (TEM) ile alinmis gorintiisii sekil 2.1°de verilmistir.

Sekil 2.1 KKKA viriisiinlin negatif boyama yontemi kullanilarak gecirmeli elektron
mikroskopu (TEM) ile alinmig goriintiisii ( https://web.stanford.edu 2000)
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KKKAV’nin yiizeyinin nanodl¢iimsel yapisina (ultrayapisina) dair yiiriitiilmiis heniiz
bir ¢aligma bulunmamaktadir. Ancak KKKAV’nin iiyesi oldugu Orthonairovirus
cinsinin prototip iiyesi olan Bunyamwera viriisii ile yapilan elektron kriyo-tomografik
calismalar, bu virlisiin ikozahedral olmayan pleomorfik sekilde oldugunu ve yiizeyinde
bulunan glikoprotein (Gn-Gc) ¢ikintilarinin kendine mahsus {igayak (tripod) benzeri bir
dizilis gosterdigini ortaya koymustur (Bowden vd. 2013).

KKKAV’nin siikroz gradient santrifiijleme ile belirlenmis batik (buoyant) yogunlugu
1,17 g/cm3’t1'ir. Virlisiin, zarf icermesinden 6tiirii enfektivitesi eter ve kloroform gibi
lipit ¢oziiciiler tarafindan yiiksek diizeyde etkilenmektedir. Virilisiin sicakliga bagl
olarak enfektivitesini tamamen yitirmesi 37 °C’de 18-20 saatte, 45 °C’de 1,5 — 2 saatte
ve 56 °C’de 5 — 10 dakikada ger¢eklesmektedir (Donets vd. 1977).

KKKAYV f{i¢ parcadan olusan (tripartite) negatif anlaml tek iplik¢ikli RNA genomu
icermektedir. KKKAV genom segmenlerinin virion igerisindeki sematik gosterimi sekil
2.2’de verilmistir. Kiigiik (S), orta (M) ve biiyiik (L) olarak tanimlanan bu genom
segmentleri 5 ve 3’ uglarinda birbirlerine komplementer olan ve kodlama yapmayan
bolgeler (NCR) igerirler. Bu her iki ugta bulunan komplementer diziler, genom
segmentlerinin halkasal halde bulunmalarin1 saglar (Hewlett vd. 1977). Genom
segmentlerinin terminal kisimlarinda bulunan dokuz niikleotitlik diziler (5°-
UCUCAAAGA ve 3-AGAGUUUCU) Orthonairoviriislerde korunmustur ve viral
promotor bolgeleri olarak islev goriirler. Bu NCR bdlgeleri, viral RNA bagimli RNA
polimeraz’in (RdRp) (L proteini) buraya baglanarak viral genomun transkripsiyonunu
ve replikasyonunu baslatmasi i¢in gereklidir (Bergeron vd. 2010, Devignot vd. 2015,
Zivcec vd. 2015). NCR bolgelerinin niikleotit dizileri, genom segmentleri arasinda
farklilik gostermekle birlikte, herbirisi, viral genomun enkapsidasyon, transkripsiyon,
replikasyon ve yeni olusan virionlar i¢ine paketlenme siireglerini baslatma kabiliyetine

sahiptir.
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Sekil 2.2 KKKA viriisiiniin genom Segmenlerinin virion igerisindeki temsili gosterimi
(Whitehouse 2004)

Yakin zamana kadar KKKAV’nin ii¢ genom segmentinin herbirinin sadece bir tane
protein kodladig1 tahmin ediliyordu. Ancak S segmentinde niikleokapsit proteinini (NP)
kodlayan NP genine goére zit yonelimde olan ikinci bir yapisal olmayan S (NSs)
proteininin kodlandig1 gosterilmistir (Barnwal 2015). Bu yoniiyle KKKAYV ¢ift anlaml
(ambisense) ozellikte bir viriis olarak degerlendirilebilir (Barnwal 2015). KKKAV nin
genom organizasyonunun tasviri gosterimi sekil 2.3’te verilmistir. KKKAV’deki bu gift
anlamli kodlama f{ist {iste Ortiisen (overlapping) kodlanan bolgeler icerir. Bu haliyle
Nairovirtislerdeki ¢ift anlamli kodlama, zit yonlerde protein kodlayan genlerin
transkripsiyon sonlanma sinyalleri igeren genler arasi (intergenik) bolgeler ile ayrilmis
oldugu Arenaviriislerdekinden farklilik gosterir  (Albarino vd. 2007). Diger
Nairoviriislerle benzer biiyiikliikkte S segmenti (~1,6 kb) icermesine karsin, KKKAV’nin
M segmenti (~5,4 kb) ve L segmenti (~12,1 kb), diger Nairoviriis iiyelerininkinden
belirgin olarak daha biiyiiktiir ve sirasiyla glikoprotein dnciisii (GPO) ve RdRp (L

proteini) i¢in kodlama yapan tek gen igerirler.
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KKKAV’nin genom segmentleri veya viral RNAlart (VRNA) NP ve RdRp ile
enkapside edilerek genomik riboniikleoprotein kompleksini (RNP) olustururlar.
Genomik RNPler lipit zarfim1 ve yiizey glikoproteinlerini (Gn ve Gc) edinerek viral

partikiiller igerisine paketlenirler (Sanchez vd. 2002), (Sekil 2.2).
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Sekil 2.3 KKKAV’nin genom organizasyonu (Zivcec vd. 2016)

Genom segmentlerindeki herbir kodlama yapan ve yapmayan bdlgelerin baz uzunluklart iizerlerinde
belirtilmistir.

2.2.2 Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriisiiniin yasam dongiisii

KKKAV’nin ilk olarak hiicre yiizeyine baglanmasina Gn ve/veya Gc ylizey
glikoproteinleri aracilik etmektedir. Ancak, viral tutunmada, hiicre igerisine alinmada ve
membran kaynasmasinda (Filizyon) gorev alan spesifik glikoproteinin hangisi oldugu ve
bu siireclerdeki detayli rolii bilinmemektedir. Hiicresel almaglara (reseptorlere)
baglanmadan sorumlu glikoproteinin Gc oldugu tahmin edilmektedir, ¢ilinkii Gc’yi
hedef alan monoklonal antikorlar, KKK AV’nin memeli hiicrelerini enfekte etmesini
notralize edebilmektedir (Bertolotti-ciarlet vd. 2005). Gc glikoproteininin ayrica
virionun hiicre igerisine alinmasindan sonra bulundurdugu tahmin edilen kaynasma
ilmegi (fusion loop) bdlgesi ile membran kaynasmasina da aracilik ettigi

diisiiniilmektedir (Garry ve Garry 2004). KKKAV Gc glikoproteininin bulundurdugu
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tahmin edilen kaynasma ilmegi, Rift Vadisi atesi virlisiiniin (RVAV) Gc kaynasma
ilmegi ile belirgin olarak dizi homolojisi gostermektedir (Dessau ve Modis 2013).
KKKAV’nin hiicre igerisine girisi igin gerekli olan hiicresel almaglar (reseptorler)
heniiz belirlenmemistir. KKKAV Ge glikoproteini ile bir hiicre ylizey proteini olan ve
baskin olarak hiicre ¢ekirdekgiginde (niikleolus) bulunan niikleolin arasinda fonksiyonel
bir fiziksel etkilesim oldugu Onerilmistir (Xiao vd. 2011). Niikleolinin solunum sinsityal
viriisii (RSV) ve Japon ensefaliti virtisii i¢in hiicre almaci (reseptérii) olarak islev
yaptig1 gosterilmistir (Tayyari vd. 2011, Thongtan vd. 2012). Ancak, Niikleolinin
KKKAYV i¢in hiicre almaci (reseptoril) olarak gorev aldigi savini desteklemek igin daha

fazla KKKAYV enfeksiyon ¢aligmalarinin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Hiicre ylizeyine baglandiktan sonra, KKKAYV, klatrin aracili endositoz mekanizmasi ile
hiicre igerisine alinir. KKKAV’nin hiicre igerisine girisi, kaveolin-1’e degil ancak
klatrine ve klatrin oyugu adaptor proteini-2 kompleksine ihtiya¢ duymaktadir (Simon
vd. 2009a, Garrison vd. 2013, Shtanko vd. 2014). KKKAV’nin hiicre igerisine girisi
ayrica kolesterole ve diisik pH’a baghidir (Simon vd. 2009a, Garrison vd. 2013).
Endositozu takiben KKKAV partikiilleri, RAS ilintili protein 5 (Rab5)’e bagimli olarak
yiiriitiilen bir siirecle erken endozomlara, buradan da son olarak coklu vezikiiler
cisimciklere (CVC) (Multivesicular Bodies) taginirlar (Garrison vd. 2013, Shtanko vd.
2014). Buna karsin Rab7 bagimli vezikiil trafiginin bloke edilmesi, KKKAV
enfeksiyonunu veya KKKAV’nin CVC’lerle olan baglantisin1 herhangi bir sekilde
etkilememektedir (Shtanko vd. 2014). Ote yandan “tasinma icin gerekli endozomal
tasnif kompleksi” (ESCRT) yolagmin bilesenlerinin bloke edilmesiyle islevsel
CVC’lerin olusumunun engellenmesi, KKKAV’ nin enfeksiyonunu azaltmistir (Shtanko
vd. 2014). Bu sonug, KKKAV zarfinin konak hiicre membranlari ile kaynasmasi
sirasinda kullandigr temel membran sisteminin, olasilikla CVC’ler olduguna isaret

etmektedir.

Hiicre igerisine girmeyi ve membran kaynagmasini takiben genomik RNP’ler sitozole
gecirilirler ve enkapside haldeki viral RNA’lar, L proteini tarafindan viral mRNA’larin
sentezinde kalip olarak kullanilirlar. Nairoviris mRNA’larmin 3°  uglarinin

transkripsiyon sonlanmasinda kullanildiklarina dair yapilmig herhangi bir ¢alisma
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bulunmamaktadir. Ancak, Nairoviriislerle iliskili Dugbe virtis mRNA’larinin 5° ucu,
hiicresel mRNA’larin dizilerinden tiiretilen 7-metilguanilat (m7G) kep yapisi
icermektedir. L proteinin, viral mRNA sentezini baslatmak i¢in primer olarak, kendi
endoniikleaz domainini kullanarak hiicresel mRNA’lardan kopardigi m7G kepli
oligoniikleotitleri kullanir. KKKAV L proteininin, diger viriislerin L proteinlerindeki
endoniikleazlarda gosterildigi gibi, 693. pozisyonunda bulundurdugu aspartat kalintisi
ile kep koparma aktivitesi i¢in gerekli olan Mn*" iyonlarii koordine ettigi tahmin
edilmektedir (Dias vd. 2009, Morin vd. 2010, Reguera vd. 2010, Devignot vd. 2015 ).
D693’iin mutasyona ugratilmasi, secici olarak L proteininin transkripsiyon aktivitesini
ortadan kaldirmakta, fakat KKKAV genom analoglarimi replike etme kabiliyetini
etkilememektedir (Bergeron vd. 2010). Bu bulgu, kepli primerlerin KKKAV genom

replikasyonunu baslatmak igin kullanilmadigini gostermektedir.

Genomik RNP’lerin replikasyonu, kepsiz, negatif anlamli vRNA’lar ile pozitif anlamli
komplementer RNA’larin (cRNA) replikasyonunu ve enkapsidasyonunu igeren bir
siiregtir. Viral RNP’lerin replikasyonu minimum diizeyde L proteini ve NP
gerektirmektedir (Bergeron vd. 2010). cRNA’larin ve VRNA’larin enkapside formlari,
sirasiyla antigenomik ve genomik RNP’ler olarak tanimlanirlar. KKKAV negatif
anlimli bir RNA viriisii oldugu i¢in, genomik RNP’ler, kepli viral mRNA’larin sentezi
icin ve antigenomik RNP’lerin {iretilmesinde kalip olarak kullanilirlar. Genomik
RNP’lerin replikasyonu sirasinda, cRNA’lar, L proteini tarafindan sentezlenir ve NP alt
tiniteleri uzayan iplik¢ige ilave edilerek antigenomik RNP’ler elde edilir. Daha sonra
antigenomik RNP’lerin cRNA’lar1, kalip olarak kullanilmak suretiyle genomik RNP’ler
elde edilir. KKKAV yasam dongiisiiniin agamalarint 6zetleyen tasvir, sekil 2.4’te

verilmistir.

RNP replikasyonunu takiben viral protein islenmesi ve bunun sonunda da viriis
olgunlagmas1 meydana gelir. KKKAV M segmentinden kodlanan glikoprotein
onciisiiniin (GPO) islenmesi olduk¢a karmasik bir olaydir ve diger Nairoviriislerin
glikoprotein islenmesi siiregleri ile ¢cok az benzerlik gosterir (Sanchez vd. 2002).
GPO’niin  olgunlastirilmas1  sonucunda, yapisal glikoproteinler olan Gn ve Ge,

salgilanan ve yapisal olmayan proteinler GP160, GP85 ile GP38 ve yapisal olmayan M
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proteini (NSy) meydana getirilir (Sanchez vd. 2002, Sanchez vd. 2006, Altamura vd.
2007). Nairoviridae ailesi icerisinde salgilanan, yapisal olmayan glikoproteinleri
kodladig1 bilinen tek cins Orthonairoviriislerdir (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 tamamini
meydana getirebilmek icin GPO’ler asir1 derecede glikozillenir ve sonrasinda ¢ok cesitli
hiicresel proteinleri, viral glikoproteinleri ve bakteriyel toksinleri isledigi bilinen,
memeli serin proteaz ailesinden olan proprotein konvertazlari da igeren konak proteazlar
tarafindan kesilirler (Vincent vd. 2003, Sanchez vd. 2006, Bergeron vd. 2007, Bergeron
vd. 2015).
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Sekil 2.4 KKKAV’nin yasam dongiisii (Zivcec vd. 2016)

GPO’niin N-ucu, sentezlenmesini salgi yolagma ydnlendiren bir sinyal peptidi
bulundurur (Sanchez vd. 2002, Altamura vd. 2007). Peptit uzamas: ve endoplazmik
retikuluma (ER) tasinma sonrasinda N-ugtaki sinyal peptidi uzaklastirilir, GPO’niin, N-
glikozilasyonu yapilir, katlanir, molekiil i¢i disiilfit baglar1 kurulur ve oncili proteinin

transmembran domainleri, ER membranini bes defa kateder (Sanchez vd. 2002). GPO,
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ribozomlarda tamamen sentezlenmeden 6nce, Gn Onciisii (PreGn), Ge Onciisii (PreGe)
ve NSy proteinini olusturmak tizere proteolitik olarak kesimlenir. Bu kesim asamasinin
sinyal peptidazina ve membran i¢inde kesme yapan I-CLiPs proteazlarina gereksinim
duydugu diistiniilmektedir. Ciinkii bu ii¢ proteinin olusturulmasi, sinyal peptidinden
sonra yapilan ve transmembran domainleri 2 ve 4’lin yakinindan veya igerisinden
yapilan kesimleme islemine gereksinim duyar (Sanchez vd. 2002, Altamura vd. 2007).
KKKAYV glikoprotein islenmesini ve sonunda olusan lriinleri 6zetleyen tasvir sekil

2.5’te verilmistir.

ER’deki GPO olgunlasmasini PreGn’nin ve PreGc’nin Golgi kompleksine tasmmasi
takip eder (Altamura vd. 2007, Bergeron vd. 2007). Burada PreGn’nin mucin benzeri
domaini (MBD) ¢ok sayida O-bagli glikan zincirleri edinir (Sanchez vd. 2006). PreGn,
PreGe’nin yoklugunda kendi basina KKKAV montajlamasinin yapildigi yer olarak
onerilen Golgi kompleksine tasinabilirken, PreGe, ER’den ¢ikabilmesi i¢in PreGn’e
gereksinim duyar (Bertolotti-Ciarlet vd. 2005). PreGn’in olgun Gn bdlgesinde
bulundurdugu N577 glikozilasyon bolgesi mutasyona ugratildiginda, PreGn’in ER’den
c¢ikist ve GP160’1in, GP85’in ve GP38’in salgilanmas1 engellenmektedir (Erickson vd.
2007). Bu bulgu, N577’nin glikozillenmesinin, PreGn’nin katlanmasinda ve Golgi
kompleksine normal olarak taginmasinda kritik rol oynadigin1 6nermektedir (Erickson
vd. 2007).

GPO olgunlagmasini tamamlamak i¢in PreGn’nin ve PreGc’nin endoproteolitik olarak
islenmesi gerekir. PreGe’yi Ge’ye dontistiiren konak proteazi halen tanimlanmamustir.
KKKAV PreGce’nin kesilmesinde kullanilan RKPL motifinin, bir Arenaviriis olan
Guanarito viriisiiniin GPO’siiniin olgunlastirilmasinda kullanilan kesilme motifi ile
tamamen ayni olmasi, Guanarito viriisii GPO olgunlasmasinda kullanilan subtilisin
keksin izozim-1/bdlge-1 proteazin (SKI-1/S1P) veya benzer 6zgiinliige sahip baska bir
proteazin  KKKAV  PreGec olgunlasmasinda da  kullaniliyor  olabilecegini
diistindiirmektedir (Rojek vd. 2008). PreGn’nin SKI-1/S1P tarafindan kesilmesi, salgi
yolaginin erken evresinde, ya ER’de yada ER’den ¢ikis1 sonrasi cis-Golgi aparatinda
meydana gelmektedir (Vincent vd. 2003). PreGn’nin RRLL motifinden kesilmesi,
MBD’yi ve GP38’1 iceren N-ugtaki tiriinleri (GP160 ve GP85) serbest birakir (Vincent
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vd. 2003). GP160/85, daha sonra, trans-Golgi aginda (TGA), furin proteaz tarafindan
MBD ve GP38 baglantisinin oldugu yerde bulunan, iyi korunmus RSKR motifinden
kesilir (Sanchez vd. 2006). Bu kesim isleminin GP38’1t MBD’den kopardigi tahmin
edilmektedir. Ancak mevcut antikorlar, ya GP38’i ya da MBD’yi igeren kesilmemis
glikoptoteini (GP160/85) tanimaktadir ve heniiz kesilmis haldeki MBD’yi taniyan

herhangi bir antikor {iretilmemistir.

Onceleri GP160° 1 GP85’in dimer hali oldugu diisiiniilmiisiir. Ciinkii MBD ve GP38’de
bulunan epitoplar, her iki glikoproteinde de mevcuttur. Ancak bu glikoproteinlerin iire
ve denatiire edici ajanlarla muamele edilmesi, jeldeki hareketliliklerinde herhangi bir
degisiklik meydana getirmemistir. Ilave olarak GP160, GP85 ve GP38
glikoproteinlerinin N- ve O-bagh glikanlara 6zgli olan glikozidazlara karsi benzer
duyarliliga sahip olmalarindan dolay1r bu glikoproteinlerin glikan igerikleri biiyiik
ihtimalle birbirlerine benzemektedir (Sanchez vd. 2002, Sanchez vd. 2006). Bu sebeple,
GP85 ile GP160’in jeldeki hareketlikliklerinde meydana gelen farkliliklart
aciklayabilmek i¢in ilave deneylerin yapilmasi gerekmektedir.

KKKAV’nin montaji ve hiicre icerisinden ¢ikis1 hakkindaki bilgilerimiz sinirlidir. Diger
Nairoviriislerde oldugu gibi, KKKAV RNP’leri, biiyiik olasilikla sitoplazmada
bulunurlar ve NP’ler ise Golgi kompleksine yakin bir yerde periniikleer bolgede
lokalize olmustur (Andersson vd. 2004a). Viriis tomurcuklanmasinin meydana geldigi
bolgeyi ¢ogunlukla viral glikoproteinlerin hiicre alt1 (subseliiler) lokalizasyonu belirler.
Glikoproteinlerin Golgi kompleksinde ve TGA’da, NP’lerin ise periniikleer bolgede
birikmesi bulgusu, KKKAV partikiillerinin Golgi kompleksinde ve/veya TGA’da
montajlandigi ve tomurcuklandigi gozlemleri ile ortiismektedir (Bertolotti-Ciarlet vd.
2005, Bergeron vd. 2007, Andersson vd. 2004a, Andersson vd. 2004b). Montaj islemini
takiben KKKAYV partikiilleri cogunlukla gozle goriiliir bir sitopatolojiye sebep olmadan
ekzositoz ile hiicre disina birakilirlar ve bu hiicre disina ¢ikis olayi, polarize olmus
epitel hiicrelerinde bazolateral membranda meydana gelir (Connolly-Andersen vd.
2007).
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Sekil 2.5 KKKAYV glikoprotein islenmesi ve olusan tirtinler (Zivcec vd. 2016)

a. KKKAV glikoprotein islenmesi. GPO, N-glikozilasyonun meydana geldigi ER’de sentezlenir.
Numaralar, amino asit pozisyonlarint belirtir. Sinyal peptidaz ve/veya membran i¢i kesme proteazlari
(iCLIPS), translasyonla es zamanli olarak GPQ’yii, transmembran domaini-2’nin ve -4’iin yakinindan
veya igerisinden keser. Bu kesme islemi sonunda PreGn, yapisal olmayan M proteini (NSy) ve PreGc
meydana gelir. Bu proteinler Golgi’ye hareket ederler ve burada, PreGn’nin mucin benzeri domaini O-
glikozillenir ve SKI-1/S1P proteazi tarafindan RRLL motifinden kesimlenir. PreGec de, SKI-1/S1P
proteazi ile benzer Ozgilinliige sahip bir proteaz tarafindan RKPL motifinden kesimlenir. PreGn
kesimlenmesi sonucu SDS PAGE’deki total molekiiler agirliklar1 goriintirde 160 kDa (GP160) ve 85 kDa
(GP85) olan N-ug¢ fragmani serbest kalir. GP160/85, daha sonra, trans-Golgi aginda (TGA) furin proteaz
tarafindan kesimlenir (Zivcec vd. 2016), b. GPO iiriinleri. GPO’niin proteolitik olarak islenmesi, hiicre ile
iliskili yapisal olmayan triinleri (yapisal olmayan hiicre i¢i), virionla iliskili tirinleri (yapisal), salgilanan
fakat virionla iliskili olmayan tiriinleri (yapisal olmayan salgilanan) ve karakterize edilmemis veya tespit
edilmemis olan, ¢ikarimsal olarak bilinen {irlinleri meydana getirir.
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2.2.3 Kirnm Kongo Kanamali Atesi Viriisiiniin kodladig1 proteinler ve konag ile
etkilesimi

NP’nin primer islevi, RNP’leri olusturmak iizere vVRNA’lar1 ve cRNA’lar1 enkapside
etmektir. RNP olusumundaki roli ile uyumlu olarak, NP’nin, L proteininin N- ve C-
uclar ile fiziksel etkilesime girdigi ve transfekte hiicrelerde etiketlenmis L proteini ile
birlikte lokalize oldugu gosterilmistir (Bergeron vd. 2010, Macleod vd. 2015). Hali
hazirda L proteini i¢in iretilmis herhangi bir antikor bulunmamaktadir ve bu durum
enfekte hiicrelerde L proteininin g¢aligilmasini engellemektedir. KKKAV ile enfekte
hiicrelerde, NP, aktin filamentine bagimli bir sekilde periniikleer bolgede lokalize olur
ve aktin polimerizasyonunun engellenmesi KKKAV’nin enfektivitesini azaltir
(Connolly-Andersen vd. 2007). NP, olasilikla baska fonksiyonlara da sahiptir. Ornegin,
NP, viral partikiillerin yoklugunda dahi hiicrelerden disar1 ¢ikabilir ve Nairoviriisleri
andiran kiiresel partikiillerin olusmasma yol acabilir. NP’nin bu o6zelligi, viral

tomurcuklanmada muhtemel bir rolii olabilecegini ortaya koymaktadir (Zhou vd. 2011).

NP’nin islevlerine dair onemli bilgiler, Irak’tan ve Cin’den izole edilen KKKAV
izolatlarindaki NP proteinlerinin kristal yapist incelenerek elde edilmistir (Carter vd.
2012, Guo vd. 2012, Wang vd. 2015). KKKAV NP’nin yapisi, diger Orthonairoviriis
NP’lerinin yapisindan daha ¢ok Arenaviriislerin NP’leri ile yakindan iligkilidir (Qi vd.
2010, Raymond vd. 2010, Hastie vd. 2011, Reguera vd. 2013, Olal vd. 2014). KKKAV
NP globiiler bas ve esnek kol olmak iizere iki tane major domain icermektedir. KKKAV
NP’nin globiiler bas domaini, 23 tane a-heliks yapisi icerir ve genel goriiniisii itibariyle
bir Arenaviriis olan Lassa viriisiiniin NP’sine benzemektedir. RNA varliginda NP’nin
oligomerler halinde kristalizasyonu, NP alt initelerinin bas-kuyruk yoneliminde
organize olduklarini ortaya koymustur. Bu organizasyon biciminde, bir alt {initenin kol
domaini, komsu alt iinitenin bas domaini ile etkilesmekte ve sonra ilave etkilesimlerle
cift antiparalel slipersarmal yapida olan NP polimerleri meydana getirilmektedir. NP
oligomerlerinin RNA ile birlikte olusturdugu bu organizasyon big¢imi NP’nin

RNP’lerdeki organizasyonunu temsil edebilir (Wang vd. 2012).
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NP’nin oligomerizasyonu, onun islevini diizenliyor gibi goriinmektedir. RNA’nin
yoklugunda, NP’ler, yalnizca monomer halde bulunuyor gibi gériinmektedir. NP nin bu
monomer hali, RNA’ya zayif bir sekilde baglanmaktadir ve bu bulgu, sadece oligomer
haldeki NP’lerin etkin bir sekilde RNA bagladigin1 6nermektedir (Gou vd. 2012, Wang
vd. 2015). 1Ilave olarak, monomerik ve oligomerik NP organizasyonlarinin
karsilagtirllmast ~ sonucunda,  oligomerizasyonu  takiben, kol  domaininin
konformasyonunu degistirdigi ve bu degisikligin NP’ nin daha kuvvetli bir sekilde RNA
baglamasini sagladigi gosterilmistir (Wang vd. 2012). RNA ve NP arasinda kurulan
kimyasal baglarin dogasi heniiz bilinmemektedir. Cilinkii mevcut NP modellerinin heniiz
hi¢cbirinde RNA’nin yapisi ¢éziimlenmemistir. Ancak, RNA bagladigi tahmin edilen
KKKAV NP’nin ti¢ amino asit kalintist (K132, Q300 ve K411) mutasyona
ugratildiginda, KKKAV’nin minigenomlarin transkripsiyonu ve replikasyonu

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

NP, virlis aracili yapilan immiin sistemden kagmaya katkida bulunuyor olabilir.
Interferon (IFN) tarafindan uyarilan antiviral gen MxA’ nin, KKKAV replikasyonunu
engelledigi orneginde oldugu gibi, memeli hiicrelerinde meydana gelen antiviral
cevaplar, pek cok yoniiyle NP’yi hedef aliyor gibi goriinmektedir (Andersson vd.
2004b). Dahasi, NP, vyiiksek derecede immiinojeniktir ve memelilerde hem B
hiicrelerinin hem de T hiicrelerinin baslica hedefidir (Bertolotti-Ciarlet vd. 2005, Burt
vd. 2009, Wei vd. 2010, Mousavi-Jazi vd. 2012, Burt vd. 2013). Lassa viriisiin ve
iligkili Hantaviriislerin NP’lerinin, IFN antagonistleri (karsitlar1) olarak iglev gordiigi
gosterilmistir (Levine vd. 2010, Q1 vd. 2010). Ancak KKKAV NP, c¢ift iplik¢ik RNA’ya
(dsRNA) kars1 kuvvetli bir innat (dogal, igsel) immiin yanit olusturulmasini uyaran, bir
model viriis olan Sendai virlisiin enfeksiyonu sirasinda meydana gelen IFN yanitini
baskilamamaktadir (Guo vd. 2012). Yapisal olarak iliskili olan Arenaviriis NP’leri,
RNA’ya 6zgiin olan, korunmus bir 3° - 5 ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir ve bu RNaz
aktivitesi, dsSRNA’ya kars1 gelistirilen innat immiin yamiti baskilar (Q1i vd. 2010). In
vitro olarak KKKAV NP, endoniikleaz aktivitesine sahiptir, ancak bu aktivite RNA
yerine DNA’ya 6zgii gibi goriinmektedir (Guo vd. 2012).
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Enfeksiyonun erken evresinde KKKAV NP, apoptozis’i engelleyebilir (Karlberg vd.
2015). Ancak enfeksiyonun ge¢ evresinde apoptozis’i uyarmaktadir (Karlberg vd.
2011). Apoptozis sirasinda, NP’lerin kiigiik bir kismi, kaspaz-3 tarafindan, proteinin kol
domaininin tepe kisminda konumlanmis olan, varsayilan DEVD motifinden kesimlenir
(Karlberg vd. 2011). Kol domaini, NP oligomerlerinde bas domaini ile etkilesim halinde
oldugundan, NP oligomerizasyonu sonucunda meydana gelen sterik (yapisal)
engelleme, NP’nin kaspaz-3 tarafindan kesimlenmesini bloke edebilir (Wang vd. 2012).
KKKAYV NP monomerleri, yapisal olarak iliskili oldugu bir Arenaviriis olan Junin viriis
icin Onerildigi gibi, kaspaz-3 i¢in birer sahte substrat olarak davranarak apoptozisi
engelleyebilir veya geciktirebilir (Wolff vd. 2013).

Transfekte hiicrelerde, yakin zaman 6nce tanimlanan KKKAV NSs, mitokondrilerde
lokalize olur ve mitokondriyal membran potansiyelini bozarak apoptozisi uyarir
(Barnwal vd. 2015). NSs, KKKAYV ile enfekte hiicrelerde gosterilmis olmakla birlikte,
onerilen apoptotik islevler, 6zel olarak NSs’nin hiicrelerde normalden fazla olarak ifade
ettirildigi in vitro deneylere dayandirilmaktadir. Bu sebeple, siiphesiz ki NSs i¢in daha

ileri arastirmalar yapilacaktir.

Genel itibariyle, KKKAV glikoproteinleri, hiicreye giriste, membran fiizyonunda, virion
olusumunda ve immiin sistemden kagista gorev aliyor gibi gériinmektedir. Gn’nin ve
Gce’nin hiicreye girise ve membran flizyonuna aracilik ettigine inanilmaktadir. Bu
glikoproteinlerin islevleri, ¢ogunlukla uzak iliskili olduklar1 diger Nairoviriislerin
glikoproteinleri ile yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore tahmini olarak
tanimlanmistir. Gn’nin sitoplazmik kuyruk kismi, in vitro olarak RNA bagladigi
gosterilen bir c¢inko parmagt domaini igerir. Bu bulgu, Gn’nin RNA ile
etkilesebilecegini ve viral matriks proteini benzeri bir islev gosterebilecegini
onermektedir (Estrada ve De Guzman 2011). Ancak, RNA, RNP’ler igerisinde
enkapside edildiginden, Gn’nin RNP’ye nasil baglanabilecegi ve onu olusan virionlara
nasil dahil edebilecegi konusu agik degildir. KKKAV GPO’niin islevlerine dair yapilan
calismalar, enfektif partikiillerin iiretilmesinde PreGn doniistiiriicii enzim (konvertaz)
SKI-1/S1P’nin hayati rollerini ortaya ¢ikartmistir (Bergeron vd. 2007). Bunun disinda,
PreGn ve PreGc, normal olarak Golgi kompleksinde lokalize olurlar ve bu bulgu,
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PreGn’nin ve PreGc’nin dogru olarak islenmesinin, enfektif KKKAV iiretimini
diizenledigini gostermektedir (Bergeron vd. 2007). GP38’in islevinin belirlenmesi
bilhassa merak uyandiricidir. Ciinkii bu protein, sadece Nairoviriislere 6zgiidiir ve diger
hiicresel veya viral proteinlerle hicbir amino asit dizi benzerligi (homolojisi)
gostermemektedir. Furin proteaz kesimlemesinin, SKI-1/S1P ile yapilan kesimleme
sonucu olusan GP160’m ve GP85’in salgilanmasini engellemeksizin, secici olarak
GP38 iiretimini engelledigi gosterilmistir (Sanchez vd. 2006, Bergeron vd. 2015). Furin
ile yapilan kesimlemenin engellenmesi, viral titrede yalnizca gecici bir azalmaya yol
acmaktadir. Bu sonug, olgun GP38’in, en azindan hiicre kiiltiirlindeki KKKAV
replikasyonu icin dnemli olmadigini gostermektedir. ilave olarak, Furin kesimlemesinin
engellenmesi, ayrica PreGn islenmesinde ¢ok az bir azalmaya yol agmaktadir. Bu sonug,
furin kesimlemesinin, dolayli olarak SKI-1/SI1P bagimli GPO islenmesini diizenliyor

olabilecegini gostermektedir (Bergeron vd. 2015).

Mucin benzeri domain, PreGn’de, GP85’te ve GP160’ta bulunur. ilging olarak,
Filoviriislerin glikoprotein oOnciileri de (6rnegin, Ebola virlis ve Marburg viriis) bir
MBD ve bir furin kesim bolgesi igerir (Volchkov vd. 1998, Volchkov vd. 2000).
Filoviriislerde, furin kesim ftirtinleri olan GP1 ve GP2, virionun yapisal bilesenleridir ve
GP1 MBD’nin O-bagli glikanlari, GP2 epitoplarini maskeler ve notralize edici
antikorlara kars1 hedef olmaktan korur (Fusco vd. 2015). Ebola viriisiin MBD’si, protein
islevini etkilemeksizin KKKAV MBD’si ile degistirilebilir. Bu sonug, KKKAV
MBD’sinin de disar1 sergilenen epitoplart maskeliyor olabilecegini 6nermektedir (Fusco
vd. 2015). Ancak, KKKAV MBD’nin islevi, Filoviriislerinkinden belirgin olarak
farklilik gosteriyor olabilir. Ciinkii KKKAV MBD, filoviriislerde oldugu gibi viral
partikiillere dahil olmamaktadir (Sanchez vd. 2002). Ilave olarak, KKKAV MBD’nin
N-ugtan kirpilmasmin, GPO’niin katlanmasmna ve tasmmmasma herhangi bir etkisi
olmamaktadir (Bertolotti-Ciarlet vd. 2005). Buna karsin, MBD’de, GP38’i de igine alan
daha uzun N-u¢ kirpilmalari, Gn’yi ER’de hapsetmektedir. Bu sonug, GP38’in,
PreGn’nin katlanmasma ve ER’den serbest birakilmasina yardim eden, bir saperon

aktivitesine sahip oldugunu 6nermektedir (Bertolotti-Ciarlet vd. 2005).
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Orthonairoviriisler, diger Bunyaviridae fyeleri ile karsilastirildiginda alisilmadik
derecede biiylik L proteinine sahiptir (~4000 amino asite karst ~2500 amino asit). Diger
Bunyaviridae iiyelerinde goriilmeyen bu ilave diziler, Orthonairoviriis L proteinlerinin
N-ucunda bulunurlar. Bu bulgu, 1. ve 609. amino asitler arasinda kalan bdlgenin,
yumurtalik timorii (ovarian tumor) (OTU) sistein proteazi gibi, klasik olmayan L
fonksiyonarma sahip domainler igerdigini 6nermektedir. OTU domaini ile RdRp’nin
korunmus motifleri arasinda kalan dizilerin, NP’nin, L proteininin N-ug¢ bdlgesine
baglanmasi i¢in 6nemli olan, potansiyel bir 16sin fermuar1 ve bir C2H2 ¢inko parmagi
motifi igerir (Honig vd. 2004, Macleod vd. 2015). KKKAYV proteinlerinin domainlerini,
motiflerini ve katalitik amino asit kalintilarin1 gosteren resimli tasvir sekil 2.6’da

verilmistir.

MRNA transkripsiyonunda ve viral genomun replikasyonunda yer alan L protein
bolgeleri, olasilikla i¢ kisimda yer alan endoniikleaz domaini ile baslar ve pek c¢ok
korunmus RdRp motiflerini igerir (Honig vd. 2004, Kinsella vd. 2004). Viral
endoniikleaz, konak mRNA’larin1 keser ve kesim sonucunda meydana gelen 5° kepli
oligoniikleotitleri, viral transkripsiyonu baglatmak i¢in primer olarak kullanir. Daha
yaygin olarak, genomlarinin 5’ uglarinda trifosfat grubu (5’-pppRNA) bulunduran pek
cok diger RNA virlislerine zit olarak, KKKAV’nin vRNA’larinin 5’ wuglar,
monofosforile (5’-pRNA) durumdadir (Habjan vd. 2008, Spengler vd. 2015).
Monofosforile haldeki 5° genom uglari, olasilikla, viral endoniikleazin 5° genomik
uctaki ilk niikleotiti koparmasi sonucu meydana getirilir. Sonunda 5’-pRNA’larin elde
edildigi bu zincir baslatma mekanizmasina, kurma/hazirlama ve yeniden siralama
(prime and realign) adi verilir. Bu mekanizma, daha 6nce, KKKAYV ile iliskili olan
Hantaan virilis i¢in Onerilmistir (Garcin vd. 1995). KKKAV genomunun 5 ucunun
monofosfat grubuna (5’-p) doniistiiriilmesi, tercihen 5’-pppRNA tarafindan aktive olan,
retinoik asit uyarimli gen 1’in (RIG-1) aktivasyonunun engellenmesi yoluyla innat
immiin yanitin atlatilmasi i¢in olasi bir stratejidir (Habjan vd. 2008, Spengler vd. 2015).
Yine de, KKKAV’ye kars1 gelistirilen tip-1 IFN yaniti, RIG-1 aracili olarak meydana
gelir (Spengler vd. 2015). RIG-1’1in, viral enfeksiyon esnasinda, sadece bir sensor olarak
degil, ayn1 zamanda bir antiviral efektor olarak da islev gordiigline inanilmaktadir (Yao

vd. 2015). RIG-1’in bu efektor islevi, zayif IFN yaniti olusturan veya RIG-1’in 6ncelikli
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ligantlar1 olan 5’-ppRNA’ya veya 5’-pppRNA’ya sahip olmayan RNA viriislerinin,
neden RIG-1 yok edildiginde daha etkin bir sekilde replike olduklarini kismen
aciklayabilir (Lee vd. 2011, Spengler vd. 2015).
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Sekil 2.6 KKKAV protein domainleri, motifleri ve katalitik amino asit kalintilari
(Zivcec vd. 2016)

Her proteinin yaklagik olarak biyiikliigii ve katalitik bolgelerinin ve motiflerinin yaklasik olarak
lokasyonlari, asagilarinda, amino asit numaralari olarak belirtilmistir.

KKKAV L proteininin en genis Olgiide calisilan bdlgesi, N-ucta bulunan OTU
domainidir (1.’den 152. amino asit kalintisina kadar olan bolge). OTU domaini,
ubikiiitini (Ub) ve Ub benzeri bir protein olan IFN uyarimli gen 15’1 (ISG15), protein
substratlarindan ayirmaktadir (Frias-Staheli vd. 2007, James vd. 2011, Van Kasteren vd.
2012). Viral OTU’lar ve benzer aktiviteli papain benzeri proteazlar, daha 6nce, Dugbe
viriisti, Nairobi koyun hastalig viriistinii, pring ¢izgi viriisiini (rice stripe virus), porcine
tireme ve solunum sendromu vir{isiinii, at arterit virisiini, faregiller (murin) hepatit
viriisiini, siddetli akut solunum sendromu (SARS) koronaviriisiinii, insan koronaviriisii
NL63’i ve Orta Dogu solunum sendromu (MERS) koronaviriisiinii igeren, hem pozitif

anlamli hem de negatif anlamli RNA viriislerinde bulunmustur (Makarova 2000,

26



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). llave olarak, pozitif anlamli RNA viriislerinin deubikiiitinazlari, viral
poliproteinleri proteolitik olarak islerler ve dolayisiyla viral replikasyon igin
gereklidirler (Van Kasteren vd. 2012). KKKAV’de, L proteini, OTU domaini tarafindan
proteolitik olarak islenmez ve OTU sistein proteaz aktivitesi, KKKAV transkripsiyonu

ve minigenomlarin replikasyonu i¢in gerekli degildir (Bergeron vd. 2010).

Memeli deubikiiitinazlari, [IFN yanitinin negatif geri bildirim (feedback) sistemi olarak
degerlendirilirler ve bu baglamda viral OTUlar, benzer islevleri sergiliyor gibi
goriinmektedir (Kayagaki vd. 2007). KKKAV OTU domaininin, Ub’yi ve ISG15’i
substratlarindan ayirmak suretiyle innat immiin yanitin1 baskiladig diisiiniilmektedir.
Ub’nin ve ISGIS5’in, kendi substratlarindaki serin kalintilarina baglanmalar
(ubikiiitinasyon ve ISGilasyon), IFN sinyalizasyonunu diizenler ve niikleer-kappa-hafif-
zincir-aktive olmus B hiicrelerin enhanseri (NFkB), RIG-1, MxA, interferon diizenleyici
faktor 3 (IRF3), sinyal transdiiseri, transkripsiyon aktivatérii 1 (STAT1) ve protein
kinaz R (PKR) gibi innat immiin yanitin pek ¢ok anahtar bilesenini aktive eder
(Giannakopoulos vd. 2005, Zhao vd. 2005, Shi vd. 2010, Jiang vd. 2012, Okumura vd.
2013, Wang vd. 2015). KKKAV OTU domaininin kristal yapisi, bu proteinin Ub’ye ve
ISG15’e baglanma 6zgilinliigiiniin i¢ yliziini anlamamizi saglamig ve spesifik olarak
Ub’ye ve ISG15’e karsi aktivite kayb1 gosteren KKKAV mutantlarinin
tasarlanabilmesine olanak saglamigtir (James vd. 2011, Akutsu vd. 2011, Capodagli vd
2011). KKKAV OTU domaininin hiicrede normalden fazla olarak ifade ettirilmesi,
genel hiicresel ubikiiitinasyon ve ISGilasyon seviyelerinde azalmaya yol agmaktadir.
[lave olarak, KKKAV OTU’nun hiicrede normalden fazla olarak ifade ettirilmesi,
olasilikla RIG-1’in ubikiiitinasyonunu engellediginden otiirii, RIG-1/mitokondriyal
antiviral sinyalizasyon proteini (MAVS) araciligiyla yiritilen IFN yanitlarini
azaltmaktadir (Frias-Staheli vd. 2007, Van Kasteren vd. 2012). OTU’nun enfeksiyon
durumundaki varsayilan rolii, su anda paradoksal olarak goriinmektedir. Ciinkii, RIG-
I’in, ii¢ parcali motif igeren protein 25 (TRIM25) tarafindan ubikiiitinasyonu, RIG-1’1i
aktive ederken, RIG-1’in ISGilasyonu, ubikiitinasyon bolgeleri ile yarigmaya girmesi

sebebiyle RIG-1’in aktivasyonunu negatif olarak diizenlemektedir (Jiang vd. 2012, Kim
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vd. 2008). RIG-1"in bir viral OTU tarafindan deubikiiitinasyonunun, es zamanli olarak
RIG-1’den ISG15 pargalarinin ¢ikarilmasi antiviral yanitlarinda artisa yol acabilirken,
nasil viral replikasyonu kolaylastirabilecegini anlamak i¢in daha c¢ok c¢alismanin

yapilmas1 gereklidir.

2.3 Kirinm Kongo Kanamali Atesinin Filogenisi

1859 yilinda, Charles Darwin’in “Tiirlerin Kékeni Uzerine” ¢aligmasi yayilandigindan
bu yana, canlilarin evrimi iizerine ¢ok fazla bilgi edinilmistir ve bugiin, viriislerin,
ozellikle de RNA viriislerinin hataya meyilli olan replikasyonlarina bagl olarak hizl1 bir
sekilde evrimlestikleri bilinmektedir. Viriislerin evrimini etkileyen bir diger faktor ise,
viriislerin replikasyon dereceleridir. Buna gore, hizli bir sekilde replike olan viriisler
(HIV-1 gib), yasam siiresi (jenerasyon) kisa olan diger viriislere gore daha hizli bir
sekilde evrimlesmektedir. Bu baglamda, artropod kaynakli RNA viriislerinin evrimi,
“cift filtre kavrami1” ile agiklanan, hem artropod konaginda hem de omurgali konaginda
uyum basarist (fitness) gostermesi adina, diger viriislere gore daha yavas olmaktadir

(Deyde vd. 2006).

1962 ile 1965 yillart arasinda, Zuckerkandl ve Pauling, belirli herhangi bir proteinin
evrim hizinin zamana bagli olarak sabit oldugu hipotezini 6ne siirdiikleri iki énemli
makale yaymlamislardir (Zuckerkandl ve Pauling 1962, Zuckerkandl ve Pauling 1965).
Bu sav, farkli genler igin hizli veya yavas calisan, fakat, farkli tiirlere ait belirli herhangi
bir gen icin ise az veya ¢ok sabit bir hizda calisan molekiiler bir saatin varligina isaret
etmektedir. Sayet bdyle bir molekiiler saat varsa ve bir genin evrim hizi
hesaplanabiliyorsa, o zaman bu bilgi, niikleotit veya amino asit dizilerini karsilagtirmak
suretiyle iki tiir arasindaki ayrismanin (divergens) tarihlendirilmesinde kolaylikla
kullanilabilir. Tam tersi olarak, eger iki tiir arasindaki ayrisma zamani biliniyorsa, bu
durumda segilen genin molekiiler evrim hizi tahmin edilebilir. Molekiiler saat hipotezi,

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

Anagnostou ve Papa, KKKAV’nin evrimi iizerine yapmis olduklar1 bir ¢aligmada, 1956
ile 2003 yillar1 arasinda farkli cografik bolgelerden izole edilmis 40 farkli KKKAV
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susunun GenBank veri tabanindaki mevcut olan genom dizilerini filogenetik olarak
incelemisler, ve sonu¢ olarak, KKKAV’nin yiiksek derecede genetik c¢esitlilige sahip
oldugunu ortaya koymuslardir (Anagnostou ve Papa 2009). Bu 40 KKKAYV susunun S
segmentinden kodlanan ORF’ler ile yapilan filogenetik analizler sonucunda, KKKAV
suslarinin, cografik olarak dagilimlari ile de az ya da ¢ok uyumlu olarak, yedi farkli
grupta (klad) kiimelenmis olduklari bulunmustur (Anagnostou ve Papa 2009). Bu
gruplar veya genotipler, ¢esitli Afrika lilkelerinden izolatlar igeren Afrika 1, Afrika 2 ve
Afrika 3, Orta Dogu’dan izolatlar iceren Asya 1, Cin’den, Tacikistan’dan,
Kazakistan’dan ve Ozbekistan’dan izolatlarin bulundugu Asya 2, Arnavutluk,
Bulgaristan, Yunanistan, Kosova, Rusya ve Tiirkiye’den izolatlarin bulundugu Avrupa
1 ve son olarak, Yunanistan’dan tek bir susun (AP92) yer aldigi Avrupa 2 olarak
belirlenmistir (Anagnostou ve Papa 2009). KKKAV’nin S segmenti temelinde yapilan
filogenetik analizleri sonucu elde edilen, yedi KKKAV grubunu (klad) gosteren
filogenetik agag, sekil 2.7°de verilmistir. KKKAV’nin 6zellikle tim genom dizileri ile
yapilan filogenetik caligmalari, KKKAV genomlarinda meydana gelen rekombinasyon
ve yeniden tasnif olma (reassortment) olaylarinin, KKKAV icin, mutasyon temelli
secici kuvvetlerin tek basina meydana getirdiginden daha karmasik olan evrimsel rotalar
meydana getirmistir (Hewson vd. 2004, Lukashev 2005, Deyde vd. 2006). KKKAV’de
gozlenen bu gesitlilik yiikksek olmakla birlikte, genom segmentlerinde bulunan ORF’ler,

ve kodladig: proteinlerdeki 6nemli motifler olduk¢a korunmuslardir.

Anagnostou’nun ve Papa’nin yukarida bahsi gegen calismasinda, KKKAV suslar
arasinda sikca meydana gelen yeniden tasnif olma olaylarinin, calisilan KKKAV
suslarinin filogenetik analizinde zitliklara sebep oldugu, bunun disinda rekombinasyon
olaylarmin ise gorece daha az siklikla meydana geldigi ortaya konulmustur. Bu
zitliklara 6rnek olarak Cin’den izole edilmis 7001 ve 79121 suslar1 verilebilir. Bu Cin
suslari, S segmentleri temelinde yapilan filogenetik analizler sonucunda diger Cin
izolatlar1 ile gruplanirlarken, M segmentlerine gore yapilan ayni analizler, bu suslar
Afrika suslari ile bir arada gruplamaktadir. Ilave olarak, Pakistan’dan izole edilen Matin
susu, S segmenti bakimindan Asya 1 grubunda yer alirken, M segmenti temelindeki
filogenetik analizlere gore bazi Cin izolatlar ile birlikte kiimelenmektedir (Anagnostou
ve Papa 2009).
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Sekil 2.7 KKKAV S segmentindeki 1446 bazlik ORF’nin filogenetik analizi
(Anagnostou ve Papa 2009)

AP92, dis grup durumundadir. Rakamlar, yiizde bootstrap esleri (100) ifade etmektedir. 60°dan az olan

bootstrap degerleri verilmemistir. Yatay uzakliklar, niikleotit farkliliklar1 ile dogru orantilidir. Olgek

gubugu, % 10 niikleotit dizi ayrigsmasini belirtmektedir. Agactaki diziler, sus isimleri ve izole edildikleri
iilke ile belirtilmistir.
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Anagnostou ve Papa, ayni calismalarinda, Schmidt’in ve von Haeseler’in gelistirdigi
TREE-PUZZLE algoritmasin1 kullanarak KKKAV i¢in molekiiler saat hipotezini
(Likelihood orani testi, LRT) test etmisler ve sonug olarak ¢alisilan tiim KKKAYV suslari
dikkate alindiginda, molekiiler saat hipotezinin RNA segmentlerinin hi¢ birine
uymadigi, ancak belli gruplarin (Avrupa 1, Asya 2 ve Afrika 3) S segmentlerinin
filogenetik agaglar1 Kendi igerisinde ¢alisildiginda, molekiiler saat benzeri bir agacin
testi gecdigi gorilmiistiir (Schmidt ve von Haeseler 2003). Bu gozlem, KKKAV S
genom segmentleri i¢in ayni hizda ¢alisan bir global molekiiler saatin olmadigina,
ancak, belirli bir grup igerisinde sabit bir hizda ilerleyen evrime olanak taniyan, ancak
farkli gruplar i¢in farkli hizlarda ¢alistig1 varsayilan bir yerel molekiiler saat modelinin,
KKKAV S segmentinin evrimini agiklamak icin yeterli gibi goriilebilecegini
onermektedir (Yoder ve Yang 2000). insan immiin yetmezlik viriisii tip 1’in (HIV-1)
evrimi {lizerine yapilan ¢alismalarda, molekiiler saat benzeri davranisin gosterilmemesi
durumunun, viriis 6rneklemelerinin es zamanli olarak yapilmamis olmasindan Otiirii
niikleotit yer degisimlerinin (substitiisyon) hizlarindaki varyasyonlardan kaynaklandigi
ve bu durumun da molekiiler saat modelinin yanlis bir sekilde reddedilmesine sebep
oldugu belirtilmistir (Liu vd. 2004). Anagnostou ve Papa, yaptiklar1 calismada,
KKKAV’nin evriminde, viriis 6rnekleme zamanlarinin molekiiler saat benzeri davranisi
etkilemiyor gibi goriindiigiinii, ancak, birden fazla KKKAV kaynaginin dahil oldugu,
yeniden tasnif olma olaylarmin, KKKAYV suslarinin evriminde molekiiler saat benzeri

davranigtan sapmalara sebep oldugu belirtilmistir (Anagnostou ve Papa 2009).

Anagnostou ve Papa, ayrica M segmentinde bulunan yiiksek derecede cesitlilik gésteren
Mucin benzeri domain (MBD) ile korunmus bolgenin birlikte evrimlesip
evrimlesmedigini anlamak adina, bu bolgeleri ayr1 ayr1 ¢alismislar ve sonugta MBD’nin
korunmus bolgeye gore 2.3 kat daha hizli evrimlestigini bulmuglardir (Anagnostou ve
Papa 2009). Bu sonug, KKKAV’nin, hem kenelerde hem de omurgalilarda uyum
basaris1 gostermesi adina pozitif bir se¢ilim etkisi altinda kaldig1 gercegi ile ve bu

secilimden en fazla MBD’nin etkilendigi 6nermesi ile agiklanmaistir.

Daha giivenilir bir sonug elde etmek adimna, tiim genom segmentlerinin (S, M ve L)

dizisinin bilindigi 18 KKKAV susu ile yapilan filogenetik analiz ¢alismalarinda, M

31



segmentinin S segmentinden 3,58 kat, L segmentinden de 1,2 kat daha hizli
evrimlestigi, L segmentinin de S segmentinden 2,9 kat daha hizli evrimlestigi
bulunmustur (Anagnostou ve Papa 2009). Bu sonuca gére M ve L segmentleri hizli bir
sekilde evrimlesirken, S segmenti, viral genomun en ¢ok korunmus parcasini temsil
etmektedir. M segmentinin, diger segmentlere gore daha fazla genetik ¢esitlilik
gostermesi  beklenen bir durumdur. Ciinkii, M segmentinden kodlanan zarf
glikoprotenleri, hiicresel tropizmasindan, konak hiicreye tutunmadan, nétralize edici
antikorlarin uyarilmasindan ve daha fazlasi, siklikla patojenitesindeki farkliliklardan
sorumludur. Ayni sekilde S RNA segmentindeki sabitlik (karalilik) de beklenen bir
durumdur. Ciinkii S segmenti tarafindan kodlanan niikleokapsit proteini, virionun
yapisal esasini olusturmaktadir. Filogenetik agag topolojileri yiiksek derecede benzerlik
gosterdiginden dolayi, KKKAV suslarinin S ve L segmentlerinin birlikte evrimlesme

(coevoliisyon) paterni (6rgiisii) gosterdikleri onerilmektedir (Chamberlain vd. 2005).

Sonu¢ olarak KKKAV’nin genetik g¢esitliliginin ortaya c¢ikmasinda rol oynayan
muhtemel faktorler, yeni viral suslart meydana getiren yeniden tasnif olma ve
rekombinasyon olaylarini igerdigi kadar, endemik cografi bolgelerin kendine has
cevresel kosullarimi (ekolojik nig, kene popiilasyonunu ve sonugta viriis yayilimin
etkileyen iklim sartlar1), kene vektor tiirlerini ve omurgali konaklarini ve bunlarin
goclerini de icermektedir. KKKAV, bir konaktan diger konaga taginma sirasinda uyum
basarisini korumaya calistigindan, tasinma rotasi da viriisiin evrimi i¢in 6nem teskil

etmektedir.

Yakin zaman 6nce yapilan bir ¢calismada, KKKAYV gruplariin (genotiplerinin) tahmini
olarak ortaya ¢ikis zamanlar1 belirlenmistir (Lukashev vd. 2016). KKKAV’nin tiim
genom segmentleri ile yapilan filogentik analizler, KKKAV’ nin sadece birka¢ bin yil
once Afrika kitasinda ortaya c¢iktigini onermektedir (Lukashev vd. 2016). Ancak
binlerce yi1l 6nce meydana gelen evrimsel olaylarin kesine yakin bir sekilde
tarthlendirilmesi, filogenetik analizlerde kullanilan mevcut algoritmalarin kismen
yiiksek hata oranlarindan dolayr suan i¢in miimkiin gériinmemektedir ve bu sebeple

sonuglara temkinli yaklasilmas1 gerekmektedir.
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Yukarida bahsi gecen, Lukashev ve digerlerinin yaptig1 calismada, KKKAV’nin Orta ve
Giliney Asya’ya girisi, orta ¢cag donemlerine tarihlendirilmistir (Lukashev vd. 2016). Bu
sonug, tarihsel belgelerle de uyum igerisinde goriinmektedir (Hoogstraal 1979). Daha
sonra, KKKAV Avrupa 1 grubu, sadece birka¢ yiiz yil once, Volga deltas1 {izerinden
Avrupa kitasina girmis ve Balkanlara ise bundan daha da yakin bir zaman once
girmistir. Avrupa 2 grubunda yer alan AP92, yaklasik 100 yil kadar once olasilikla
Tiirkiye iizerinden Avrupa’ya girmistir. {lging bir sekilde, birkac bin y1l nce Afrika’da
ortaya ¢ikan KKKAV, c¢ok kisa bir zaman 6nce Avrupa’ya girerek buraya yerlesmistir.
Bu kitalar arasi viriis tasinmasinda enfekte kene tasiyan, go¢ eden kuslarin roli
kanitlanmistir ve yatsinamaz (Lindeborg vd. 2012). Lukashev ve digerleri, bahsi gecen
caligmalarinda, KKKAV’de meydana gelen yeniden tasnif olma olgusunu, bir olasilik
olarak degil diizenli bir olay olarak belirlemisler ve farkli genom segmentlerinde
yeniden tasnif olma olaylarinin yaklastk 100 yilda bir meydana geldigini
hesaplamislardir (Lukashev vd. 2016). Ote yandan, KKKAV Avrupa 1 grubu ile diger
KKKAYV gruplar1 arasinda yeniden tasnif olma olaylarinin goriilmemesi, KKKAV’ nin
Asya ve Afrika suslar arasinda yaygin olarak meydana getirdigi segment degisimleri ile
zithik olusturmaktadir. Bu bulgu, Avrupa 1 grubunun, ana KKKAV gen havuzundan
“tagma etkisi” (spill over effect) ile olustugunu ve daha sonra da lireme izolasyonuna

maruz kaldigini (gen transferlerinde yer almadigini) 6nermektedir (Lukashev vd. 2016).

2.4 Kirinm Kongo Kanamali Atesinin Epidemiyoloji

KKKAYV, dogada genellikle enzootik kene-omurgali-kene dongiisii ile dolasir ve esas
olarak Hyalomma cinsine ait keneler ile bulasir. Hastaligin cografik dagilimi,
Hyalomma cinsi kenelerin kiiresel dagilimi ile kesismektedir (Whitehouse 2004, VVorou
vd. 2007). Diinya genelinde KKKAYV bulasisina en ¢ok sebep olan kene tiirii Hyalomma
marginatum’un insan derisi iizerindeki fotografik goriintiisii sekil 2.8’da verilmistir.
KKKAYV, diger cinslere (Amblyomma, Rhipicephalus, Ornithoros, Boophilus,
Dermacentor ve Ixodes) ait kenelerden de izole edilmis olmasina ragmen, bu kenelerin
viriis bulasisindaki rolleri heniiz belirlenmemistir (Shepherd vd. 1989a). KKKAV nin,
kenelerin hem yumurtalarindan hem de beslenmemis (kan emmemis) ergin olmayan

gelisim asamalarindan izole edilmis olmasi, gerek transovarial (yumurta ile taginma)
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gerekse de transstadial (gelisim evreleri arasinda tasinan) bulagsmalara isaret etmektedir
(Whitehouse 2004, Logan vd. 1989, Okorie 1991, Gordon vd. 1993). Yine, keneler
arasinda KKKAV’nin cinsel yolla da bulastirilabildigi gosterilmistir (Shepherd vd.
1991, Wilson vd. 1991). Ayrica keneler, enfekte olmamis bir konak {izerinde, bir baska
enfekte kene ile beraber beslenmesi sirasinda da enfekte olabilirler (Gordon vd. 1993).
Hyalomma cisi kenelerin yasam dongiisiinii ve KKKAYV bulastirmasini genel itibariyle
Ozetleyen resimli gosterim, sekil 2.9°da verilmistir. Iliman iklimlerin oldugu yerlerde,
KKKA vakalari, normal olarak kenelerin en aktif olduklar1 donem olan bahar ile erken
giiz donemleri arasinda goriiliir. Kenelerin konagina olan ilgisini, sicaklik ve

karbondioksit konsantrasyonu diizenlemektedir (Allan vd. 2010).

Sekil 2.8 Hyalomma marginatum tiirii kenenin insan derisi iizerinde alinmig fotografi

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

KKKAYV, enfekte kenelerde devamli olarak kalmakla birlikte, omurgalilar, kenelere kan
oglinlerini saglamak igin gereklidir. Cesitli ¢iftlik hayvanlar1 (sigir, kegi, koyun, at,
deve, domuz, yabani tavsan, kirpi, deve kusu, esek, fare ve evcil kopekler) KKKAV ile
enfekte olabilirler. Aslinda, bir¢ok evcil ve yabani omurgalinin KKKAV’ye karsi
antikor yaniti ve/veya viremi gelistirdikleri rapor edilmistir (Shepherd vd. 1989a).
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Bunun disinda, siiriingenler ve deve kusu hari¢ diger kuslar, KKKAV enfeksiyonlarina
kars1 direnglidir (Vorou 2009, Adam vd. 2013). KKKAYV ile enfekte insanlarin aksine,
enfekte ¢iftlik hayvanlari, genellikle higbir hastalik belirtisi gostermezler (Swanepoel
vd. 1987, Logan vd. 1989, El-Azazy ve Scrimgeour 1997, Whitehouse 2004).

Kuslarin ekseriyetinin KKKAV enfeksiyonuna karsi direncli oldugu gosterilmistir
(Whitehouse 2004). Ancak, go¢ eden kuslar, enfekte keneleri tasiyabilirler ve bu
sebeple KKKAV’nin bir endemik {ilkeden yeni bir baska iilkeye yayilmasimi
kolaylastirabilirler (Hoogstraal 1979, Shepherd vd. 1987, Swanepoel vd. 1998).
KKKAV antikorlar1 tespit edilmemis olmasina ragmen, kene tasiyan deve kuslarinin
Giiney Afrika’daki hayvan kesimleri sirasinda ciddi KKKAV salginlarina yol agtigi
gosterilmistir. Tlging bir sekilde, deneysel olarak enfekte edilmis deve kuslari, viremi

meydana getirebilmektedir (Swanepoel vd. 1998).

Insanlar, KKKAYV ile enfekte ¢iftlik hayvanlarmin kan veya dokularina dogrudan temas
ederek, enfekte kenenin 1sirmasiyla veya el ile enfekte kenenin ezilmesi yoluylaveya
olasilikla, enfekte hayvanlarmin viicut sivilarindan meydana gelen aerosollerle enfekte
olabilirler. KKKAYV vakalari, esasen, gift¢ilerde, mezbaha ¢alisanlarinda, saglik hizmeti
calisanlarinda ve veterinerlerde goriiliir (Ergoniil 2006a). Endemik bolgelerde yasayan
ve kene 1sirma hikayesi olan insanlarda, KKKAYV seroprevalansi, % 20 kadar yiliksek
oranda olabilmektedir (Uyar vd. 2011). KKKAV’nin insandan insana bulasma
potansiyeli, saglik calisanlarmi, KKKA’l1 hastalara bakarlarken enfeksiyon riski ile
kars1 karsiya getirmektedir. Enfekte kan ile temas etme veya viriis tagiyan siringa ucu ile
yaralanma olaylari, oliimlii vakalar1 de iceren pek c¢ok nozokomiyal salginlara yol
agmaktadir (Ergoniil 2006a). Saglik hizmeti ¢alisanlarinin, koruyucu kiyafetler
giyinmeleri tavsiye edilmektedir (Tarantola vd. 2007). Yine enfektif KKKAV ile
yapilan arastirma ¢alismalariin, sadece biyogiivenlik diizeyi dort olan laboratuvarlarda

yiiriitiilmesi tavsiye edilmektedir (Whitehouse 2007).

Pismis etin tiiketilmesi, kesim sonrasi dokularda meydana gelen asidifikasyonun
KKKAV’yi etkisiz hale getirmesinden &tiirii risk teskil etmemektedir. KKKA igin
endemik olan bolgelerde, doga yiirliylisii gibi, kamp yapmak gibi doga aktiviteleri ve
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diger kirsal alan aktiviteleri, enfekte kenelere maruz kalma ve KKKA hastalig1 kapma

acisindan risk faktorleri olarak 6nerilmistir (Ergoniil 2006a).

Dijgme

Deri Deg|§t|rme 1

> A 2 Nimfa ‘
~

{ |
- \ / Yetigkin \ |
KicikMemeliler WA & @b g o N
ve Larva
Kuglar

insanlar

) / Ciftlik Hayvanlan

’

Yumurtlama
ve @ Nozokomiyal f A \
Yumurtadan Bulagi
Cikma S

Sekil 2.9 Hyalomma cinsi kenelerin yasam dongiisii ve KKKAV’nin dikey ve yatay
bulasis1 (Bente vd. 2013)

Kene yasam dongiisiiniin agamalar1 mavi oklarla gosterilmistir. Yumurtadan ¢iktiktan sonra, larva, ilk kan
6glinii i¢in kendine kiigiik bir hayvan konagi bulur. Kene tiiriine bagli olarak, larva, tikandiktan sonra ya
konagmna tutunmus halde kalir ve burada deri degistirir (iki konakli keneler), ya da konagindan diiser ve
deri degistirir (ii¢ konakli keneler). Bu geg¢is, yildiz ile gosterilmistir. Nimfalar, daha sonra, ya tizerlerinde
deri degistirdikleri konaklarinda beslenmeye devam ederler (iki konakli keneler), ya da yeni bir kiigiik
hayvan konagina tutunurlar (ii¢ konakli keneler). Tikanmay: takiben, biitiin tiirlerin nimfalari,
konaklarindan diiserler ve deri degistirerek yetigkin hale gelirler. Yetiskin keneler, daha sonra kan
ogtinleri i¢in kendilerine biiylik hayvan konagi bulurlar ve bu konaklarina tutunmus haldeyken ciftlesirler.
Kan ogiinlerinden sonra tikanmig haldeki disi keneler, konaklarindan diiserek yumurtlamak igin
kendilerine uygun bir yer bulurlar. Kene yasam dongiisii sirasinda, keneler ile memeliler arasinda (kirmizi
oklar) ve beraber beslenme sirasinda keneler arasinda (kesikli oklar) KKKAV bulastirilmasi igin birkag
firsat vardir. Her sekilde viriis bulagtirilmasinin etkinligi, kirmiz1 oklarin kalinlig1 ile dogru orantili olarak
gosterilmistir.

Kirim Kongo kanamali atesi, dang hummasindan sonra ikinci en ¢ok yayilis alanina
sahip arboviriis kaynakli bir hastaliktir ve kene kaynakli olarak meydana gelen viral
hastaliklar igerisinde ise, cografik yayilis alani en genis olan zoonozdur (Ergoniil
2006a). Suan igin, KKKAV’nin, Afrika’da (6rnegin, Demokratik Kongo Cumbhuriyeti,
Uganda, Moritenya, Nijerya, Senegal, Giliney Afrika Cumbhuriyeti), Giliney Dogu
Avrupa’da (6rnegin, Rusya, Bulgaristan, Kosova, Yunanistan, Tiirkiye), Orta Dogu’da
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(6rnegin, Iran, Irak, Sudi Arabistan, Umman) ve Asya’da (6rnegin Cin, Kazakistan,
Ozbekistan, Tacikistan, Pakistan, Hindistan) olmak iizere, 30°dan fazla iilkede
bulundugu bilinmektedir (Mourya vd. 2014). KKKA’nin, rapor edilen yillik vaka

sayilaria gore yapilmis cografik dagilimini gosteren resim, sekil 2.10’de verilmistir.

Son on yilda, KKKAV, Tiirkiye’yi, iran’1, Yunanistan’1, Giircistan’1, Arnavutluk’u ve
Hindistan’1 igeren, daha 6nce KKKA’dan etkilenmemis olan iilkelerde hastaliklara yol
agmustir (Chinikar vd 2008, Yilmaz vd. 2009, Zakhashvili vd. 2010, Mishra vd. 2011,
Papa vd. 2011b). KKKAYV, ayrica Rusya Federasyonu’nun Giiney Bati bolgelerinde ve
Orta Afrika’da yaklasik 30 yil aradan sonra yeniden ortaya ¢ikmistir (Maltezou vd.
2010). Dahasi, bazi yeni veriler, KKKAV’nin yayilig alaninin Avrupa’da daha da
genisledigini 6nermektedir. Ornegin Portekiz’de ve Macaristan’da, insanlarda,
KKKAV’nin serolojik belirtileri rapor edilmistir (Maltezou vd. 2010, Németh vd.
2013). Romanya’daki ¢iftlik hayvanlarinda, hastaligin endemik oldugu diger
bolgelerdeki ¢iftlik hayvanlarindaki KKKAV antikor goriilme sikligi (prevalans) ile
benzer siklikta KKKAV antikorlar1 saptanmustir. 2010 yilinda, Ispanya’da yasayan
geyiklerin iizerlerinden toplanmis Hyalomma lusitanicum tiirii kenelerde, KKKAV
tespit edilmis ve bu tespitten alt: y1l sonra, Ispanya’nin orta bat1 kesiminde 2016 yilinda
biri 6liimle sonuglanan iki insan vakasi meydana gelmistir (Estrada-Pefia vd. 2010,

Rada 2016).

Kiiresel 1sinmanin ve iklim degisikliklerinin KKKA nin insidansini (belirli siirede yeni
vakalarin sayisi) ve cografik yayilimimi arttirabilecegi One siirlilmiistiir. Bu gibi
degisiklikler, kenelerin gelisme Ozelliklerini ve enfekte kenelere konukculuk eden
goemen kuglarin  gb¢ rotalarimi  degistirebilir.  Arazi  kullanimindaki, tarim
uygulamalarindaki, avlanma aktivitelerindeki ve ¢iftlik hayvanlarinin tasinmasindaki
degisiklikler gibi antropojenik faktérler de KKKA epidemiyolojisinin dinamiklerini
etkileyebilir (Maltezou vd. 2010).

37



Diinya Saglik Orgiitii'ne Rapor
Edilen Yillik Vaka Sayisi

Vektor Varhiginin
Virolojik ve Serolojik
Bulgularn

. Yilhk 5 -49 Vaka
Bildirimi
Yillik 50'den Fazla Vaka
Bildirimi

Sekil 2.10 KKKA’nin cografik dagilimi (Bente vd. 2013)

Kirmuzi ile gosterilen iilkeler, Diinya Saglik Orgiitii'ne yilda 50°den fazla vaka bildirmektedir. Turuncu
ile gosterilen iilkeler, Diinya Saglik Orgiitii'ne yilda 5 ile 49 arasinda vaka bildirmektedir. Sari ile
gosterilen iilkelerde, henliz KKKA vakasi rapor edilmemis olmakla birlikte KKKAV’nin insanlardaki
serolojik veya kenelerdeki virolojik bulgulari mevcuttur. Yildiz ile gosterilen ispanya’da 2016 yilinda,
biri 6lim ile sonuglanan iki KKKA vakasi bildirilmistir. Hyalomma marginatum’unve Hyalomma
asiaticum’un kuzey sinirlari kesikli gri ¢izgiler ile gosterilmisgtir.

Tiirkiye’de, KKKA’ya ilk defa, 2002 yilinda, Tokat’ta ates ve petesiyal kanama
belirtileri ile hastaneye bagvuran bir grup hastada rastlanmistir. Ancak, daha o6nce
yapilan bir serolojik calismada, ilk KKKA wvakalarinin goriilmesinden ¢ok once,
KKKAV’nin Tiirkiye’de uzun siiredir dolasiyor oldugu belirtilmistir (Serter 1980).
2003 yilinda, Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanlig: tarafindan ve Tiirkiye Cumhuriyeti
Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan olusturulan bir goézlem heyeti,

hastaligin goriildiigli bolgede bir arastirma yapmis ve hastalarin hayvancilikla
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ugrastigini ve kene tarafindan isirilma hikayelerinin oldugunu fark etmistir. Bu hastalar,
ayrica grip benzeri sikayetler, petesiyal kanama, trombositopeni (trombosit azligi),
l6kopeni (l6kosit azlig1) ve serumda karaciger enzim miktarlarinin artmasi gibi ortak

klinik bulgulara sahiplerdi.

Vaka sayist artmaya devam edince ve klinisyenler, hastalarin kene tarafindan isirilma
hikayelerinin oldugunu ve tetrasiklin antibiyotigine karst hemen hemen hi¢ yanit
vermediklerini fark ettiklerinde, 26 tane hastadan alinan serum 6rnekleri, Fransa Ulusal
Arboviriis Referans Merkezi ve Diinya Saglik Orgiitii Ortak Arboviriis ve Viral
Kanamali Ates Merkezi tarafindan incelenmis ve 17 vakada KKKAV’ye 6zgii IgM
antikorlar tespit edilmistir. 2003 yilinda, ilk defa Karti ve digerleri, Birlesik Devletler
Hastalik Kontrolii ve Korunma Merkezi ile ortak calisarak, RT-PCR yontemini
kullanarak, Tiirkiye’deki bes hastanin etiyolojisinin KKKA oldugunu goéstermislerdir
(Karti vd. 2004). Takip eden yillarda vaka sayilari artmig ve 2008-2009 yillarinda zirve
yaparak daha sonraki yillarda azalmistir (Yilmaz vd. 2009). Ancak halen, yilda yaklasik
900 yeni KKKA vakasi goriilmektedir ve Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanliginin
verilerine gore 2002 yilindan beri goriilen toplam vaka sayisi, % 5’ten biraz az1 6liimlii
olmakla birlikte 10000’ asmustir (Siinbiil vd. 2015). Yapilan bir c¢alismada,
Tiirkiye’deki KKKA vakalarinin % 69’unda kene ile temas veya kene tarafindan
sirilma hikayesi, % 61,7’sinde ise hayvanlarin dokulari, kanlar1 ve diger viicut sivilar
ile temas etme hikayesi oldugu rapor edilmistir (Yilmaz vd. 2009). Endemik kirsal
bolgelerde yapilan iki ayri ¢aligmada, insanlardaki seroprevalans yiizdeleri % 10,0 ve %
12,8 olarak bulunmustur (Giines vd. 2009, Bodur vd. 2012). Ilerlemis yasta olma, diisiik
egitim seviyesi, tarimla ugrasma, kene tarafindan 1sirilma ve hayvanlardan kene
koparma hikayesi, hayvancilikla ugrasma ve kirsal alanlarda yasama, KKKAV’ye 6zgii
IgG seropozitivitesi i¢in Onemli risk faktorleridir (Giines vd. 2009, Bodur vd. 2012,
Koksal vd. 2014, Yagci-Caglayik vd. 2014).

Tirkiye’de KKKAV’nin saglik hizmeti ¢alisanlarina bulasisi rapor edilmistir. 2016
yilina kadar bes saglik hizmeti calisan1 (iki hemsire, bir doktor, bir laboratuvar
teknisyeni ve bir yardimci saglik personeli), nozokomiyal KKKAV enfeksiyonlarindan

dolay1 yasamin yitirmistir (Leblebicioglu vd. 2016).
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Epideminin baslangicinda, KKKA, yaygin olarak Tokat ve civarinda goriilmistiir.
Ancak daha sonra, benzer iklim kosullarina sahip olan Karadeniz ve Orta Anadolu’nun
Kuzey bolgelerinde (Artvin, Bayburt, Erzurum, Erzincan, Glimiishane, Cankiri,
Amasya, Kastamonu, Corum, Cankiri, Yozgat, Sivas) ortaya ¢ikmistir. Bu bdlgeler, kis
mevsiminin 1liman ge¢mesi, arazi yapisinin boliinmiis olmasi ve ziraatin, arka bahce
tariminin ve hayvanciligin yaygin olmasi gibi ortak 6zelliklere sahiptir. Ormanlik alan
ve bodur aga¢ tipi vejetasyonun igerisinde dagilmis durumda olan boliinmiis zirai
alanlar, vejetasyon yapisi hayvan otlatmak i¢in uygun oldugundan, kenelerin hayatta
kalmalar1 i¢in elverisli bir habitat olusturmaktadir. Tirkiye’de keneler, deniz
seviyesinden yaklasik 1000 metre yiikseklikte yasamaktadir ve KKKA, genel olarak
Tiirkiye’nin deniz kiyilarinda goriilmemektedir (Anonymous 2006, Aker vd. 2015).

Tiirkiye’de, Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi, 2003 yilindan bu yana, KKKA ig¢in,
tani, tedavi ve korunma ile ilgili ¢alismalarda liderlik gorevi istlenirken, Tirkiye
Cumhuriyeti Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi ise KKKAV’nin hayvanlarda ve
arazilerde kontrol altina alinma ¢alismalarim yiirtitmustiir. Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik
Bakanligi, Tirkiye’de KKKA’y1 kontrol altina almak adma, birimler arasindaki
koordinasyonu kolaylastirmis, hastaliktan korunmak i¢in vatandaslarda farkindaligi
artirmak adma oOnemli halk sagligi egitimlerine liderlik etmis, saglik hizmeti
calisanlarinin hastalik hakkindaki bilgilerini giincel tutmus ve siipheli vakalarin
yonetilmesinde ve KKKA’l1 hastalarin tedavisinde kullanilacak standart yaklagimlar

gelistirmistir (Leblebicioglu vd. 2016).

2.5 Kirnm Kongo Kanamali Atesinin Klinik ve Laboratuvar Bulgular

KKKAV’nin pek c¢ok enfeksiyonu, hafif, spesifik olmayan atesli hastali’ga sebep olsa
da, bazi hastalar, siddetli kanamali (hemorajik) hastalik gelistirir. 1944’teki Kirim
salgininda, hastaneye kaldirilan hastalarda, aniden baslayan ates ile beraber halsizlik,
bas ve kas agrisi, kusma, yiizde ve orofarinkste belirgin kan toplanmasi, kanamali
(hemorajik) kizarikliklar ile birlikte ekimoz gelisimi ve nazofarinkste, midede ve

bagirsakta ve diger bolgelerde kanama gozlenmistir (Grashchenkov 1945). Benzer
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bulgular, Giiney Afrika’daki, Tirkiye’deki ve Kosova’daki vaka serilerinde ve
salginlarda rapor edilmistir (Swanepoel vd. 1989, Ergoniil 2006a).

KKKA’nin seyri, kulucka, hemoraji dncesi, hemoraji ve iyilesme olmak iizere dort
evrede gergeklesmektedir (Hoogstraal 1979). Kulugka evresinin uzunlugu, kismen,
viriisiin kapilma sekline bagli gibi goriinmektedir. Kulucka evresi, kene tarafindan
1isirilmay takiben, 1 ila 5 glin arasinda stirmekteyken, enfekte kan veya dokulara temas
yoluyla bulagsmay1 takiben, en c¢ok 13 giin olmak iizere, genellikle 5 ila 7 giin
stirmektedir (Ergoniil 2006a, Ergoniil vd. 2006b). Kene salyasinda bulunan bazi
maddelerin immiinolojik etkilerinin, viriisiin viicuda yayilmasinda hizlandirici rol

oynadigi 6nerilmistir (Nuttall ve Labuda 2004).

KKKA’nin hemoraji 6ncesi evresi, ates, halsizlik ve ¢esitli spesifik olmayan belirtiler
ve semptomlar ile karakterize edilir. Eger klinisyen, hastanin hikdyesinden KKKAV
enfeksiyonu siiphesini tagiyorsa, RT-PCR ile teshisini yapabilir. Hemorajik evre, tipik
olarak hemoraji dncesi evrenin baslamasindan 3 ila 5 giin sonra ortaya ¢ikar (Ergoniil
2006a). Bu evrenin en yaygin baslangi¢ belirtisi, sonrasinda genis cilt ekimozuna
dontigen, deride, gz stimiiksel zarinda (konjonktiva) ve diger mukoz zarlarda meydana
gelen petesiyal kizarikliklar (Sekil 2.11) ve midede, bagirsakta ve idrar yollarinda
kanamalardir (Swanepoel vd. 1989). Bu evrede karaciger ve dalak biiylimesi yaygindir.
Oliimciil vakalarda, hemorajinin, ¢coklu organ yetmezliginin ve septik sokun sonucu
olarak 6liim, genellikle hastalik basladiktan 5 ila 14 giin sonra meydana gelir. Beyinde

hemoraji ve vajinada ve karin kaslarinda kanama meydana gelebilir.
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Sekil 2.11 Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde yatan KKKA’I1 hastalar
(Ergoniil 2006a)

KKKA’y1 atlatan hastalarin tamamen iyilesmesi, bir yil kadar siirebilir (Ergoniil 2006a).
Giiney Afrika’daki gegmis raporlarda, iyilesen hastalarin siklikla, zayiflik, sag
dokiilmesi, istahsizlik, ¢oklu sinir iltithab1 (polinevrit), isitme ve hafiza kayb1 ve gorme
eksikligi ve hepatorenal yetmezlik gibi ¢esitli saglik sorunlarini deneyimledigi not
edilmistir (Swanepoel vd. 1989). Ancak son zamanlarda Tiirkiye’deki ve Iran’daki
vakalar1 rapor eden yayinlarda, hastalilk sonrasinda bu gibi sorunlarin gelistigi
belirtilmemistir (Bakir vd. 2005, Mardani ve Keshtkar-Jahromi 2007). KKKA’nin
hastada tekrardan ortaya ¢ikmasi ile ilgili olarak her hangi bir belge bulunmamaktadir.
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KKKA hastaliginin ilk haftasinda, hematoloji testlerinde, trombositopeninin gelisimi ile
birlikte erken 16kopeni goriiliir ve 6liimciil vakalarda, trombosit (platelet) sayilart asiri
derecede azalmis olabilir (Ergonil 2008). Siddetli hastaliklarda, hemoglobin
seviyesinde de diisiisler tipik olarak goriiliir. Ayn1 zamanda, yaygin damar i¢i pihtilagsma
sendromu (YDP) belirtileri olarak, protrombin zamanindaki (PT) ve aktive edimis
parsiyel (kismi) tromboplastin zamanindaki (aPTZ) uzamalara bagli olarak pihtilagsma
anormallikleri gelisir ve fibrin par¢alanma {irlinleri ile D-dimerleri kanda tespit edilir.
Ilerlemis karaciger fonksiyon bozukluklari, karaciger ile ilgili alanin ve aspartat
aminotransferaz (ALT ve AST) enzimlerin kandaki seviyelerinin yiikselmesine sebep
olur. Hastalarda diisiik tansiyon meydana geldiginden dolayi, kandaki seviyesi artmis
olan kan iire nitrojeni (BUN) ve kreatinin, bobrek yetmezligine sebep olur. Hastaligi
atlatmakta olan kisilerde, hastalik bagladiktan 7 giin sonra, KKKAV’ye 6zgii IgM
antikorlart ve hastalik basladiktan 7 ila 9 giin sonrasinda ise KKKAV’ye o6zgii IgG
antikorlar1 kanda tespit edilebilir seviyeye ulasmaktadir (Burt vd. 1994). Oliimciil
vakalarda, KKKAV’ye 06zgii antikor yanitlar1 gelistirilememektedir (Ergoniil vd.
2006c).

KKKA’nin rapor edilen 6limlii vaka oranlari, bazi kii¢iik vaka serilerinde % 30’u
ge¢mekle birlikte ¢ok degiskendir. Cogu zaman, salginlarda yer alan kiigiik hasta
orneklemi ve teshis kabiliyetinin yetersizligi, hafif hastalik geciren biitiin hastalarin
tespit edilmelerini ve Oliimlii vaka oranlarinin belirlenmesinde degerlendirmeye
alinmalarii zorlastirmaktadir. Ancak, bugiine kadar 10000°den fazla vakanin meydana
geldigi Tiirkiye’de ortalama oliimli vaka oran1 % 5’in biraz altindadir (Leblebicioglu
vd. 2016). Bu bulgu, gecmis salginlarda rapor edilen daha yiiksek olimli vaka
oranlarinin, daha az siddetli gegen enfeksiyonlarin farkina varilmasinda basarisiz
olunmasindan kaynaklaniyor olduguna isaret etmektedir. Bu gozlemsel yanilgiya
ragmen, farkli zamanlarda ve yerlerde rapor edilen 6limlii vaka oranlarindaki
farkliliklarin, ya saglik yardiminin ve tedavinin kalitesinden, ya da bodlgede dolasan
KKKAV suslarinin viriilenslerindeki farkliliklarindan kaynaklaniyor olabilecegi olasilik
dahilindedir.
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Enfektif viriisiin hastadan elde edilmesi ve gosterilmesi, uzun siireler KKKA’nin
teshisinde altin standart olarak degerlendirilmistir. Ancak bu c¢alismalar, pek ¢ok
endemik iilkede bulunmayan, biyogiivenlik seviyesi 4 olan laboratuvarlari
gerektirmektedir. Hizli ve giivenli olmasi, yiiksek 6zgilinliik ve duyarlilikta ¢alismasi
sebebiyle, viral RNA’y1 tespit edebilen, geleneksel ve gercek zamanli RT-PCR
yontemleri, giiniimiizde KKKA’nin teshisinde standart laboratuvar yontemi olarak
degerlendirilmektedir. Hastaligin teshisinde ve seyrinde, ayrica KKKAV’ye 6zgii IgM
ve IgG antikorlarmi tespit eden ELISA yontemleri de kullanilabilmektedir (Bente vd.
2013).

2.6 Kirim Kongo Kanamali Atesinin Patogenezi

KKKA, ilk defa 1944 yilinda tanimlandiginda, hastaligin temel patolojik anormalliginin
hemoraji ve plazma sivisinin dokular arasi bosluga ge¢mesi ile sonuglanan vaskiiler
islev bozuklugu oldugu asikardi. O déonemdeki Sovyet klinisyenler, otopsi bulgularina
dayanarak, organlardaki temel patolojik siirece, en ¢ok kapiller ve kii¢clik damarlarda
meydana gelen kan dolagimindaki bozulmanin yol ag¢tig1 sonucuna varmis ve hastaligi,
“enfektif kapiller toksikoz” olarak degerlendirmislerdir (Grashchenkov 1945). O
zamandan beri, KKKA hastalarinin, hastaligin erken evresinden itibaren anormal
pthtilasma parametreleri sergiledikleri ve siddetli gegen hastaligin, yaygin damar igi
pihtilagsma sendromu (YDP) ile karakterize oldugu anlagilmistir (Swanepoel vd. 1989,
Burt vd. 1997). Ancak, vaskiiler islev bozuklugunun, dogrudan endotel hiicrelerinin
viral enfeksiyonu sonucu mu meydana geldigi, yoksa dolayli olarak dolagimda olan

proinflamatuvar aracilar tarafindan m1 meydana getirildigi bilinmemektedir.

KKKAV’nin, dogrudan insan damarlarim1 enfekte edebildigine dair tek delil,
mononiikleer fagositlerde, hepatositlerde ve endotel hiicrelerinde Viral RNA’nin tespit
edildigini belirten, 1997 yilinda, 12 otopsi ilizerinde yapilmis bir ¢alismadir (Burt vd.
1997). Ancak, 6lim aninda endotel hiicrelerinde viriisiin bulunmasi, hastalik meydana
geldikten hemen sonra kendini gosteren vaskiiler gecirgenlikteki artisin sebebinin de bu
olmas1 gerektigi anlamina gelmemektedir. Bunun yerine, vaskiiler sizdirma,

prokoagiilan durumu ve hemoraji, siddetli sistemik inflamatuvar yanit tarafindan
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meydana getirilebilirler ve bunlar aslinda gram negatif bakteriyal enfeksiyonlar
tarafindan uyarilan septik sokun tipik 6zellikleridir (Bray ve Mahanty 2003). KKKA ile
pek cok ortak ozellik bulunduran, Ebola Kanamali Atesi’nin hayvan g¢alismalarinda,
vaskiiler islev bozukluguna, proinflamatuvar sitokin yanitinin uyarilmasini,
trombositlerin  kiimelenmesini  (agregasyonunu) ve degraniilasyonunu, l6kosit
adezyonunu ve igsel (intrinsik) pihtilagma kaskadlarinin aktiflesmesini igceren, konaktan
dogan mekanizmalarin sebep oldugu Onerilmistir (Schnittler ve Feldmann 2003,
Mahanty ve Bray 2004). Tiirkiye’de yapilan iki yeni ¢alismada, vaskiiler aktivasyonun
serumdaki belirtecleri olan SICAM-1"in ve sVCAM-1’in KKKA’l1 hastalarda yiikselmis
oldugu ve 6liimciil vakalarda miktarlarinin daha da artmis oldugu bulunmustur (Bodur
vd. 2010, Oztiirk vd. 2010). Ancak, bu iki calismada, VEGF belirteci yoniinden
birbirleri ile ¢elisen sonuglar bulunmustur. Kiiltiire alinmis insan endotel hiicrelerinin
KKKAYV ile enfeksiyonunun, ICAM-1’in ve VCAM-1’in ifadelerinin artmasina ve IL-
6’nin ve IL-8’in salgilanmalarina sebep oldugu gosterilmistir (Connolly-Andersen vd.
2009).

Proinflamatuvar sitokin yanitlarinin, KKKA nin patogenezindeki 6nemi, birka¢ ¢alisma
ile desteklenmistir. Tiirkiye’de, hafif ve siddetli KKKA vakalar1 ile yapilan bir
calismada, TNF-a’nin serumdaki yiiksek seviyesi, siddetli hastalik ile iliskilendirilirken,
IL-6’nin seviyesi hem hafif, hem de siddetli KKKA vakalarinda artmis olarak
bulunmustur (Ergéniil vd. 2006d). Oliimciil vakalarda, 6liimciil olmayan vakalara gore
her iki sitokinin de seviyesinde belirgin diizeyde artis gézlenmistir. Kosova’da yapilan
genis kapsamli bir ¢alismada, 6liimciil KKKA vakalarinda, IFN-y, TNF-a ve IL-10
seviyeleri, belirgin bir sekilde yiikselmis olarak bulunmustur (Saksida vd. 2010). Benzer
bir sekilde, KKKA’dan 6tiirti 6lmekte olan bir Arnavut hastada STNF-R, TNF-a, I1L-6
ve IL-10 sitokinlerinin serumdaki seviyeleri yiiksek olarak bulunmustur (Papa vd.
2006). Bu klinik gozlemler, laboratuvar ¢alismalari ile elde edilen, KKKAV’nin insan
monosit kokenli dendritik hiicrelerdeki (DC) replikasyonunun, bu hiicrelerde
proinflamatuvar sitokinlerin salgilanmasim1 uyardigi bulgular1 ile desteklenmistir
(Connolly-Andersen  vd. 2009). In vitro KKKAV ile enfekte DC’lerin
slipernatantlarinin, kiiltiire alinmis endotel hiicrelerini aktive ettigi ve bu aktivasyonun

TNF-o’ya 0zgli antikorlar tarafindan engellendigi gosterilmistir. Yine, primer insan
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makrofajlarinin ve DC’lerinin KKKAV ile enfeksiyonu sonucunda, bu hiicrelerden

proinflamatuvar sitokin salgilanmasinin uyarildig gosterilmistir (Peyrefitte vd. 2010).

Yukarida bahsi gecen bu calismalarin pek ¢ogu, KKKAV’nin bir hastalik modeli olan
STAT-1 geni islevsiz hale getirilmis farelerde de tekrar edilmis ve hastaligin erken
asamasinda, farelerin serumlarinda, IL-6, IL-10, IFN-y ve TNF-a sitokin seviyeleri
yiikselmis olarak bulunmustur (Bente vd. 2010). Ayrica, Tiirkiye’de ve Yunanistan’da
yapilan c¢alismalarda, pek ¢ok hastada, pansitopeniye katki saglayabilecek Ozellikte
reaktif hemofagositik lenfohistiyositoz olusumu gozlenmistir (Karti vd. 2004, Tasdelen
Fisgin vd. 2008, Papa vd. 2009). Bu fenomen, monositlerin, yiiksek diizeydeki Thl

sitokinleri tarafindan asir1 derecede aktive edilmesi sonucu meydana geliyor olabilir.

Tipl interferon yolagi ortadan kaldirilmis farelerin KKKAV enfeksiyonlarina karsi
duyarli  olduklarmin  bulunmasi, KKKA’ya karst koruyucu immiinitenin
gelistirilmesinde bu sitokin yanitlarinin olduk¢a 6nemli oldugunu gostermistir (Bente
vd. 2010, Bereczky vd. 2010). Innat immiin yanit aracisi olan nitrik oksitin (NO) de
KKKAYV replikasyonunu baskiladigi gosterilmistir (Simon vd. 2006). Bunun yani sira,
dogal oldiiriicii (NK) hiicrelerin de KKKAYV enfeksiyonlarina kars1 gelistirilen konak
immiin yanitlarda rol aldig1 gosterilmistir. Kanda dolasan NK hiicrelerinin sayisi,
siddetli hastaliklarda, hafif gegen hastaliklara gore daha fazla olarak bulunmustur
(Yilmaz vd. 2008). Diger bir ¢alismada, kanda dolasan lenfositler igerisinde CD8+
sitotoksik T lenfositlerinin orani, hastanin viral yiikii ile dogru orantili bir sekilde,
Olimciil vakalarda, oliimciil olmayan vakalara gore belirgin olarak daha fazla
bulunmustur (Akinci vd. 2009). Daha 6nce belirtildigi tizere, KKKAV ile 6liimciil bir
bicimde enfekte olmus hastalar, tespit edilebilir diizeylerde KKKAV’ye 6zgli IgM ve
IgG antikorlarini tiretememektedir. Bu bulgu, KKKA’dan korunmada, humoral immiin
yanitlarin ne derece onemli oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak, bu antikor yaniti
gelistirememe durumunun sebebinin, lenfositlerin apoptozis sonucu kaybedilmesi olup

olmadig1 heniiz aydinlatilmamustir.

KKKA hastaligmin ara sira (sporadik) ortaya ¢ikmasi ve otopsi uygulamalarindaki

giivenlik kaygilarindan 6tiirti, 6liimciil KKKA vakalarinda meydana gelen histolojik
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anormalliklere dair yapilmis sadece birkag ¢alisma mevcuttur (Burt vd. 1997). Buna
gore, karacigerdeki temel bulgular, eozinofilik nekroz, kupfer hiicrelerinin hiperplazisi
ve Councilman cisimciklerinin (eozinofilik nekrotik hepatositler) varligidir (Burt vd.
1997). Ayrica, belirgin dalak lenfoid apoptozisi ve lenfosit azalmasi ile birlikte akciger
iltihabi da gozlenmistir. Yine, KKKAV 10200 susu ile enfekte, STATI geni islevsiz
hale getirilmis farelerde yapilan g¢aligmalarda da, insanlardaki ile benzer patolojik

bulgulara rastlanmistir (Bente vd. 2010).

2.7 Kirinm Kongo Kanamal Atesinin Tedavisi ve Korunma Stratejileri

KKKA i¢in hali hazirda gelistirilmis, etkili bir antiviral ila¢ tedavisi bulunmamaktadir
ve destekleyici tedaviler, hastaligin yonetiminde ana dayanak noktasidir (Leblebicioglu
vd. 2012). KKKA oldugu dogrulanmis vakalarda, genellikle hastanede tedaviye alinma
gereklidir ve hastalig1 siddetli geciren vakalar, iyi donanimli yogun bakim iinitelerinin
oldugu ve kan ve kan iriinlerine kolay ulasimin saglandigi, tigiinciil (tersiyer) koruma
merkezlerine havale edilmelidir. Saglik hizmeti ¢alisanlarint KKKA’dan korumak igin,

kan ve kan sivilarini i¢eren uygulamalarda kontrol dnlemlerinin alinmasi sarttir.

Genel destekleyici tedaviler, kristaloid veya sentetik kolloid ile siv1 yer degistirmesini
(stvi resplasmani) ve parasetamol ile agr1 ve atesin kontrol altina alinmasmni
icermektedir. Hemoraji ihtilatt (komplikasyonu) duruma gore degerlendirilmekte ve
hastalara, eritrosit siispansiyonu, dondurulmus taze plazma ve/veya trombosit yer
degistirmesi (replasmani) saglanmaktadir. Bobrek yetmezligi, hiperkalemisi, siddetli
metabolik asidozu, liremik kalp zari iltihab1 ve asir1 sivi yiliklenmesi olan hastalarda,
hemodiyaliz gerekli olabilir (Leblebicioglu vd. 2012). Mekanik havalandirma
(ventilasyon), hastaya solunum yetmezligi durumlarinda uygulanmaktadir ve ikincil

(sekonder) enfeksiyonlar, antibiyotiklerle tedavi edilmektedir (Siinbiil vd. 2015).

KKKA’nin spesifik tedavisi i¢in kullanilabilecek, Amerika Birlesik Devletler’inin Gida
ve Ila¢ Dairesi’nden onay almis herhangi bir antiviral ila¢ bulunmamaktadir. Ribavirin,
hem in vivo, hem de in vitro olarak pek ¢ok viriise karsi genis spektrumlu antiviral

aktivite gosteren bir niikleozit analogudur. Ribavirin, hem dolayli olarak (inozin

47



monofosfat dehidrojenazi inhibe etme, immiin sistemi diizenleme) hem de dogrudan
(mRNA keplenmesini engelleme, RNA polimerazi inhibe etme ve dliimciil mutagenez
yapma) meydana getirdigi antiviral mekanizmalarina sahiptir (Graci ve Cameron 2006).
Ribavirinin genis spektrumlu antiviral aktivitesi, onun ¢oklu etki mekanizmalarina
dayandirilabilir. Ancak, ribavirinin hiicre igerisine alinmasinda, uygulanan hiicre ve
doku tiplerine gore farakliliklar gozlenmistir ve ribavirin direngli viriis varyantlari
tamimlanmistir  (Beaucourt ve Vignuzzi 2014). Hiicre Kkiiltiirlerindeki ¢alismalar,
ribavirinin KKKAV’ye kars1 inhibit6r etkisinin oldugunu ortaya koymustur ancak, bu
inhibisyon i¢in kullanilmasi gereken doz, ribavirinin, Rift Vadisi atesi virilisiiniin
hayvanlardaki replikasyonunu inhibe ettigi bilinen dozundan dokuz kat daha fazladir
(Watts vd. 1989). Bir ¢alismada, ribavirinin, KKKA’nin bebek fare modelinde, farelerin
olimiinii azalttig1 ve 6len farelerin de ortalama oliim siirelerini uzattigi gosterilmistir
(Tignor ve Hanham 1993). Bu sonugla ¢eliskili olarak, yakin zaman once yapilan bir
calismada, ribavirinin, KKKAYV ile enfekte edilmis, hastaliga duyarli olan, IFNAR™

farelerde, hayatta kalma oranlarini artirmadigi bulunmustur (Oestereich vd. 2014).

Ribavirinin, KKKA’l1 hastalarin tedavisindeki etkinligi halen tartismalidir (Ceylan ve
Turhan 2014, Ergoniil 2014). Iki klinik ¢alismada, ribavirinin KKKA’l1 hastalarda viral
yiikii azaltmadigi ve 6liim oranlarin1 da etkilemedigi gosterilmistir (Cevik vd. 2008,
Bodur vd. 2011). Ancak bu g¢alismalarin bir tanesi hari¢ digerleri, geriye doniik
(retrospektif) olarak yapilmistir. Tiirkiye’de yapilan yari deneysel bir ¢aligmada, oral
ribavirin tedavisinin, KKKA’li hastalarin hayatta kalma oranlarimi artirmadigi
gosterilmistir (Elald1 vd. 2009). Cok degiskenli (multivariate) analiz yapildiginda, ilimli
bir sekilde hastalik geciren KKKA’li hastalarda, ribavirinin 6limlii vaka oranimi
azaltmada etkili oldugu bulunmustur (Dokuzoguz vd. 2013). ki ¢alismada, ribavirinin,
KKKA’nin erken evresinde kullaniminin yararli etkilerinin olabilecegi Onerilmistir
(Tasdelen Fisgin vd. 2009, Ozbey vd. 2014). Ancak bu calisamalarda, ilacin hayatta
kalma oranlar1 lizerindeki faydali etkisine dair somut veriler bulunmamaktadir. Ayrica,
bu caligmalarda, hasta gruplari, 6limli vakalarin asli 6ngdstergesi olan viral yiikleri

esas alinarak smiflandirilmamistir (Cevik vd. 2007).
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Tiirkiye’de ileriye doniik (prospektif) olarak yapilan tek calismada da, ribavirinin,
KKKA’ll hastalarda 6liim oranlari {izerine herhangi bir etkisinin olmadig1 rapor
edilmistir (Koksal vd. 2010). Ascioglu ve digerlerinin meta-analiz ¢alismasinda da
ribavirinin, KKKA hastaliginda, 6liim oranlari {izerine herhangi bir etkisinin olmadigi
gosterilmistir (Ascioglu vd. 2011). KKKA, Tiirkiye’de ilk defa ortaya ¢iktiginda,
ribavirin, bir tedavi segenegi olarak KKKA’l1 hastalarin tedavisinde agirlikli olarak
kullanilmistir. Ancak, ribavirinin KKKA’l1 hastalarda kullanimi, 2004-2007 yillar
arasinda % 68’den % 12’ye diismiistlir ve bu donemde, 6liim oranlarinda herhangi bir
degisim olmamustir (Yilmaz vd. 2009). Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi, 2008
yilinda, ribavirini, kanitlanmig herhangi bir faydasinin olmayist sebebiyle, KKKA nin
tedavisi i¢in hazirladig1 tavsiye listesinden g¢ikartmistir. Ancak ribavirin, halen bazi
merkezlerde, KKKA’nin tedavisinde kullanilmaktadir. Bunun disinda, RNA viriislerine
kars1 genis spektrumlu bir antiviral etki gosteren, viral RNA polimeraz inhibitori olan

favipiravirin KKKA’nin fare modelindeki etkinligi gosterilmistir (Oestereich vd. 2014).

KKKA i¢in etkinligi kanitlanmis spesifik bir tedavinin olmayisi, arastirmacilari, diger
tedavi yontemlerinin etkinliklerini sorgulamaya sevk etmistir. KKKA hastaligin1 atlatan
insanlarin plazmalarindan hazirlanan hiperimmiin serumun viral yiiki disiirdiigi
gosterilmistir (Kubar vd. 2011). Viral yiikiin, 10® kopya/mL veya daha fazla oldugu
hastalari igeren yiiksek risk grubunda hayatta kalma oran1 % 86,6 (13/15) olarak rapor
edilmistir. Dogal olarak, kontrol grubunun olmayisi, bu oranin degerlendirilmesini
zorlastirmaktadir. Ancak, bu sonu¢ umut vaat etmektedir ve bu etkinin arastirilmasi ve
klinik sonuglar ile iliskisinin daha 1yi belirlenmesi adina, genis kapsamli ¢aligmalarin
yapilmast gerekmektedir. Bu calismanin disinda, ¢ift filtrasyon plazmaferez yontemi,

bir KKKA vakasinda basariyla kullanilmistir (Meco vd. 2013).

Herhangi bir as1 ve spesifik bir antiviral tedavi olmaksizin KKKA’nin kontrol altina
alinmasi zordur. Virlise maruz kalma sonrasi asilanma ve viriise maruz kalma agisindan
yiiksek risk gruplarinda olanlarin asilanmasi hastaliktan korunmak i¢in son derece

gereklidir.
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Biitiin kene kaynakli hastaliklarda oldugu gibi, kisiler, hastalifa yakalanmamak i¢in
kene 1sirilmasindan korunmaya dikkat etmek zorundadir. KKKAYV, viremik hastalarin
veya Ozellikle viremik ¢iftlik hayvanlarimin salgilarina ve kanlarina dogrudan temas
edildiginde, son derece enfektif olabildiginden, saglik hizmetinde ¢alisanlar oldugu
kadar, hayvancilikla ugrasan ve hayvan kesimhanelerinde ¢alisan bireyler de, eldiven,
maske, koruyucu Onliik ve yiiz koruyucusu kullanmak gibi, hastaliktan korunmak igin
yeterli oldugu kanitlanmis, enfeksiyon kontrol yonergelerini takip etmelidirler. Bu amag
dogrultusunda, Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi, endemik bolgelerde yasayan ev
halki icin hastalik hakkinda farkindalik yaratan egitim programlar1 diizenlemistir
(Leblebicioglu 2016). KKKA hastalarinin yonetilmesi sirasinda, bariyer hemsirelik ve

hasta izolasyonu gereklidir.

Tiirkiye Cumhuriyeti Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlifi, endemik bolgelerde,
hayvanlarin flumethrin gibi ektoparazitik ilaglarla tedavisinin yapildigi programlar
yirlitmiistiir. Ancak, bu programin uygulanmasindaki en biiyiikk zorluk, Tiirkiye’de
yaygin olan arka bahge ciftciligidir. Ayrica, ektoparazitik ila¢ kullaniminin etkinligini
degerlendirmek adma, ileriye doniik (prospektif) c¢alismalarinin yapilmasi gereklidir
(Leblebicioglu 2016). Bunun disinda, her ciftlik hayvanina, Tiirkiye Cumhuriyeti Gida,
Tarim ve Hayvancilik Bakanlig: tarafindan bir kimlik numarasi verilmektedir ve bu
sekilde Tiirkiye’de hayvanlarin hareketi kontrol edilmektedir. Ancak yine de iilkemizin
[ran, Irak ve Suriye ile olan simir bdlgelerinde kontrolsiiz hayvan tagmimi
yapilabilmektedir (Leblebicioglu 2016). Bu bdlgelerdeki hayvan taginiminin kontrol
edilmesi, iilkemize yeni KKKAV suslariin girmesini ve ayrica yeni, yeniden tasnif
olmus (reassortant) KKKAYV suslarinin ortaya ¢ikmasii Onleyecektir (Leblebicioglu
2016). Diger yandan, nadiren de olsa, keneleri kontrol altina almak adina, Gine
tavuklarinin kullanimmin 6nerilmesi gibi biyolojik kontrol 6nlemleri de glindeme
gelmektedir. Ancak yapilan ¢alismalar, bu hayvanlarin da keneler i¢in uygun birer
konak oldugunu ortaya koymustur (Sekercioglu 2013). Bu secbeple, faydasi
kanitlanmamis olan biyolojik kontol dnlemlerinden kaginilmalidir (Sekercioglu 2013).
Kene popiilasyonlarinin kontrol altina alinmasi, su asamada yapilabilirligi ¢cok kolay

olmayan bir hedef oldugundan, endemik bélgelerdeki ve KKK A’ nin yayilabilecegi, risk
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teskil eden bolgelerde hastanelerin ve laboratuvarlarin kapasiteleri ve donanimlari

arttirilmalidir.

2.8 Kirim Kongo Kanamal Atesi Viriisii icin As1 Gelistirme Yaklasimlari

Hastaligin genis bir cografik dagilima sahip olmasi, siddetli gegmesi ve insanlarda
yiiksek Oliim oranlar1 meydana getirmesi, hastalik i¢in genis Olglide kullanilabilecek,
onay almis, herhangi bir giivenli ve etkili tedavi ajaninin ve asinin bulunmayisi

sebebiyle, KKKA, halen giiniimiizde halk saglig1 i¢in 6nemli bir tehtit olusturmaktadir.

KKKAV ile yapilan c¢alismalar icin yeterli biyogilivenlik &nlemlerine sahip
laboratuvarlarin kullanilmast gerekliligi ve hastaligin uygun bir hayvan modelinin
olmayisi, KKKA i¢in yapilan ag1 gelistirme arastirmalarini 6nemli dlgiide sekteye
ugratmistir. Yakin zaman once, interferon yolaklarinin iglevsiz hale getirilmis olmasi
sebebiyle, KKKA’nin en azindan bazi semptomlarini gdsterebilen iki letal fare modeli
meydana getirilmistir (Bente vd. 2010, Bereczky vd. 2010). Olusturulan bu iki KKKA
fare modeli, tip 1 interferon o/p almaci (reseptori) (IFNAR) islevsiz hale getirilmis
(IFNAR™) fare ve STAT1 sinyal araci proteini islevsiz hale getirilmis (STAT1™) fare,
KKKA i¢in yeni gelistirilen ag1 adaylarinin etkinliginin test edilmesinin yolunu agmustir.
Her iki fare modelinde de, kene 1sirmasi aracili hastalik bulasisini taklit eden, viriisiin
deri i¢i (subkiitan) olarak enjeksiyonunu da igeren, ¢esitli viriis bulastirma yollar ile
hastalik olusturulmasi1 mimkiindiir. Ancak, A129 ki, IFNAR” fareler, sadece tip 1
interferon yolaklarindan yoksundur ve bu sebeple, hem tipl hem de tip2 interferon
yolaklarindan yoksun olan STAT1” farelere gore daha iyi bir KKKA modeli gibi

goriinmektedir.

Giliniimiizde, insanlar1 bagisiklamak i¢in mevcut olan tek asi, emzirilme dénemindeki
KKKAYV ile enfekte farelerin beyin dokularindan tiiretilen, kloroform ve 1s1 ile etkisiz
hale getirilmis ve aliminyum hidroksit adjuvani ile formiile edilmis inaktif viriis asisidir
(Papa vd. 2011a). Bu inaktif viriis asisi, aslen 1970 yilinda, Sovyet Rusya’da
gelistirilmistir ve 1974 yilinda Bulgaristan’da onaylanmasindan bu yana, 6ncelikli

olarak ordu ve saglik hizmeti ¢alisanlarinin, giftgilerin ve endemik bolgelerde calisan
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veya yasayan insanlarin asilanmasinda kullanilmistir (Papa vd. 2011a). Bu Bulgar
asisinin, saglikli kisilerde meydana getirdigi hiimoral ve hiicresel immiin yanitlarin
klinik degerlendirmesi yakin zaman Once yapilmistir (Mousavi-Jazi vd. 2012).
Asilanmig grupta, artmis sayida IFN-y lireten T hiicrelerin varliginin ve nétralize edici
antikorlarin tiretildiginin gosterilmesiyle yapilan as1 etkinlik degerlendirmesinde, aginin
KKKAV’ye karsi bagisiklik meydana getirdigi gosterilmistir. Ancak, asiya karst
gelistirilen immiin yanitlar olmasi gerekenden daha az seviyede kalmistir ve
iyilestirilmis bagisiklik i¢in dort ardisik asilamanin yapilmasi gerekmistir. Bulgar
agisinin, otoimiin ve alerjik yanitlara sebep olan, myelin bazik proteini bulagisini
meydana getiren ve dolayisiyla giivenlik kaygilarina sebep olan kaba bir hazirlanma
slireci vardir. Ayrica, bu asmin, kontrollii insan ¢alismalar1 ve deney hayvanlar
tizerindeki etkinliginin degerlendirildigi laboratuvar ¢alismalart bulunmamaktadir. Bu
sebeplerden otiirti, Bulgar asisinin uluslararasi diizenleyici kuruluslardan onay almasi
miimkiin goriinmemektedir. Bu sebeple, su an i¢in, glivenli ve KKKAV’ye karsi etkili
olan, insanlarin kullanimi1 i¢in yaygin bir sekilde bulunabilen, uluslararasi olarak onay

almis herhangi bir as1 bulunmamaktadir.

Virilislerin  temel yapisal bilesenleri olmalar1 dolayisiyla, niikleoprotein ve
glikoproteinler, KKKAV’ye karsi gelistirilen asilarda potansiyel antijenik hedefler
olarak kullanilmaktadir. KKKAV’nin en ¢ok korunmus olan proteini NP’dir. Bu
ozelligi, NP’yi, KKKAV’nin farkli suslarina karst etkili olabilecek asilarin
gelistirilmesinde cazip bir hedef antijen yapmaktadir. NP’nin, pek ¢ok Orthonairoviriis
enfeksiyonu sirasinda olusturulan immiin yanitlarda baskin antijen oldugu bilinmektedir
(Schmaljohn ve Nichol 2007). Insanlarda, KKKAV Bulgar asis1 ile yapilan tekrarh
astlamalar sonucunda, NP’ nin tamamini meydana getiren peptit bolgelerine spesifik
olan T hiicre yanitlarinin meydana getirildigi bulunmustur (Mousavi-Jazi vd. 2012).
KKKAV’nin G¢ ve Gn glikoprotenlerinin, virionun yiizeyinde sergilenmeleri sebebiyle,
ozellikle B hiicre yanitlar1 i¢in iyi birer antijenik hedef olduklar1 diisiiniilmektedir.
Monoklonal antikorlarla yapilan ¢aligmalarda, Gn’yi degil, ancak Gc’yi hedef alan
antikorlarin nétralizasyon aktivitesine sahip oldugunu bulunmustur (Bertolotti-Ciarlet
vd. 2005). Ancak, diger arastirmacilar, hem Gn’de hem de Gc’de noétralizasyon

epitoplart tanimlamistir (Ahmed vd. 2005). KKKAV suglar1 arasinda, olgun
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glikoproteinler bakimindan sadece % 8,4 oraninda bir dizi farkliligt mevcuttur (Ghiasi
vd. 2011). Dolayisiyla olduk¢a korunmus olan olgun glikoproteinler iizerinde bulunan
noétralizasyon epitoplarinin, g¢esitli KKKAYV suslart i¢in ortak olan immiin yanitlarin

gelismesini sagladiklar1 diistiniilmektedir.

Hastalarda, KKKAV’ye kars1 gelistirilen giiclii IgM ve IgG antikor yanitlari, iyilesme
belirteci olarak degerlendirilmekle birlikte, pek cok hasta, gorece diisiik seviyelerde
notralize edici antikor yaniti gelistiriyor gibi goriinmektedir (Shepherd vd. 1989b).
Benzer sekilde, notralize edici 6zelligi olmayan monoklonal antikorlarin, fareleri letal
KKKAYV enfeksiyonundan korumada etkili olduklar1 bulunmus ve ilging olarak, Gn’ye
0zgl olanlarda, Gc’ye Ozgli olanlara gore daha fazla koruyucu etki gozlenmistir
(Bertolotti-Ciarlet vd. 2005). Ilave olarak, son zamanlarda yapilan KKKAV as1
calismalarinda, notralize edici antikor yaniti eldesi ile as1 etkinligi arasinda dogrudan bir
iliski kurulamamistir (Kortekaas vd. 2015, Hinkula vd. 2017). Bu sebeple, hiicre aracili
bagisiklik, KKKAV’ye kars1 etkili bir koruma gelistirilmesinde hatir1 sayilir bir rol
oynuyor gibi goriinmektedir. Interferon yolagmin da KKKAV enfeksiyonlarinin kontrol
altina alinmasinda 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (Andersson vd. 2006). Ancak,
interferon yolagi KKKAV’ye karsi gelistirilen immiin yanitlarda onemli olmakla
birlikte, immiin yanitlarin kinetigi ve ¢oklu immiin yanitlarin (hem hiicresel hem de
hiimoral) etkinlestirilmesi, enfeksiyonun gidisatini etkileyen en 6nemli faktorler olabilir
(Dowall vd. 2017). Bu sebeple, KKKA sirasinda gelistirilen koruyucu immiin yanitlar

ile iliskili faktorler, halen yeteri kadar aydinlatilamamastir.

Dowall ve digerlerine gore, hastaliktan etkilenen bdlgelerin genis bir kisminda
kullanilabilecek, uluslararasi diizenleyici kuruluslarca onaylanabilir bir KKKA asis1
belli baz1 6zelliklere sahip olmalidir ve bunlar ¢izelge 2.1°de 6zetlenmistir (Dowall vd.
2017). Halk sagligi arastirmacilari, KKKA i¢in insan asist gelistirilmesi {izerine
odaklanmis olmakla birlikte, KKKAV’ye kars1 gelistirilecek bir veteriner asisi, ¢iftlik
hayvanlarindaki enfeksiyonlar1 kontrol altina almak suretiyle, hayvan kesimleri
sirasinda hastaligin insana bulagmasini 6nlemede 6nemli bir rol oynayacaktir (Dowall
vd. 2017).
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KKKAYV i¢in bu zamana kadar yapilmis as1 arastirmalarini degerlendirecek olursak,
IFNAR”  farelerde koruma etkinligi oldugu gosterilmis, KKKAV’ye karsi as1
adaylarinin gelistirildigini rapor eden, yakin zaman 6nce yapilmis ¢alismalar mevcuttur
(Buttigieg vd. 2014, Canakoglu vd. 2015, Hinkula vd. 2017, Garrison vd. 2017). Hiicre
kiltiirti ile tiiretilen, formalin ile etkisiz hale getirilmis, KKKAV Kelkit06 susu ile
gerceklestirilen deneysel bir KKKAV asis1 ¢aligmasinda, bagisiklanmis A129 irka,
IFNAR™ farelerin tiirdes (homolog) viriis ile sorgulanmasi sonucunda, % 80’¢ ulasan
koruma oranlar1 elde edilmistir (Canakoglu vd. 2015). Bir diger ¢alismada, KKKAV
IbAr 10200 susunun M segmentininin ORF’sini ifade eden rekombinant Modifiye
Vaccinia Viriisii Ankara (MVA-GP) olusturulmus ve asmin A129 ki, IFNAR”
farelerdeki koruyucu etkileri degerlendirilmistir (Buttigieg vd. 2014). Bagisiklanmis
farelerin, tiirdes sus ile yapilan enfeksiyondan % 100 olarak korunmus olduklar
gosterilmis ve MVA-GP’nin bu yiikksek koruyucu etkisinin mekanizmalar1 {izerine
yapilan sonraki calismalar, hastaliktan tamamen korunmada hem hiicresel hem de
hiimoral bagisiklik yanitlarinin gerekli oldugunu ortaya koymustur (Dowall vd. 2016).
Daha yakin zaman 6nce yapilmis bir ¢alismada, transkripsiyonel olarak yetkin olan,
KKKAYV yizey glikoproteinleri Gn ve Gc¢’yi sergileyen virilis benzeri partikiillerin ve
KKKAYV proteinleri Gn’nin, G¢’nin ve NC’nin ubikiiitin bagh bicimlerini kodlayan
DNA plazmitlerinin, A129 1rki, IFNAR™ fareleri hastaliktan koruma etkinlikleri test
edilmistir (Hinkula vd. 2017). Sonug olarak, sadece DNA plazmitleri ile bagisiklanmis
farelerin 6liimciil enfeksiyondan % 100 oranda korunduklar1 gosterilmis ve bu yiiksek
hayatta kalma orani, baskin olarak ortaya c¢ikan, hiicresel Thl yanitlarina
dayandirilmistir. Son olarak, kodonlar1 optimize edilmis, KKKAV IbAr 10200 susunun
M segmentini ifade eden bir DNA asisinin hastaliktan koruyucu etkileri, iki letal fare
modelinde (C57BL/6 ki, IFNAR™ fare ve tipl IFN yolag1 antikor aracili bir sekilde
kapatilarak immiin sistemi gecici olarak baskilanmis C57BL/6 1rki1 fare) gosterilmistir
(Garrison vd. 2017). Ast ile bagisiklanmis her iki fare modelinin tiirdes viris ile

sorgulanmalar1 sonrasinda, % 60’dan daha fazla hayatta kalma oranlar elde edilmistir.

KKKAV icin yenir as1 gelistirilmesine yonelik yapilan bir caligmada, KKKAV
genomunun Gn ve Gc kodlayan bolgeleri, bitki klonlama vektoriine yerlestirilmis ve

daha sonra transgenik tiitiin bitkisinde ifade ettirilmistir (Ghiasi vd. 2011). Bu bitkinin
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yapraklar1 ve kokleri ile beslenen farelerde, oral/mukozal immiinizasyon yoluyla
antijenlere 0zgii hiimoral immiin yanitlar meydana getirilmistir. Ne yazik ki bu

calismada, KKKAV’nin hastalik modelleri kullanilmadagindan asinin hastaliktan

koruma etkinligi degerlendirilmemistir.

Cizelge 2.1 Insan KKKAYV asis1 i¢in dngériilen iiriin dzellikleri (Dowall vd. 2017)

Ozellik

Sebep

Hiicresel ve hiimoral immiin yanitlarin
uyarilabilmesi

Sadece, adaptif immiin sistemin her iki
tarafin1 da uyaran as1 yaklasimlarimin
KKKAYV enfeksiyonuna kars1 koruma
sagladig gosterilmistir.

Gen Tiriiniiniin dogru bir sekilde ifadelenmesi

Immiin sisteme sunulan antijen, lineer ve
lineer olmayan epitop taninmalarini en iyi
duruma getirmek i¢in hedef viriis ile 6zdes
olmalidur.

Kabul edilebilir maliyete sahip olma

Maliyet, aginin, saglik hizmeti 6deneklerinin
siirli oldugu endemik tilkelerdeki
yetkililerce alinmasinda 6nemli bir faktor
olacaktir.

Kolay iiretilebilir olma

Salgin durumlarinda, asi, endemik
bolgelerdeki risk gruplarinin immiinizasyonu
icin hizli sekilde ve yeterli miktarlarda
iretilebilmelidir.

Istya dayanikli olma

KKKAYV, yiiksek sicakliklarin oldugu
ilkelerde endemiktir. Istya dayanikli bir as1,
lojistik ve soguk zincirin korunmasi gibi
ilave maliyetleri ortadan kaldirabilir.

Givenli olma

Giivenlik verileri bulunan ve benzer
teknolojiler kullanilarak yapilan bir aginin,
klinik denemelerde basar1 elde etmesi ve hizl
bir sekilde onay almasi daha olasidir.

Az dozlara gereksinim duyma

Coklu tekrar (boost) asilamalar1 gerekmedigi
taktirde, insanlarin agilanma oranlari
artacaktir.
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Modifiye Vaccinia Viriisii Ankara’ya (MVA) benzer bir yaklagimla, KKKAV’nin tiim
M segmenti, insan serotip 5 adenoviriisii’'ne (AdHuS) yerlestirlmistir. Ancak, bu asi,
hem hiicresel hem de hiimoral immiin yanitlar1 uyarmasina ragmen KKKAV’nin letal
fare modelinde koruma meydana getirememistir (Sahib vd. 2010). Bu asinin basarisiz
olmasinin kesin nedenleri bilinmemekle birlikte, bir olasi sebep, calismada IFNAR™”
fareler yerine, adaptif immiin yanitlarinda bariz eksiklikleri olan STAT-1" farelerin
kullanilmis olmasi olabilir. Diger yandan adenoviriis temelli asilar i¢in 6nemli bir
dezavantaj olarak goriilen durum, insanlarin bu virlise karsi hali hazirda yiiksek
seviyede bir bagisik gelistirmis olmasidir. Yetigkin insanlarin yaklasik % 45 ila % 80’1
AdHuS5 i¢in noétralize edici antikor ifade etmektedir. Bu dezavantajin giderilmesi adina,
adenoviriis as1 vektorleri olarak, belki diger canli tiirlerinden izole edilen adenoviriisler

kullanilabilir (Vogels vd. 2003).

Bocek hiicrelerinin ve ifade vektorlerinin kullanildigr teknolojiler ile KKKAV’ nin
yapisal yiizey glikoproteinleri (Gn ve Gc) veya bu ylizey glikoproteinlerin disariya
bakan domainleri (ektodomain) {iretilmistir. STAT-1" farelerin, saflastirilmis ve
adjuvanlar ile birlestirilmis haldeki Gn ve Gc ektodomainleri ile agilanmalar1 sonucunda
notralize edici antikor yanitlari elde edilmis, ancak gelistirilen bu alt tinite asisi, fareleri
olimciil KKKAV enfeksiyonundan koruyamamistir (Kortekaas vd. 2015). Baz1 bocek
hiicreleri, memeli hiicrelerine benzer sekilde bir glikozilasyon islemi yiiriitse de,
KKKAV glikoproteinlerinin karmasik glikozilasyon isleminin bdcek hiicrelerinde tam
anlamiyla desteklenemiyor olmasi olasilik dahilindedir (Harrison ve Jarvis 2006). Bu
sebeple, aslina uygun olmayan glikoproteinler, koruyucu bagisiklik yanitlarini

gelistirememis olabilirler.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Hayvanlar

Bu tez calismasinda, 5 ila 9 haftalik soy ici iiretilmis disi BALB/c irki fareler (The
Jackson Laboratory, ME USA) kullanilmistir. Tez ¢aligmasinda kullanilan BALB/c 1rk1

farelerin 6rnek fotografi sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1 Tez calismasinda kullanilan BALB/c 1rk1 fareler
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3.1.2 Memeli hiicreleri

Bu tez calismasinda, rutin virlis {iretimi, in vitro protein ifadesi c¢aligmalari ve
noétralizasyon deneyleri i¢in memeli hiicreleri olarak, bir bebek hamster bobrek hiicre

hatt1 olan BHK-21 ve bir maymun bobrek hiicre hatt1 olan Vero E6 kullanilmistir.

3.1.3 KKKAYV susu

Bu tez’de yapilan tiim viriis ¢alismalarinda, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Boliimii’niin virilis kiiltiir kolleksiyonunda bulunan KKKAV’nin KAST2012

klinik izolat1 kullanilmistir.
3.1.4 Bakteri suslari
Klonlama g¢alismalarinda bakteri konagi olarak, Escherichia coli tiirii bakterinin DHS5-

Alpha susu (ATCC) ve PYY susu (Max Planck Nérobiyoloji Enstitiisii Ogretim Uyesi
Dr. Oliver Griesbeck’in hediyesidir) kullanilmustir.

3.1.5 Plazmitler

KKKAV KAST2012 izolatinin Gc ORF’sinin filogenetik analizlerinde ve DNA as1
vektoriiniin hazirlanmasinda, sirasiyla pVAX1 (Thermo Fischer Scientific) ve pEGFP-
Cl (Clontech) plazmit vektorleri kullanilmigtir. pVAX1 ve pEGFP-C1 Plazmit

vektorlerinin haritasi sekil 3.2 ve 3.3’te verilmistir.
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AlwNI

CMV promotoru

T7 promotoru
I

KpnI
BamHI
Apol - EcoRI

pVAX1
2999 bg

bGH poli(A) sinyali

Sekil 3.2 pVAX1 vektoriiniin (Invitrogen) haritasi

CMV arttincisi (enhanser) Ndel

(Prokaryotik replikasyon orijinil
Alw NI

CMV promotoru

Nhel

Alw NI

BsrGI
BspEI
Bglil
Xhol
Sacl
HindIII
EcoRI

Coklu Klonlama Bdlgesi (MCS)

Pstl
SalI

KpnI
Sacll
Xmal

Apal
Smal
BamHI

SV40 poli(A) sinyali

HSV TK poli(A) sinyali

pEGFP-C1
4731bg

[f1 replikasyon orijini |

SV40 promotoru AmpR promotoru

Sekil 3.3 pEGFP-C1 vektoriiniin (Clontech) haritasi
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3.1.6 Oligoniikleotit primerler

Biitiin vektor hazirlama calismalar1 agamalarinda, polimeraz zincir tepkimesi (PZT)
deneyleri ve dizi analizlerinde kullanilan oligoniikleotit primerler ¢izelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1 Tez calismasinda kullanilan oligoniikleotit primerler

Oligoniikleotit Dizi (5 —3')
Primer Ad1
Gc SLICE-F1 acgactcactatagggagacccaagctggctagcgtttaaacttagccaccatgttcttgg
acagtatagttaaagg
Gc SLICE-R1 aattccaccacactggactagtggatccgagctcggtaccaagctttagccaatgtgtgttt
ttgtgg
Gcl-R gcagtcacctgtacaagttg
Gce2-F ctcggcgtagaagacgcctc
Gc 3'-R gccaatgtgtgtttttgtag
CMV-F cgcaaatgggcggtaggcgtg
CMV 3'-F ggaggtctatataagcagagc
pVAX1-R acagtcgaggctgatcagc
Gc SLICE-F2 gagctgtacaagtccggactcagatctcgagctatgttcttggacagtatagttaaagg
Gc SLICE-R2 gtatggctgattatgatcagttatctagatccggtttagccaatgtgtgtttttgtggagaac
EGFP-F ccgacaaccactacctgagcac
Gc Seq? gtggttgcacatcatcaacctgc
Gc Seg3 ggatgtcctgggatggttgtgac
Gc Seq4d aaacttgagcagccacagagc
EGFP Removal-F p-ttcttggacagtatagttaaaggtatgaaaaatttgc
EGFP Removal-R p-catggtggcgaccggtag
His Tag Insertion-F | caccatcatcaccaccaccatcacttcttggacagtatagttaaaggtatgaaaaatttgc
His Tag Insertion-R | gtgatggtggtggtgatgatggtgcatggtggegaccggtagege
His Tag-F cgccaccatgcatcatcacc
Gc5'-R gtgctccactgagctccaac
pUC Ori 3'-F ggataaccgtattaccgccatgca
F1 Ori 5'-R acactcaaccctatctcggtcta

DNA kalibina 6zgii diziler siyah renkle, SLiCE klonlamada kullanilan homoloji dizileri kirmizi renkle,
Kozak dizisi yesil renkle, 5° fosfat grubu, turuncu P harfi ile ve histidin etiketi kodlayan diziler mavi
renkle belirtilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Bakteri kiiltiirii

E. coli’nin DH5-Alpha ve PYY suslari, standart olarak, sirasiyla, % 1 NaCl (Sigma), %
1 tripton (Sigma) ve % 0,5 maya Oziitii (ekstrakt1) (Sigma) i¢eren Luria Bertani (LB)
besiyerinde (pH 6,5)ve 2XYT besiyerinde (% 1,6 tripton, % 1 maya 6ziitii, % 0,5 NaCl,
pH 7,2) 37 °C’deki etiivde kiiltire alinmistir. Gerektiginde, besiyerlerinin
katilagtirnlmasinda % 2 oraninda agar (Sigma) kullanilmistir. Bakteriler,
kullanilmadiklar1 durumlarda, % 50 gliserol igeren, ilgili besiyerlerinde, -80 °C’de

saklanmiglardir.

3.2.2 Memeli hiicre kiiltiirii

BHK-21 ve Vero E6 hiicrelerin kiiltiirii, rutin olarak, % 10, 1s1 ile inaktif hale getirilmis
fetal sigir serumu (FBS) (Gibco) ve % 1 penisillin/streptomisin (Gibco) iceren, yiiksek
glikozlu, Dulbecco’nun modifiye ettigi, Eagle’nin besiyerinde (DMEM) (Gibco)
yapilmistir. Biitiin hiicreler, aktif olarak kiiltiirleri sirasinda, 37 °C’de, % 5 CO; igeren,
nemlendirilmis etiivlerde inkiibe edilmistir. Hiicrelerin pasajlanmasi sirasinda, hiicre
kiiltiir tabaklarinin ylizeyine tutunmus hiicreler, 37 °C’de tripsin (Gibco) uygulamasi
yardimiyla yiizeyden kaldirilmistir. Hiicrelerin, uzun siireli olarak korunabilmesi i¢in, %
20 dimetilstilfoksit (DMSO) igeren DMEM besiyerine alinmig ve -80 °C’de

saklanmugtir.

3.2.3 Farelerin barindirilmasi

Fareler, 20-21 °C’deki, yaklasik % 50 nemli ortamda, 12 saat gece 12 saat giindiiz
kosullarinda, ad libitum besleme yapilarak barindirilmistir. Fare barindirma ve kullanim
usiilleri, Tirkiye Cumhuriyeti Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin belirledigi etik
kurallara gore takip edilmistir. Bu tez ¢alismasindaki tiim in vivo deneyler, Ankara

Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu’nun onayi ile yiiriitiilmiistiir.
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3.2.4 KKKAYV KAST2012 izolatinin kiiltiirii

Gerekli oldugu durumda, KKKAV KAST2012 izolati, orijinal stogu kullanilarak Vero
E6 hiicrelerinde iiretilmis ve kullanilmadigi durumda, siispansiyon halde -80 °C’de
saklanmistir. KKKAV ile yapilan biitin deneysel calismalar, Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Viroloji Boliimii’nde bulunan, biyogiivenlik diizeyi 3+ olan

laboratuvarlarda yiirtitilmiistiir.

3.25 KKKAV KAST2012 susunun genomik RNA’sinin izolasyonu Ve
komplementer DNA (cDNA) sentezi

KKKAV KAST2012 susunun genomik RNA’sinin izolasyonu i¢in, QlAamp cador
Pathogen Mini Kit (Thermo Fisher Scientific; Cat No: 1069974) RNA izolasyon Kiti
kullanilmistir. izolasyon isleminde kitin kullanim talimati izlenmistir. izole edilen
RNA’nin miktar1 ve saflik kalitesi spektrofotometrede (NanoDrop 2000 Thermo Fisher
Scientific) 260nm, 280nm ve 230nm dalga boylarinda 6l¢iim yapilarak belirlenmistir.
cDNA sentezi, Thermo Scientific Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Cat No:
K1671) kullanilarak rastgele niikleotit dizilerine sahip hekzamerlerle yapilmistir.
Kisaca, 200 pL’lik PZT tiipleri igerisinde, 100 ng RNA 6rnegi (en fazla 4uL igerisinde),
100 pmol (1 pL) rastgele hekzamerlerle karistirilmis ve 65 °C’de, 5 dakika
bekletilmistir. Tipler daha sonra buz lizerine alinmig ve iizerlerine 1 pL, 100 uM
deoksiriboniikleotit trifosfat (ANTP), 2 pL enzim tepkime tamponu (5x), 1 uL RNaz
inhibitort ve 2 pL (20 inite) ters transkriptaz enzimi (M-MuLV RT) ilave edilmis ve
son hacim RNazlardan arindirtlmis dH,O ile 10 pL’ye tamamlanmistir. Cozelti iyice
karistirildiktan sonra, tiipler oda sicakliginda 10 dakika ve daha sonra 55 °C’de bir saat

bekletilmistir. Tepkime, tiipler 85 °C’de bes dakika bekletilerek sonlandirilmistir.
3.2.6 Polimeraz zincir tepkimesi (PZT)
Tiim PZT deneylerinde DNA polimeraz enzimi olarak MyTaq marka DNA Polimeraz

kiti (Bioline; Cat No: BIO-21105) kullanilmigtir. PZT igin kitin kullanim talimatlart
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izlenmigtir. Standart MyTaq PZT deneylerinin tepkime hazirligi ve 1s1l dongii kosullar

cizelge 3.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.2 PZT deneylerinin tepkime hazirligi ve 1s1l dongii kosullar

PZT Tepkime Hazirhgi Isil Dongii Kosullar:
PZT Tepkime Miktarlar Asama Sicakhik Siire Dongii
Bilesenleri
Baglangi¢ 95 °C 1 dakika 1
5x MyTaq Denatiirasyonu
Tepkime 10 uL
Tamponu
DNA Kalibr Gerektigi
kadar
Denatiirasyon 95 °C 15 saniye
Oligoniikleotit
Oligoniikleotit Baglanma primere gore 15 saniye
Primerler 1 uL degistirilmistir.
herbiri 10-
20uM )
Kilobaz 2535
MyTaq DNA 1 uL Uzama 72°C basina 10
Polimeraz saniye
Son hacmi 50
Su (ddH,0) uL’ye Son Uzama 72 °C 7 dakika
tamamlayacak
kadar

*Koloni PZT ¢alismalarinda, kalip olarak, 0,1-10 uL’lik hacimler i¢in kullanilan steril beyaz
pipet ucu ile bakteri kolonisine dokunularak alinmis olan bakteri 6rnegi kullanilmustir.

PZT sonucunda elde edilen amplikon, standart agaroz jel elektroforezi ile
dogrulandiktan sonra, GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit (Thermo
Scientific; Cat No: K0831) ile yitkanmis ve daha sonra amplikonun miktar1 ve saflik
kalitesi spektrofotometrede (NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific) 260nm, 280nm
ve 230nm dalga boylarinda 6l¢iim yapilarak belirlenmis ve klonlama g¢alismalarinda

kullanilmastir.
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3.2.7 Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi, standart olarak Sambrook ve digerlerinin tanimladig1 sekilde
yapilmistir (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) kullanilmstir. Jeldeki agaroz yiizdesi, elektroforetik
olarak ayrilacak DNA parcalarinin uzunluguna gore ayarlanmistir. Elektroforez
isleminde voltaj, standart olarak elektrotlar arasi mesafe (cm) basina 5 volt olarak
ayarlanmistir. DNA’larin goriintiilenmesi i¢in standart olarak UV transilliiminator
(BioRad) ve interkalatdr etidyum bromiir boyasi (Sigma) (10ng/100mL) kullanilmistir.
DNA parcalarinin  biiytikliiklerinin  belirlenebilmesinde, DNA belirteci olarak
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific; Cat No: SM1333)

kullanilmuastir.

3.2.8 Bakterilerden plazmit izolasyonu

E. coli DH5-Alpha susuna aktarilan plazmitlerin izolasyonu i¢in, Thermo Scientific
GeneJET Plasmid Miniprep (Cat No: K0502) ve Maxiprep (Cat No: K0491) plazmit
izolasyon Kitleri kullanilmigtir. Plazmit izolasyon deneylerinde kitlerin kullanim

yonergeleri takip edilmistir.

3.2.9 Restriksiyon enzimi ile plazmit vektorlerin kesilmesi ve kesim iiriinlerinin ve
PZT amplikonlarinin agaroz jelden geri alinmasi

Plazmit vektorlerin kesilme deneylerinde, Hindlll, BamHI, Notl, AlwNI, Nhel ve Ndel
restriksiyon enzimleri (New England Biolab; sirasiyla katalog numaralari: R0104S,
R0136S, R0189S, R0514S, R0131S ve R0111S) kullanilmistir. Restriksiyon enzimleri
ile yapilan kesim tepkimesi i¢in enzimlerin kullanim yonergeleri takip edilmistir. Kesim
iiriinleri, agaroz jel elektroforezi ile dogrulandiktan sonra, klonlamada kullanilacak
vektor pargalari, GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit (Thermo
Scientific; Cat No: K0831) ile jelden geri alinmistir. Gerekli goriildiigii durumlarda,

PZT iiriinleri de aym1 yontem ile jelden geri alinmistir. Jelden geri alinan ve klonlama
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calismalarinda kullanilacak olan vektor parcalarinin miktar1 ve saflik kalitesi
spektrofotometrede (NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific) 260nm, 280nm ve

230nm dalga boylarinda 6lgiim yapilarak belirlenmistir.

3.2.10 SLiCE klonlama

Biitiin klonlama deneylerinde, homolog rekombinasyon esasina gore calisan, SLICE
(Seamless Ligation Cloning Extract — Dikissiz Ligasyon Klonlama Oziitii) klonlama
yontemi kullanilmistir (Zhang vd. 2014). Tek DNA pargasinin klonlanmasi igin SLICE

klonlama ydnteminin ¢alisma prensibi sekil 3.4’te 6zetlenmistir.

a W < b W <«
.| ]
I I
PZT PZT
Gen Gen
H

;!

' Vektor ' Vektor

| Veya

SLICE ' Vektor ’

I
SLICE

Gen Gen

‘ Rekombinant Rekombinant |

Sekil 3.4 Tek DNA pargasinin SLiCE ile klonlanmasi (Zhang vd. 2014)

a. Komgsu heterolog diziler olmadan yapilan SLiCE klonlama, b. Komsu heterolog diziler varken yapilan
SLiCE klonlama
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SLICE oziitii, Zhang ve digerlerinin agikladig1 sekilde, E. coli PYY susu kullanilarak
hazirlanmistir (Zhang vd. 2014). SLiCE o6ziitiiniin hazirlanmasinda izlenen yonerge

maddeler halinde asagida verilmisitir.

SLiCE Oziitiiniin Hazirlanmast:

1. E. coli PYY susunun gliserol stogundan veya taze Kkiiltiirinden 10 pg/mL
streptomisin ve 12,5 pg/mL kloramfenikol igeren steril LB agar besiyerine ¢izgi ekim
yapilmis ve 37 °C’de bir gece inkiibe edilmistir.

2. Ertesi giin, kiiltiirden tek koloni alinmis ve 50 mL’lik santrifiij tiipli igerisinde
bulunan, 25 mL, 10 pg/mL streptomisin igeren, steril 2XYT sivi besiyerine (% 1,6
tripton, % 1 maya oziitii, % 0,5 NaCl, pH: 7,2) ekim yapilmistir. Kiiltiir daha sonra 37
°C’de 330 devir/dakika (rpm) ¢alkalamali kosulda bir gece inkiibe edilmistir.

3. Ertesi giin, kiiltiiriin optik yogunlugu (OD), spektrofotometrede, 600nm dalga
boyunda Olgiilmiis ve yontemin ikinci asamasinda belirtilen besiyeri ile seyreltme
yapilarak kiiltiiriin OD 600nm degeri 0,03°e ayarlanmistir.

4. Daha sonra kiiltir, OD 600nm degeri, 5,0-5,5 olana kadar, 37 °C’de 330 rpm
calkalamal1 kosulda inkiibe edilmistir.

5. Bu asamadan sonra kiiltiire, % 0,2 oraninda L(+) arabinoz (Sigma) ilave edilmis ve A
profaj kirmizi protein ifadesinin uyarilmasi i¢in, 37 °C’de 330 rpm ¢alkalamali kosulda
2 saat inkiibe edilmistir.

6. Kiiltiir daha sonra, 50 mL’lik iki ayr1 santrifiij tiipiine boliinmiis ve 4 °C’de, 5000
rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek bakteri hiicreleri ¢oktiiriilmiistiir.

7. Bakteri peletleri, iki kere distile edilmis 50 mL su ile (ddH,O) bir defa yikanmis ve
ayni kosullarda tekrar santrifiijlenmistir.

8. Bakteri peletlerinin yas agirligr Olclilmiis ve yaklagik 0,23 g/mL yas agirliktaki
peletler, 300ul CelLytic™ B Cell Pargalanma (Lizis) ¢ozeltisi (Sigma) ile yeniden
stispanse edilmistir.

9. Yeniden siispanse olmus hiicreler, az protein baglama 6zelligine sahip 1,5 mL’lik
santrifiij tiiplerine (Eppendorf) alinmis ve lizisin meydana gelmesi icin, oda sicakliginda

10 dakika bekletilmistir.
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10. Hiicre lizatlar1 daha sonra, ¢Oziinmeyen materyallerin ¢oktiiriilmesi i¢in, 25000
rpm’de iki dakika santrifiij edilmistir ve olusan iist faz (siipernatant) yeni bir az protein
baglama 6zelligine sahip 1,5 mL’lik santrifiij tiiplerine (Eppendorf) alinmustir.

11. Hiicre o6ziitleri daha sonra, esit hacimde % 100 gliserol ile karigtirilmis ve 10 puL’lik
miktarlara boliinerek az protein baglama 6zelligine sahip 0,5 mL’lik santrifiij tliplerine
(Eppendorf) almmus ve iizerlerine “PPY SLiCE Oziitii” yazilmustir.

12. PPY SLiCE Oziitleri, uzun siireli korunmalar1 icin —80 °C’de, iki ay kadar kisa
siireli korunmalar igin ise —20 °C’de saklanmustir. PPY SLiCE Oziitleri, 10 defaya

kadar, belirgin bir aktivite kaybina ugramadan dondurulup ¢6ziilebilmistir.
SLIiCE oziitleri ile yapilan klonlama tepkimesinin standart kosullari asagida cizelge

3.3’te verilmistir. SLICE tepkimesinde vektor kopya sayisinin girdi (insert) kopya

sayisina orant, 1/5 olarak ayarlanmistir.

Cizelge 3.3 SLiCE klonlama tepkimesinin standart kosullar

SLiCE Tepkime Hazirhgi Sicakhik Kosullari
SLIiCE Miktarlar
Bilesenleri
Vektor X kopya
Y kopya
Girdi (Insert)
) 37 °C’de 30 dakika
T4 Ligaz
Tamponu 1 uL bekletme
(10x)
SLIiCE 1 uL

Son hacmi 10
Su (ddH20) ul’ye
tamamlayacak
kadar

* XY =1/5
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3.2.11 5" uclarindan fosfatlanmus kiit uclu lineer DNA’min T4 DNA ligaz enzimi ile
halkasal hale getirlmesi

5" uglarindan fosfatlanmis olan kiit uglu lineer DNA molekiiliiniin, ligasyon ile halkasal
hale getirilmesinde, T4 DNA ligaz enzimi (Fermentas; Cat No: EL0014) kullanilmistir.
Kiit u¢ ligasyonu icin 50 ng kadar, saf haldeki 5' uglarindan fosfatlanmis lineer
amplikon, 200 pL’lik PZT tiiptinde, 2 pL T4 DNA ligaz tamponu (10X) ve 1 uL T4
DNA ligaz enzimi (5 Unite/uL) (Fermentas) ile karistirllmisve son tepkime hacmi,
DNaz’dan armndirilmis steril dH,O ile 20 pL’ye tamamlanarak tepkime ¢ozeltisi, 22
°C’de 1 saat bekletilmistir.

3.2.12 Bakterilerin plazmit ile transformasyonu icin ahc1 (kompetent) hale
getirilmesi ve alici bakterilere plazmit aktarimi

E. coli DH5-Alpha susunun kompetent hale getirilmesi ve transformasyon asamasi
Chung ve arkadaslarinin gelistirdikleri metoda gore yapilmistir (Chung ve ark. 1989).
Bu yontemde kullanilan transformasyon ve saklama c¢ozeltisi (TSS) su sekilde
hazirlanmis ve saklanmistir: Steril LB sivi besiyeri igerisine, son konsantrasyonlari
sirastyla % 10 ve % 5 olacak sekilde PEG 6000 (Polietilen Glikol) ve dimetilsiilfoksit
(DMSO) ile son konsantrasyonlari 50’ser mM olacak sekilde MgCl, ve MgSO;, ilave
edilmis ve ¢ozelti, 0,22 uL por ¢apli membran filterden gegirilerek steril edilip —20

°C’de saklanmistir.

E. coli DH5-Alpha susunun kompetent hale getirilmesinde ve plazmit ile

transformasyonunda asagidaki yonerge izlenmistir:

1- E. coli DH5-Alpha aktif kiiltriinden steril LB besiyerine ekim yapilmig ve 30 °C’de,
ODG600 degeri 0,3 — 0,5 olana kadar inkiibe edilmistir.

2- Kiiltiir daha sonra, 1000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

3- Bakteri pelleti, kiiltiir hacminin 1/10’u kadar TSS ¢ozeltisinde yeniden siispanse
edilmis ve 30 dakika boyunca buz iizerinde bekletilerek kompetent hale gelmesi

saglanmstir.
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4- 1-5uL plazmit, 1,5 mL’lik steril santrifiij tiiplerine koyulmus ve iizerlerine 100 pL
kompetent bakteri ilave edilmis ve 30 ila 60 dakika buz tizerinde bekletilmistir.

5- Tipler, daha sonra, 42 °C’deki su banyosunda, 90 saniye (30-90 saniye) kadar
bekletilerek, bakterilere 1s1 soku uygulamasi yapilmustir.

6- Is1 soku uygulamasindan sonra tiipler tekrar buz iizerine alinmis ve 1-2 dakika kadar
bekletilmistir.

7- Bu asamadan sonra, bakterilerin tizerine 900 uL, % 1 glikoz i¢eren, LB besiyeri ilave
edilmis ve hiicreler 37 °C’de 45-60 dakika kadar inkiibe edilmistir.

8- Inkiibasyondan sonra, 200-300 pL kadar bakteri siispansiyonu, 100pg/mL Kanamisin
(Sigma) iceren LB agar besiyerine yayma ekim yontemi ile ekilmis ve 37 °C’de 16 saat

inkiibe edilmistir.

3.2.13 DNA dizi analizi

Hazirlanan plazmit vektorlerin DNA dizileri, hem Sanger dideoksi zincir sonlandirma
yontemi ile hem de ion torrent platformunu kullanan yeni nesil DNA dizileme yontemi
ile belirlenmistir (Sanger vd. 1977, Rothberg vd. 2011). Yeni nesil DNA dizilemesinden
BAM dosyasi olarak elde edilen ham dizi verileri, Integrative Genomics Viewer (IGV)
2.3 yazilmi kullanilarak analiz edilmistir. DNA dizi analizleri, BM Labosis

(Ankara/Tirkiye) firmasina, hizmet alimi ile yaptirilmistir.

3.2.14 Filogenetik analizler

KKKAV KAST2012 izolatinin Ge ORF’sinin filogenetik analizi, kodladig1 amino asit
dizisi esas alinarak, MEGA7 yazilimi kullanilarak yapilmistir (Kumar vd. 2016).
KKKAV’nin, Tirkiye’yi de igeren ¢esitli cografik bolgelerdeki farkli sus ve izolatlarina
ait olan 13 temsili olgun Gc amino asit dizisi, NCBI GenBank veri bankasindan elde
edilmis ve filogenetik analizlerde kullanilmistir. Filogenetik agag, Neighbour Joining
algoritmast ve 500 Onylikleme yinelemesi (boothstrap replicate) kullanilarak

olusturulmustur.
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3.2.15 BHK-21 hiicrelerinin plazmit vektorlerle gecici ve kararh olarak
transfeksiyonu

Tez caligmasindaki tiim gegici ve kararl transfeksiyon deneylerinde katyonik lipozom
Ozelligine sahip olan, Lipofectamine 3000 (Thermo Scientific; Cat No: L3000001)
transfeksiyon ajani kullanilmistir. Gegici transfeksiyon deneyleri i¢in 250 ng plazmit,
1,5 mL’lik santrifiij tiipinde bulunan 125 pL serumsuz (FBS) ve antibiyotiksiz DMEM
besiyerine ilave edilmis ve daha sonra, bu plazmit ¢o6zeltisinin iizerine, 4 pL
Lipofectamine 3000 transfeksiyon ajan1 i¢ceren 125 puL serumsuz (FBS) ve antibiyotiksiz
DMEM besiyeri ilave edilmistir. 1,5 mL santrifiij tiipii icerisinde bulunan plazmit-
transfeksiyon ajani karisimi, vorteks yardimi ile birkag¢ saniye karigtirilmig ve 15 dakika
oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra, plazmit-transfeksiyon ajani karigimi, bir
gece dnceden hazirlanmis olan, 6 kuyulu hiicre kiiltlir tabaginin bir kuyusunun yiizeyini
% 70-80 oraninda kaplamis olan, 1,5 mL serumsuz (FBS) ve antibiyotiksiz DMEM
besiyerinde bulunan BHK-21 hiicrelerinin tizerine ilave edilmistir. Hiicreler daha sonra,
37 °C’de, % 5 CO; igeren, nemlendirilmis etiivde alt1 saat inkiibe edilmis ve sonrasinda
hiicrelerin besiyeri, % 10 serum (FBS) ve % 1 penisillin/streptomisin iceren DMEM
besiyeri ile degistirilerek tekrar ayni inkiibasyon kosullarinda inkiibe edilmistir. Gegici
olarak transfekte olan hiicreler, transfeksiyonun 48. saatinden sonra ileri analizler i¢in
kullanmilmistir. BHK-21 hiicrelerinin plazmit ile kararli olarak transfeksiyonunda,
transfeksiyondan once plazmit vektor, hiicre genomuna dogru bir sekilde girmesi adina,
AIwWNI restriksiyon enzimi ile (New England Biolab) lineer hale getirilmistir. Lineer
plazmit ile BHK-21 hiicrelerinin kararli olarak transfeksiyonu, gegici transfeksiyon
deneylerinde oldugu gibi yapilmistir. Ancak, transfeksiyonun 48. saatinden sonra,
hiicreler, 6 kuyulu hiicre kiiltiir tabagindan tripsin uygulamasi ile alinarak T75 hiicre
kiltlir tabagina aktarilmis ve kararli olarak transfekte olmus hiicrelerin secilmesi icin,
hiicreler, 800 pg/mL genetisin (G418) (Gibco) antibiyotigi i¢eren ayni besiyerinde ii¢

hafta boyunca kiiltiire alinmstir.
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3.2.16 Floresan mikroskopisi

Yesil floresan protein ile fiizyon halinde bulunan Gce’nin gecici olarak transfekte olmus
BHK-21 hiicrelerindeki in vitro ifadesi, standart fluoresan mikroskopunda (Zeiss Axio
Vert.Al Germany), uyarim kaynagi olarak mavi 1sik (488 nm) kullanilarak

gosterilmistir.

3.2.17 Western blot

Ug haftalik genetisin ile se¢im isleminden sonra, plazmit ile kararli olarak transfekte
olmus BHK-21 hiicreleri, western blot deneyinde kullanilmasi igin Pro-Prep protein
ekstraksiyon ¢ozeltisi (INtRON Biotechnology; Cat No: 17081) ile lize edilerek protein
ornekleri izole edilmistir. Izole edilen protein érneklerinin miktarlari, Bradford protein
tayini yontemine gore yapilmistir (Bradford 1976). Izole edilen proteinler, daha sonra,
2X laemmli 6rnek tamponu ile bire bir oranda karistirilmis ve 95 °C’de 5 dakika
isitilmistir (Laemmli 1970). Protein 6rnekleri, daha sonra, standart sodyum dodesil
stilfat — poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile Mini-PROTEAN TGX Stain-
Free Precast hazir jeller (Bio-Rad; Cat No: 4568123) kullanilarak ayrilmig ve Trans-
Blot Turbo Mini PVDF membranlarina (Bio-Rad; 1704156) aktarilmistir (blotlanmistir)
(Sambrook vd. 1989). Membranlar, daha sonra, % 5 oraninda sigir serum albiimini
(Sigma) ilave edilmis, % 0,1 oraninda Tween 20 (Bio-Rad) iceren, Tris ile
tamponlanmis tuzlu su ¢ozeltisinde (TBST) (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, % 0,1
Tween 20, pH: 7,5) bloklanmistir. Bloklanmis membranlar, ya EGFP i¢in, TBST
igerisinde 1/1000 oraninda ¢oziilmiis GFP tag fare monoklonal antikoru (Klon GF28R)
ile (Invitrogen; Cat No: MA5-15256) yada Histidin etiketi i¢in, yine ayni oranda ayni
tamponda ¢o6ziilmis anti histidin etiketi antikoru (Bio-Rad; Cat No: 6200203) ile 4
°C’de bir gece calkalamali kosulda bekletilerek problanmistir. Membranlar, daha sonra,
TBST ile bes defa, onar dakika calkalamali kosulda yikanmig ve TBST igerisinde
1/9000 oraninda ¢oziilmiis, turp preoksidazi ile konjuge halde anti fare IgG ikinci
antikoru (Advansta; Cat No: R-05071-500) ile oda sicakliginda bir saat ¢alkalamali
kosulda bekletilerek problanmistir. Membranlar, daha sonra, ilave olarak TBST ile bes

defa, onar dakika c¢alkalamali kosulda yikanmis ve arttirilmis kemiliiminesan (ECL)
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yontemi kullanilarak, ChemiDo XRS+ membran goriintiileme sistemi (Bio-Rad) ile
goriintiilenmistir. Western blot deneyinde, protein belirteci olarak PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific; Cat No: S 26619) kullanilmustir.

3.2.18 BHK-21 hiicrelerinden Trizol ajam ile genomik DNA ve total RNA
izolasyonu ve Ters Transkripsiyon (RT) PZT

Gc’nin in vitro olarak transkripsiyonel diizeydeki ifadesini gostermek i¢in, pEGFP-Gc
vektorii ile kararli olarak transfekte olmus BHK-21 hiicrelerinden Trizol ajant (Thermo
Scientific Cat No: 15596026) kullanilarak genomik DNA ve total RNA izolasyonu
yapilmis (Rio vd. 2010). izole edilen RNA’lar, daha sonra, DNaz | (New England
Biolab) ile muamele edilmistir. DNazl muamelesini takiben, saflastirilmasi igin,
RNA’lar, sodyum asetat/etanol yontemi ile ¢oktiiriilmiis ve elde edilen RNA peletleri,
% 70’lik etanol ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra RNaz ve DNaz i¢ermeyen steril saf su ile
¢oziilmiistiir. izole edilen genomik DNA’nin saflastirilmasinda da aym ydntem
izlenmistir. izole edilen genomik DNA ve total RNA’nin miktar1 ve saflik kalitesi
spektrofotometrede (NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific) 260nm, 280nm ve
230nm dalga boylarinda 6lgiim yapilarak belirlenmistir. Saflastirilan total RNA’nin
mRNA igerigi, Thermo Scientific Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit
kullanilarak oligo(dt) 18 primerlerle yontem 3.2.5’de belirtildigi tizere ¢cDNA’ya
doniistiiriilmiisgtiir. Ge transkriplerinin cDNA’lar1, yontem 3.2.6°da belirtildigi gibi, dizi
bilgileri gizelge 3.1°de dizi bilgisi verilen, Gc ORF’sinin asag1 bdlgesine baglanan, Gc
Seg4 ileri ve Gc SLICE-R2 geri oligoniikleotit primerleri kullanilarak, PZT ile
cogaltilmistir. pEGFP-Gc vektorii ile kararli olarak transfekte olmus BHK-21
hiicrelerinin genomuna dahil olmus Ge kodlayan gen, genomik DNA O&rnekleri ile
yontem 3.2.6’da belirtildigi gibi, dizi bilgileri ¢izelge 3.1°de dizi bilgisi verilen CMV
3'-F / Gc SLICE-R2, Gc SLICE-F2 / Gc SLICE-R2 ve Gc Seg4 / Ge SLICE-R2 primer
ciftleri kullanilarak PZT ile ¢cogaltilmistir.
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3.2.19 Bos vektor hazirlanmasi

Fare immiinizasyonu caligmalarinda, negatif kontrol olarak kullanilmak {izere, CMV
promotorundan herhangi bir gen ifade etmeyen, bos vektoér hazirlanmistir. Bu amag i¢in
PEGFP-C1 vektoriinde bulunan CMV promotoru ve CMV enhanserinin bir kismi,
yontem 3.2.9’da agiklandig1 sekilde, Ndel ve Nhel restriksiyon enzimleri (NEB) ile
kesilmigtir. Vektor omurgasi, daha sonra, yontem 3.2.7’de agiklandigi gibi, agaroz jel
elektroforezi yapilarak kesim {irtiniinden (CMV promotor ve CMV enhanser dizileri)
ayrilmis ve yontem 3.2.9’da agiklandigr gibi jelden geri alinmustir. Jelden geri alinan
lineer vektdr omurgasi, yontem 3.2.12°de agiklandigr gibi, alic1 hale getirilmis E. coli
DH5AIpha susuna aktarilmis ve bu bakteri hiicrelerinde, vektér omurgasinin “alternatif
u¢ birlestirme” mekanizmasi ile halkasal hale getirilmesi saglanmistir (Chayot vd.
2010). CMV negatif transformantlar, vektér omurgasinda, CMV promotor ve enhanser
bolgesinin yukarisina ve asagisina baglanan pUC Ori 3'-F ileri, F1 Ori 5'-R geri
primerleri kullanilarak, yontem 3.2.6°da agiklandigi gibi koloni PZT yapilarak
belirlenmistir. CMV negatif transformantlarin plazmitleri, yontem 3.2.8’de agiklandigi

gibi izole edilmis ve fare asilama caligsmalarinda kullanilmstir.

3.2.20 Plazmit DNA as1 vektorii ile BALB/c irka farelerin asilanmasi ve farelerden
serumlarin toplanmasi

Her biri iki BALB/c 1rk1 fareden olusan deney ve kontrol grubundaki fareler, mediyal
kalca kaslarindan, 25 Olgilii siringa ignesi (BD) kullamilarak, 50 pL apirojenik
fizyolojik tuz ¢ozeltisinde ¢oziilmiis, 100 pg pGe-VAC as1 vektorii ile veya bos vektor
ile asilanmistir. Biitiin fareler, ikiser hafta arayla {i¢ defa asilanmistir. Her asilama
oncesinde, farelerin kuyruk toplar damarlarindan 200 pL’lik PZT tiiplerine, 100 pL kan
alinmigtir. Toplanan kanlar, bir gece 4 °C’de bekletildikten sonra 2000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmis ve list fazda kalan serumlar, ayr1 bir tiipe alinarak tizerlerine esit
hacimde % 50’lik gliserol ilave edilmis ve analizleri yapilana kadar -20 °C’de

saklanmustir.
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3.2.21 Nétralizasyon deneyi

Ug ardisik pGe-VAC DNA asist alan farelerin serumlarindaki anti-KKKAV nétralize
edici antikorlarin varligi ve titreleri, mikrondtralizasyon deneyi ile gosterilmistir.
Mikronétralizasyon deneyi igin, serum ornekleri 56 °C’de 30 dakika bekletilerek
inaktive edilmistir. Serumlarin 1/32°den 1/532’ye kadar, iki kat seri dillisyonlar1
hazirlanmis ve ayni hacimde, enfeksiyon ¢okluk c¢arpani (MOI) 5 olan, (yaklasik 2,5 x
10° virion) KKKAV KAST2012 izolatinin siispansiyonu ile karistirilmis ve 37 °C’de bir
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, her tepkime karisimi, ikiser tekrarlar
halinde, 96 kuyulu hiicre kiiltiir tabaginin yiizeylerine tutunmus olan, bir gece dnceden
hazirlanmig, 50000 Vero E6 hiicrelerinin iizerine koyulmus ve kiiltiir tabaklari, 37
°C’de, 5% CO; igceren, nemlendirilmis etiivde, 1,5 saat inkiibe edilmistir. Tepkime
karisimi, daha sonra, % 10, 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu (FBS) (Gibco) ve
% 1 penisilin/streptomisin (Gibco) igeren, 200 puL taze DMEM besi yeri ile degistirilmis
ve hiicreler, bir hafta boyunca, yukarida belirtilen aym kiiltiir kosullarinda inkiibe
edilmistir. bir haftalik inkiibasyon sonunda, viriis kaynakli sitopatik etkilerin (CPE)
degerlendirilebilmesi icin, hiicreler, % 3,7’lik formaldehit ile tespit (fikse) edilmis ve
sonra basit 151k mikroskopunda (Olympus) fotograflanmistir. Tespit edilen hiicreler,
daha sonra, % 20 etanol icerisinde bulunan, % 1°lik kristal viyole (Sigma) ile boyanarak

ciplak gozle analiz edilmis ve tekrar mikroskop altinda fotograflanmstir.

3.2.22 Antikor izotip analizi

pGc-VAC DNA asis1 veya bos vektor alan farelerin, her asilama sonrasinda alinan
serumlarindaki total IgG antikor izotiplerinin géreceli nicelemesi (kantitasyonu) Pierce
Rapid ELISA Mouse mAb Izotipleme kiti (Thermo Scientific; Cat No: 37503)
kullanilarak yapilmigtir. Antikor izotip analizinde serumlar, 1/750 seyreltik olarak
kullanilmistir. Antikor izotiplemesinde, kitin kullanim talimatinda belirtilen standart

yonerge takip edilmistir.
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3.2.23 Asilanmus farelerin serumlarinda sitokin seviyelerinin belirlenmesi

Asilanmis farelerdeki Th1l ve Th2 immiin yanitlarinin degerlendirilmesi i¢in, ii¢ ardisik
pGc-VAC DNA asist veya bos vektor alan farelerin serumlarindaki sitokin diizeyleri,
LEGENDplex Mouse Thy/Th, Panel (8-plex, Bead assay by flow cytometry) Kiti
(BioLegend; Cat No: 740029) kullanilarak belirlenmistir (Sun vd. 2014). Tiim, boncuk
tabanli sitokin deneyleri, kitin kullanim talimatinda belirtilen standart yonerge takip
edilerek yapilmistir. Sitokin analizlerinde akisli hiicre sayim (flow sitometre) cihazi
olarak, Bioscience FacsCanto Il (BD) kullanilmistir. Boncuklarla konjuge halde olan
sitokinlerin akisl hiicre sayim1 analizlerinde, iiretici firmanin standart yonergeleri takip
edilmistir. Sitokin ham verileri, LEGENDplexTM veri analiz yazilimi kullanilarak

analiz edilmistir.

3.2.24 istatistik analizleri

Antikor izotipleme ve sitokin diizeyi belirleme deneylerinden elde edilen verilerin
istatistik analizleri, sirasiyla, Tukey’in ¢oklu karsilastirma yontemini igeren tek yonlii
ANOVA testi ve Mann Whitney U testi kullanilarak yapilmistir. 0,05’ten kii¢iik olan p
degerleri, istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Tiim istatistik analizleri, SPSS

stirim 22.0 yazilimi kullanilarak yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 KKKAV KAST2012 izolatinin olgun Gc glikoproteinini kodlayan dizisinin
pPpVAX1 vektoriine klonlanmasi

SLICE klonlama yontemi ile, pVAX-1 vektoriindeki HindIIl tanima dizisi kullanilarak
KKKAV KAST2012 izolatinin Gc agik okuma cergevesi, vektorde sitomegaloviriis

(CMV) promotorunun asagisina klonlanmustir.

4.1.1 KKKAV KAST2012 izolatimin olgun Gc kodlayan dizisi i¢in yapilan RT-PZT

KKKAV KAST2012 izolatinin genomik RNA’s1 izole edildikten sonra, yaklagik, 100
ng RNA 0Ornegi, ters transkripsiyon ile cDNA’ya doniistlirilmiis ve M segmentinde
bulunan, olgun Gc’yi kodlayan dizi, pVAX-1 vektoriine klonlanmasi tizere, G¢ SLICE
F1 ileri ve Gc SLICE R1 geri primerleri ile PZT yapilarak g¢ogaltilmistir. PZT

asamasinda, primerlerin baglanma sicakligi olarak 55 °C kullanilmistir.

Sonug olarak, PZT de, 10’ar pmol primer ¢ifti kullanildiginda ve cDNA’dan yapilan
birinci tur PZT sonucunda elde edilen ilk amplikon, tekrar kalip olarak kullanilip, ayni
primer ¢ifti ile ikinci tur PZT yapildiginda, klonlama i¢in yeterli miktarda olgun Gc
amplikonu elde edilebilmistir. Bu amplikonun GeneJET Gel Extraction and DNA
Cleanup Micro Kit (Thermo Scientific) kullanilarak yikamasit yapilmis ve
spektrofotometre (NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific) ile miktar1 ve saflik
kalitesi belirlenerek klonlama calismasinda kullanilmistir. PZT sonucunda elde edilen
amplikonlarin, agaroz jel elektroforezi sonrasinda alinmis jeldeki goriintiileri sekil

4.1°de gosterilmistir.
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2034 be

Sekil 4.1 KKKAV KAST2012 izolatinin Ge¢ kodlayan dizisi i¢in yapilan RT-PZT
sonucu

1: 10 pmol primer gifti ile cDNA’dan yapilan bir tur PZT nin sonucu. 2: 100 pmol primer gifti ile
cDNA’dan yapilan bir tur PZT nin sonucu. 3: 10 pmol primer ¢ifti ile cDNA’dan yapilan iki tur PZT nin
sonucu. 4: 100 pmol primer ¢ifti ile cDNA’dan yapilan iki tur PZT nin sonucu. M: belirtec DNA

4.1.2 pVAX1 vektoriiniin Hindl 11 restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilmesi

Klonlama i¢in pVAX1 vektorii HindIII restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilmistir.
Kesim sonrasinda Lineer vektor, GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit
(Thermo Scientific) kullanilarak yikanmis ve sonrasinda 20 iinite Tag DNA Polimeraz
(MyTaq Bioline) kullanilarak, 72 °C’de 10 dakika bekletilmis ve boylece kesim sonucu
meydana gelen yapiskan uglar kapatilmistir. Vektorde kiit uglar olusturulduktan sonra,
vektor tekrar yikanmistir. Klonlamadan 6nce, vektoriin spektrofotometrede (NanoDrop
2000 Thermo Fisher Scientific) miktar1 ve saflik kalitesi belirlenmistir. Lineer haldeki
pPVAXI1 vektoriiniin agaroz jel elektroforezi sonrast alinmis jel goriintiisii sekil 4.2°de

gosterilmistir.
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M pVAX1

Sekil 4.2 Hindlll restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilmis pVAX1 vektoriiniin
agaroz jeldeki goriintiisii

M: belirte¢ DNA

4.1.3 KKKAV KAST2012 izolatinin Gc¢ kodlayan dizisinin, HindIII restriksiyon
enzimi ile lineer hale getirilmis olan pVAX1 plazmit vektoriine SLiCE
klonlama yontemi ile klonlanmasi

Vektor (pVAX1) ve girdi (insert) (Ge kodlayan dizi) hazirlandiktan sonra, yontem
3.2.10’da agiklandig1 gibi, SLiCE tepkimesi yapilmistir. Daha sonra, SLICE tepkime
iirtinii, yontem 3.2.12°de agiklandig1 gibi alici (kompetent) hale getirilmis olan E. coli
DH5AIpha susuna aktarilmistir. Transformasyondan sonra bakteriler, 100 ug/mL
Kanamisin iceren LB Agar besiyerlerine yayma ekim ile ekilmis ve 37 °C’de 16 saat
inkiibe edilmistir. Transformasyon sonrasi, petri kaplarinda olusan 32 koloni

(transformant) ile KKKAV Gc acik okuma gercevesinin 180 bg’lik bir bolgesini hedef

78



alan Gc2-F ileri ve Gcl-R geri primerleri kullanilarak 3.2.6’da agiklandigr gibi koloni
PZT yapilmistir. PZT sonrasinda amplikonlar, agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmis
ve taranan 32 transformantin tamaminda da 180 bg¢ uzunlugundaki 6zgiin amplikonun
varligi gosterilmistir. Ge2-F ileri ve Gcl-R geri primerleri kullanilarak 32 koloni ile

yapilan PZT sonrasinda elde edilen amplikonlarin agaroz jeldeki goriintiileri sekil 4.3 te

verilmigtir.

180 be

180 be

Sekil 4.3 Gc2-F ileri ve Gcl-R geri primerleri kullanilarak 32 koloni ile yapilan PZT
sonrasinda elde edilen amplikonlarin agaroz jeldeki goriintiileri

Gc2-F ve Gcl-R primerleri ile yapilan koloni PZT sonucunda belirlenen girdi pozitif
transformantlardan rastgele segilen alt1 tanesi ile KKKAV Gc agik okuma gergevesinin

yaklasik 1700 bg¢’lik kismini hedef alan Gce2-F ileri ve Gc 3'-R geri primerleri
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kullanilarak ikinci bir koloni PZT yapilmistir. Bu PZT sonucunda, test edilen alt1 girdi
pozitif klonun 3 tanesi (14, 19 ve 24), ger¢ek girdi pozitif olarak bulunmustur. Bu PZT

sonrasinda elde edilen amplikonlarla yapilan agaroz jel elektroforezinin sonucu seKil

4.4’te verilmistir.

1700 be

Sekil 4.4 Gc2-F ve Gec 3'-R primerleri kullanilarak, Klon 7, 11, 14, 19, 24 ve 27 ile
yapilan koloni PZT sonrasinda elde edilen amplikonlarin agaroz jeldeki
goriintiileri

M: belirte¢ DNA

Gc2 ve Ge-R primerleri ile girdi pozitif olarak bulunan klon 14, sonikasyon kullanilarak
tek hiicre slispansiyonu haline getirilmis ve bu siispansiyonlardan elde edilen dort tane
koloni (14[1], 14[2], 14[3], 14[4]) ile pVAX1 plazmit omurgasina baglanan (girdinin
yukarisina ve asagisina baglanan) ve yaklasik 2200 bg’lik bir bolgeyi ¢ogaltan, CMV
3'-F ileri ve pVAX1-R geri primer ¢ifti kullanilarak, 3. koloni PZT yapilmistir. Bu PZT

sonucunda test edilen dort girdi pozitif klonun tamamimin girdi pozitif oldugu ve
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vektorde dogru lokasyona yerlestigi dogrulanmistir. Bu PZT sonrasinda elde edilen

amplikonlarla yapilan agaroz jel elektroforezinin sonucu sekil 4.5’te verilmistir.

14[1] 14[2] 14[3] 14[4] M

2179 be

Sekil 4.5 CMV 3'-F ileri ve pVAX1-R geri primer ¢ifti kullanilarak girdi pozitif klon
14’ten elde edilen dort tane koloni (14[1], 14[2], 14[3] ve 14[4]) ile yapilan
koloni PZT sonrasinda elde edilen amplikonlarin agaroz jeldeki goriintiileri

M: belirte¢ DNA

Elde edilen dort tane girdi pozitif klondan klon 14[4]’lin plazmiti yontem 3.2.8’de
agiklandig1 gibi izole edilmistir. Izole edilen plazmit, Notl restriksiyon enzimi ile
yontem 3.2.9°da agiklandigi lizere lineer hale getirilmis ve agaroz jel elektorforezi ile
boyutu tayin edilmistir. Beklenildigi {izere, lineer plazmitin boyu, 5 kb¢’ye yakin bir
yerde gortilmistiir. KKKAV olgun Gc kodlayan diziyi igeren pVAX1-Gc vektoriiniin

Notl enzimi ile lineerizasyonu sonrasi agaroz jeldeki goriintiisii sekil 4.6’da verilmistir.
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pVAX1-Gc M

4942 be

Sekil 4.6 Notl restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilmis pVAX1-Gc vektoriiniin
agaroz jeldeki goriintiisii

M: belirte¢ DNA

Klon 14[4]’ten elde edilen plazmit’in, ion torrent platformu kullanilarak, yeni nesil
DNA dizileme yontemi ile tiim DNA dizisi belirlenmistir. Yotem 3.2.13’de agiklandigi
gibi, dizilemelerden elde edilen ham verilerin analizi yapilmis ve KKKAV Gc agik
okuma g¢ergevesinin istenildigi gibi pVAX1 vektoriine klonlanmis oldugu goriilmiistiir.
Yeni nesil DNA dizilemesi ile niikleotit dizisi belirlenmis olan, KKKAV KAST2012
izolatina ait olgun Gc kodlayan dizi, NCBI GenBank veri tabanina, M(G969426.1
erisme numarast (aksesyon numarasi) ile eklenmistir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov
2018a ve 2018b). Sonug¢ olarak, pVAXI1-Gc vektorii elde edilmistir. pVAX1-Gc

vektOriiniin haritasi, sekil 4.7’ de verilmistir.
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CMV Artincasi (Enhanser)
Ndel

Prokaryotik replikasyon orijini

AlwNI
CMV promotoru

T7 promotoru
Kozak dizisi

bGH poli(A) sinyali

Xbal
Xhol
NotI
EcoRV
EcoRI

BamHI Kpnl

Sekil 4.7 pVAX1-Gce vektoriiniin haritast

4.2 KKKAV KAST2012 izolatinin, klonlanmis olan Gc¢ acik okuma cercevesinin
kodladig proteinin amino asit dizisinin filogenetik analizi

KKKAV’nin, Tiirkiye’yi de iceren ¢esitli cografik bolgelerdeki farkli sus ve izolatlarina
ait olan 13 temsili olgun Gc amino asit dizisi, NCBI GenBank veri bankasindan elde
edilmis ve KKKAV KAST2012 izolatinin olgun Gc proteininin amino asit dizisinin
filogenetik analizinde kullanilmistir.  Filogenetik analizler, yontem 3.2.14’de
aciklandig1 tizere MEGA?7 yazilimi ile, neighbour joining algoritmasi ve 500 6nyiikleme
yinelemesi (boothstrap replicate) kullanilarak yapilmistir. Filogenetik analiz sonucunda,
KKKAV KAST2012 olgun Gc proteininin, en ¢ok, Tiirkiye kokenli KKKAYV suslarinin
Gc proteinleri ile benzerlik gosterdigi bulunmustur. KKKAV KAST2012 izolatinin

olgun Gc proteininin filogenisini gosteren agag sekil 4.8’de verilmistir.
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a0 TADJ/HUB966 Tacikistan (AAOG2016.1)
U2-2-002/U-6415 Ozbekistan (AAWS4283.1)
IbAR10200 Nijerya (NP950235.1)
Afg08-2990 Afganistan (ADQ57289.1)
SPU 431/85 Giney Afrika (AIE16135.1)
Oman-199809166 Umman (ALT31693.1)
54 Hy13 Cin (AAW84284 1)
&a KelkitO6 Tirkiye (ACT88367.1)
96 Turkey200310849 Turkiye (ABB30036.1)
KAST2012 Tirkive (MG969426 1)
100 |~ 1231-CR/TI-2015 Rusya (AQT86852 .1
LEGQLST-EOOQ Rusya (ANF05524 1)
93 Ast199 Astrahan Rusya (AQX83288.1)
UG3010 Uganda (AAWS4282.1)

0.0100

Sekil 4.8 KKKAV KAST2012 izolatina ve KKKAV’nin 13 farkli sus veya izolatina ait
olgun Gc protein dizileri ile, MEGA7 yaziliminda, neighbour joining
algoritmasi ve 500 onyiikleme yinelemesi (bootstrap replicate) kullanilarak
olusturulan filogenetik agac

50°den kiigiik olan 6nyiikleme degerleri, agag lizerinde gosterilmemistir.

4.3 KKKAV KAST2012 izolatinin Gc glikoproteininin acik okuma cercevesinin
PEGFP-C1 ifade vektoriine klonlanmasi

Yontem 3.2.10°da agiklanan SLiCE klonlama yontemi kullanilarak, pEGFP-C1
vektoriindeki HindIIl ve BamHI tamima dizileri kullanilarak, KKKAVY KAST2012
izolatinin Gc agik okuma cergevesi, vektorde sitomegaloviriis(CMV) promotoru
kontroliinde ifade edilen EGFP acik okuma c¢ergevesinin asagisina, cerceve igi

kodlanacak sekilde klonlanmustir.
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4.3.1 KKKAV KAST2012 izolatina ait Ge¢ agik okuma cergevesinin, pVAX1-Gc
vektorii kalip olarak kullanilarak PZT ile ¢ogaltilmasi

KKKAV KAST2012 izolatina ait Gc acik okuma ¢ergevesi, pPVAX1-Gce vektorii kalip
olarak kullanilmak suretiyle, ¢izelge 3.1°de dizi bilgisi verilen Gc SLiCE-F2 ileri ve Gc
SLICE-R2 geri primerleri ile yontem 3.2.6’da agiklandigi gibi PZT ile gogaltilmistir.
PZT asamasinda, primerlerin baglanma sicaklig1 olarak 59 °C kullanilmistir. Sonug
olarak, yukarida belirtilen primer ¢ifti, PZT deneyinde, 20’ser pmol olarak
kullanildiginda, tek tur yapilan PZT sonrasinda, klonlama ¢aligsmalarinda kullanilmaya
yetecek kadar amplikon elde edilmistir. Bu amplikonun GeneJET Gel Extraction and
DNA Cleanup Micro Kit (Thermo Scientific) kullanilarak yikamasi yapilmis ve
spektrofotometre (NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific) ile miktar1 ve saflik
kalitesi belirlenerek klonlama calismasinda kullanilmistir. PZT sonucunda elde edilen
amplikonlarin, agaroz jel elektroforezi sonrasinda alinmis jeldeki goriintiileri sekil

4.9’da verilmistir.

M Gc ORF

Sekil 4.9 pVAX1-Gc vektorii kalip olarak kullanilarak, G¢ SLICE-F2 ve Gc SLICE-R2
primerleri ile yapilan PZT sonucunda elde edilen amplikonun agaroz jeldeki
goruntusu

M: belirtec DNA
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4.3.2 pEGFP-C1 vektoriiniin Hindlll ve BamHI restiksiyon enzimleri ile lineer
hale getirilmesi

Klonlama igin pEGFP-C1 vektorii, yontem 3.2.9°da agiklandigi gibi, Hindlll ve BamHI
restriksiyon enzimleri ile lineer hale getirilmistir. Kesim sonrasinda Lineer vektor,
yontem 3.2.9°da agiklandig1 gibi GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit
(Thermo  Scientific) kullanilarak  yikanmustir.  Klonlamadan once, vektoriin
spektrofotometrede (NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific) miktar1 ve saflik kalitesi
belirlenmistir. Lineer haldeki pEGFP-C1 vektoriiniin agaroz jel elektroforezi sonrasi

alinmus jel goriintiisti sekil 4.10°da gosterilmistir.

Lineer
M pEGFP-C1

—> 4731 be

Sekil 4.10 Hindl1l ve BamHI restriksiyon enzimleri ile lineer hale getirilmis pEGFP-C1
vektoriiniin agaroz jeldeki goriintiisti

M: belirtec DNA
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4.3.3 KKKAV KAST2012 izolatinin Gc¢ acik okuma cercgevesinin, Hindlll ve
BamHI restriksiyon enzimleri ile lineer hale getirilmis olan pEGFP-C1
plazmit vektoriine SLiCE klonlama yontemi ile klonlanmasi

Vektor (pEGFP-C1) ve girdi (insert) (Gc ORF) hazirlandiktan sonra, yontem 3.2.10°da
aciklandigir gibi, SLiCE tepkimesi yapilmistir. Daha sonra, SLiCE tepkime iiriinii,
yontem 3.2.12°de agiklandigr gibi alict (kompetent) hale getirilmis olan E. coli
DH5AIpha susuna aktarilmistir. Transformasyondan sonra bakteriler, 100 pg/mL
Kanamisin igeren LB Agar besiyerlerine yayma ekim ile ekilmis ve 37 °C’de 16 saat
inkiibe edilmistir. Transformasyon sonrasi, petri kaplarinda olusan kolonilerin
(transformant) bir tanesi (Klonla) ile pEGFP-C1 vektorinde, EGFP ORF’sinin
asagisina baglanan EGFP-F ileri ve Gc ORF’sinin asagisina baglanan Gc¢ SLiCE-R2
geri primerleri kullanilarak yontem 3.2.6’da agiklandigi gibi koloni PZT yapilmustir.
PZT sonrasinda elde edilen amplikon, yontem 3.2.7’de agiklandigi gibi, agaroz jel
elektroforezi ile analiz edilmis ve beklenilen biiytikliikteki (2140 bg) amplikonun varligi
tespit edilerek, transformantin, girdi pozitif oldugu goriilmiistir. EGFP-F ileri ve Gc
SLICE-R2 geri primerleri kullanilarak Klonla ile yapilan PZT sonrasinda elde edilen

amplikonun agaroz jeldeki goriintiisii sekil 4.11°de verilmistir.

Gc ORF
M (+)
Klon

—> 2140 be

Sekil 4.11 EGFP-F ve Gc SLICE-R2 primerleri kullanilarak, Klonla ile yapilan koloni
PZT sonrasinda elde edilen amplikonun agaroz jeldeki goriintiisii

M: belirteg¢ DNA
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4.3.4 Girdi pozitif transformanttan elde edilen plazmitin Sanger DNA dizilemesi

Girdi pozitif olarak bulunan Klonla’dan, yontem 3.2.8’de agiklandigi gibi plazmit
izolasyonu yapilmis ve ¢izelge 3.1°de dizi bilgisi verilen, EGFP-F, Gc Seq2, G¢ Seq3
ve Gc Seq4 dizileme primerleri ile, vektorde, KKKAV Gc agik okuma cergevesinin
yerlestirildigi kismimin Sanger dideoksi zincir sonlanma yontemi ile DNA dizisi
belirlenmistir. Dizileme sonucunda, KKKAV Gc acik okuma gergevesinin istenildigi
gibi EGFP agik okuma cercevesi ile ¢ergeve i¢i olarak kodlanacak sekilde klonlanmig
oldugu goriilmiistiir. Klonla’nin plazmidi ile yapilan Sanger DNA dizilemesinden elde

edilen kromatogramlar sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12 Klonla’nin plazmidi ile EGFP-F, Gc Seq2, Ge Seq3 ve Ge Seq4 dizileme primerleri kullanilarak yapilan Sanger DNA dizilemesinden elde edilen kromatogramlar

Acik okuma cercevesindeki kodonlarin kodladig1 amino asitler, tek harfli sembolleri ile kromatogramda gosterilmistir. Dizilemede alinan niikleotit sinyallerinin kalite skorlari, agik mavi renki bar grafigi olarak kromatogramda gosterilmistir.
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Olusturulan bu vektér pEGFP-C1-Gc olarak adlandirilmis ve Gc’nin in vitro olarak
ifadelenmesi ¢aligmalarinda kullanilmistir. pEGFP-C1-Gc vektoriiniin haritasi, sekil

4.13’te verilmistir.

CMV arttiricisi (enhanser)
Ndel

(Prokaryotik replikasyon orijinil

AlwNI CMV promotoru

Nhel

Alw NI

EGFP
HSV TK poli(A) sinyali

Xhol

pPEGFP-C1-Gc
NeoR/KanR direng kaseti—

SV40 promotoru

AmpR promotoru

Nhel

f1 replikasyon orijini

SV40 poli(A) sinyali

Sekil 4.13 pEGFP-C1-Gc vektoriiniin haritasi

4.4 Klonlamas1 yapillan KKKAV KAST2012 izolatina ait olgun Gc kodlayan
dizinin in vitro olarak ifadesinin gosterilmesi

Klonlamasi yapilan KKKAV KAST2012 izolatina ait olgun Gc kodlayan dizinin in
vitro olarak ifadelenmesi, pEGFP-C1-Gc vektorii ile transfekte olmus BHK-21

hiicrelerinde, hem transkripsiyon (mRNA) hem de protein diizeyinde gosterilmistir.
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4.4.1 BHK-21 Hiicrelerinin pEGFP-C1-Gc Vektorii Ile Gegici Transfeksiyonu

Klonlanan Gc¢ agik okuma g¢ergevesinin in vitro olarak ifadesinin, pEGFP-C1-Gc
vektoriiniin kodladigi yesil floresan protein (EGFP) kullanilarak degerlendirilebilmesi
icin, BHK-21 hiicreleri, pEGFP-C1-Gc vektorii ile yontem 3.2.15’te acgiklandig gibi,
gecici olarak transfekte edilmistir. Sonug olarak, yontem 3.2.16’te agiklandigi {izere
yapilan floresan mikroskopisi ¢aligmalar1 ile vektorden kodlanan EGFP-Ge fiizyon
trlinliniin transfekte BHK-21 hiicrelerindeki ifadesi gosterilmistir. EGFP-Gce fiizyon
triiniinii  kodlayan pEGFP-C1-Gc vektoriinliin gegici olarak aktarildign BHK-21
hiicrelerinin, transfeksiyondan 48 saat sonra, floresan mikroskopu ile alinmis goriintiisii

sekil 4.14°te verilmistir.

A B

Sekil 4.14 pEGFP-C1-Gc vektorii ile gegici olarak transfekte BHK-21 hiicrelerinin,
floresan 151k mikroskopu ve ayni alanin basit 151k mikroskopu ile alinmis
goruntiisu

a. Floresan 151k mikroskopu ile alinan goriintii, b. Basit 151k mikroskopu ile alinan goériintii

Biiyiitme 40X
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442 BHK-21  hiicrelerinin pEGFP-C1-Gc vektorii ile kararh olarak
transfeksiyonu ve Ge’nin hem transkripsiyon hem de protein diizeyindeki
ifadesinin gosterilmesi

pPEGFP-C1-Gc vektoriinden kodlanan Ge agik okuma ¢ergevesinin, in vitro olarak, hem
transkripsiyon (mRNA) hem de translasyon (protein) diizeyindeki ifadesinin
degerlendirilebilmesi i¢in, BHK-21 hiicreleri, pEGFP-C1-Gc vektorii ile yontem
3.2.15’te agiklandigi gibi, kararli olarak transfekte edilmistir. Kararli transfeksiyon
sonrasinda, BHK-21 hiicrelerinin genomunda, Gc geninin varligini gdstermek igin,
transfekte olmus BHK-21 hiicrelerinin, yontem 3.2.18’de agiklandigi gibi genomik
DNA’s1 izole edilmistir. Izole edilen BHK-21 genomik DNA’sinda, pEGFP-C1-Gc
vektorii kaynakli olarak Gc kodlayan genin varligi, yontem 3.2.18’de ve yontem
3.2.6’da aciklandig1 gibi, ¢izelge 3.1°de dizi bilgisi verilen, CMV 3'-F / Gc SLICE-R2,
Gc SLICE-F2 / Gc SLICE-R2 ve Gc Seq4 / Ge SLICE-R2 primer ¢iftleri kullanilarak,
PZT deneyi ile gosterilmistir. pPEGFP-C1-Gc vektorii ile kararli olarak transfekte olmus
BHK-21 hiicrelerinin genomik DNA’s1 ile Gc Seq4 ve Gc SLICE-R2 primerleri
kullanilarak yapilan PZT sonucunda elde edilmis amplikonun agaroz jeldeki goriintiisii

sekil 4.15°te verilmistir.

—> 2805 b¢
—> 2024 be

Sekil 4.15 pEGFP-C1-Gc¢ vektorii ile kararli olarak transfekte olmus BHK-21
hiicrelerinin genomik DNA’sinda Gc geninin varliginin gosterilmesi

1: CMV 3'-F / Gc SLIiCE-R2, 2: Gc SLiCE-F2 / Ge SLICE-R2 ve 3: Gc Seg4 / Ge SLiCE-R2 primer
ciftleri ile yapilan PZT lerin iirlinlerini gostermektedir. M: belirteg DNA
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PEGFP-C1-Gc vektorii ile kararli olarak transfekte olmus BHK-21 hiicrelerinin
genomlarinda Gc kodlayan genin varligr gosterildikten sonra, bu genin transkripsiyonel
(mRNA) diizeyindeki ifadesine bakilmistir. Bu amag icin, kararli olarak transfekte
BHK-21 hiicrelerinin, yontem 3.2.18’de agiklandig1 gibi, total RNA’s1 izole edilmis ve
oligo(dt) 18 primerlerle, mRNA popiilasyonunun, ters transkripsiyonu yapilarak
komplementer DNA’st (cDNA) sentezlenmistir. Sentezlenen cDNA'’larla, yontem
3.2.18’de agiklandig: gibi, ¢izelge 3.1°de dizi bilgisi verilen Ge Seg4 ileri ve Ge SLiCE-
R2 geri primerleri kullanilarak PZT yapilmistir. Sonug¢ olarak karali olarak transfekte
olmus BHK-21 hiicrelerinde Gc’nin transkripsiyonel diizeydeki ifadesi gosterilmistir.
Kararli olarak transfekte BHK-21 hiicrelerinin mRNA’lar1 ile G¢ Seq4 ve Gc SLICE-R2
primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PZT sonrasi elde edilen amplikonun agaroz jeldeki

goriintiisii sekil 4.16°da verilmistir.

Gc RNA
M cDNA Kkontroll

482 be

Sekil 4.16 pEGFP-C1-Gc¢ vektorii ile Kararli olarak transfekte olmus BHK-21
hiicrelerinin mRNA’lar1 ile Gc Seqd4 ve Gc SLICE-R2 primer gifti
kullanilarak yapilan RT-PZT sonrasi elde edilen amplikonun agaroz
jeldeki goriintiisii

M: belirtec DNA
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PEGFP-C1-Gc vektorii ile kararli olarak transfekte olmus BHK-21 hiicrelerinde, Ge
kodlayan genin ifadesi, transkripsiyon diizeyinde gosterildikten sonra, bu genin
translasyon (protein) diizeyindeki ifadesine bakilmistir. Bu amag i¢in, kararli olarak
transfekte BHK-21 hiicrelerinin, yontem 3.2.17°da aciklandigi gibi, total proteini izole
edilmistir. Daha sonra, izole edilen proteinlerle, yontem 3.2.17°da agiklandig: gibi, yesil
floresan proteinine 6zgii anti GFP antikoru ile western blot deneyi yapilmistir. Sonug
olarak, karal1 halde transfekte olmus BHK-21 hiicrelerinde, EGFP-Gc fiizyon {iriiniin
ifadesi gosterilmistir. pPEGFP-C1-Gc vektori ile karali halde transfekte olmus BHK-21
hiicrelerinde EGFP-Ge fiizyon iiriiniin tespit edildigi western blot deneyine ait, ECL

yontemi ile alinmis membran goriintiisii sekil 4.17°de verilmistir.

1 2 3 r o2 ¥
. ey

» W ——> 70kDa

e —> 55 kDa

- _wm —> 35KkDa

¥ —3 75kDa

A B

Sekil 4.17 pEGFP-C1-Gc vektorii ile kararli halde transfekte BHK-21 hiicrelerinde
EGFP-Gc flizyon iirliniiniin western blot yontemi ile gosterilmesi

a. membranin transilliiminator ile alinmig goriintiisti, b. membranin ECL sonrasi fotograf makinesi ile
alinmig goriintiisti, 1/1': kararl olarak transfekte hiicrelerde ifade olan EGFP-Ge fiizyon {iriindi, 2/2":
PEGFP-C1 vektorii ile gegici olarak transfekte olmus BHK-21 hiicrelerinde ifade olan EGFP, 3/3':
PEGFP-C1-Gc vektorii ile gegici olarak transfekte olmus BHK-21 hiicrelerinde ifade olan EGFP-Gc
fiizyon {irtinii, M: protein belirteci
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4.5 pEGFP-C1-Gc vektoriinden EGFP acik okuma cercgevesinin ¢ikartilmasi

KKKAV Gc glikoproteinini kodlayan pEGFP-C1-Gc vektoriiniin in vitro olarak ifadesi
dogrulandiktan sonra, fare immiinizasyonu caligmalar1 i¢in vektérden kodlanan EGFP
acik okuma cergevesi ¢ikartilmistir. Bu amag i¢cin pEGFP-C1-Gc vektorii, EGFP agik
okuma gergevesi digsarida kalacak sekilde ¢izelge 3.1°de dizi bilgisi verilen 5' uglarindan
fosfatlanmis, EGFP Removal-F ileri ve EGFP Removal-R geri primer ¢ifti kullanilarak
Yontem 3.2.6’da agiklandigr gibi, PZT ile ¢ogaltilmistir. pPEGFP-C1-Gc vektori kalip
olarak kullanilarak, EGFP Removal-F ileri ve EGFP Removal-R geri primer ¢ifti ile
gerceklestirilen PZT sonrasinda elde edilen amplikonun agaroz jeldeki goriintiisii sekil

4.18’de verilmistir.

EGFP ORF icermeyen
vektor omurgasi M

Sekil 4.18 pEGFP-C1-Gc vektoriinden EGFP agik okuma g¢ergevesinin ¢ikartilmast igin
yapilan PZT sonucunda elde edilen amplikonun agaroz jeldeki goriintiisii

M: belirte¢ DNA

PEGFP-C1-Gc vektorii kalip olarak kullanilarak, EGFP Removal-F ileri ve EGFP
Removal-R geri primer ¢ifti ile gergeklestirilen PZT sonrasinda elde edilen, 5
uclarindan fosfatlanmis haldeki lineer amplikon, yontem 3.2.9’da agiklandigi gibi
agaroz jelden geri alinmis ve amplikonun miktar1 ve saflik derecesi spektrofotometrik
olarak belirlenmistir. 5° ug¢larindan fosfatlanmis olan lineer amplikonun, daha sonra
yontem 3.2.11°de agiklandigr gibi, T4 DNA ligaz enzimi ile kiit uglar1 birlestirilmis ve

amplikon halkasal hale getirilmistir. Kiit u¢ ligasyonu ile halkasal hale getirilen vektor
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omurgasi, daha sonra, yontem 3.2.12’de ag¢iklandig1 gibi, alic1 hale getirilmis E. coli
DHS5Alpha susuna aktarilmistir. Transformasyondan sonra, petri kaplarinda olusan
transformantlardan rastgele segilen 17 tanesi ile pPEGFP-C1-Gc vektoriinde, cizelge
3.1’de dizi bilgisi verilen, CMV promotorunun asagisina baglanan, CMV 3'-F ileri ve
Gc ORF’sinin asagisina baglanan, Gec SLICE-R2 geri primer ¢ifti kullanilarak yontem
3.2.6’da aciklandig1 gibi koloni PZT yapilmistir. Koloni PZT sonrasinda elde edilen
amplikon, yontem 3.2.7°de agiklandig: gibi, agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmis ve
taranan 17 transformanttan 12 tanesinin, EGFP acik okuma cercevesinin cikarilmis
oldugu vektori tasidigi bulunmustur. CMV 3'-F ve Gc SLICE-R2 primerleri
kullanilarak 17 koloni ile yapilan koloni PZT sonrasinda elde edilen amplikonlarin

agaroz jeldeki gorintiileri sekil 4.19°da verilmistir.

M 1 2 3 45 6 78 91112 13141516 17 + M

2,7 kbe

2 kbe

Seki 4.19 CMV 3'-F ve Gc SLICE-R2 primerleri kullanilarak 17 koloni ile yapilan
koloni PZT sonrasinda elde edilmis amplikonlarin agaroz jeldeki goriintiileri

+: yaklasik 2,7 kbg¢ biiyiikligiindeki EGFP + Gc agik okuma gergevelerini igeren pEGFP-C1-Gc
vektoriiniin kalip olarak kullanildigi PZT den elde edilmis amplikon. M: belirteg DNA

Sadece Ge agik okuma gergevesini igeren vektorii tasiyan klonlarm (2, 5-11, 13-16) koloni PZT’leri
sonucunda yaklagik 2 kb¢ uzunlugundaki bantlar elde edilmistir.

EGFP agik okuma ¢ergevesi ¢ikartilmis vektorii tasiyan 12 klondan (klon 2, 5-11, 13-
16) yontem 3.2.8’de agiklandigi gibi, plazmit izolasyonu yapilmis ve oncelikli olarak
kozak dizisi ile KKKAV Gc agik okuma ¢ergevesi dizisinin g¢ergeve i¢i olarak
yerlestirildiginin dogrulanmasi iizere, ¢izelge 3.1’de dizi bilgisi verilen, CMV-F ileri
primeri kullanilarak Sanger dideoksi zincir sonlanma yontemi ile DNA dizisi
belirlenmistir. Dizileme sonucunda klon 5 ve klon 12’nin Kozak dizisi ve Gc¢ agik

okuma ¢ercevesini, ¢erceve i¢i olarak bulundurdugu goriilmiistiir. Klon 5’in, plazmidi
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ile CMV-F dizileme primeri kullanilarak yapilan Sanger DNA dizilemesinden elde

edilen kromatogram sekil 4.20°de verilmistir.

Gc ORF
- Kozak dizisi 0 60 o
TCAGATCCGCTAGCGCTACCGGTCGCCACCATGTTCTTGGACAGTATAGTTAAAGGTATGAAAAATTTGCTAAACTCAACAA
M F L D S I V K G M K N L L N s T
T mP === = T A

B L L L /J\A /\/\ AN A

120 140
| I |

GCTTGGAAACAAGCTTATCAATTGAGGCACCATGGGGAGCAATAAATGTCCAGTCAACCTTTAAACCAACTGTATCGACTGEC
$ L E T 8 L S | E A P W G A I N V Q@ s T F K P T V s T A
T T A

180 200
I |

AAACATAGCACTCAGTTGGAGCTCAGTGGAGCACAGAGGCAACAAGATCTTAGTCACA
N | A L §$S W § 8§ vV E H R G N K I L v T

N e N |

Sekil 4.20 Klon 5’in, plazmidi ile CMV-F dizileme primeri kullanilarak yapilan Sanger
DNA dizilemesinden elde edilen kromatogram

Acik okuma cergevesindeki kodonlarin kodladigt amino asitler, tek harfli sembolleri ile kromatogramda
gosterilmistir. Dizilemede alinan niikleotit sinyallerinin kalite skorlari, agik mavi renki bar grafigi olarak
kromatogramda gosterilmistir.

Bu iki klondan kodlanan Gc agik okuma ¢ergevelerinin daha sonra Ge Seq2, Ge Seq3 ve
Gc Seq4 sekans primerleri ile DNA dizileri belirlenmis ve herhangi bir erken dur
kodonu olusturan veya cerceve kaymasina sebep olan mutasyona rastlanmamistir. Bu
asamadan sonraki ¢aligmalara, klon 5’in plazmidi ile devam edilmistir. pPEGFP-C1-Gc
vektoriinden, EGFP ORF’sinin ¢ikartilmas: ile elde edilen vektdre pGe-VAC adi
verilmis ve bu vektdr fare immiinizasyonu deneylerinde DNA as1 vektorii olarak

kullanilmistir. pGe-VAC DNA as1 vektoriiniin haritasi sekil 4.21°de verilmistir.
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CMV arttiricis1 (enhanser)
Ndel

Prokaryotik replikasyon orijini

Alw NI CMV promotoru

Nhel

Alw NI

HSV TK poli(A) sinyali

NeoR/KanR direng kaseti

Nhel

SV40 promotoru

AmpR promotoru
f1 replikasyon orijini SV40 poli(A) sinyali

Sekil 4.21 pGe-VAC DNA asi vektoriiniin haritast

4.6 pGC-VAC Vektoriine N-u¢ 8X Histidin Etiketi Takilmasi

Olusturulan pGC-VAC DNA as1 vektoriniin, son olarak, in vitro ifadesinin

dogrulanmasi amaci ile vektdrde Ge agik okuma g¢ercevesinin yukarisina, ATG baslama

kodonundan hemen sonra, 8X Histidin etiketi yerlestirilmistir. Bu amag i¢in, 6ncelikle,

pGC-VAC DNA as1 vektori, cizelge 3.1° de dizi bilgileri verilen His Tag Insertion-F

ileri ve His Tag Insertion-R geri primer ¢ifti ile yontem 3.2.6’da agiklandigi iizere PZT

yapilarak ¢ogaltilmistir. pPGC-VAC DNA as1 vektori ile His Tag Insertion-F ve His Tag

Insertion-R primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZT sonucunda elde edimis amplikonun

agaroz jeldeki goriintiisii sekil 4.22°de verilmistir.
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M 5'-8xHis-pGc-VAC-8xHis-3'

Sekil 4.22 pGC-VAC vektoriine N-ug¢ histidin etiketi takilmasi igin yapilan PZT
sonucunda elde edilmis amplikonun agaroz jeldeki goriintiisii

M: belirtec DNA

pGC-VAC DNA as1 vektorii ile His Tag Insertion-F ve His Tag Insertion-R primer ¢ifti
kullanilarak yapilan PZT sonucunda elde edimis amplikon, yontem 3.2.9°da agiklandigi
gibi, jelden geri alinmis ve amplikonun miktar1 ve saflik kalitesi spektrofotometrik
olarak belirlenmistir. Lineer haldeki saf amplikon daha sonra, yontem 3.2.10’da
aciklandig1 tizere SLiCE tepkimesi kullanilarak halkasal hale getirilmistir. Elde edilen
SLiCE tepkime f{iriinii, daha sonra, yontem 3.2.12°de agiklandigi gibi, alici hale
getirilmis E. coli DH5Alpha susuna aktarilmistir. Transformasyondan sonra, petri
kaplarinda olusan transformantlardan rastgele secilen 12 tanesi ile pGc-VAC
vektoriinde, 8X histidin etiketini hedef alan, ¢izelge 3.1°de dizi bilgisi verilen His Tag-F
ileri ve Gc ORF’sinin yukarisina baglanan, Gc¢ 5'-R geri primer ¢ifti kullanilarak
yontem 3.2.6’da agiklandig1 gibi koloni PZT yapilmistir. Koloni PZT sonrasinda elde
edilen amplikon, yontem 3.2.7°de agiklandig1 gibi, agaroz jel elektroforezi ile analiz
edilmis ve taranan 12 transformantin tamaminin, 8X histidin etiketi igeren vektorii
tasidig1 bulunmustur. His Tag-F ve Ge 5'-R primerleri kullanilarak 12 koloni ile yapilan
koloni PZT sonrasinda elde edilmis olan amplikonlarin agaroz jeldeki goriintiileri sekil

4.23’de verilmistir.
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Sekil 4.23 His Tag-F ve Gc 5'-R primerleri kullanilarak, 12 koloni ile yapilan koloni
PZT sonrasinda elde edilmis olan amplikonlarin agaroz jeldeki goriintiileri

M: belirte¢ DNA

8x histidin etiketi iceren vektorii tasiyan 12 klonun tamaminin yontem 3.2.8°de
aciklandigi gibi plazmiti izole edilmis ve dncelikli olarak kozak dizisi, 8x histidin etiketi
kodlayan dizi ve KKKAV Gc agik okuma gergevesi dizisinin, birlikte ¢cergeve ici olarak
yerlestirildiginin dogrulanmasi iizere, gizelge 3.1’de dizi bilgisi verilen, CMV-F ileri
primeri kullanilarak Sanger dideoksi zincir sonlanma yontemi ile DNA dizisi
belirlenmistir. Dizileme sonucunda klon 1 ve klon 12’nin Kozak dizisini, 8x histidin
etiketi kodlayan diziyi ve Gc agik okuma gergevesini, ¢erceve i¢i olarak bulundurdugu
goriilmistiir. Klon 12’in, plazmidi ile CMV-F dizileme primeri kullanilarak yapilan

Sanger DNA dizilemesinden elde edilen kromatogram sekil 4.24°de verilmistir.
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Sekil 4.24 Klon 12’in, plazmidi ile CMV-F dizileme primeri kullanilarak yapilan
Sanger DNA dizilemesinden elde edilen kromatogram

Acik okuma cergevesindeki kodonlarin kodladigi amino asitler, tek harfli sembolleri ile kromatogramda
gosterilmistir. Dizilemede alinan niikleotit sinyallerinin kalite skorlar1, agik mavi renki bar grafigi olarak
kromatogramda gosterilmistir.

Kozak ve Gec ORF’si ile ¢erceve ici olarak, 8x histidin etiketi kodlayan vektorii tasidig
bulunan klon 5’in ve klon 12’nin plazmitlerindeki Gc agik okuma cergevelerinin daha
sonra Gc Seq2, Gc Seq3 ve Gc Seq4 sekans primerleri ile DNA dizileri belirlenmis ve
herhangi bir erken dur kodonu olusturan veya ¢erceve kaymasina sebep olan mutasyona
rastlanmamistir. Bu asamadan sonraki g¢aligmalara, klon 12’in plazmidi ile devam
edilmistir. pGc-VAC DNA as1 vektoriine, 8x histidin etiketi kodlayan dizinin cergeve
ici olarak yerlestirilmesi ile elde edilen vektore pGe-VAC-8xHistag adi verilmis ve bu
vektor, pGc-VAC DNA as1 vektorii ile fare immiinizasyonu deneylerine gegilmeden
once, Gc’nin in vitro olarak ifadelenmesinin dogrulanmasinda kullanilmistir. pGe-

VAC-8xHistag vektoriiniin haritas1 sekil 4.25’de verilmistir.
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CMV arttincisi (enhanser)
Ndel

Prokaryotik replikasyon orijini

Alw NI CMV promotoru

Nhel
8x Histidin etiketi

Alw NI

HSV TK poli(A) sinyali

pGc-VAC-8xHistag
5910 bg

NeoR/KanR direng kaseti

Nhel

SV40 promotoru

AmpR promotoru

f1 replikasyon orijini SV40 poli(A) sinyali

Sekil 4.25 pGe-VAC-8xHistag vektoriiniin haritasi

4.7 BHK-21 Hiicrelerinin pGce-VAC-8xHistag Vektorii ile Kararh Olarak
Transfeksiyonu ve Gc Ifadesinin Protein Diizeyinde Gosterilmesi

pGc-VAC-8xHistag vektoriinden kodlanan Ge agik okuma ¢ergevesinin, in vitro olarak,
translasyon (protein) diizeyindeki ifadesinin degerlendirilebilmesi i¢in, BHK-21
hiicreleri, pGc-VAC-8xHistag vektorii ile yontem 3.2.15°te agiklandigi gibi, hem gegici,
hem de kararli olarak transfekte edilmistir. pGc-VAC-8xHistag vektorii ile kararli
olarak transfekte olmus BHK-21 hiicrelerinde, G¢ kodlayan genin translasyon (protein)
diizeyindeki ifadesine bakilmasi amaciyla, transfekte BHK-21 hiicrelerinin, yontem
3.2.17°da agiklandig1 gibi, total proteini izole edilmistir. Daha sonra, izole edilen

proteinlerle, yontem 3.2.17°da aciklandig1 gibi, 8x ve 6x histidin etiketine 6zgli anti
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histidin etiketi antikoru ile western blot deneyi yapilmistir. Sonug olarak, kararli halde
transfekte olmus BHK-21 hiicrelerinde, 8x His-Gc fiizyon tiriiniin ifadesi gosterilmistir.
pGce-VAC-8xHistag vektorii ile kararli halde transfekte olmus BHK-21 hiicrelerinde, 8x
His-Gc flizyon tirtiniin tespit edildigi western blot deneyine ait, ECL yontemi ile alinmig

membran goriintiisii sekil 4.26°da verilmistir.

~ 70 kDa
8x His-Gec iiriinii

.
Sekil 4.26 pGc-VAC-8xHistag vektorii ile kararli halde transfekte BHK-21 hiicrelerinde
8x His-Gc fiizyon tiriinliniin western blot yontemi ile gosterilmesi

1: pGc-VAC-8xHistag vektorii ile gegici olarak transfekte hiicrelerde ifade olan EGFP-Ge fiizyon iiriinil,
2: Transfeksiyon yapilmamigs BHK-21 hiicrelerinin protein ornekleri ile yapilan negatif kontrol western
blot deneyi sonucu, 3: pGc-VAC-8xHistag vektoriile kararli olarak transfekte olmus BHK-21
hiicrelerinde ifade olan 8x His-Gc fiizyon tiriinii

4.8 Fare Immiinizasyon Deneyleri i¢cin Bos Vektor Hazirlanmasi

Fare immiinizasyonu g¢aligmalarinda negatif kontrol olarak kullanilmak tizere, CMV
promotorundan herhangi bir gen ifade etmeyen bos vektor hazirlanmistir. Bu amag igin
PEGFP-C1 vektoriinde bulunan CMV promotoru ve CMV enhanserinin bir kismi,
yontem 3.2.9°da agiklandigi gibi, Ndel ve Nhel restriksiyon enzimleri ile kesilerek
cikarilmistir. Kesim sonrasinda olusan lineer vektér omurgasi, yontem 3.2.7°de
aciklandig1 gibi elektroforez ile jelde ayrilmis ve yontem 3.2.9’da aciklandigi gibi
agaroz jelden geri alinmigtir. Vektoriin daha sonra, yontem 3.2.9°da agiklandigi gibi

spektrofotometrede miktar1 ve saflik kalitesi belirlenmistir. Lineer haldeki vektor
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omurgasinin agaroz jel elektroforezi sonrasi alimmis jel goriintiisii sekil 4.27°de

gosterilmistir.

pEGFP-C1'in
Ndel /Nhel

M ile kesilmesi

S
___B——> 357 h¢ CMVarttiricisi ve CMV promotoru

Sekil 4.27 pEGFP-C1 vektoriiniin Ndel ve Nhel restriksiyon enzimleri ile kesilmesi
sonrasi olusan iiriinlerin agaroz jeldeki gorilintiisii

M: belirte¢ DNA

Jelden geri aliman ve spektrofotometrik olarak miktar1 ve saflik derecesi belirlenen,
4374b¢’lik pEGFP-C1 vektér omurgasini igeren linner parca, yontem 3.2.19°da
aciklandigi gibi “alternatif ug¢ birlestirme” mekanizmasi ile halkasal hale gelmesi lizere
yontem 3.2.12°de agiklandig1 gibi alict E. coli DH5AIpha susuna aktarilmistir (Chayot
vd. 2010). CMV negatif transformantlarin belirlenebilmesi i¢in, transformasyon sonrasi
olusan transformantlardan rastgele segilen yedi tanesi ile vektér omurgasinda, sirayla,
CMYV promotoru ve CMV arttirict bdlgelerinin yukarisina ve asagisina baglanan puUC
Ori 3'-F ileri, F1 Ori 5'-R geri primerleri kullanilarak, yontem 3.2.6’da aciklandig1 gibi
koloni PZT yapilmistir. Yedi transformantla yapilan PZT sonrasinda olusan

amplikonlarin agaroz jeldeki goriintiileri sekil 4.28’de verilmistir.
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M + 1 2 3 4 5 6 7

1803 b¢ pEGFP-C1

1446 b¢ CMV (-) pEGFP-C1

Sekil 4.28 Ori 3'-F, F1 Ori 5'-R primerleri kullanilarak, yedi koloni ile yapilan koloni
PZT sonrasinda elde edilmis olan amplikonlarin agaroz jeldeki goriintiileri

+: CMYV arttiricist ve CMV promotorunu i¢ceren pEGFP-C1 vektorii ile yapilan PZT sonrasinda elde
edilen amplikon, M: belirte¢ DNA

Sonug olarak, taranan yedi transformant igerisinde, klon 1’in, klon 2’nin ve klon 5’in
istenildigi tizere, CMV arttiricis1 ve CMV promotoru icermeyen vektorleri tasidigi
bulunmustur. Bu asamadan sonra, fare immiinizasyon calismalarinda, bos vektor olarak
kullanilmak iizere, klon 1’in plazmiti, yontem 3.2.8’de agiklandig1 gibi izole edilmistir.
PEGFP-C1 vektoriinden CMYV arttiricist ve CMV promotoru ¢ikartilarak elde edilen bos

vektoriin haritas1 sekil 4.29°da verilmistir.
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Prokaryotik replikasyon orijinil

\
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Bos vektor
4476 bg

" 5V40 poli(A) sinyali

| AmpR promotoru

SV40 promotoru

Sekil 4.29 Fare immiinizasyon deneylerinde negatif kontrol olarak kullanilacak bos
vektoriin haritasi

4.9 immiin Olarak Yeterli, BALB/c Irki Farelerin, pGc-VAC DNA Asi Vektorii ile
Immiinizasyonu ve Farelerde KKKAV Ge’ye Karst Olusturulan Hiimoral ve
Hiicresel Bagisikhik Yanitlarinin Degerlendirilmesi

Immiin olarak yeterli BALB/c 1rk1 fareler, yontem 3.2.20°de agiklandig1 gibi, pGe-VAC
DNA as1 vektori ile asilanmis ve her asilamadan iki hafta sonra, farelerden serum
ornekleri toplanmistir. Farelerin, pGe-VAC DNA as1 vektorii ile asilanmalari sonrasinda
KKKAV Gc antijenine Kkarst gelistirdikleri hiimoral yanitlar, farelerde Gc antijenine
kars1 olusturulan, KKKAV 2012KAST izolatin1 noétralize edici 6zellikte olan
antikorlarin seviyeleri ve total IgG antikor seviyeleri belirlenerek degerlendirilmistir.
Ayrica, asilanmis farelerde, Gc antijenine karsi olusturulan hiicresel immiin yanitlar,
farelerdeki Thl ve Th2 hiicreleri ile iligkili olan sitokinlerin seviyeleri belirlenerek

degerlendirilmistir.
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4.9.1 pGc-VAC DNA as1 vektorii ile bagisiklanmis, immiin olarak yeterli, BALB/c
irki farelerde, KKKAV KAST2012 izolatina kars1 gelistirilen notralize edici
antikor yanitlarinin degerlendirilmesi

Yontem 3.2.20°de agiklandigi gibi, pGc-VAC DNA as1 vektori ile ti¢ ardisik asilama
yapilan farelerin lgiincii asilama sonrasinda alinan serumlarinda, KKKAV Gc
glikoproteinine karst bulunan ve KKKAV KAST2012 izolatin1 nétralize edici 6zellikte
olan antikorlarin varligi, yontem 3.2.21°de agiklandigi gibi ndtralizasyon deneyi
yapilarak belirlenmistir. Notralizasyon deneyinin sonucunda, pGc-VAC DNA  asi
vektorii ile bagisiklanmis olan farelerin serumlarinda 2.4 Logj titrede KKKAV
KAST2012 izolatin1 nétralize edici 6zellikte antikor bulundurdugu goézlenmistir. pGce-
VAC DNA as1 vektori ile bagisiklanmis farelerin serumlart ile KKKAV KAST2012
izolati kullanilarak yapilan mikronétralizasyon deneyinin sonucu sekil 4.30’da

verilmistir.
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Sekil 4.30 pGC-VAC DNA as1 vektori ile immunize edilmis farelerden alinan
serumlarda, KKKAV’ye 06zgii noétralize edici antikorlarin varliginin
gosterilmesi

a. 96 kuyulu plakada iki tekrarli (her bir kolon) olarak yapilan deneyin sonucunun fotograf makinesi ile
alinmig genel goriintlisii, b. Her kuyudaki hiicrelerin (her bir sira) 151k mikroskopunda alinmig temsili
goriintiisi

Yedi giinlikk inkiibasyon sonunda, hiicreler, yontem 3.2.21°de agiklandig1 gibi, formaldehit ile tespit
edilmis ve kristal viyole ¢ozeltisi ile boyanmuistir.
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KKKAV KAST2012 izolat1 ile enfekte olmus Vero E6 hiicrelerinde meydana gelen

sitopatik etkilerin gosterildigi mikroskop goriintiisii sekil 4.31°de verilmistir.
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Sekil 4.31 KKKAV KAST2012 izolat1 ile enfekte olmus Vero E6 hiicrelerinde
meydana gelen sitopatik etkiler

a. Enfekte olmamis Vero E6 hiicreleri, b. KKKAV KAST2012 izolati ile enfekte olmus Vero E6
hiicreleri

4.9.2 pGc-VAC DNA as1 vektorii ile bagisiklanmis, immiin olarak yeterli, BALB/c
irki farelerde meydana gelen total antikor yamitlarinin degerlendirilmesi

Yontem 3.2.20°de agiklandigi gibi, pGc-VAC DNA ags1 vektorii ile immiin olarak yeterli
BALB/c ki fareler asilanmis ve her asilamadan iki hafta sonra farelerden serum
ornekleri toplanmistir. Farelerden, asilama Oncesinde ve her asilamadan sonra alinan
serum Orneklerindeki total IgG antikor izotip seviyeleri, yontem 3.2.22°e agiklandigi
gibi belirlenmistir. Bos vektor alan farelerle karsilagtirildiginda, pGe-VAC DNA as1
vektorii ile bagisiklanan farelerde, IgGl, IgG2a ve IgG2b antikor izotiplerinin
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir atis gozlenmistir. Ote yandan, immiin
yanitlarin ¢ozlilmesi ile iliskili olan IgG3 antikorlarinin seviyesinde, asilanmis farelerde,
bos vektor alan farelere gore anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir. Genel olarak,
pGc-VAC DNA as1 vektorii ile asilanan farelerin total IgG1 ve 1gG2 antikor seviyeleri,
ikinci asilama ve tiglincii agilama sonrasinda artis egilimi gostermistir. Bu artis, 6zellike

IgG2 izotiplerinde daha belirgin olarak gézlenmistir. As1 rejimi boyunca, farelerin, total
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IgG izotip seviyelerinde meydana gelen degisimler, ¢izgi grafigi olarak, sekil 4.32-
4.35’de verilmistir.

IgG1
2,5
2,4
2,3 *
2,2 }
2,1

1,9
1,8
1,7
1,6
1,5
1,4
1,3
1,2
1,1 «==fr=Bog vektor

0D450nm (1/750)

== nGc-VAC

Asilamadan 1. Asilamadan 2. Asilamadan 3. Asilamadan
once sonra sonra sonra

Sekil 4.32 pGe-VAC DNA as1 vektorii ile bagisiklanan, immiin olarak yeterli BALB/c
k1 farelerin, as1 rejimi boyunca, serum total 1gG1 antikor seviyelerinde
meydana gelen degisiklikler

*¢iincii agilama sonrasi alian serum &rneklerindeki, IgG1 antikor seviyesi, bos vektor alan farelere gore
istastiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek ¢ikmistir (tek yonlit ANOVA testine gore p<0.001).
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Sekil 4.33 pGc-VAC DNA as1 vektorii ile bagisiklanan, immiin olarak yeterli BALB/c
k1 farelerin, as1 rejimi boyunca, serum total IgG2a antikor seviyelerinde

meydana gelen degisiklikler

*ikinci ve {iglincii asilama sonras1 alian serum orneklerindeki, 1gG2a antikor seviyesi, bos vektdr alan
farelere gore istastiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek ¢ikmustir (tek yonli ANOVA testine gore

p<0.001).
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Sekil 4.34 pGc-VAC DNA asi1 vektorii ile bagisiklanan, immiin olarak yeterli BALB/c
ki farelerin, ag1 rejimi boyunca, serum total IgG2b antikor seviyelerinde

meydana gelen degisiklikler
*{kinci ve iiglincii agilama sonrasi alinan serum Srneklerindeki, IgG2b antikor seviyesi, bos vektor alan

farelere gore istastiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek ¢ikmustir (tek yonlii ANOVA testine gore
p<0.001).
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Sekil 4.35 pGc-VAC DNA asi1 vektorii ile bagisiklanan, immiin olarak yeterli BALB/c
k1 farelerin, as1 rejimi boyunca, serum total IgG3 antikor seviyelerinde
meydana gelen degisiklikler

*Asilama rejimi boyunca alinan serum orneklerindeki, IgG3 antikor seviyesi, bos vektor alan farelere
gore istastiksel olarak anlamli diizeyde farklilik gostermemistir (tek yonlit ANOVA testine gore p>0.05).

4.9.3 pGc-VAC DNA as1 vektorii ile bagisiklanmis, immiin olarak yeterli, BALB/c
irki farelerde meydana gelen hiicresel immiin yamitlarin, serum sitokin
seviyelerinin belirlenmesi ile degerlendirilmesi

Yontem 3.2.20°de agiklandigr gibi, pGc-VAC DNA as1 vektorii ile asilanmig farelerde
gelisen hiicresel immiin yanitlar, yontem 3.2.23’te agiklandigi gibi, farelerin iigiincii
asilama sonrasinda alinan serumlarindaki Thl ve Th2 hiicreleri ile iligkili olan
sitokinlerin seviyeleri belirlenmistir. Asilanmig farelerin serumlarinda, Thl lenfositleri
ile iliskili interferon gama (IFN-y), tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) ve interlokin 2
(IL2) sitokinlerinin seviyeleri, Th2 lenfositleri ile iligkili olarak ise interlokin 4 (IL4) ve
interlokin 10 (IL10) sitokinlerinin seviyeleri belirlenmistir. Sonu¢ olarak, pGc-VAC
DNA as1 vektorii ile asilanmis farelerin serumlarinda, bos vektor almis farelere gore
hem Thl hem de Th2 hiicreleri ile iliskili sitokinlerin seviyelerinde istatistiksel olarak

anlamli bir artis gozlenmistir. Dolayisiyla, pGc-VAC DNA as1 vektorii, immiin olarak
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yeterli BALB/c wki farelerde, dengelenmis Th1/Th2 hiicresel immiin yanitlar
uyarmistir. pGc-VAC DNA as1 vektorii ile bagisiklanmis farelerin serumlarindaki Thl
ve Th2 hiicreleri ile iliskili sitokinlerin seviyeleri, bos vektor almis olan farelerinki ile
karsilastirmali bir sekilde bar grafigi olarak sekil 4.36, 4.37, 4.38, 4.39 ve 4.40’ta

verilmistir.
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Sekil 4.36 pGc-VAC DNA as1 vektorii ile lic defa asilanmis immiin olarak yeterli
BALB/c 1rki1 farelerin serumlarindaki interferon gama (IFN-y) seviyesi

*pGe-VAC DNA ag1 vektord ile bagisiklanmig farelerin serum 6rneklerindeki, IFN-y seviyesi, bos vektor
alan farelere gore istastiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek ¢ikmistir (Mann Whitney U testine gore
p=0,043).
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Sekil 4.37 pGc-VAC DNA as1 vektorii ile lic defa agilanmis immiin olarak yeterli
BALB/c ki farelerin serumlarindaki tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a)
seviyesi

*pGc-VAC DNA as1 vektori ile bagisiklanmis farelerin serum orneklerindeki, TNF-a seviyesi, bos
vektor alan farelere gore istastiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek ¢ikmistir (Mann Whitney U testine
gore p=0,019).
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Sekil 4.38 pGc-VAC DNA as1 vektorii ile li¢ defa asilanmis immiin olarak yeterli
BALB/c 1k farelerin serumlarindaki interlokin 2 (IL2) seviyesi.

*pGc-VAC DNA as1 vektorii ile bagisiklanmis farelerin serum 6rneklerindeki, 1L2 seviyesi, bos vektor
alan farelere gore istastiksel olarak anlamli diizeyde yiliksek ¢ikmistir (Mann Whitney U testine gore
p=0,031).
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Sekil 4.39 pGc-VAC DNA as1 vektorii ile li¢ defa asillanmis immiin olarak yeterli
BALB/c irki1 farelerin serumlarindaki interlokin 4 (IL4) seviyesi

*pGc-VAC DNA ag1 vektorii ile bagisiklanmig farelerin serum 6rneklerindeki, IL4 seviyesi, bos vektor
alan farelere gore istastiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek ¢cikmistir (Mann Whitney U testine gore

p=0,019).
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Sekil 4.40 pGe-VAC DNA as1 vektorii ile li¢ defa asilanmig immiin olarak yeterli
BALB/c 1rki1 farelerin serumlarindaki interlokin 10 (IL10) seviyesi

*pGc-VAC DNA agi1 vektorii ile bagigiklanmis farelerin serum drneklerindeki, IL10 seviyesi, bos vektor
alan farelere gore istastiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek ¢ikmistir (Mann Whitney U testine gore
p=0,031).
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5. TARTISMA VE SONUC

KKKA, cografik olarak, en genis yayilis alanina sahip kene kaynakli viral zoonozdur.
Endemik bolgelerin genislemesi ve yeni endemik odak noktalarinin ortaya ¢ikmasi,
ilaveten, yillik vaka sayilarindaki devam eden artis, KKKA nin, halk saglhig tizerindeki
etkisini ortadan kaldirmak i¢in, acil olarak etkili korunma 6nlemlerinin gelistirilmesini
oncelikli yapmaktadir. KKKA’ nin etkili tedavisinin, kaginilmaz olarak 6zgiin terapotik
ajanlarin gelistirilmesini gerekli kiliyor olmasi bir yana, asilama, hastaligin kontrol
altina alinmasi i¢in uygulanabilecek en akla yatkin strateji gibi goriinmektedir.
KKKA’ya karst deneysel as1 gelistirilmesi ve etkinliinin degerlendirilmesi iizerine
yapilan son caligamalar, umut vaat edici sonuglar ortaya koymaktadir (Buttigieg vd.
2014, Garrison vd. 2017, Hinkula vd. 2017, Canakogku vd. 2015). Ancak suan ig¢in,
KKKA’ya kars1 kullanilabilecek, kolaylikla ulasilabilir, uluslararasi olarak onay almis,
giivenli ve etkili bir as1 bulunmamaktadir. Bu sebeple, farkli asilama yaklagimlarinin
bagisiklama ve koruyucu oOzelliklerinin belirlenebilmesi agisindan, KKKA’ya karsi asi

gelistirilmesi, glinlimiizde faal olarak calisilan bir arastirma konusudur.

Bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye kokenli KKKAV KAST2012 izolatinin Ge glikoproteinini
kodlayan bir DNA as1 vektorii olusturulmus ve bu vektoriin, immiin olarak yeterli
BALB/c ki fareleri bagisiklama ozellikleri degerlendirilmistir. Tez calismasinda
kullanilan, KKKAV KAST2012 izolatina ait Gc glikoproteininin amino asit dizisi
temelinde yapilan filogenetik analizler, bu proteinin en yakin akrabalarnin, Tiirkiye
kokenli, KKKAV Kelkit06 and KKKAV Turkey200310849 suslari oldugunu ortaya
cikarmistir. Bu sonug¢ sasirtict degildir; ¢iinkii KKKAV KAST2012 izolat1 da
Tiirkiye’de yasayan, KKKA’l1 bir hastadan izole edilmistir. pPEGFP-C1-Gc vektorii
tarafindan, EGFP ile fiizyon iiriinii olusturacak sekilde kodlanan Gc glikoproteininin in
vitro olarak ifadesi, transfeksiyonu yapilmis BHK-21 hiicrelerinde, hem floresan
mikroskopisi ve western blot yontemleri kullanilarak protein seviyesinde hem de RT-
PZT yontemi kullanilarak transkript (mRNA) seviyesinde gosterilmistir (Sekil 4.14,
Sekil 4.16 - 4.17). pGc-VAC-8xHistag vektorii tarafindan, N ucunda 8x histidin etiketi
tastyacak sekilde kodlanan Gc glikoproteininin in vitro ifadesi de, fare immiinizasyon

deneylerine gecilmeden Once, transfeksiyonu yapilmis BHK-21 hiicrelerinde, western
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blot yontemi kullanilarak protein seviyesinde dogrulanmistir (Sekil 4.26). Bu in vitro
ifade calismalarinda, western blot’u ve RT-PZT’yi igeren alt analizlerde sinyal artigini

saglamak amaciyla, kararli olarak transfekte olmus hiicreler olusturulmustur.

pGc-VAC DNA as1 vektorii ile asilanmis farelerde meydana gelen antikor yanitlari,
farelerin serum o6rneklerinde, KKKAV KAST2012 izolatin1 notralize edici antikorlarin
varlig1 ve total IgG antikor izotiplerinin seviyeleri belirlenerek degerlendirilmistir (Sekil
4.30, Sekil 4.32-4.35). Farelerin, pGc-VAC DNA as1 vektori ile ti¢ defa ardisik olarak
asilanmalar1, mikrondtralizasyon deneyinin sonucundan anlasilacagi {izere, oldukca
yilksek seviyede notralize edici antikor yaniti saglamigtir. KKKAV’nin klinik
izolatlarinin, Vero hiicresini de dahil olmak {izere, ¢esitli duyarli hiicre hatlarinda,
mikroskopik olarak farkedilebilecek sitopatik etkilere (CPE) yol agmadigini belirten
onceki caligmalarin aksine, bu tez ¢alismasinda, KKKAV KAST2012 izolatinin, enfekte
olmus VeroE6 hiicrelerinde, bir haftalik bir zaman diliminde, belirgin sitopatik etkiler
meydana getirebildigi gozlenmistir (Connolly-Andersen vd. 2007, Canakoglu vd. 2013,
Bergeron vd. 2015) (Sekil 4.31). KKKAV KAST2012 izolatinin, VeroE6 hiicrelerinde
sitopatik etki olusturabilme kabiliyeti, bagisik farelerin serumlarmin, viriis aracili
sitopatik etkilere karst koruyucu etkisi degerlendirilerek yorumlanabilecek bir
mikrondtralizasyon deneyini kurabilmemize olanak saglamistir. pGc-VAC DNA as1
vektorii ile agilanmig olan her iki farede, 1/256 seyreltme faktoriine karsilik gelen, 2,4
Logio kadar yiiksek titrede notralize edici antikor yaniti elde edilmistir (Sekil 4.30).
pGc-VAC DNA as1 vektorii ile asilanmis olan farelerde, antikor yanitlarini, izotip
diizeyinde degerlendirdigimizde, asilanmis her iki farenin de, total IgG1 ve total 1gG2
antikor seviyeleri artmis olarak bulunmustur. Ancak asilanmis farelerin total antikor
seviyelerinde gbzlenen bu artig, total IgG1 antikor izotipinin seviyesinde hafif olarak
meydana gelmekle birlikte, total 19G2a ve 1gG2b antikor izotiplerinde gorece daha
belirgin bir sekilde meydana gelmistir (Sekil 4.32 - 4.34). pGc-VAC DNA as1 vektori
ile asilanan farelerde, total 1gG2 izotiplerinin seviyesi, ozellikle ilk rapel (boost)
asilamadan sonra, bos vektor alan farelere gore belirgin bir sekilde yiikselmis olarak
bulunmustur (Sekil 4.33 ve Sekil 4.34). pGc-VAC DNA asi vektorii ile asilanan
farelerdeki total I1gG izotipleri igerisinde seviyesi en belirgin bi¢imde artmis olanlardan

bir tanesi, Thl tipi hiicresel immiin yanitlarla iligkili oldugu bilinen IgG2a izotipi
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olmustur (Snapper ve Paul 1987, Finkelman vd. 1990). Ote yandan IgG3 antikor
izotipinin seviyesinde, pGc-VAC DNA as1 vektorii ile asilanan farelerde, bos vektor
alan farelere gore, istatistiksel olarak anlamli herhangi bir degisiklik gézlenmemistir
(Sekil 4.35). Kompleman aktivasyonundaki tartismali rollerinden baska, 19G1, IgG2a
and IgG2b yanitlari, etkilerini, Fc almacina (reseptoriine) bagimli olarak, dendritik
hiicrelerce T hiicrelerine yapilan antijen sunumunu arttirmasi ile gosteriyor olabilir
(Sérman vd. 2014). Ayrica, pGc-VAC DNA as1 vektorii ile asilanan farelerin
serumlarinda bulunan nétralize edici antikorlarin, tiim IgG izotipleri igerisinde gorece
fazla oranda bulunmasi ile orantili olarak, ekseriyetle IgG2a izotiplerini igermesi

olasilik dahilindedir.

pGc-VAC DNA as1 vektorii ile asilanan farelerde olusan sitokin yanitlari
degerlendirildiginde, ii¢ ardisik asilama yapilan farelerin serum 6rneklerinde, bos vektor
alan farelerinkine kiyasla, hem Thl hiicreleri ile hem de Th2 hiicreleri ile iligkili
sitokinlerin seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artislar gézlenmistir (Sekil 4.36-
4.40). Bu sitokin yanitina gére, pGc-VAC DNA as1 vektorli ile asilanan fareler,
dengelenmis Th1/Th2 hiicresel immiin yanitlarint meydana getirmis gibi goriinmektedir.
pGc-VAC DNA as1 vektorii ile asilanan farelerde olusturulan dengelenmis Th1/Th2
hiicresel immiin yanitlar, farelerin total antikor yanitlar1 ile uyumlu goriinmektedir.
Ciinki, sirastyla Th1l ve Th2 hiicresel immiin yanitlarin kontrolii altinda olan IgG2a ve
IgG1 antikor seviyelerinin her ikisi de pGc-VAC DNA as1 vektori ile agilanan farelerde
bos vektor alan farelere gore yiikselmis olarak bulunmustur (Sekil 4.32 - 4.33). Thl’e
meyilli veya dengelenmis Thl/Th2 hiicresel immiin yanitlarin gelistirilmesi,
bagisiklamada kullanilan antijenin tipine bagli olabilir (Loomis ve Johnson 2013).
Ornegin, solunum sinsityal viriisiine (RSV) karst DNA asis1 gelistirilmesi iizerine
yapilan caligmalarda, RSV’nin flizyon (F) yiizey glikoproteinini hedef alan DNA
asilariin, asilanmis fare modelerinde Th1’e meyilli hiicresel immiin yanitlar1 uyardigi
gozlenirken, ayni virlisiin, hiicre ylizeyine tutunmadan sorumlu olan (G) yiizey
glikoproteinini hedef alan DNA asilarinin, asilanmis fare modellerinde, dengelenmis
Th1/Th2 hiicresel immiin yanitlarini ortaya ¢ikardigi gézlenmistir (Li vd. 2000, Ma vd
2018). Farkli patojen antijenlerini hedef alan DNA tabanli asilarin meydana getirdigi

dengelenmis Th1/Th2 hiicresel immiin yanitlarin hastaliktan koruma 6zellikleri, ¢esitli
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in vivo enfeksiyon deneylerinde gosterilmistir. pGc-VAC DNA as1 vektoriiniin, [FNAR”
" farelerde benzer immiin yanitlart olusturup olusturmayacagi ve asmin, ayni fare
modelini, 6limciil enfeksiyondan korumadaki kabiliyeti, ileriki ¢alismalarimizda ele

alinacak ve sorgulanacaktir.

KKKA, kene kaynakli olarak ortaya ¢ikan ve yeniden ortaya ¢ikan, Asya, Avrupa ve
Afrika kitalarinda olmak iizere ¢ok genis bir yayilis alanina sahip olan arboviral bir
hastaliktir. KKKA, 6zellikle iilkemizde son 16 yildir halk saghigimi ciddi bir sekilde
tehdit etmektedir. Tarimsal faaliyetlerin genis olglide yer aldig iilkemizde, hastaligin
kontrol altina alinmasi aciliyet arz etmektedir ve kontrol dnlemlerinin en basinda da
hastalik i¢in giivenilirligi ve etkinligi yiiksek olan agilarin gelistirilmesi gelmektedir. Bu
amag¢ icin DNA tabanli as1 yaklasimlarinin kullanilmasi, bugiine kadar KKKA i¢in
deneysel olarak gelistirilmis olanlar1 da dahil olmak iizere bu as1 yaklasiminin gesitli
enfektif hastaliklar igin yiiriitiilmiis olan klinik denemeleri umut vaat etmektedir
(Wahren ve Liu 2014, Garrison vd. 2017, Hinkula vd. 2017). Bu tez ¢alismasi, Tiirkiye
kokenli bir KKKAV susunun immiinodominant antijenlerinden biri olan olgun Gc
glikoproteinini hedef alan, DNA tabanli bir as1 olarak kullanilabilecek bir vektoriin
gelistirildigi ve bu vektoriin immiinokompetent fare modelinde immiinize edici

ozelliklerinin gosterildigi ilk calismadir.
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