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1. OZET

Diinya capinda yaygin bir infeksiyon etkeni olarak goriilen hepatit C virus (HCV) 6nemli bir
halk sagligi sorunudur. Diinya {izerinde halen yaklasik olarak 180 milyon insanin HCV ile
infekte oldugu &ngoriilmektedir. Infekte hastalarm %80 kadarmin kroniklesmesi ve bunun
zemininde zamanla Once siroz daha sonra da hepatoseliiler karsinom (HCC) gelisme
oranlariin HCV ile infekte olmayan insanlara gore ¢ok yiiksek olmasi dikkat ¢ekicidir. HCV
11 farkli protein iirlinii olusturan yaklasik 3011 aa’lik tek bir poliproteini kodlar. Bu poli
proteinin ¢esitli proteazlar tarafindan kesilerek islemlenmesi sonucunda ortaya ¢ikan NS3
(non-structural protein 3) proteini serin proteaz, NTPaz/helikaz islevlerine sahip 631aa’lik en
biiyiik proteinlerinden biridir. HCV NS3 proteininin hiicre i¢i yolaklarin inhibisyonuna
katilmas1 ve immun sistemden kagista oynadigi roliin arastirilmasi ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma
bulunmasina karsin NS3’e kars1 olusan immun yanitlarla ilgili veriler yetersizdir.

Bu ¢alismada Tiirkiye’de ilk kez yerel bir HCV kdkenine ait NS3 proteininin saflastiriimasi
ve bu proteinin NS3’e karsi sitokin yanmiti ¢aligmalarinda kullanilabilirliginin gdsterilmesi
amaclanmistir. Bunun icin Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’ndan
tanisal arastirma amaciyla elde edilmis HCV genotip 1 tasidig1 bilinen hastadan izole edilen
HCV RNA kalip olarak kullanilmistir. HCV-RNA’nin NS3 kodlayan bolgesi RT-PZT ile
cogaltildiktan sonra bir ekspresyon vektorii araciligi ile klonlanmis ve tam uzunlukta HCV
NS3 proteini Escherichia coli M15 hiicrelerinde eksprese edilmistir. Ekspresyon vektori
olarak 6x His-tag dizisi igeren pQE30 plazmiti kullanilmistir. Rekombinant protein nikel—
nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) agaroz afinite kromatografisi ile denatiire edici sartlarda
saflagtirilmigtir. Sitokin yanit1 caligmalar i¢in saglikli 4 erkek ve 3 kadindan olusan ¢alisma
grubunun tam kan ve periferik kan mononiikleer hiicreleri rekombinant NS3 ile uyarilmistir.
Uyarilan hiicrelerin ve kontrollerin bulundugu ortam siipernatanlarinda IFNy, IL-4, IL-10
sitokin yanitlar1 kantitatif ELISA yontemi ile degerlendirilmistir. Rekombinant NS3
proteinine karsi uyarim sonrasi yanitlar degerlendirildiginde ozellikle uyarilan tam kan
orneklerinde belirgin bir IL-10 yanit1 ortaya ¢iktig1 gézlenirken IFNy ve IL-4 i¢in ayni durum
gozlenmemistir. Sonug olarak simdiye dek lilkemizde ve uluslar arasi literatiirde yayimlanmis
veriler lizerinde yaptigimiz taramalarda ilk kez iilkemizden bir HCV genotip 1b kdkenine ait
NS3 proteini saflastirilmis olup sitokin yanitlari ile ilgili optimizasyon ve standardizasyon
caligsmalar1 devam etmektedir.



2. SUMMARY

Hepatitis-C virus (HCV) is a widespread agent in the world giving rise to public health
problems. It is estimated that almost 180 million persons in the world are infected by HCV
and it is noteworthy that these are much more eligible to develop first chirrosis and then
hepatocellular carcinoma (HCC) as compared to uninfected population by this virus. Positive
sense HCV RNA translated as a single large poliprotein (3011 amino acid size) which
constitutes 11 different proteins. Non-structural protein 3 (NS3), formed by cutting and
processing of this poliprotein by various proteases is one of the largest protein of 631aa,
having the serine-protease activity and NTPase/helicase function. Despite the fact that there
are numerous studies on the participation of HCV NS3 protein in the inhibition of
intercellular pathways and its role on the evading immune system, current data on the
development of cytokine response against NS3 is insufficient.

In this study, purification of a local HCV-based NS3 protein and use of this protein in the
studies of cytokine-response against the NS3, is aimed for the first time in Turkey. For his
purpose, HCV RNA is used as a template, isolated from a patient carrying HCV genotype-1,
in the Dokuz Eylul University Hospital Central Laboratories.

The region in HCV-RNA which coding the NS3 is amplified by RT-PCR and inserted by
ligation reaction into expression vector and expressed in the full length HCV NS3 Escherichia
coli protein M15 cells. pQE30 plasmid is utilized containing 6xHis-Tag as the expression
vector. Recombinant NS3 1is purified by agarose- nickel-nitrilotriasetic acid (Ni—-NTA)
chromatography under denatured conditions.

For the the cytokine response studies, whole blood and peripheral blood mononuclear cells of
the study group, consisting of 4 men and 3 women with good health, stimulated by
recombinant NS3. In the supernatants of the stimulated and non-stimulated cells, [FNy, IL-4,
IL-10 cytokine responses are evaluated by utilizing quantitative ELISA method.

The ELISA results of cytokine assays after stimulation whith NS3, indicate that significantly
high IL-10 response occurs after the stimulation against the recombinant NS3 protein,
whereas same response is not present for [IFNy and IL-4 especially with whole blood samles.
In summary, after scanning Turkish and in international literature, a HCV-genotype-1 based
NS3 protein is purified for its first time, and optimization and standardization studies on the
responses of cytokine are already in progress.



3 GIRIS VE AMAC

Hepatit C Virus (HCV) Flaviviridae ailesinin Hepacivirus genusuna ait, tek zincirli RNA
virusudur. Tiim diinyada yaklasik 180 milyon insan1 infekte ettigi diisiiniilen HCV bu yonii ile
onemli bir halk sagligi sorunudur. HCV’nin en sik gecis yolu infekte kan ile direk temasdir.
HCYV ile infekte olan hastalarin % 20’sinde akut donemde ates, halsizlik, karin agrisi, sarilik
gibi klinik bulgular gézlendigi bildirilmistir." Semptomatik hastalarm % 50’si virusu elimine
ederken semptomsuz akut HCV infeksiyonunun % 80’inde infeksiyonun kroniklestigi
bildirilmektedir. HCV ile infekte bireylerin yaklasik %20’sinde kendiliginden iyilesme
oldugu ve bu oranin yasa, cinse gore degistigi gozlenmektedir. HCV’ye kars1 olusan konak
immun yanitlar1 hem virus kontroliinde hemde hastalifin patogenezinde 6nemli rol oynar.
Spontan iylesme i¢in birgok HCV epitopuna karst HCV’ye 6zgiil yaygin CD4+ ve CD8+ T
hiicre yanit1 gereklidir.

Kronik HCV’li hastalarin %20 kadarinda infeksiyon sonrasi 20 yillik dénem boyunca siroz
gelismektedir. Sirozlularda ise ilerleyen donemlerde % 0-3/y1l oraninda hepatoseliiler
karsinom (HSK) gelistigi bildirilmektedir.>

Konaktaki patojenlere karst immun yanitin ne yonde farklilasacagini belirleyen faktorler
arasinda makrofajlar, dendritik hiicreler (DH), sitokin yaniti, kemokinler, genetik yapi
sayilabilir. Patojenlerin basarili sekilde ortadan kaldirilmasi i¢in koruyucu bagisik yanitlarin
dogru yonde gelismesi gerekir. Bunun i¢in antijen sunan hiicreler (ASH) 6zellikle de DH’ler
onemli oynar. Antijeni alarak lenf nodlarina gé¢ eden DH’ler bu arada olgunlasir, antijeni
islemler ve MHC molekiilleri ile naif T lenfositlerine sunarlar.*

Antijene kars1 ortaya ¢ikan CD4+ T hiicre yanitlarinin ¢esitliligi sivisal ve hiicresel bagisik
yanitin basarilt olup olmayacagini belirlemektedir. Naif yardimer T (CD4+) hiicreleri (Th)
aktive olarak efektdr yardime1 T hiicrelerine farklilagirlar. Th hiicreleri farkli sitokin salinimi
ve immunomodiilator etkilerine gore Thl ve Th2 olmak f{izere iki ana alt tipe ayrilir. Thl
hiicreleri esas olarak hiicre aracili bagisik yanit i¢in gerekli olan INFy, IL-2 ve TNF-
tiretirler. Th2 hiicreler ise B hiicre aktivasyonu ve antikor iiretimine aracilik eden IL-4, IL-5,
IL-10, IL-13 salgilarlar. Naif CD4+ T hiicrelerinin Th1 veya Th2 y6niindeki farklilasmasinin
immun yanit ya da yanitsizligi belirlemede 6nemli sonuglar1 vardir. Antijene 6zgiil CD4+ T
hiicre yanitlarinin antijene 6zgiill CD8+ T hiicre yanitlarinin siirdiiriilebilirliginde de 6nemli
rol oynayabildigi yaymnlanmistir.>°

Thl hiicreleri salgiladiklar1 sitokinlerle antiviral ve antiproliferatif etkilere sahip bir dizi
hiicresel gen aktivasyonuna sebep olurlar. Hepatit C’deki antiviral mekanizmalardan biri
protein kinaz R(PKR)’nin IFN-a ile aktivasyonudur. Tip I INF’lar tarafindan aktive edildigi
zaman, PKR, elF-2 aracilifiyla protein sentezini bloke eder ve viral replikasyonun
inhibisyonuna sebep olur. Th2 tipi sitokinlerden IL-4 ve IL-10 Thl yanitlarini1 baskilayici
etkinligi ile HCV nin bagisik yanita kars: direncine katki verebilir. ’

HCYV infeksiyonlu hastalarin giincel standart sagaltimi peg-IFN + ribavirin ikili kullanimidir.
Bu sagaltimnin hemolitik anemi, teratojenite, serebral hemoraji, depresyon, miyalji, artralji
gibi bir¢ok yan etkileri olup hasta agisindan zor bir donemdir. Bu sagaltim HCV genotip 1 ile
infekte olan hastalarin yaklasik %40’ 1nda, genotip 2 ve 3 ile infekte olanlarin %80’inde kalict
virolojik yanit (KVY) saglamaktadir.

HCV’ye kars1 olusan konak yanitlar1 hem infeksiyonun kontrolinde hemde hastaligin
patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. HCV ile infekte hastalarda HCV proteinlerine karsi



gelisen ve farklilasan bagisik yanitlar hastalarin sagaltima yanitlar1 hakkinda fikir verebilir.
Ornegin, gesitli Mycobacterium tuberculosis antijenlerine (CFP-10, Esat-6 gibi) kars1 olusan IFNy,
IL-10 yanitlarinin sagaltimi degerlendirmedeki etkilerine benzer sekilde HCV proteinlerine
kars1 da immun yamtlarin degerlendirilmesi énemli olabilir. **°

HCV’nin NS3 proteini 1893nt’lik, 69 kDa molekiil agirliginda olup HCV’nin yapisal
olmayan (NS) proteinlerinin islemlenmesinde énemlidir. NS3, serin proteaz ve NTPaz/helikaz
aktiviteleri ile viral replikasyona katilan 6nemli bir proteindir. NS3 proteini NS4A ile birlikte
iken viral serin proteaz aktivitesi gosterir. Ayrica NS3/4A interferon regulatory factor-3 (IRF-
3) aktivasyonunu baski altina alarak ISG iiriinii antiviral etkili IFN-B {retimini engeller.
NS3/4A, ayrica TRIF adaptor molekiiliinii yikarak TBR3(Toll benzeri reseptor 3) sinyal
yolagin1 ve Cardif (IPS-1) adaptoriinii inaktive ederek RIG-I ve MDAS yolag: aracili IRF-
3/NF-kB aktivasyonunu énler. '’

HCV’nin immunodominant bir bolgesi olan 6zyap1 (core) proteini ile ilgili bircok calisma
olmakla birlikte, HCV NS3 proteini de bir¢cok epitop igermekte olup bunlarin etkinlikleri ile
ilgili yeterince ¢alisma bulunmamaktadir. Bu proteinin konak immun yanitlarim1 ve viriis
yasam dongiisiinii nasil etkiledigi agik degildir. Konu ile ilgili daha ¢ok veriye ihtiyag¢ vardir.
Bu ¢alismada tam uzunluktaki (full-lenght) HCV NS3 proteinini kodlayan genin klonarak
cogaltilmasini takiben proteinin ifadesi ve saflagtirilmasi gergeklestirilmistir. Elde edilen saf
NS3 proteini kullanilarak yapilan deneylerde saglikli insanlara ait tam kan ve periferik kan
mononiikleer hiicreleri (PBMC) ile bu protein karsilagtirilarak INFy, IL-10 ve IL-4 yanitlart
ELISA yontemiyle belirlenmis ve yodntem optimizasyonu yapilmistir. Bu calismada
Tiirkiye’de ilk kez yerel bir HCV kokenine ait NS3 proteininin saflagtirilmasi yapilmis olup,
elde edilen veriler NS3 proteininin kullanildig1r hasta yanitlarinin arasgtirilmasi i¢in bir 6n
calisma niteligindedir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. HEPATIT C VIRUSU TARTHCE VE GENOM YAPISI

Hepatit C virus insanda ilk kez 1989°da kan transfiizyonu sonrast Non A-Non B hepatitli bir
hastanin serumundan cDNA olarak izole edilmistir."’ Hepatitis C virus aragtirmasindaki kose
taslar1 Sekil 1°de gt')sterilmistir.12

Hev'nin genom HCV’nin
Hon A-Hon B organizasyonu ve olugturulmusg ilk Replikon Doku kiiltiiriinde
hepatitisin poliprotein enfeksiyoz sistem rekombinant HCV nin
tammlanmasi iglemlenmesinin tarifi klonu kurulmasi iiretiimesi

ZAMA >

HCVnin Bir HCV
= 1o proteaz
tanimlanmas st L D IFl-a ve inhibitsriiniin klinik
serin proteazjnin ilk 3 ribavirin alismalan
boyutiu yapisi kombinasyon sy

tedavisi |

Fonksiyonel HCV
psodopartikillerinin tammlanmasi

Sekil 1: HCV arastirmalarinda tarihsel gelisim basamaklari

HCV genom boyutu 9,6 kb olan pozitif zincirli, zarfli bir RNA virusudur."® Hepatitis C virusu
Flaviviridae ailesinin Hepacivirus genusu igerisindeki tek tiir olarak smiflandirilir."* Genom
3011 aminoasidlik tek bir poliproteini kodlar (Sekil 2)'°. Bu protein sentezlendikten sonra
cesitli proteazlar araciligi ile kesilerek yapisal ve yapisal olmayan en az 10 farkli proteine
ayrilir. Bu isleme viral proteazlar ve konak proteazlar katilir. Konak proteazlari kapsid, E1 ve
E2 viral zarf glikoproteinleri ve P7 proteinini ayirirken, viral proteazlar NS2/3 sistein proteaz
ve NS3/NS4A serin proteaz aktiviteleri ile NS2 ile NS5B arasindaki yapisal olmayan
proteinleri ayirir. '
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Sekil 2: HCV genom yap1 ve organizasyonu

HCV genomunun énemli bir 6zelligi yiiksek oranda genetik ¢esitliliginin olmasidir'’.

5'UTR ve 3'UTR nin terminal segmenti cesitli izolatlar arasinda yiiksek derecede korunmus
sekansa sahip olmasina ragmen E1 ve E2 bdlgeleri en de§isken kisimlardir. Yaklasik 341
niikleotid uzunlukta olan 5’UTR viral RNA’nin cap bagimsiz translasyonu i¢in esas olan
internal ribosomal entry site (IRES)’i de iceren 4 bolgeden olusur (domainI-IV).' "

HCV genomunun translasyonu IRES’in kontrolii altindadir. 5’UTR’nin domain I’1 IRES’e ait
degildir fakat IRES bagimli translasyonun diizenlenmesinde énemli bir rol oynar 2.
Ortalama 80nt uzunluktaki kisa degisken bir bolge olan poly(u/c) ve hemen hemen degismez
olan 98nt’lik X-kuyruk bélgesinin katildigi 3'UTR yaklasik 200-235nt’lik bir bolgedir.

3'X bolgesi ve poly(u/c)’nin 52nt’lik kism1 RNA replikasyonu icin gerekli olmakla birlikte
3'UTR’nin kalan kismida replikasyonda rol oynar.

Glinlimiize kadar hepacivirus’lar amino asid dizilerinde yaklasik %30, niikleotid dizilerinde
%31-34 oraninda farkliliklar olan 6 genotipe ayrilir ve 1,2,3... olarak numaralandirilirlar.
Bunlar da 80’den fazla alt tipe ayrilir ve a,b,c,... olarak harflerle belirtilmektedirler. Genotip
1,2,3 genel olarak diinya capinda yaygindir. Tip 1a Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika’da, tip
Ib Japonya, Giliney ve Orta Avrupa’da en sik goriiliir. Tiirkiye’de ise yapilan g¢esitli
caligmalarda bu dagilim séyledir.22

Genotip la 1b 2 3 4

Abacioglu ve arkadaglari(%) 19,1 753 34 2,2

Bozday1 ve arkadaglan (%) 11 84 3 1 1

Ozacar ve arkadaglarn(%) 9,9 87.2 0,9 1.4 0,6
23,24,25



HCV heterojenligi NS5B geni tarafindan kodlanan RNA bagimli RNA polimerazin yiiksek
hata oranindan kaynaklanmaktdir. HCV geneomunun “tiiriimsii” (quasispecies) olarak bilinen
yakin iligkili farkli varyantlarinin varligi virusun antivirallere ve konak bagisik yanitina karsi
direncine katkida bulunmaktadir. Kronik HCV’li hastalarin tiirlimsii toplulugundaki genetik
cesitlilik spontan iyilesenlerden daha fazla olarak bildirilmistir.*

Kronik infeksiyon esnasindaki rastgele genetik “drift” ler E2 zarf proteininin ¢ok degisken
bolge 1 2§1§é<i29(hypervariable region 1) degiskliklerinden dolay1 quasispecies gelisimini
indiikler.” "

4.2. VIRAL PROTEINLERIN OZELLIKLERI
4.2.1. Core(dzyapi) proteini

Poliproteinin N-terminalinden kaynaklanan HCV core proteini viral niikleokapsidi olusturur.
Core proteininin aa dizisi diger HCV proteinleri ile karsilastirildiginda farkli HCV suslari
arasinda olduk¢a korunmus bir bolgedir. HCV ile infekte bireyler arasinda anti-core
antikorlar1 olduk¢a yaygin oldugundan bu protein bir¢ok serolojik testte kullanilmaktadir.
Core proteini baslangicta 23kDa agirliginda 191aa’lik bir prekiirsor olarak salinir ve daha
sonraki islemleme ile predominant sekli olusur. Core proteininin N-terminal bolgesi
cogunlukla bazik, C-terminal bdlgesi hidrofobiktir. Core proteini esasen sitoplazmada, ER,
lipid damlaciklar1 ve mitokondri ile iligki icinde tesbit edilir. **-'-*2

Core proteini bir¢cok fonksiyona sahip olup o6zellikle viral replikasyon, olgunlasma ve
patogenez i¢in Onemlidir. Hem HCV partikiiliiniin olusumuna hemde sinyal yolaklarinin
diizenlenmesi, hiicresel ve wviral gen ekspresyonu, hiicre transformasyonu ve lipid
metabolizmasi dahil birgok patogenetik siiregte etkindir.*?

4.2.2. E1 ve E2 zarf proteinleri

El1 ve E2 proteinleri virion zarfinin esas komponentleridir ve virusun hiicreye girisi igin
gereklidir. Bu glikozillenmis proteinler poliproteinin E1 i¢in 192-383.aa’ler ve E2 i¢in 384-
746.aa’ler arasinda uzanirlar ve E1 33-35, E2 70-72 kDa agirhigindadir.*

E1 ve E2 tip I transmembran glikoproteinleri olup bu 6zelliklerini sirasiyla N-terminal 160. ve
334. aa’leri verir. Bu bolgeler membrana tutunma, endoplazmik retikulum (ER) yerlesimi ve
virusun bir araya gelme siirecini de i¢eren ¢ok cesitli islevlere sahiptir.34’3 >

E2 en degisken viral zarf glikoproteinidir ve bu ylizden E2’nin CDS81 gibi ligandlar ile
etkilesiminin susa 6zgii oldugu bildirilmektedir.*°

E2 iki ¢ok degisken bolge (Hypervariable region-HVR) icerir. HVR-1 glikoproteinin N-
terminal ucunda 27aa olarak ve HVR-2 bunun devamindaki 9aa’lik dizide yerlesmistir. Cogu
mutasyonlar bu bolgelerde viriisii ndtralize edici antikorlar ve HCV’ye 6zgiil sitotoksik T
lenfositlerin (CTL) baskist sonucu olusur.”’

HVR-1 HCV ig¢in tek olmamakla birlikte esas ndtralize edici epitoptur.38

E2 infeksiyonun baslangicinda 6nemli bir role sahiptir. Virusun hiicreye tutunmasinin bir
veya birkag hiicresel reseptdrle E2 etkilesimi araciligiyla baslatildig: diisiiniilmektedir.*

4.2.3. P7 protein

P7 proteini 63aa’lik kiiciik hidrofobik bir peptitdir. Viroporin ailesine ait olan bu proteinin
membran gegirgenligini arttirdig1 bilinmektedir. Bu proteinin suni lipid bariyerlerinde bir iyon
kanal1 olusturdugunun belirlenmesi bir viroporin olarak islev gérebilecegini desteklemektedir.



4.2.4. NS2 protein

21-23 kDa agirliginda bir transmembran proteini olan NS2 ER membranina yerlesir. NS2’nin
C-terminal kismi olasilikla NS3’iin N-terminali ile birlikte ¢inko tarafindan stimiile edilen
NS2/3 proteaz aktivitesine firsat verecek sekilde sitoplazmada kalir.NS2/3 bdlgesinden etkili
bir ayirma i¢in NS2’nin COOH ucundan 130 aminoasitlik bolgesi ve NS3’iin amino ucundan
180 aminoasitlik bolgesi gereklidir. Ayrica bu protein in vivo ve in vitro viral replikasyon
déngiisiiniin tamamlanmasinda énemlidir.?

4.2.5. NS3 protein

NS3 N-terminal serin tip proteaz bolgesi ve C-terminal RNA helikaz /NTPaz bolgesisiyle cok
fonksiyonlu bir proteindir. NS3 proteaz kismi tipik “kimotripsin” benzeri katlanmaya
sahiptir.*

NS3 69 kDa agirliginda oldukga hidrofobik bir proteindir. Bu protein NS4 A kofaktoriinii non-
kovalent baglayan N-terminal 1/3’lik bolgesi tarafindan kodlanan bir serin proteaza sahiptir.*’

NS3’iin kendisinin bir transmembran bolgesi olmamakla birlikte bir membran proteini olan
NS4A’nin orta kismiyla iligkidedir. NS4A ile birlikte eksprese edildigi zaman ER ve ER
benzeri membranlarla iliski i¢inde bulunur. Ote yandan tek bagina eksprese edildigi zaman
sitoplazma ve ¢ekirdekte daginik haldedir.*?

NS3’iin C-terminal son 442 aminoasiti 3’-5” yoniinde RNA-RNA kalibin1 agan 2DexH/D-box
helikaz st ailesinin bir iiyesi olan helikaz-NTPaz kismini olusturur. Helikaz aktivitesine NS3
proteaz kismi ve NS4A’da katkida bulunur. Bu iist ailenin enzimleri ATP bagimli bir
durumda RNA-RNA yapilarini agma yetenegindedir. *?

4.2.5.1. NS2/3 proteaz

NS2/3 proteaz virus tarafindan kodlanan ve HCV poliproteininin islemlenmesi i¢in gerekli 2
proteazdan ilkidir. 810 ve 1206.aa’ler arasinda olup translasyonu yapilan ilk NS (yapisal
olmayan) proteindir (Sekil 3) ve NS2 ile NS3 arasindaki molekiiller aras1 ayrimdan, NS3
bolgesindeki kimotripsin benzeri serin proteaz ise NS3-NS4A, NS4A-NS4B, NS4B-NS5A,
NSS5A-NS5B aras1 ayrimdan sorumludur. HCV NS2/3 proteini ise NS3 proteazdan farkli
olarak otoproteaz dzelligindedir. **

clE1] E2 JP7INS2] NS3 NS4AINS4B| NS5A NS5B
810 NS2/3 1206

NS2 NS3
810 1026 1027 1206

Sekil 3: NS2/3’1lin genom yerlesimi

4.2.5.2. NS3 serin tip proteaz ve onun kofaktorii NS4A



NS4A-NS3 intrinsik proteolitik aktiviteye sahip olmasina ragmen poliprotein ayirma islevi
NS4A tarafindan belirgin olarak arttirilir. 54 aa’den olusan bu kisa polipeptid bir¢ok amaca
hizmet eder. Birincisi, NS4A’da mevcut olan N-terminal transmembran segmenti araciligiyla
proteazi intraselliiler membranlara yerlestirir. Ikincisi, N-terminal proteaz bolgesine katilarak
onun dogru katlanmasma katkida bulunur. Ugiinciisii, proteolitik yikima karsi proteazi
stabilize eder. Dordiinciisii, proteaz etkinligini aktive eder.*’

4.2.5.3. NS3 helikaz

HCV NS3 helikazin kristal yapisi1 birbirine hemen hemen esit 3 kisimdan olusan ‘Y’ sekilli
bir molekiildiir.*®

Ug bélgeden (domain) olusur. Domain I ve II arasindaki yarik niikleotid baglama bdlgesini
olusturur. Ug bélge arasindaki arayiiz ise niikleik asid tamima ve baglama bdlgesini igerir.
Helikaz bolgesi her iki bolgenin birbirine gore donilis hareketini kolaylastiran esnek bir
baglant1 aracilig1 ile serin proteaz bolgesine baglanir. Boylece sirayla enzimatik aktiviteler
diizenlenebilir.*’

HCV NS3 helikaz, RNA helikazlarin DEAD-box ailesi tiyesi olup bu grup DEAD, DEAH veya
DExH aminoasit motifleri igermektedir. HCV NS3 helikaz DExH aminoasit motifi
icerdiginden bu alt aileye aittir. Bu tip RNA helikazlar i¢indeki korunmus bolgeler ATP
baglanmas1 ve hidroliz i¢in gerekli motif I (GxGKS) ve motif II (DExH) ile ATP hidroliz ve
RNA zincirinin agilmasini saglayan motif VI (QRxGRxXGR)’y1 igerirler.*®

4.2.6. NS4B protein

NS4B en az dort transmembran bolgesi icerdigi tahmin edilen 27kDa’luk integral membran
proteinidir. ER membranlart ile baglanti halindedir. NS4B viral replikasyonun
gerceklesebildigi yer olan membrandz web olarak da adlandirilan 6zellesmis membran
katlantilarinin olusumunu indiikleme yetenegine sahiptir.*

4.2.7. NS5A protein

NS5A membran yerlesimli bir fosfoproteindir, basal miktarlarda fosforillenmis (56kDa) ve
hiperfosforile (58kDa) sekillerde goriiliir. Saflagtirilmis proteinin dizi analizlerine dayali
olarak, NS5A’nin 3 bolge icerdigi diistiniilmektedir: bolge 1 (1-213.aa’ler), bolge 2 (250-342.
aa’ler) ve bolge 3 (356-447. aa’ler).”

1995°de, Enomoto ve arkadaslar1 genotip 1b ile infekte hastalarda interferon sagaltimina yanit
ve NS5A’nin 40 aa’lik bir bolgesindeki mutasyonlarin sayisi arasinda bir iliski tanimlamistir.
Daha sonra yapilan ¢alismalarda bu dogrulanmis olu bu dizi ISDR (interferon
sensitivity-determining region) olarak adlandiriimstir.”’

NSS5A ayn1 zamanda, hiicresel antiviral ve antiproliferatif immun yanitlarin 6nemli bir
bileseni olan IFN tarafindan indiiklenen, ¢ift zincirli RNA ile aktive edilmis protein kinaz R
(PKR)’yi baglar ve inhibe eder.>



4.2.8. NS5B protein

NS5B kodlayan bolge HCV suslar1 arasinda 6nemli derecede heterojendir. Bu degiskenlik
HCV suglarmin genotipler ve alttipler seklindeki siniflandirma sistemini olusturmakta
kullanilmustir. >

Yaklasik 68kDa agirliginda olan bu hidrofilik protein biitin RNA bagimli RNA
polimerazlarda (RdRp) yaygin olan GDD motifi igerir. Bu viral RNA bagimli RNA
polimerazin biyokimyasal aktivitesi divalan katyonlara (Mn*" veya Mg”"), nétrale yakin
pH’ya ve ¢ok diisiik tuz konsantrasyonlarina baglidir. Tahmini HCV RNA kalip uzama hizi
dakikada 150 -200 niikleotid olup NS5B konsantrasyonuna bagli degildir. Yukardada
bahsedildigi gibi Mn®" veya Mg*" katyonlarmin varligi optimum RdRp etkinligi i¢in esastir.”
Mn®* varhginda RdRp etkinligi Mg”" iyonlarmin varhigindan yaklasik 20 kat daha
yiiksektir.”

4.3. HEPATIT C VIRUS YASAM DONGUSU

4.3.1. HCV’nin hiicreye girisi

Poliprotein sentezi genomun en korunmus bolgesi olan IRES (internal ribosomal entry
site)’dan baslatilir. Uriin konak ve viral proteazlar tarafindan pargalanarak yapisal ve yapisal
olmayan proteinlere ayrilir.

HCYV virionlar1 E1/E2 proteinlerini iceren konak hiicre kaynakli bir membranla ( zarf) ¢evrili
Core (0zyap1) ve genomik RNA kopleksinden olusmaktadir. E1 ve E2 glikozillenmis
proteinler olup viriisiin konak hiicreye girisinde en 6nemli rolii oynarlar. Plazmada, HCV
virionlarinin yogunluk araligt 1.06-1.30g/mL arasindadir. Diisiik yogunlukta olan en
infeksiy6z olanlardir. Bu virionlarin diisiik ve ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinlerle (LDL,
VLDL, apoB100, apoE, apoCII ve apoCIII) kompleks partikiiller olusturdugu gosterilmistir.
Bu kompleksler lipoviropartikiiller (LVP) olarak adlandirilir. Infekte hastalarda, plazma
kaynaklit HCV RNA’nin %40°1 trigliseridden zengin LVP’lerle iliski igindedir (Sekil 4).”

~

Hiicre zari

* Klatrin aracili endositoz
N —
HCV RNA W —

Endozom

Sekil 4: HCV’nin hiicreye girisi
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Olasilikla giristeki her adim bir sonraki i¢in gerekli ve tam bir uyum i¢indedir. Konak hiicre
membraninda HCV’yi yogunlagtirmak i¢in tutunma faktorii olarak glikozaminoglikanlar ve
LDL reseptoriiniin (LDLR) katilim1 6nemlidir. Membrandaki ilk toplanma sonrasi, HCV
partikiilleri sonraki adimlarda yiiksek afiniteyle giris faktorlerine baglanmaktadir. Bu faktorler
scavenger receptor BI (SR-BI), tetraspanin CDS81 ve tight junction (TJ) proteinlerinden
olugsmaktadir. SR-BI lipid tastyicilarin CD36 ailesine aittir, lipid hemostazini diizenlerler ve
6nemli bir yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) reseptoriidiirler.”’>%°

SR-BI’in E2 proteiniyle yliksek afinitede etkilestigi ve HCV i¢in 6nemli bir giris faktorii
oldugu gosterilmistir.®’

Tetraspanin ailesinden olan CD81’de HCV i¢in 6nemli bir hiicresel giris faktorii olarak
tanimlanmustir. E2 proteini bu molekiile de yiiksek afinite gostermektedir.®’

Yalanct HCV viral partikiillerinin gelistirilmesi sonrasi yapilan ¢alismalarda SR-B1’in en
azindan bir dengeleyici (modulator), CD81’inde HCV giriginde esas oldugu anlasilmistir. Son
arastirmalar tight junctionlar (TJ) claudin (CLDN) ve occludin (OCLN)’in HCV girisinde rol
oynadigini desteklemektedir.®*

Karacigerde yogun olarak eksprese edilen CLDN1 HCV girisi i¢in esastir ve hepatik olmayan
hiicrelerde ektopik olarak eksprese edildigi zaman HCV’ye duyarlik olusturur. Huh-7.5
hepatoma hiicre hatlarindaki ¢alismalar CLDN1’in HCV’nin hiicreden hiicreye gecisini de
kolaylastirdigim gostermistir.®

CD81 ve CLDNI1’e kars1 antikorlarla yapilan karsilastirmali analizler CLDN1’in CDS81 ile
etkilesim sonrasi siiregte rol oynadigimi desteklemektedir. Bu iki molekiil karaciger
dokusunda birlikte bulunmakta ve koreseptor kompleksleri olusturmaktadirlar.®*

OCLN’ninde HCV nin hiicre i¢ine girisi siirecinde kritik rol oynadig anlasilmistir.

Ayrica, bu 6zgiil giris yollarina ilaveten 6zel bir inhibitoriin yokluguda HCV’ nin karaciger
tropizmine katkida bulunabilir. CD81’in yeni tanimlanan bir partneri, EWI-2wint, baz1 hiicre
hatlarinda eksprese edilmektedir. HCV infeksiyonuna duyarli hepatoma hiicre hatlarinda bu
molekiiliin ektopik ekspresyonunun HCV zarf glikoproteinleri ve CD81 arasindaki etkilesimi
inhibe ederek virusun girisini bloke ettigi bildirilmistir.®

HCV ayn1 zamanda glikozaminoglikanlar, DC-SIGN, L-SIGN gibi diger molekiilleri de
baglar fakat bunlar giris i¢in esas degildir.

4.3.2. Hiicresel dongii ve salimim

HCV’nin niikleokapsidi konak hiicrede tutunma ve penetrasyonu kolaylastiran bir zarfla
cevrilidir. HCV esas olarak hepatositler i¢in tropik olmakla birlikte, viral genom ve antijenler
diger hiicrelerde de 6rnegin periferik kan mononiikleer hiicrelerinde de saptanmustir.®®

Girig faktorlerine baglandiktan sonra HCV’nin klatrin aracili endositozla hiicreye girdigi
diistiniilmektedir.®’

HCV IRES bolgesi 40S ribozomal alt iiniteye dogrudan baglanma o6zelligine sahiptir. Bu
HCV poliprotein translasyonunun ilk adimmini olusturur. HCV ORF’nin IRES aracili
translasyonu sonradan islemlenecek olan poliprotein prekiirsériinii olusturur.®®
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Daha 6nce bahsedildigi gibi konak ve viral proteazlarca yapisal ve yapisal olmayan proteinler
sentezlenir. Genom replikasyonu ise ER membrani ile iliskili kompleksler iginde gergeklesir.
NS4B tarafindan ER membraninda replikasyon kompleksi(muhtemelen viral genom, yapisal
olmayan proteinler, hiicresel kofaktorleri icerir) olusturulur ve replikasyon burada
intraselliiler membranlarda gerceklesir. Replikasyon negatif zincirin RNA bagimli RNA
polimeraz aracili sentezi ile baslar. Replikasyonla ¢ift zincirli RNA(dsRNA) yapilar
olugmaktadir.®""

NS3, helicase/NTPase aktivitesi ile RNA sentezine dogrudan katilmaktadir. Helikaz aktivitesi

cift zincirli replikasyon iiriinlinii agar. NTPase aktivitesi de olasilikla helikaz fonksiyonuyla
birlikte hareket eder.”"

Diger viral RNA polimerazlar gibi NS5B de diizeltme yeteneginden yoksundur ve yiiksek
hata oramina (baz bélgesi basina 10*-107) sahiptir. Bu yiizden yeni HCV genomlarinda
tiirimsiileri olusturabilen mutasyonlar meydana gelir.”

HCV montajinin lipid damlaciklari {izerinde oldugu ve core proteininin bu organelin yiizeyini
kapladig1 diisiiniilmektedir.”

Niikleokapsid olusuduktan sonra zarf proteinleri E1 ve E2 ile etkilesir ve membrandan
tomurcuklanma ile hiicreden salinir.”*

4.4. HCV PATOGENEZI

HCV infeksiyonunun bulas sonrasi ilk 6 ayma karsilik gelen akut fazi sirasinda hastalarin
%10-25’1 kendiliginden iyilesir. Bu donemde HCV’ye 6zgiil giiclii CD8+ T hiicre cevabi
olasilikla akut karaciger hasarindan sorumludur. HCV ile infekte bireylerin ¢ogunlugu akut
fazda virusu temizleyemez ve infeksiyon kroniklesmeye baslar. Kronik hepatit C, karaciger
inflamasyonu, fibrozis/siroz ve bazi hastalarda HCC (hepatocellular carcinoma) ile seyreden
bir siirectir.”

Viral genom ve antijenler sinuzoidal endotelyal hiicreler, kupffer hiicreleri, periferik kandaki
l6kositler, lenf nodlarindaki B lenfositler, barsagin epitel hiicreleri ve beyinde tesbit
edilmesine ragmen, hepatositler HCV infeksiyonunun primer hedefidir. HCV virionunun
yarillanma omrii, giin basma yaklastk 10" partikiilin temizlenme ve iiretim oraniyla 3-5
saattir. Viral {iretim giinliik hepatosit basmna yaklasik olarak 50 viriondur.”

4.4.1. Kusbakis1 Bagisik Yamt

Patojenlerle iligkili tanima reseptorlerinin hepsi (TBR’ler, RNA helikazlar, NOD-Like
reseptorler) IRF3, IRF7 ve/veya NFxB’nin aktivasyonunu saglayan sinyal yolaklarim
baslatirlar. Bu da IFN ekspresyonuna yol acar ve bir¢ok ISG ekspresyonunun katildig:
infekte ve komsu hiicrelerde antiviral bir siire¢ baslatir (sekil 5).”’
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Sekil 5: IFN ve IFN’la indiiklenen gen ekspresyonu

HCV karacigeri infekte ettikten sonra viriis replike olur ve dolasima stirekli viral partikiiller
salinir. Interferon ve interferon indiikleyici gen ifadesi akut HCV infeksiyonundan hemen
sonra tesbit edilebilir.”®

Viral hepatitdeki baslangic immun cevaplara dogal 6ldiiriicti (NK) hiicreler, NKT hiicreleri,
karaciger makrofajlar1 ve dendritik hiicreler katilir. dogal oldiiriicii (NK) hiicreler ve NKT
hiicrelerinin orani periferik dolagimla karsilastirildiginda karacigerde yiiksektir ve bu hiicreler
HCYV replikasyonunu inhibe eden IFN iiretirler. Karacigerdeki ytliksek Tip I IFN cevabr akut
Infeksiyon sirasinda gériiliir, bununla birlikte kaynagin immun hiicreler veya parankimal
hiicreler olup olmadig agik degildir.

Infekte karacigerdeki karaciger makrofajlari ve olgunlasmanus dendritik hiicreler viral
antijenleri alma, islemleme ve diger immun hiicrelere sunma yetenegindedir. Bu dendritik
hiicreler bolgesel lenf nodlarina go¢ edebilir ve naif T lenfositleri aktive ederek yardimci
CD4+ T hiicre alt tiplerinin olusumunu etkileyebilirler.

CD4+ T hiicreler salgiladiklart sitokinler araciligi ile bagisik yaniti diizenleyici etkinlige
sahiptirler. Bunun sonucunda yanit Thl ya da Th2 yoniine kayar. Th1 (sitotoksik T lenfosit)
tipi bagisik yanitlar sitotoksik T lenfositlerin cogalmasini, sitokin salinimini (IL-2, IFN, TNF)
icerirken Th2 tipi immun cevaplar B hiicre aktivasyonu, antikor iiretimi ve 1L-4, IL-5, IL-10,
IL-13 sitokinlerinin salmnimini igerir. "°
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Sekil 6: HCV’na immun yanit. Viral hepatitis C’ye immun cevaplara hem dogal(innate)
hemde edinsel(adaptif) immun sistem katilir. Dogal immunitenin elemanlar1 kalic1 karaciger
makrofajlari, dendritik hiicreler, NK hiicreleri, NKT hiicreleridir. Edinsel(adaptif) bagisik
yanitin elemanlar1 ise CD4+ T hiicreler, CD8+ Thiicreler ve B lenfositlerdir. CTL, sitotoksik
T lenfosit; HCV, hepatitis c¢ viriis; IFN, interferon; IL, interlokin, MHC, major
histocompatibility complex; NK, natural killer; TNF, tiimor nekroz faktor.

4.4.2. Hepatositin yaniti

Biitlin ¢ekirdekli memeli hiicreleri tip I IFN salabilmesine ragmen, ilk cevabin infekte
hepatositlerden salinan IFN-f oldugu diisiintilmektedir. Bu cevap 2 PRR (pattern recognition
receptor), TBR3 ve retinoic acid—inducible gene I (RIG-I) tarafindan baslatilir. TBR3
endozomlarda c¢ift iplikli DNA’y1, RIG-I ise sitoplazmada HCV 3’UTR’nin politiridin
motifini tanir. Aktivasyon sonrast TBR3 TRIF  (Toll-IL-1 receptor domain—containing
adaptor inducing IFN-) adaptoér molekiiliinii ve RIG-I ise IFN- § promoter stimulator

protein 1 (IPS-1; CARD adaptor inducing IFN- B ‘CARDIF’, virus-induced signaling adapter
‘VISA’ ve mitochondrial antiviral signaling protein ‘MAVS’) adaptéor molekiiliiniin
aktivasyonunu saglar. Her iki siire¢ bir dizi reaksiyonla devam ederek IRF3(IFN regulatory
factor 3)’lin ¢ekirdege tasinmasi ve IFN-f sentezi ile sonuglanir. Salman IFN-B’nin hem
salindigt hemde komsu hiicrelerdeki IFN-o/f reseptorlerine baglanir. Bu baglanma
JAK/STAT vyolagimi aktive ederek c¢esitli ISG’lerin uyarilmasina neden olur. Bu ISG’lerin
tirtinleri arasinda baglicalar1 viral ve hiicresel RNA’y1 yikan OAS1/RNAse L ve ds RNA
zincirlerindeki adenozin residiilerini inozin rezidiilerine doniistiiriip viral RNA yapilarini
mutasyona ugratan RNA 6zgiil ADARI proteinidir.

Bu genler ayn1 zamanda viral ve konak RNA’larinin translasyonunu inhibe eden P56 ve
PKR’yi de kapsar. ISG’lerin indiiksiyonu IFN cevabini arttirir. Bir ISG olan IRF7 IFN-a alt
tipini stimiile eder.”’-*"'°

HCV birgok seviyede IFN cevabimi zayiflatir. Onemli bir faktér HCV NS3/4A proteinidir.

Hiicre kiiltiirlerinde eksprese edildigi zaman TRIF ve IPS-1 adaptor molekiillerini yikar ve
TBR3 ve RIG-I sinyalini engeller. Engellenen bu sinyal molekiillerinin ekspresyonu bu
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inhibisyonu tersine cevirir ve IFN-B iiretimini diizeltir. ikinci bir énemli faktdr hiicre
kiiltiirlerinde eksprese edildigi zaman JAK/STAT yolagini ve ISG ekspresyonunu bozan
HCVcore (6zyapi) proteinidir. Bunu 3 sekilde yapar;

1- JAK/STAT sinyal inhibisyonu ve onun yikimi

2- JAK/STAT yolaginin bir inhibitorii olan SOCS 3 indiiksiyonu ve ISGF 3(ISG factor 3)’iin
aktivasyonunun inhibitér molekiil PP2A(protein phosphatase 2A)’y1 artirarak inhibe edilmesi

3-ISRE(IFN-stimulated response elements)’e baglanarak ISGF3’iin inhibisyonu

Sekil 6° da HCV’nin hiicre i¢i yolaklar tizerindeki olasi etkileri 6zetlenmistir.

A- dsRNA yapilanimin algilanmasi

B- Antiviral yanmitin uyanimasi

HCV A
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Sekil 7: HCV’nin hiicre i¢i yolaklar iizerindeki olas1 etkileri

HCV NS5A 2’-5’oligoadenilat sentazi (2°-5’OAS) inhibe eder ve IL-8’1 indiikleyerek biitiin
ISG’lerin ifade edilmesini engeller. Ayrica HCV NSS5A protein kinaz R (PKR) ile de
etkileserek islev gdrmesini inhibe eder. HCV E2 PKR’nin etkinligini substrat diizeyinde
yarisma yolu ile inhibe ederek IFN direncine katkida bulunur. Bu etkiler, ayrica, IFN
sagaltimina daha direngli olan HCV genotip tip 1’in E2 dizisinin sagaltima daha iyi yanit
veren HCV genotip tip 2 ve 3’lin E2 dizisinden daha etkili olarak PKR’yi inhibe etmesi
ac¢isindan dnemlidir.'*!

4.4.3. Dendritik hiicrelerin yaniti

HCYV infeksiyonunda, kandaki pDC(plazmositoid DC)’lerin miktar1 ve in vitro uyar1 ile IFN
iiretme yetenekleri azalmistir. Bu durumun iki ayr1 nedeni oldugu 6ne siiriilmiistiir. Birincisi
in vitro ¢alismalarda HCV core ve NS3’iin, IFNa {iretimini baskilayici etkisi olan TNF-a’y1
iretmek tlizere TBR2 araciligiyla monositleri aktive ettigi gosterilmistir. Bu durum pDC
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apopitozunu da indiiklemektedir. Ikincisi, HCV’nin kendisi IFN-o iiretimini inhibe
etmektedir.

Dendritik hiicrelerin ikinci grubu, konvansiyonel DC’ler (¢cDC), dokularda bulunur ve afferent
lenfatikler iizerinden antijeni lenf nodlarina tasirlar. Islevsel defekti olan ¢cDC’ler olasilikla
yetersiz T hiicre etkinlestirilmesi ve gecikmis HCV’ye 6zgiil T hiicre yanitlarina neden
olurlar.

HCV infeksiyonu sirasinda ¢cDC’lerin hem olgulasma hemde farklilasma islevleri degismis,
IL-12 tiretimi azalmig, IL-10 iiretimi artmistir.

4.4.4. Dogal Oldiiriicii (NK) ve NKT hiicrelerinin yanit

Bu hiicreler normal karacigerde intrahepatik lenfositlerin %20-30 kadarini olusturabilir.
Infekte hiicrelerin sitolizi, IFNy gibi viral replikasyonu inhibe eden sitokinlerin iiretimi ve
hem DC hemde T hiicre aktivasyonuyla viral replikasyonu kontrol edebilirler. NK hiicreleri
tizerinde eksprese edilen KIR (killer inhibitor receptor) ve hedef hiicreler lizerinde eksprese
edilen HLA (Human leukocyte antigen) arasindaki iliski NK hiicre aktivasyonunda énemli bir
role sahiptir. Bu ylizden hastaya ait bireysel KIR/HLA ekspresyon diizeyleri NK hiicrelerinin
aktivasyon esigini belirlemede, NK hiicre aracili o6ldiirmede ve IFNy saliniminda
6nemlidir.**

HCV ile infekte hastalardan alinan NK hiicrelerinin inhibitdr reseptorleri (CD94/NKG2A)
yogun olarak eksprese ettigi TGF-3 ve IL-10 gibi edinsel immun yanit1 azaltan sitokinler
iirettigi bildirilmistir.* Mevcut bazi galigmalar HCV E2 proteininin CD81 aracihigiyla
dogrudan NK hiicrelerini inhibe ettigini ileri stirmektedir.** Bununla birlikte HCV E2 NK
hiicreleri iizerindeki CD81’e etkili baglanamaz ve hiicre kiiltiirlerinde in vitro yliksek
maruziyet sonrasi NK hiicre fonksiyonlari saglam kalmaktadir.®

4.5. AKUT HCV INFEKSIYONU

HCV’nin en énemli bulas yolu parenteraldir. Inkiibasyon periyodu ortalama 7-8 hafta olmakla
birlikte bu siire 2-26 hafta arasinda degismektedir. Prodromal semptomlar nadirdir ve
vakalarin sadece %20’sinde sarilik mevcuttur. Belirtilerin (bulanti, sarilik, idrarda koyulagma,
halsizlik) goriilmesiyle ALT diizeyleri de yiikselir. Bulagi takiben 1-2 haftaya kadar HCV
RNA saptanabilmekte ve viral yiik10°-10* kopya/mL diizeylerine ¢ikabilmektedir.

HCV infeksiyonunun 6nemli 6zelliklerinden biri HCV titrelerindeki artis ve ISG’lerin
indiiksiyonuna ragmen gecikmis bagisik yanitlardir. HCV’ye 6zgiil T hiicreleri infeksiyon
sonrasi 5.-9. haftalarda ve HCV’ye 6zgiil antikorlar yine infeksiyon sonrasi 8.-20. haftalarda
saptanabilir seviyelere ulasir.®’

4.5.1. Sivisal bagisik yamit

Antikorlar, patojenlere karst konak savunmasinda nétralizasyon, kompleman aktivasyonu,
opsonizasyon, antikor bagimli hiicre aracili sitotoksisite gibi mekanizmalarda 6nemli rol
oynarlar. Bazi ¢alismalar, core (6zyap1) proteini hari¢, HCV infeksiyonunda olusan antikor
yanitlariin diisiik titrelerde oldugunu gostermektedir. Bir diger goriis ise, virusa karsi sivisal
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yanitlarin olgunlagmasi ile ortaya ¢ikan Ig (immunglobulin) alt siiflarindaki doniistimiin
yetersiz olmasi, HCV infeksiyonuna sivisal yamitin IgG 3 (veya IgG 4) alt smifina
dontismeksizin IgG 1 alt sinift ile sinirh kalmasidir.

HCV infeksiyonu bagisikligi baskilanmig hastalarda sivisal yanitlar ortaya ¢ikmaksizin
iyilesebilmektedir. Bu tip hastalarda nétralize edici antikorlar ge¢ ortaya ¢ikar ve izolata
ozgiildiir. [zolata 6zgiil nétralize edici antikor yamtlarinin HCV iyilesmesiyle ne kadar iliskili
oldugu heniiz aciklik kazanmamustir.*®

Bununla birlikte kronik HCV infeksiyonu gelisen durumlarda nétralize edici antikor titreleri
artmakta ve bircok HCV genotipine karsi capraz reaksiyon vermekte fakat bu viriisleri
temizlemekte basarisiz olmaktadirlar.”’
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Sekil 8: HCV’de klinik, immunolojik ve virolojik seyir. A) Kendini sinirlayan Akut hepatitis
C; inkiibasyon fazi infeksiyonu takiben 2- 3 aydir. Cogu hastada ALT seviyesi yiikselir.
HCV’ye 6zgiil antikorlar bu donemde “enzyme immunoassay” EIA ile saptanabilir. HCV
antijenlerine cevap olarak HCV’ye 6zgiil T hiicreleri kanda tesbit edilebilir. B) Kroniklesen
Akut hepatitis C; HCV RNA seviyeleri nispeten stabildir veya 1 logjp’dan daha fazla
degismez. HCV’ye 0zgiil T hiicre reaktivitesi zamanla azalir. HCV antijenlerine cevap tesbit
edilemeyecek kadar diisiiktiir.

Kronik hepatit C’de IgG ve IgG salgilayan B hiicrelerinin siklig1 da artmistir. Bununla birlikte
bu Ig’ler ve onlari salgilayan B hiicreleri HCVye 6zgiil degildir.”
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4.5.2. T hiicre Yanitlari

Antikorlarin aksine HCV’ye 6zgiil T hiicreler infeksiyonun ortadan kaldirilmasi igin kritik
oneme sahiptir. Ozellikle HCV’ye 6zgiil CD4+ T hiicreleri basarili bir 6zgiil bagisik yanit i¢in
cok Onemlidir. Bu hiicreler hem sitokin salgilayarak hemde viriise 6zgiil B ve CD8+ T
hiicrelerini aktive ederek yanit olusturulmasinda farkli yollardan etkili isleve sahiptir.
Ozellikle iyilesen hastalarda klinik bulgularin ortaya ¢ikist ve ALT artiglar ile ayn1 zamanda
HCV’ye 6zgiil CD4+ T hiicrelerinin yogun artist ve IL-2 ve IFN-y iiretimi dikkat ¢ekicidir.
Aksine kronik infeksiyon gelisenlerde CD4+ T hiicre cevab1 yok veya ¢ok azdir. Baslangicta
yiiksek olan hiicre yanit1 tekrar eden viremi ile kayba ugramaktadir.”’-**

Akut HCV infeksiyonunda CD8+ T hiicreleri ¢ogalabilmelerine ragmen, IFN-y liretiminde
yetersiz kalmalar1 dolayis1 ile sitotoksisik aktivite bakimindan sersemlemis (stunned)
durumdadirlar. Bu sersemlemis sitotoksisite gdsteren fenotipin viral bir faktor tarafindan mi
indiiklendigi yoksa olgunlasmanin bir adimindaki bozukluk mu oldugu heniiz
bilinmemektedir.”

Infeksiyonun bu asamasindaki antiviral sagaltim CD8+ T hiicre yamitlarinda hizli bir diisiise
sebep olur. Bu da HCV’ye 6zgiil CD8+ T hiicrelerinin kisa yasam omiirlii ve antijen bagimli
efektdr hiicreler oldugunu desteklemektedir. Ote yandan HCV’ye &zgiill CD8+ T hiicre
disfonksiyonu HCV’ye 6zgiil CD4+ T hiicre yanitlar1 gelisir gelismez diizelir ve HCV titreleri
diiser.

HCV’ye 0Ozgiil T hiicre yanitlari, periferik kan ve karacigerde HCV RNA titreleri ile
izlenebilir. Bu izlemlerde IFN-y indiiksiyonunun HCV RNA titrelerindeki azalma ile paralel
gittigi bildirilmektedir. Iyilesen bireylerde yapilan proliferatif deneylerde tamimlanmis 37
HCV epitopundan 10’una karst immun yanit oldugu gosterilmesine ragmen kronik
infeksiyonu olanlarda bir epitopdan daha fazlasina kars1 6zgiil yamt saptanmamustir.”*

Spontan iyilesen HCV ile infekte bireylerde 6zgiil CD8+ T hiicre yanitlar1 ¢ok sayida epitopu
hedef alan yaygin ve kuvvetli bir nitelik gosterir. Buna karsin kroniklesen infeksiyona maruz
bireylerdeki yanitlar siklikla zayiftir ve sadece bir ya da birkag epitopu hedef alir.”>-°

Eger HCV’ye 6zgiil CD4+ T hiicre yanitlar1 yetersizse kronik infeksiyon gelismektedir. CD4+
T hiicre yanitlariin HCV infeksiyonunun kontrolii i¢in kritik oldugu ve bu yanitlar
olmaksizin HCV’ye 6zgiil CD8+ T hiicrelerinin ve nétralize edici antikorlarin gelisebildigi
fakat vireminin kontroliinde basarisiz kaldiklar1 gosterilmistir.

CD8+ T hiicreler hem sitototoksik hemde IFN-y ve TNFa gibi sitokin {iretimine aracilik eden
etkilere sahiptir. Invitro ¢alismalar IFNo/B kadar IFN-y’ninda HCV replikasyonunu inhibe
edebildigini gostermektedir.””’

4.6. KRONIK HCV INFEKSiYONU

Kronik HCV infeksiyonu HCV’ye 06zgiil T hiicrelerinin stirekli aktivasyonu, bozulmus
islevleri ve azalan miktarlartyla iliskilidir. Bu tiir hastalarin HCV titrelerinde 6nemli
oynamalar (1 logjo iizerinde) ve ALT inis cikislar1 gozlenirken spontan iyilesme cok
nadirdir.”®
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4.6.1. Siirekli antijenik uyarimla olusan fonksiyon bozuklugu

Kronik olgularda HCV’ye 6zgiil CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin biitiin efektér fonksiyonlar
bozulmus ve INF-y iiretimi azalmstir.

CD4+ T hiicrelerinin azalmig IL-2 tretimi ile CD8+ T hiicrelerinin islevsel bozuklugu
arasinda bir iligki gézlenmistir. Hepatit C infeksiyonunun kroniklesmesinden dnceki dénemde
CD3+CD56+ T hiicrelerinin IL-2 aktivasyonlu 6ldiirme yeteneklerinde azalmanin olustugu
gosterilmistir.

HCV o06zyapt (core) proteini komlemanin komponenti Clq (Bakteri ve virlislerle ilk
karsilagmalarda 6nemli)’nun reseptdrii olan, 6zellikle CD8+ T hiicre ylizeylerinde ekspresse
edilen, gClqR reseptoriine de Clq’ya benzer bir afinite ile baglanmakta ve T hiicre
uyarilmasinda 6nemli olan Lck/Akt aktivasyonunu engellemektedir. '

Islev bozuklugu goésteren 6zgiil T hiicreleri kronik antijenik stimiilasyonun bir sonucu olarak
inhibitor reseptdr PD-1’1 eksprese ederler. T hiicreleri iizerindeki PD-1’in bunun kendi ligand1
PD-1L (siniizoidal endotelyal hiicreler, Kupffer hiicreleri, stellate hiicreler ve tip I INF’a
maruz kalmig hepatositlerde eksprese edilir) ile etkilesimi efektor hiicrenin fonksiyonlarini
inhibe eder ve T hiicre apopitozunu indiikler. !

4.6.2. Regiilator T hiicre (Treg) indiiksiyonu

Treg’ler dogal veya indiiklenmis T hiicre toplulugundan kaynaklanir. Dogal CD4+ Treg’ler
temel olarak “transcription factor forkhead box P3”(FoxP3), “IL-2Ra chain”(CD25) ve
“glucocorticoid-induced TNF receptor family—related gene”(GITR) eksprese ederler. Bunlar
timusdaki normal T hiicre gelisimi sirasinda tretilirler. Oysaki indiiklenmis Treg’ler olgun T
hiicrelerinden kaynaklanir.'*

CD4+CD25+ Treg’ler HCV’ye 6zgiil T hiicre yanitlarim1 baskilayarak viral direngte rol
oynayabilir. CD4+CD25+ T hiicrelerinin baskilanmast HCV’ye 6zgil CD4+ ve CD8+ T
hiicre proliferasyonunu arttirmaktadir.'®®

Kronik HCV infeksiyonlu hastalar HCV’ye o6zgiil CD4+CD25+ Treg’lere sahiptirler ve
kronik HCV infeksiyonlu hastalarda bu hiicrelerin siklig1 iylesen hastalardan c¢ok daha
yliksektir. HCVcore proteini tarafindan Treg’lerin indiiklendigi CD4+ T hiicre yanitini
inceleyen bir ¢alismada gosterilmistir. 104,105

CD4+CD25+ Treg’ler HCV’ye 0zgiil sitotoksik T hiicrelerinin yanitlarin1 baskilamaktadir.
Buda HCV ile infekte hastalarin ¢ogunda, HCV’ye 6zgiil antikorlarin ve T hiicre yanitlarinin
indiiksiyonuna ragmen, neden direngli infeksiyona sahip oldugunu agiklayabilir.

HCV ile infekte hastalarda CD4+CD25+FoxP3+Treg ve CD+8CD25+FoxP3+Treg hiicreleri
iylesen ve saglikli kontrollerden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu hiicreler IL-
10 ve TGF-B salgilayarak HCV’ye 6zgiil CD4+ ve CD8+ T hiicrelerini inhibe ederler.'**'?’

4.6.3. IL-10 etkinligi

Kronik HCV infeksiyonunda IL-10 seviyeleri tipik olarak artmistir. IL-10, HCV’nin core
proteini aracilt TBR2 (Toll Benzeri Reseptor 2) stimiilasyonuna cevap olarak monositler
tarafindan da salinir. IL-10, IFN-a iiretimini inhibe ederken, pDC apoptozunu tesvik eder ve
efektor T hiicre yanitlarini azaltir.

IL-10 makrofajlar, DC’ler, B hiicreleri, CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin ¢esitli alt tipleri
tarafindan salinir. Ik kez Th1 hiicrelerinde sitokin sentezini inhibe eden Th2 hiicrelerinin bir
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iriinii olarak tanimlanmigtir. IL-10’un T hiicre ve NK fonksiyonlar1 lizerindeki etkileri, IL-
10’un monosit-makrofajlar iizerindeki direk etkisi araciligiyla olusturulur. IL-10 &zellikle,
MHC smif II ve yardimcit uyarict molekiil B7-1/B7-2 ekspresyonunu monosit ve
makrofajlarda inhibe eder. Proinflamatuar sitokin ve kemokinlerin ekspresyonunu sinirlar.
DC’lerde IL-10 sinyali kemokin iiretimine ve lenf nodlarina DC go¢iiniin inhibisyonuna
neden olur. Dolayistyla naif T hiicre olgunlagmasinda yanitin Thl farklilagmasina kaymasini
engelleyebilir. Bununla birlikte dogrudan CD4+ T hiicreler iizerine etki ederek IL-2, IFNy,
IL-4, IL-5 ve TNF-a lretimini de inhibe edebilir. Ayrica DC’ler tarafindan iiretilen IL-10
Treg’leri uyararak IL-10 yanitinin arttirllmasina ve Thl hiicre aktivitesinin engellenmesine
neden olabilir. IL-10 Lenf nodlarinda da T hiicre aktivasyon ve farklilagsmasini siirlayarak
dogal bagisik yamt ve edinsel Th1/Th2 yanitlarmi dogrudan etkileyebilir.'* %1%

4.7. HCV TANISI
4.7.1. Serolojik testler

-Antikor saptanmasi
EIA (enzyme immunoassay): Tarama amactyla anti HCV antikor saptanmasi
RIBA (recombinant immunoblot assay): dogrulayici anti HCV testi
-Antijen tesbiti
HCV core antijeninin saptanmasi ve kantitasyonu i¢in ELISA gelistirilmistir. Dogrulugu ve
ozgulligi iyi fakat duyarlilig: diistiktiir (20 000IU/mL).

Sekilde serolojik testlerde kullanilan HCV poliproteinine ait ¢esitli epitoplar goriilmektedir.
Kullanilan epitoplar arttik¢a duyarlilik da artmistir.

HCV Poliprotein

Testlor ‘ Core ‘m E2/NS1 Ist NS3 NS4 NS5 ‘ Duyarliik | Ozgiillik
ELISA

i EREN
- Kugah (:szz‘-’_-l.‘:m . (a.a 1‘1%2?] 931) |
- fusak [a.f’.’ﬁéﬂj [a.alii;;[-}lq?‘l) (aa,zf‘lii?ms) | ‘ w9199 ‘ 2199 ‘

SIA

3. Kugak c22p [T e s--p [ NsS >499 %99
(2.2.10-53) (2.21192-1457) | (a.2.1694-1735) (2.2.2054-2995) * *

<100p
(2.2.1920-1935)

ElA

HC-34 HC-31 7,02 %8895
2- Kugak (n,a‘l—l.i@__‘ L (2a1192:1457 ve 1676-1931) -

<cl00-3
(2.2.1569-1931)

Sekil 9: Serolojik testler i¢in kullanilan HCV antijenleri

4.7.2. Niikleik asid testleri
Kantitatif HCV RNA saptanmasi;

-Polimerize zincir tepkimesi (PZT)
-Transkripsiyon aracili gogaltma (TMA)
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-Sinyal amplifikasyon teknikleri (bDNA assay)

Kalitatif HCV RNA saptanmasi;
Saptama sinir1 en az 50 [lU/mL olmalidir.
-Polimerize zincir tepkimesi (PZT)
- Transkripsiyon aracili ¢cogaltma (TMA)

4.7.3. Genotipleme testleri

- Oligoniikleotid prob hibridizasyonu

- Dogrudan DNA dizi analizi
Genotipler arasinda Onemli derecede korunmus 5’UTR, NS5B ve core bdlgelerindeki
niikleotid farkliliklarina dayali testlerdir.

- Serolojik genotipleme:

HCV core ve NS4’deki genotip 6zgiil epitoplara kars1 olusan antikorlar: tesbit eden serolojik
metodlardir. Diisiik duyarlilik ve dzgiilliige sahiptir.'™

Anti-HCV : >
negatif

‘ pozitif ‘
Yiksek sfco Diger Diger
veya pozitiflikler pozitiflikler
RIBA (1) ve
veya HCv
HCV RINA(+H) EIMA(-)
HCV RNA —— | AniHCV .| Belirsiz
igin NAT EEYR igin '
RIBA
HCV ERINA * 1 ay sonra
+ = + . ipin NAT  |o VY8 Ll anti HCV
tekrari
A 4
Akut infeksiyon ve -
L | karaciger hastalifs igin
klinik degerlendirme
DUR

Sekil 10: HCV tam algoritmi: NAT; Niikleik asid testi, RIBA; Recombinant immunoblot

111
assay.

4.8. HCV SAGALTIMI

Kronik HCV infeksiyonunun giincel sagaltimi halen pegillenmis interferon ve ribavirin
ikilisinden olusmaktadir. interferon hem antiviral hem de hiicre i¢i yolaklar iizerine etkileri
aracilifiyla (Sekil 5) immun sistemi uyarici (naturel killer aktivasyonu, DC olgunlasmasi,
hafiza T hiicrelerinin gelisimi, T hiicre apopitozunun Onlenmesi) Ozelliklere sahiptir.

21



Ribavirin bir niikleosid analogudur. Tam etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte ileri siiriilen
mekanizmalar sekilde sunulmustur.'?

Hepatosit

IMP
IMPDH

Rlb'l\ irin
HCV RNA

R\lRp RMP

®-®

Ribavirin

Defektif HCV

Sekil 11: Ribavirin etki mekanizmast 1-HCV replikasyonunun direk inhibisyonu 2-IMPDH
enzim inhibisyonu(inosine-monophospate-dehydrogenase) 3-Immunmodiilasyon 4-defektif
virionlara yol acacak mutasyonlar

Kalici Virolojik Yanit (KVY): Sagaltim esnasinda tesbit edilebilir HCV RNA kaybi veya
sagaltim bitiminden sonraki en az 6 ay i¢in devam eden HCV RNA yoklugu olarak
tanimlanir.

Standalr%sagaltlm ile genotip 2 ve 3’de %80, genotip 1°de %40-50 civarinda basar1 oran
vardir.

4.9. HCV NS3 PROTEINININ EPITOPLARI VE PATOGENEZDEKI OLASI
ROLLERIi

631 aa’lik HCV NS3 proteini 5 bolgeden (Domain) olugsmaktadir. Amino ucundaki 2 bolge
(ilk 180 aa) NS4A kofaktori ile birlikte serin proteazi, karboksi ucundaki 3 bolge ise helikaz’1
olusturur. Proteaz kismi helikaz kismina gore daha hidrofobiktir. Bu proteinin her ikisinin de
islevsel olmasi digerinin etkinligi i¢in gereklidir. NS3 proteininin elektrostatik analizleri
proteaz ve helikazin domain 2’si arasinda pozitif yiikli bir yarik bulundugunu goéstermistir.
Bu yarikdaki aa’ler RNA’nin negatif yiiklii omurgasina proteini baglayabilmektedir.'"*

HCV poliprotein islemlenmesinin ve replikasyonunun yani sira, indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (iINOS) genlerinin aktivasyonuna ve dsDNA kiriklarina sebep olan reaktif oksijen
tiirlerinin @iretimine katkida bulundugu gésterilmistir.'"

NS3’iin transforming growth factor-a/Smad3-aracili apopitozu bloke ettigi, INF-$
indiiksiyonunu baskiladigi ve boylece direngli HCV infensiyonunun olusumuna yardim ettigi
ayrica tiimdr baskilayict p53°lin fonksiyonunu inhibe ettigide bildirilmistir. Bu yilizden NS3
proteininin  HCV’nin  c¢ogalmasi ve onkogenezde oOnemli bir roli oldugu
goriilmektedir, ''6-17-11%
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HCV NS3 proteini islemlenme ve replikasyondaki fonksiyonlarindan dolay1 sagaltim
acisindan bu proteine karsi inhibitorlerin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir hedef molekiil
olmaktadir. lylesen hastalardan izole edilen HCV’ye 6zgiil sitotoksik T lenfositlerin NS3
bélgesindeki epitoplari tanidigi gosterilmistir. '

HCV RNA genomu replikasyon sirasinda mutasyonlara ugramaktadir. Fakat bazi epitoplar
cok az mutasyon gecirmektedirler. Bunun en iyi drneklerinden biri NS3 proteazin 1073 -1081
residiilerine denk gelen epitopu cok az degiskenlige sahip ve immunodominant HLA-A2
siurlt bir CTL epitopudur. Bu korunmusluk HCV NS3 proteinin proteaz ve NTPaz/helikaz
aktivitesi i¢in 6nemlidir ve enzim bolgelerindeki mutasyonlar viriis i¢in 6limciil olabilir.'*'

Gerlach JT ve arkadaslar1 gegici veya kalict viral kontrolii saglayan hastalarda NS3’e ait
immunodominant ve yiiksek derecede korunmus olan bir dizi CD4+ T hiicre epitopu
tanimlamuslardir.'**

HCV infeksiyonundan iylesmis 22 kisiyle tiim HCV NS proteinleri ile yapilan bir ¢alismada
CD4+ T hiicreler tarafindan en siklikla taninan 6 peptidin
3 U(PAAYAAQGYKVLVLNPSVAA-aal241  -1260, TPAETTVRLRAYMNTPGLPV-
aal531-1550, ENLPYLVAYQATVCARAQAP- aa 1581-1600) HCV NS3 bolgesindedir.
fylesenlerin %50’sinden daha fazlasinda en sik tespit edilen 2 tanesi NS3(aal241 -1260) ve
NS4(aal771 -1790)’ya aittir. Bu kisilerin %30’undan fazlasi tarafindan taninan peptitlerin
4’tinden 2’si (aal531-1550), (aa 1581-1600) NS3 proteinine aittir.'>

HCV NS3 proteini gerek fonksiyonlar1 gerekse icerdigi T hiicre epitoplar1 agisindan Tam
Kan’da, PBMC’lerde veya soyutlanmis hiicrelerde HCV’ye immun yaniti degerlendirmede,
sagaltimde ve as1 gelistirme c¢alismalarinda aday bir proteindir. NS3 proteininin CD4+ ve

CD8+ T hiicre epitoplarinin bazilar1 Tablo 1 ve 2°de'** 6zetlenmistir.

GOGYRLLAPITAY S0 1020-1034

YLYTRHADYIPYRRERGDSRG  (1131-11450

LETTMRSPYFTDNSSPPYWYP  (1201-1220

PAAYAAQGYIKVLVINPSWVAA  1241-1260

GYIVLYLNPSWAAT 1248-1261 DRE171101,DRE1*1201, DRE10401 ,DRE1*1302 DRE1*1601
GYRVLYLNPEVAATLGFG 1248-1265

GYRVLYLNPSVAATLGFGAY  |1248-1267 DQB1*0301

WLYLNPSVA 1251-1258 DRE1*1101,DRE1*1201, DRE10401 DRET*1302 DRET*1E01
WLVLNP SWAS 1251-1260 DRE1*1101, DRBE1"0401, DRE1*1201, DRE1*1302, DRE1*1601
ITYSTYGKFLADGGCSGGAY  1281-1310

TOATSILGIGTYLDOAETAG 1321-1340

VIKGGRHLIFCHEKKKCD 1384-1401 DR15,DRB1*15

WIKGGRHLIFCHSHHHCD 1384-1401 HLA-DRB1*15

GRHLIFCHSK 1388-1387 DRE171501/DRBS 0501

GRHLIFCHEKR 1388-1398 DRE1™1502/DRE1™1104

VATYRGLDWSY 1415-1425 DRE1™1501

MPAETTVRLRAYMNTPG 1531-1547 HLA-DR

TPAETTWRLRAYMNTPGLPY  1531-1550

LRAYMMTR GLPY 1538-1550 DRE1™1502/DRE1*1104

RAYMNTPGLPY 1540-1550 DRE1TD701

AVMNTPGLPY 1541-1550 DRETD101/DRE1*0701

ESVFTGLTHIDAHFL 1559-1573

ENLPYLVAY QATVCARAGAR  |1581-1600

NLPYLYAYQATYCA 1585-1594 CRE10101/DRB10701

YLVAYQATVE 1585-1524 DRE1T301/DRB1™1501

YLWVAYRQATVCA 1585-1595 DRE1*1501

TAYATYCARAQAPP 1587-1601

DArWLKCLIRLKPTLH 1605-1615

PTPLLYRLGAYVQMEITLTHP 1621-1640

PYTIYIMACSADLES 1640-1655

Tablo 1: Insan CD4+ T hiicre epitoplari
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AYSLAATRGL
GLLGCITSL
QTFLATCINGYCWTY
ATCINGYCWTYYHGAGTRTI
CINGWCWTY
AGTRTIASPKGPYICM
RRRGDSRGELLSPRP
LLCPAGHAY
CPAGHAVGIFRAAVCTRGWA
HAWVGLFRAA
AYAAQGY KWL
TLGFGAYMSK
LGFGAYMSK
GAYMSKAHGY
TITTGAPYTY STY 5K
TGSPITYETY
TYSTYGKFL
CHAQDATTYL
HPMIEEWAL
GEIPFYGRAI
LIFCHSKKK
HEKKKCDEL
ATDALMTGY
ELAAKLWAL
LAAKLYALGINAWVAY
KLWALGINAY
ATDALMTCY
GFTGDFDSY
MFDSSYLCECYDAGC
WFTGLTHIDAHFLSQTKQSG
CLIRLKFTLHGFTFLLYR
LIRLKFTL

EWTLTHPITKY IMTCMSA,
TLTHPITK

1031-1039
10358-1047
1067-1081
1071-1090
1073-1081
1085-1100
1143-1157
1169-1177
1171-1190
1175-1183
1243-1252
1261-1270
1262-1270
1265-1274
1284-1295
1287-1296
1292-1300
1318-1327
1359-1367
1371-1380
1391-1399
1395-1403
1395-1403
1402-1410
1403-1417
1406-1415
1436-1444
1443-1451
15811-15825
1861-1580
1610-1627
1611-1618
1634-1651
1636-1643

A24

A

ARG

Cw™0303,Cw™ 0304
Al1

A3

Al1

A2

A2

AT2402

B35

B*3501

ATZ06

B&
B&
Al1

Tablo 2: Insan CD8+ T hiicre epitoplart

4.10. GEN KLONLAMA

Gen klonlama iglemi bir genetik bilginin tam bir esinin asekstiel tiretilmesidir. PZT ile genetik
bilginin ¢ogaltilmasini takiben gen klonlama deneyindeki temel adimlar sunlardir (Sekil 12).

1. Rekombinant DNA molekiilii olusturmak i¢in klonlanacak geni iceren DNA’nin

‘vektor’ olarak adlandirilan sirkiiler DNA molekiiliiniin i¢ine yerlestirilmesi
2. Vektoriin konak hiicre i¢ine aktarilmasi (Transfeksiyon veya transformasyon)

3. Konak hiicrede rekombinant DNA molekiiliiniin ¢ogaltilmasi (hem vektér hemde
tasidigi gen)
4. Hiicre boliindiikce rekombinant DNA molekiilii kopyalarini yeni hiicrelere aktarilmasi

i

Konak hiicrelerin biiyiik miktarlarda tiretimi (koloni veya klon)

24



Sekil 12: Rekombinant molekiiliin olusturulmasi ve konak hiicrelerle beraber ¢ogaltilmasi

PZT iirtinleri bir veya iki restriksiyon enzimi ile yapiskan ya da kiit ug¢lar olusturacak sekilde
kesilir.

Kesilmis PZT iiriinleri ve vektor uygun sartlar ve oranlarda DNA ligaz enzimi araciligiyla bir
araya getirilerek rekombinant DNA molekiilii olusturulur.

Icinde bizim istedigimiz DNA molekiilii olan vektdr konak hiicreye aktarilir ve segici bir
ortamda konak hiicrelerle beraber ¢ogaltilir.

4.10.1. Klonlama Yontemleri
1. T/A klonlama

2. Yapiskan ug olusturarak klonlama

3. Kiit ug olusturarak klonlama

T/A klonlamada restriksiyon endoniikleaz enzimlerine gerek yoktur. Bu klonlama 3'-A
uzantisina sahip cift iplikli PZT {riinleri olusturan ve 3'-5' ekzoniikleaz aktivitesine sahip
olmayan DNA polimeraz kullanilarak gerceklestirilebilir. Yapiskan u¢ ve kiit u¢ klonlamalar
sirasinda 6zgiil DNA dizilerini tantyan restriksiyon enzimleri kullanilir.

4.10.2. Restriksiyon enzimlerinin (RE) secimi

Restriksiyon enzimleri; metilaz aktiviteleri, alt {inite yapilari, kesim 6zgiilliikleri ve
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kofaktor ihtiyaclara gore; tip I, tipll, tip III ve homing endoniikleazlar olarak incelenirler,
klonlama i¢in en az bir restriksiyon enzimine ihtiya¢ vardir.

a- Tip I enzimler:

Hem metilasyon hemde modifikasyon yapan enzimlerdir. Bu enzimler aktiviteleri i¢in 5-
adenozilmetionin, ATP ve Mg a gereksinim duyarlar. Hedef dizideki adenin rezidiilerini
metilasyona ugratirlar ve kesimleri rastgele olmaktadir. Kesim olayinda belirleyici faktor
enzimin metilasyon aktivitesidir.

b- Tip Il enzimler:
Tam hedef niikleotidden kesim yapma 6zellikleri nedeni ile klonlama ve molekiiler biyoloji
aragtirmalart i¢in ideal enzimlerdir. Tip II RE Mg+ iyonlarinin varliginda cift iplikli DNA
tizerindeki palindromik dizileri taniyan ve bu diziyi i¢indeki 6zel bir boélgeden kesen
enzimlerdir. Tip IT RE’ler kesim sonucunda DNA’da olusturduklart u¢larin motiflerine gore
iki alt gruba ayrilmaktadir.

Yapiskan uc (sticky end): Bu enzimlerin olusturdugu uclarin ligasyon etkinlikleri yiiksektir.
Bu nedenle klonlama ¢aligmalarinda tercih edilmektedirler.

EcoRI kesimi
GAATTC
CTTAAG

Bu kesim neticesinde olusan parcalar;

5’-NNNNNNNG AATTCNNNN-3’
3’-NNNNNNNCTTAA GNNNN-5’
Kiit u¢ (blunt end):

Bu tiir uclarin ligasyon etkinlikleri distiktiir. Bu tiir uclar genellikle klonlama ¢alismalarinda
onerilmemektedir. Ancak, bunlar 6zellikle DNA pargalarinin ucuna bir ya da birden fazla RE
tanima bdlgesi baglamak i¢in kullanilmaktadirlar

Hae III kesimi
GGCC
CCGG

Bu kesim neticesinde olusan pargalar ;

5’-NNNNNNNGG CCNNNN-3’
3’-NNNNNNNCC GGNNNN-5’

Gerek yapiskan ug gerekse kiit u¢ olusturan RE’lerinden bazilart DNA {izerinde ayn1 dizileri
tantyabilmektedirler.

c-Tip III enzimler:
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Tip I’ler gibi bunlar da metilasyon ve modifikasyon yapabilen ¢ok fonksiyonlu enzimlerdir ve
ATP’ye bagh kesim gerceklestirmektedirler. Bu enzimler DNA’ya tanima bdlgelerinden
baglanmalarina ragmen kesimi farkli bolgeden ve rastgele yapmaktadir. Kesim tanima
bolgesine yakin bir konumda gergeklestirilmektedir. Bu nedenle tip III enzimler klonlamada
kullanilmamaktadir.

d-Homing endoniikleazlar:

Diger restriksiyon enzimlere kiyasla iyi derecede korunmus ve benzerlik gdsteren protein
yapilarima (LAGLIDADG, GIY-YIG, H-N-H, Ile-Cys) sahip, uzun (12-40 baz c¢ifti) ve
asimetrik bolgeleri tantyip kesen, aktivitesi i¢in protein ve RNA’ya ihtiya¢ duyan enzim
grubudur. Tiim biyolojik sistemlerde (bakteri, 6karyot, alg) bulunmaktadirlar.

Restriksiyon enzimlerinin star aktivitesi:

Restriksiyon endoniikleazlarin en dikkate deger 6zelliklerinden biri, bu enzimlerin optimal
sartlarda 6zgiil DNA’y1 en yakin dizilimden ayirt edebilme basarilarinin, optimal olmayan
sartlarda oldukca degismesidir. Ornegin, ECORI enziminin tanima bélgesi (5’-GAATTC-
3°)’ne baglanma orani en yakin tanima bolgesi (5’-TAATTC) ne kiyasla 10°kat daha fazladir.
Ancak, enzim i¢in optimal olmayan sartlar altinda oran olduk¢a degismekte ve pek ¢cok enzim
icin bu durum sz konusu olmaktadir. Benzer bolgeleri kesme islemine, bir enzimin star
aktivitesi denilmektedir. Bu durum molekiiler biyoloji c¢alismalarinda oldukca Onemli
olmaktadir. Bu nedenle kullanilan enzimlerin star aktiviteye sahip olup olmadiklari
bilinmelidir.

enzimler kullanilmamalidir.

Cogaltilacak gen bolgesi i¢in kullanilacak primerlerin uglarinda restriksiyon enzimlerinin
tanima dizileri bulunmalidir. Hem klonlama vektorii hem de klonlanacak gene ait
PZT {irtinleri retriksiyon enzimleriyle, uygun sartlarda kesilirler.

Uriinler ~ jel  ekstraksiyonu veya DNA’y1r  baglayan  kolonlar  kullanilarak
saflagtirtlabilir. 12127123

4.10.3. DNA ligasyonu

Rekombinant DNA molekiiliintin olusumundaki son adim kesilmis vektor ve kopyalanacak
DNA’nin uygun sartlarda bir araya getirilmesidir. Sonrasinda ligaz enzimi niikleotidler
arasinda fosfodiester baglari (¢ift iplikli DNA nin 5’ ucunda yer alan fosfat grubunun ATP ile
3’-OH grubuna baglamasi) kurarak agik uglar1 kapatir. Yapiskan uclar ligasyon etkinligini
arttirmaktadir.

Baglamadaki sorunlardan biri vektoriin yabanct DNA’ya baglanmasi yerine kendi uglarinin
birlesip halka seklini kazanmasidir, bunu engellemek i¢in yapilan uygulamalardan biri,
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vektorin 5" uglarindaki fosfat gruplarinin yok edilerek fosfodiester bag olusumunu
Oonlemektir.

4.10.4. Transformasyon

Rekombinant DNA molekiiliinii i¢ine alabilmesi i¢in uygun hale getirilmis konak hiicrelere
(Kompetan hiicre) ligasyon {irliniiniin aktarilmasidir. Hiicrelerin kompetan hale getirilmesi
icin temel olarak 2 yontem vardir. Elektroporasyon (diisiik voltajli elektrik akimi) ve CaCls.
Ligasyon iiriinii ve kompetan hiicreler uygun sartlarda inkiibe edilir.

4.10.5. Kolonilerin se¢cimi

Ligasyon {irliniiniin aktarildigi konak hiicrelerinin se¢ilimi i¢in bu hiicreler uygun besiyeri ve
inkiibasyon sartlarinda tutulur. Cogu plazmid klonlama vektorii konak hiicreye antibiyotik
direnci veren en az bir gen tagimaktadir. Bu antibiyotikleri igeren sec¢ici ortamlar da inkiibe
edilirler fakat bu konak hiicreler zamanla antibiyotik etkisini 6nleyen enzimler salgilayabilir.
Bu yiizden transformasyonu takiben secici ortama alinmalidirlar.

4.10.6. Rekombinant genin klonlandig: hiicrelerin saptanmasi

Uretilen konak hiicrelerde rekombinant plazmidi igermeyen hiicreler olabilir. Bunlar1 tesbit
etmenin gesitli sekilleri vardir. Birincisi, bazi plazmidler beta-galaktozidaz (lac Z) geni igerir.
Eger araya sokulmasi istenen DNA (insert) bu plazmid i¢ine dogru sekilde girmisse gen
inaktive olmaktadir. X-gal ve IPTG iceren besiyerinde insert igeren plazmidler beyaz
koloniler olustururken, ligasyon basamaginda hedef insert igermeyen plazmidleri igeren
bakteriler mavi koloniler olusturmaktadir.

Ikincisi, insert’iin varlig1 kolonilerde ekstraksiyon yapildiktan sonra PZT yontemiyle uygun
biiytikliikteki bandin goriintiilenmesidir.

4.10.7. Ekspresyon vektorleri

Bu vektorler klonlanacak genin yerlesebilecegi ve icinde pek ¢ok restriksiyon enzimi igin
tanima dizileri bulunan klonlama bdlgeleri igerirler. Bu bolgeler ‘lac Z’ gibi ¢esitli promotor
genlerin kontrolii altindadir. Sekilde cesitli ekspresyon vektorleri ve 6zellikleri sunulmustur.

Konakg:

Avantajlan

Dezavantajlan

Bakteriler (E.coli)

*¥iiksek verim

“Basit ve ucuz gogalma

‘iyi mekan/zaman verimi

*Kapsamh bilinen organizma, basit

k ve yo

*Cok sayida transkripsiyon ve translasyon
diizeyinde kontrol elemanlan bilinmekte

*Okaryotik hiicrelerde olan
posttranslasyonel modifikasyon ve
sekresyon mekanizmalanna sahip
degil

“Ekspresyon rinleri inclusion
cisimleri ach verilen giig ¢oziiniir
formda

Bicek Hiicreler (Baculoviris
sistem)

*Yiiksek karyotik hiicrelerin birgok
posttranslasyonel modifikasyonlan, protein
proses ve sekresyon mekanizmalan
*Yiksek verim mumkun

*Protein gogunlukla ¢dziiniir formda
*Baculoviriisler insanlar igin enfeksiydz degil
*Biiyiik proteinlerin ekspresyonu igin de
uygun sistem

*Bécek hiicrelerinin gozalmas:
bakterilerden daha masrafh ve gok
zaman ahc

"Rekombinant baculovirislerin gikis
gozeltilerinin kazamlmas: igin daha
uzun yontemler gerekli

*Memeli hiicrelerinden farkh baz
posttranslasyonel glikozilasyon

Mayalar

*Organizma iyi taminiyor, gogalma ve islem
aynntih tammlanmsg

*Yiiksek Skaryotik hiicrelerin birgok
posttranslasyonel modifikasyonlan, protein
proses ve sekresyon mekanizmalan

*Memeli hiicrelerinden farkh baz
posttranslayonel glikozilasyon
*Bakterilerden daha diizlik verim

Memeli hiicreleri

“Yiiksek dkaryotik hiicrelerin biitiin
posttranslasyonel modifikasyonlan, protein
proses ve sekresyon mekanizmalan

*Nisbeten zaman gerektiren ve pahah
gogaltma
*K&ti zaman/mekan verimi

Tablo 3: ekspresyon vektorlerinin birbirlerine gore avantaj ve dezavantajlari.
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Ekspresyon vektorlerinde promotor ilizerinde bulunan represér (baskilayici) protein RNA
polimerazin mRNA sentezini baslatmasini engeller. Indiiksiyon sonrasi represoriin baskisi
kalkarak sentez baslatilir.'*®

En ik kullamlan promotorler

Promotor Indiiksiyon Sorunlar

lac IPTG, 11 Diger sistemlere gore zayif ekspresyon
tp Triptotan Zayif ekspresyon

tac IPTG, 131 Zay1if ekspresyon

ApL Is1 Diiguk 1salarda mdiksivon olmayabili
7 IPTG, 111 Zavit ekspresvon

Ara L-Arabinoz Az sayida vektorde var

Tablo 4: En sik kullanilan promotérlerden bazilarimin zellikleri'?

Ekspresyon vektorleri afinite kromatografileri ile saflastirilabilmelerini saglayan peptit (6
histidin) veya protein (DHFR) kodlayan DNA dizileri de bulundurabilirler.

4.10.8. Protein ekspresyonu

Vektor IPTG, triptofan, L-Arabinoz gibi maddelerle uyarilabilen bir operatdr gen
icermektedir. Bu uyarilmanin zamanlamasi proteinin elde edilmesini ve miktarin1 belirler.
Konagin logaritmik faza hangi OD’de ulastii, uyaricinin miktar1 ve siiresi, sicaklik
optimizasyon siirecinde en iyi iiriinii alabilmek i¢in ayarlanmasi gereken faktorlerdir.

4.10.9. Protein izolasyonu ve ekspresyonunun gosterilmesi

Hiicre igerisinde bulunan proteinler 6nce hiicrenin disina ¢ikarilmalidirlar. Bu genellikle
tampon 0Ozelligi tasiyan bir sivi aracilifiyla olur. Proteinleri hiicre igerisinde tutan hiicre
zarmin parcalanmasindan sonra ortaya g¢ikan protein ve niikleik asit ¢ozeltisine hiicreden
arindirilmis lizat ad1 verilir.

Proteinler dogal veya denatiire edici sartlarda saflastirilabilir. Bunu proteinin ¢oziiniirligi,
hiicre i¢i yerlesimi, biyolojik aktivitesi gibi sartlar belirler. Inkliizyon cisimleri ig¢inde
yogunlasan proteinlerin elde edilmesi i¢in denatiire edici sartlar kullanilir.

Protein varliginin dogrulanmasi i¢in ¢esitli yontemler vardir;

1) Sodyum dodesil siilfat- poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) sonrasinda coomasie
blue ile boyama.

2) SDS-PAGE sonrasinda western blotlama: Islak (wet) ve yar1 kuru (semi-dry) olmak iizere
iki sekilde uygulanabilir. Daha sonra sirasiyla nitroseliloz membrana aktarma, bloklama,
proteine 0zgiil enzim isaretli Ab’la karsilagma ve 1s1ma veren substrat eklenmesi sonrasi
fotograf filmi ile saptama gerceklestirilir.
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3) Direk koloni kopyalama: Transformasyon sonrasi segici ortamda iireyen kolonilerin {izerini
kaplayacak sekilde nitroseliiloz membran kapatilir ve daha sonra kaldirilarak IPTG’1i segici
besiyerine aktarilir. Ekspresyon arastirmasi bu membran tizerinden ¢alisilir.

4) Dot bloting: burada hiicre lizat1 ve rekombinant protein nitroseliiloz membrana damlatilip
daha sonraki membran asamalar1 western blot’a benzer sekilde uygulanir.

Proteinin varligini gosterebilmek icin uyarilma Oncesi ve sonrasi durum kiyaslanmalidir.
Bunun i¢in SDS-PAGE ile dogru biiyiikliikteki bant varlig1 arastirilir. Daha sonra Western
blotlama ydntemi ile jeldeki proteinler bir membrana aktarilarak saptanir.

4.10.10. SDS-PAGE

Genellikle glisin veya trisin SDS-PAGE sistemleri kullanilmaktadir. Aralarindaki fark
tamponlarin i¢indeki Trisin ya da Glisin varligidir. Basarili bir elektroforez yapilabilmesi igin
analizi yapilacak ornegin onunla reaksiyon vermeyen bir ortama ihtiyaci vardir. Bunun i¢in
poliakrilamid kullanilir. Poliakrilamid yapabilmek icin akrilamid, N,N’-metilen-bis akrilamid,
tetrametilendiamin (TEMED) ve amonyum persiilfata ihtiyag vardir. Ammonyum persiilfat
suda ¢ozildigiinde serbest radikal iyonlar olusturur (S,0s% ----2SO4 ). Eger bu radikal
iyonlar1 akrilamid ile biraraya getirilirse serbest radikal akrilamid molekiilii {izerine tasinir.
Aktive edilmis bu akrilamid molekiilii ¢evresindeki diger akrilamid molekiilleri ile etkileserek
uzunca bir polimer olusturur. Bu polimerlerin olusturdugu ¢6zelti her ne kadar yogun olsa da
jeli olusturmaz. Jel olusumu bu polimer parcalarinin ¢apraz baglanmasini gerektirir. Bu iglem
N,N’-metilen-bis akrilamid tarafindan saglanir. Polimerizasyonu bis akrilamid esliginde
yapmak net bir poliakrilamid ag1 olusumuna neden olur. TEMED (Tetrametiletilendiamin),
amonyum persiilfatin serbest siilfat radikallerine ayrismasin saglar (S208* + ¢"— (TEMED)
— S04 + SO«). Bu amagla ortama TEMED ve taze hazirlanmis amonyumpersiilfat da
eklenmektedir.

Birbirlerine siki bir sekilde baglanmis protein molekiillerini eger protein ¢dzeltisi bir 6n
islemden gecirilmemisse jel ilizerinde ayirmak miimkiin degildir. Bu yiizden protein
karigimlar1 sodyum dodesil siilfatin varliginda jel iizerinde hareket ettirilirler. Sodyum dodesil
stilfat (SDS) proteinlerin hidrofobik bdlgelerini baglayarak denatiire eder. SDS ayrica
denatiire olmus proteinleri yiiksek miktarda negatif yiikle yiikler. Bu yiik normalde proteinler
izerinde bulunan yiikleri maskeler ve proteinler jel iizerinde yiiklerine gore degil molekiil
agirhiklarina gore ayrilirlar. '

4.10.11. Proteinlerin saflastirilmasi

Proteinlerin uygun sekilde elde edilebilmesi i¢in ekspresyon ve kiiltlir sartlarinin etkinligi
kadar protein saflastirma islemlerindeki asamalarin sartlar1 da onemlidir. Kiiltiir miktari,
dogal veya denatiire sartlar altinda calisilmasi, inkliizyon cisimciklerinin olusumu gibi
agsamalar bunlar arasindadir.

Ni-NTA afinite kromatografi teknigi kullanilarak 6-histidinli u¢ tasiyan rekombinant
proteinlerle dogal veya denatiire sartlar altinda calisilabilir. Inkiliizyon cisimciklerindeki
bir¢ok protein deterjanlar, denatiire edici ajanlar (8M iire, 6M GuHCI gibi), diyaliz, 1s1, pH
gibi gibi parametreler kullanilarak ¢oziiniir hale getirilebilirler. Ni-NTA afinite kromatografi
tekniginde rekombinant proteine bagli 6-histidin molekiiliinden ikisi nikel-nitrilotriasetik asit
molekiilleriyle kapli kati faza tutunurlar (Sekil 13). Histidin molekiillerinin fazlaligi hem
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afiniteyi artirmakta hemde protein molekiilinde olabilecek sayica daha az olan histidin
molekiilleriyle yarisarak kontaminant protein baglanmasini 6nlemektedir.

Yiiksek pH’da baglanan rekombinant protein, yikama ve eliisyon adimlarina dogru pH’s1
giderek diisiiriilen tamponlarla, protein matriksi birakarak eliie olur.

Kontaminant proteinlerin baglanmasini engellemek i¢in gerekirse belirli miktarlarda imidazol
tamponlara ilave edilebilir. Histidin analogu olan bu molekiil sondaki yikama adimlar1 ile
kolayca uzaklastirilabilir.
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Sekil 13: Kat1 faz, Ni-NTA ve Histidin molekiillerinin etkilesimi

Saflastirma islemi sonunda eliiatta kalan bakteriyel endotoksin diizeyi bazal sitokin sentezini
arttiracak seviyenin altinda olmalidir (< 3 EU endotoksin / 1 ug protein yani < 300 pg
endotoksin / 1 pg protein). Protein preparatinin i¢indeki endotoksin diizeyini 6l¢mek amaciyla
cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerden birisinde; LPS varliginda uyarilarak
alkalen fosfataz sentezleyen hiicre hatti (TLR4 ve koreseptorleri olan MD2 ve CD14 genleri
ile NF-xB promotdr kontroliindeki alkalen fosfataz geni ile transfekte edilmis HEK293
hiicreleri) kullanilmaktadir. Diger bir yontemde ise bir amip tiirii olan “Limulus polyhemus of
horseshoe crab” o6ziiti kullanilir. Limulus polyhemus’un 6ziiti ortama endotoksin
eklendiginde pthtilasmaktadir.'*''*?
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5.GEREC VE YONTEMLER

5.1. GEREC

5.1.1. Calisma grubu ve Etik Kurul Onay1

Calisma grubuna yas gruplart oldugunca birbirine yakin, anti-HCV, anti-HIV, HBsAg negatif
olan saglikl1 4 erkek ve 3 kadin alinmistir. Calisma grubuna katilan erkeklerin yas ortalamasi
35 (28-42), kadinlarin ise 37,6 (35-40) dir.

Etik kurul onay:

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurulunun 17 Subat 2009 tarih ve 3322 sayili
onay1 ile ¢aligmanin uygulanmasinda etik agidan bir sakinca olmadig belirlendi.

5.1.2. Ayiraglar ve Malzemeler

Cozeltilerin  hazirlanmasinda 18.2MQ  ddH,O ve besiyerlerinde dH,O kullanild1.
Otoklavlamalar 121° C 1 Atm basing altinda, 15 dakika siireyle yapildi.

0,SM Na; EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) stok soliisyonu
Na,EDTA (Sigma E5134) 18,6 g
Distile su ile 80 ml’ye tamamland.

EDTA pH=8’de erir. pH’1 ayarlamak i¢in 100 mM’lik NaOH kullanildi. Daha sonra 100ml’ye
tamamlandi ve otoklavlandi.

Oda sicakliginda saklandi.

Tris-EDTA (TE 1X) pH=8

Tris-HCL (Sigma T5941) 1,576 g
0,5M Na,EDTA 2 ml
Bi-distile su ile1000 ml’ye tamamlanda.

Otoklavlandi, oda sicakliginda saklandi.

Tris-Borik asit-EDTA (TBE 5X)

Trizma base (Sigma T1503) 5S4 ¢

Borik asit (Sigma B6768) 275¢g
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0,5M Na,EDTA 20 ml

Distile su ile1000 ml’ye tamamlandi.

Otoklavlandi, oda sicakliginda saklandi.

50x Tris Asetik EDTA- 1000ml

Tris (Sigma T8524) 0,2 M (242gr)
0,5M Na,EDTA, pH 8.0 100ml
Asetik asid (Merck 100056) 57,1ml

Distile su ile son hacim 1000ml’ye tamamlandi ve oda 1sisinda saklandi.

Etidyum bromit soliisyonu (10 mg/ml)
Etidyum bromit (Sigma E8751) lg
Distile su 100 ml

Isiktan korumak icin aliminyum folyo ile kaplandi, oda sicakliginda saklandi

Magnezyum siilfat ¢cozeltisi (1M)
MgS04-H20 (Applichem A1811,0500) 12,04 g
Distile su 100 ml

Oda sicakliginda saklandi.

Magnezyum klorit ¢ozeltisi (1M)
MgCl2-6H20 (Applichem A4425,1000) 2033 g
Distile su 100 ml

Oda sicakliginda saklandi.

Potasyum klorit ¢ozeltisi (1M)

KCI (Scharlau PO0200) 3,728¢
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Distile su 50 ml

Oda sicakliginda saklandi.

Glikoz cozeltisi (1M)

D-Glikoz Monohidrat (Merck 108337) 9,90¢g
Distile su 50 ml
+4 °C’de saklandi.

Agaroz (Sigma A9539) Oda sicakliginda saklandi.

Ampisilin stok soliisyonu (100 mg / ml)
Ampisilin (Applichem A0839,0010) lg

Distile su ile 10 ml’ye tamamlandi1 ve 0,22um’lik filtre ile sterileze edilip 0,5ml’lik alikotlar
halinde -20°C’da sakland.

Kanamisin stok soliisyonu (50 mg / ml)
Kanamisin (Applichem A1493,0025) 0,5¢g

Distile su ile10 ml’ye tamamlandi ve 0,22um’lik filtre ile sterileze edilip 0,5ml’lik alikotlar
halinde -20°C’da sakland.

Ampisilinli (100 pg/ml) ve Kanamisinli (25 pg/ml ) LB agar hazirlanisi
20g LB agar distile su ile 500ml’ye tamamlandi, otoklavlandi.
100 mg/ml’lik ampisilin stok soliisyonundan 500ul’si ve 50 mg/ml’lik kanamisin stok

sollisyonundan 250 pul’si 50-55°C’ye kadar sogutulan LB agar icerisine eklenerek karigtirildu.

LB Agar plaklara dokiilerek +4 derecede saklandi.

Ampisilinli (100 pg/ml) ve Kanamisinli (25 pg/ml ) LB broth hazirlanisi
10g LB broth distile su ile 500ml’ye tamamlandi, otoklavlandi.

100 mg/ml’lik ampisilin stok soliisyonundan 500ul’si ve 50 mg/ml’lik kanamisin stok
sollisyonundan 250 pul’si LB broth igerisine eklendi.
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+4 °C’da saklandh.

Luria-Bertani (LB) agar (Applichem A0927,9010) Oda sicakliginda saklanda.

LB Broth (Sigma L3022) Oda sicakliginda saklandi.

SOB besiyeri

Tripton(LAB M) 20¢g
Maya Oziitii (Acumedia) 5g
NaCl ( Applichem A2942,0500) 05¢g

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

Otoklavlandi.
Daha sonra igerisine
0,22um’lik filtre ile filtre edilen 1M MgCl2 ¢ozeltisinden 10 ml

0,22um’lik filtre ile filtre edilen 1M MgSOa4 ¢6zeltisinden 10 ml eklendi ve +4°C’de saklandi.

SOC besiyeri
Filtre edilmis 2M’lik Glikoz stok ¢ozeltisi 1 ml
SOB besiyeri 99 ml

SOC besiyeri taze hazirlanarak kullanilir.

Isopropanol (Applichem A3928, 0500PE) Oda sicakliginda sakland.

IPTG (isopropyl-p-D-thiogalactoside) stok ¢ozeltisi (100 mM)
IPTG (Applichem A1008,0001) 0,238 g
Distile su 10 mI’ye tamamlandi ve 0.22um’lik filtre ile steril edildi.

10 adet ependorfa, 1’er ml dagitilarak -20 °C’de saklanda.
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TFB1-500ml

MgCI2x6H20(Ridel-de Haén 13152) 0.1M (10.165g)
MnCI12x4H20(Applichem A2087) 0.05M (4.94¢)
KOAsetat(Sigma P 1190) 0.03M (1.47g)
CaCI2x2H20(Merck 102381) 0.01M (0.74g)
Gliserol (Saf) (J.T.Baker M77809) %15 (v/v) (75mL)

Asetik asid ile pH5.8’¢ ayarlandi (Gliserol pH ayarlandiktan sonra eklendi) ve distile su

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

TFB2-500ml

MgCI2x6H20(Ridel-de Haén 13152) 0.01M (1.02g)
CaCl2x2H20(Merck 102381) 0.1M (7.351g)
MOPS(Sigma M 1254) 0.01M (1.05g)
Gliserol (Saf) (J.T.Baker M77809) %15 (v/v) (75mL)

KOH ile pH6.8’¢e ayarland1 (Gliserol pH ayarlandiktan sonra eklendi) ve distile su ile

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

10xSDS-PAGE Yiiriitme Tamponu — 1000mL

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

Distile su ile son hacim 1000mL’ye tamamland1 ve oda 1sisinda saklandi.

5xSDS-PAGE Protein Yiikleme Tamponu — 100mL

1M Tris-Cl, pH6.8 0.225M (0.225mL)
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Gliserol (Saf) (J.T.Baker M77809) %350 (v/v) (50mL)

Sodyum dodesil siilfat(Sigma L 4390) %5 (W/v) (5g)
Bromfenol mavisi(Sigma B 5525) %0.05 (w/v) (50mg)
DTT(Applichem A2948) 0.1M (3.85g)

Distile su ile son hacim 100mL’ye tamamlandi ve -20°C’da 0.5mL’lik alikotlar halinde
saklandi.

DTT (Applichem A2948)

Yar1-Kuru Transfer Tamponu — 500mL

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

Distile su ile son hacim 500mL’ye tamamlandi ve oda 1sisinda saklandi.

10xTris Tamponlu Tuzlu Su (TTS) — 500mL
Tris(Sigma T 8524) 0.1M (6.057)g
NaCl(Merck 106400) 1.5M (43.83)g

HCI ile pH7.4’e ayarland1 ve distile su ile son hacim 500mL’ye tamamlanip, oda 1sisinda
saklandi.

TTS-Tween 20 (TTST) — 500mL
10x TTS 50mL
Tween20 (Applichem A1389) 2.5mL

Distile su ile son hacim 500mL’ye tamamlandi.

%3’liik Sig1ir Serum Albumini (SSA) bloklama tamponu — S0mL
SSA (Applichem A1391) 1.5g

TTST ile son hacim 50mL’ye tamamlandi.
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SDS-PAGE jeli isopropanol fiksasyon cozeltisi

Isopropanol 25% (V/V)
Asetik asit 10% (v/v)
H,O 65%

Oda 1s1sinda saklandi.

SDS-PAGE jeli hizli Coomassie blue boyama ¢ozeltisi

Asetik asit 10% (v/v)
Coomassie brilliant blue G-250 (Bio-Rad)  0.006% (w/v)

H,O 90%

Oda 1s1sinda saklandi.

SDS-PAGE jeli Coomassie blue boyasindan arindirma cozeltisi

Asetik asit 10% (v/v)

Diyaliz Membram (Chemicon Tube-O-Dialyzer 2047) +4 °C’de saklandi.

Akrilamit, bis-akrilamit tamponu (AB-3)
Akrilamit (Applichem A3812, 0500) 290¢g
Bis-Akrilamit (Applichem A3636, 0100) lg

Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi 4 °C’de saklandi.

Ilzll:gl (Applichem A2942,1000) 8.03 ¢
KCI (Applichem A2939,1000) 020 g
Na,HPO. (Applichem A2943,1000) 142 ¢
KH.PO,(Applichem A2946,1000) 025¢g

Distile su ile 10000 ml’ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.
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Ni-NTA kolon kromatografisinde kullanilan tamponlar;

Tampon B (pH=8,0)

Tris (Applichem A2264, 0500) 0,121 ¢g
NaH.PO, (Applichem A2944,1000) 1,56 g
Ure (Applichem A1049,1000) 48,05 g
Non idet P-40 (Applichem A1694,0250) 0,5 ml
imidazol (Applichem A1378,0050) 0,068¢

Distile su 100 ml’ye tamamlandi ve 10M NaOH ile pH8.0’e ayarlandi.

Oda sicakliginda sakland.

Tampon C (pH=6,3)

Tris (Applichem A2264, 0500) 0,121 g
NaH,PO. (Applichem A2944,1000) 1,56 g

Ure (Applichem A1049,1000) 48,05 g

Distile su 100 ml’ye tamamlandi ve HCl ile pH 6.3’¢ ayarlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Tampon D (pH=8,0)
Tris (Applichem A2264, 0500) 0,121 g

Distile su 100 ml’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Tampon R (pH=8,0)

Tris (Applichem A2264, 0500) 0,121 ¢g
2-propanol (Applichem A3465, 1000) 60 ml
Distile su 40 ml

Oda sicakliginda sakland.
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Tampon E (pH=4.,5)

Tris (Applichem A2264, 0500) 0,121 ¢g
NaH.PO, (Applichem A2944,1000) 1,56 g
Ure (Applichem A1049,1000) 48,05 ¢

Distile su 100 ml’ye tamamlandi ve HCl ile pH 6.3’e ayarlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Taq Polimeraz (Su/pL) (Fermentas #EP0406)
BamHI (10u/pL) (Fermentas #ER0051)
HindIII (10u/pL) (Fermentas #ER0501)
Riboniikleaz inhibitorii (20-50u/pL) (Applichem A3934)
RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas #EP0441)
RGS-His Antibody (Qiagen 34610)
Sheep Anti-Mouse (IgG) Horse Radish Peroxidase (Chemicon AP300P)

E-Toxate kit (ET0200)

(Sigma —Aldrich)

Fitohemaglutinin (Biochrom ag M 5030)
-20 °C’de saklandi.
Insan IL-10 ELISA Kkiti (invitrogen Immunoassay Kit KHCO0101)

Insan IL-4 ELISA Kiti
Insan IFN-y ELISA Kiti

INNO-LIA™* HCV Score Kit

Protein konsantrasyonu saptama Kiti:

a) Bicinchoninic asit soliisyonu
Oda sicakliginda sakland.

b) Bakar (II) siilfat soliisyonu
Oda sicakliginda saklandi.

¢) Protein standart soliisyonlari
+4 °C’de saklandu.

(invitrogen Immunoassay Kit KHC0042)
(invitrogen Immunoassay Kit KHC4022)

(INNOGENETICS N.V.)

(Sigma B9643)

(Sigma C2284)

(Sigma 0914-SAMP)

40



Bakteri suslar1 ve ekspresyon vektorleri:

M15 E.coli susu hem klonlama hem de ekspresyon igin konak hiicre olarak kullanildi.

pQE30 ekspresyon vektdrii JM109 E. coli susu igerisinde ¢ogaltildi.
Sus Genotip

JM109 E. coli F' traD36 laclq (lacZ)M15 proA+B+/e14 (McrA ) (lac-proAB) thi
gyrA96 (Nalr) endAl hsdR17 (rc mc+) relAl supE44 recAl (Promega)

M15 E. coli Nals Strs Rifs lac ara gal mtl F recA+ uvr+lon+(Qiagen)

Vektor
pQE30 (Qiagen)

pREP4 (Qiagen)

Distile su cihaz::

Simsek Laborteknik SS200

Jel goriintilleme cihaz:

VILBER LOURMAT 0519563

Santrifiij cihaz:

Heraeus Labofuge 400R

Kromatografi kolonu:

Polypropylene columns Qiagen 34964
Kromatografi matriksi:

Ni-NTA Agarose Qiagen 30250
Elektro-blotlama cihaz::

Elektro-blotter Sigma Semi-dry blotter Z340502
Dikey jel elektroforez cihazi:

Bio-Rad mini protean vertical jel elctrophoresis system
Yatay jel elektroforez cihaz::

Thermo Minicell Submarine Gel System EC320
Etiiv:

Heraeus 63450
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PCR Is1 Dongii Cihaz::

Techne TC-412

Sonikasyon cihazi:

Sonics Vibra-cell VC 100

Vorteks cihaz:

IKA NC 28405

Calkalayici:

Labnet S 1000-A-220

ELISA plak yikayici:

ASYS Atlantis G021101

ELISA plak okuyucu:

ORGANON TEKNIKA Microwell System OT 2305
Spektrofotometre:

Thermo Multiscan Spectrum 1500-457
Analizor:

AutoLipa Innogenetics



5.2. YONTEM

5.2.1. Hepatit C virusuna ait klonlanacak DNA’nin eldesi

5.2.1.1. Calismada kalip RNA olarak Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvari’ndan tanisal aragtirma amaciyla elde edilmis HCV genotipi 1 tasidigi bilinen
60209418 UIN numarali hasta 6rneginden izole edilen total RNA kullanildi.

5.2.1.2. “Nested” PZT igin iki ¢ift onciil belirlendi. Onciillerin hangi bélgelerin arasin
cogaltacagini belirlemek amaciyla HCV veri bankasina (http://hcv.lanl.gov) kayitli tim
genotiplerin niikleotit dizileri indirildi ve BioEdit 7.0.9 siiriimii ile hizalandi. Dis ileri onciil
olarak yapisal olmayan NS2 proteini igerisinde bulunan ve tiim genotipler igerisinde
korunmus olan bir bolge ve dis geri Onciil olarak yapisal olmayan NS4B proteini igerisinde
bulunan ve yine tiim genotipler icerisinde korunmus olan bir bolge secildi. I¢ dnciiller olarak
yapisal olmayan NS3 proteininin 1. ve 1893.cii niikleotitleri arasinda kalan bolgeyi ¢ogaltmak
iizere onciiller tasarland. I¢ ileri dnciiliin 5° ucuna sirast ile kesim etkinligini arttirmak icin ii¢
adet niikleotid ve heen ardindan BamHI kesim bolgesi eklendi. i¢ geri dnciiliine ise HindIII
kesim bolgesi ve bu kesim bolgesi ile NS3 proteininin 1893. niikleotiti arasina bir timin
eklendi. Bu sekilde TAA dur kodonu olustu. Ayrica HindIII restriksiyon enzimin kesim
etkinligini arttirmak i¢in 3’ ucuna ii¢ adet niikleotit eklendi. Niikleotit farkliliklar1 dejenere
primer olarak tasarland.

Primerler;
1) NS2 dus ileri onciil:
5'- ATG GAG ACC AAG VTC ATC ACC TG -3'

2) NS4B dis geri onciil:
5'-ATG AAY TTC CAC ATG TGC TTC GC -3'

3) NS3ig ileri onciil:
5'- GCG GGA TCC GCG CCY ATC ACG GCB TAC -3'

4) NS3¢ geri onciil:
5'-GCG AAG CTT ATT ACG TGA CGA CCT CRA GGT -3'

Alt1 ¢izili ve koyu boyali bolgeler sirasiyla BamHI ve HindIII restriksiyon enzimlerinin

tanima dizilerini igermektedirler. Sadece koyu boyali yerler ise Onciillerin dejenere
kisimlaridir.

5.2.2. cDNA sentezi

HCV bir RNA virusu oldugu i¢in 6ncelikle cDNA sentezi yapildi.
1. 5 pL kalip RNA 200 pL’lik tiipe kondu.
2. 1 uL 10 pmol Random Hexamer eklendi

3. Son hacim 11 pL olacak sekilde distile su ile tamamlandi.
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4. Tiip 1s1 dongii cihazinda (Techne TC-412) 70°C’da 5 dakika inkiibe edildi ve ardindan

buzda sogutuldu.

5. 5x reaksiyon tamponundan 4pL, 10mM dNTP’den 2pL, riboniikleaz inhibitdriinden
1uL (20u) eklendi. Son hacim 19uL olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

6. Karisim 1s1 dongii cihazinda 37°C’da 5 dakika inkiibe edildi.

7. Uzerine 1pL (200u) M-MuLV enzim eklendi ve 1s1 dongii cihazinda 42°C’da 60

dakika inkibe edildi.

8. 70°C’da 10 dakika 1sitilarak reaksiyon durduruldu ve 4°C’da sogutuldu.

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

5.2.3. Protein kodlayan gen bolgesinin i¢ ice PZT ile ¢cogaltilmasi

Klonlanacak proteine ait gen bolgesi cDNA’dan PZT ile cogaltilarak elde edildi. Bu iki
asamada gergeklestirildi. Once dis ileri ve geri onciillerle yapilan PZT, ardindan bu PZT
tirtinii kalip olarak kullanilarak i¢ ileri ve geri onciillerle hedeflenen proteine ait gen bdlgesi

cogaltildi.

1.PZT: Dxs ileri ve geri onciillerle ¢cogaltma:

Karigim: 50 pL hacimde hazirlandi. Bu karistm 10 mM Tris HCI, 20 mM (NH4)2S04, 1 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,3 mM dis ileri NS2 6nciil, 0,3 mM dis geri NS4B onciil ve 2,5 u Taq

DNA polimeraz icermektedir.

Distile su

10x Taq Tampon (MgSO,’s1z)
MgCl, (25mM)

dNTP (10mM)

Dis ileri NS2 6nciil (10pM)
Dis geri NS4B onciil (10 pM)
Taq Polimeraz (5u/pL)

cDNA

PZT karisimi hazirlanarak,
95 °C’de 2 dakika ilk denatiirasyon

94 °C’de 45 saniye
50°C’de 1 dakika } 35 dongti
72 °C’de 2 dakika

72 °C’de 20 dakika son uzatma

36,5uL
SuL
2ulL
1uL
1,5uL
1,5uL
0,5uL
2uL

+4 °C’de bekleme programiyla ¢ogaltma gerceklestirildi.

2.PZT: i¢ ileri ve geri onciillerle cogaltma:

Karigim: 50 pL’lik hazirlandi. Bu karigim 10mM Tris HCI, 20mM (NH4)2S04, 1mM MgCl,,
0.2mM dNTP, 0.3mM i¢ ileri NS3 onciil, 0.3mM i¢ geri NS3 06nciil ve 2,5u Taq Polimeraz

igcermektedir.
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Distile su 37,5uL

10x Taq Tampon (MgSO4’s1z) SuL
MgCl, (25mM) 2ul
dNTP (10mM) lulL
I¢ ileri NS3 6nciil (10pM) 1,5uL
I¢ geri NS3 6nciil (10pM) 1,5uL
Taq Polimeraz (5u/pL) 0,5uL
1. PZT iiriint luL

PZT karisimi hazirlanarak,

95 °C’de 2 dakika ilk denatiirasyon

94 °C’de 45 saniye

60 °C’de 1 dakika } 35 dongii

72 °C’de 2 dakika

72 °C’de 20 dakika son uzatma

+4 °C’de bekleme programiyla 2.cogaltma gergeklestirildi.

5.2.4. pQE30 vektoriiniin saflastirilmasi

-80 °C’de stoklanmis, pQE30 ekspresyon vektoriinii igeren JM109 E. coli hiicreleri 100 pg /
ml Ampisilin iceren 10 ml LB broth igerisinde, 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Miniprep
plazmit ekstraksiyon kiti ile izole edildi.

* |
PTS -loc Q- lac S - RBS dxHis gl ey Stop Codons
[

* pQEAD - -
PQE31  AC
pAE32 -G

&
{5‘ pQE-30, pGE-31,

pQE-32
3.4 kb

Cel E1

Sekil 14: pQE30 ekspresyon vektorii

5.2.5. PZT iiriinlerinin saflastirilmasi

—_—

300 pl’lik iki PZT iiriinii ayr1 ayr saflastirilarak son iki iiriin birlestirildi.

2. 300 pl PZT friini tizerine 300 pl baglayici (binding) tampon eklendi ve hafifce
karistirildi.

3. Karigim saflastirma kolonuna aktarilarak 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Tiipteki

stv1 atild1 ve kolon 250 pl yikama tamponu ile iki kez yikandi.
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4. Yikama sonrasi 11.000 g’de 2 dakika cgevrilerek etanol igerikli yikama tamponu
ortamdan uzaklastirildi.

5. Yeni ependorfa aktarilan kolon {izerine 30 pl eliisyon tamponu eklenerek oda 1sisinda
2 dakika bekletildi.

6. 11.000 g’de 1 dakika g¢evrilerek saf PZT tirlinii elde edildi.

5.2.6. Restriksiyon enzimleri ile kesim

Saflastirilmis PQE30 ve NS3 restriksiyon enzimleri ile kesildi. NS3 icin 5 adet, PQE30 i¢in 4
adet reaksiyon hazirlandi. Son tiriinler PQE30 ve NS3 i¢in ayr1 ayr1 birlestirilerek son
hacimleri 60 pl olacak sekilde saflastirildi. PQE30 i¢in ‘NucleoSpin Plasmid’ ekstraksiyon
kiti, NS3 i¢in ‘GeneMark’ PCR Clean-Up Kit protokolleri kullanilda.

NS3 PZT iirtinii 4 ul
BamHI 1l
HindIII 2ul
10X Restriksiyon enzim tamponu 2ul
Distile su 11l

Karisim 37 °C’de 240 dakika
80°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Plazmit (PQE30) 0,8 ul
BamHI 1w
HindIII 2ul
10X Restriksiyon enzim tamponu 2ul
Distile su 14,2 ul

Karigim 37 °C’de 240 dakika
80°C’de 10 dakika inkiibe edildi

Plazmit (PQE30) enzimlerin kesim etkinligini denetleme agisindan sadece BamHI ve sadece
HindIIl ile ayr1 ayr kesildi. Eksik enzim miktar1 kadar su ilave edildi. PQE 30 ve NS3 5.2.5
basligindaki kolon saflagtirma protokolii kullanilarak son iirtinler PQE30 ve NS3 i¢in ayr1 ayri
birlestirilerek son hacimleri 60 pl olacak sekilde saflastirildi. Daha sonra iirlinler %2’lik
agaroz jelde yiritildi. Agaroz jelde Ethidium Bromid ile 8 ng iizerindeki bantlar
goriilebilir.'** Bu goriintiileme sonrasi 1 ve 6 numaralardaki bantlar dikkate alinarak ligasyon
basamagina gecildi.

5.2.7. Ligasyon

Goriintiileme sonrasi kesilmis pQE 30/NS3 oranlar1 yaklasik 1/1, 1/2, 1/3 olacak sekilde
ligasyon reaksiyonu hazirlandi. Biitlin islemler buz {izerinde yapildi. (tablo 5)
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l.ligasyon | 2. ligasyon 3. ligasyon
Vektor(pQE30) 3l 3ul 3ul
PZT iirlinii 3ul Sul 10 pl
10X ligaz reaksiyon tamponu 2 ul 2 ul 2 ul
T4 Ligaz enzimi (1 U / ul) 1 ul 1 ul 1 ul
Distile su 11 pl oul 4 ul

Tablo 5: Ligasyon tepkimeleri

Karigim 22 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

5.2.8. M15 kompetan Escherichia coli hiicrelerinin hazirlanmasi

MI15 stogundan 25 pg/ml kanamisin iceren LB agara 37°C’de bir gecelik inkiibasyonla
canlandirma yapildi. Daha sonra 10mL 25 pg/ml kanamisin i¢eren LB broth i¢ine bir koloni
ekilerek 37°C’de 200 rpm’de bir gece inkiibe edildi. ImL alinarak 6nceden etiivde 37°C’ye
100 mL kanamisin igeren LB broth i¢ine konarak 37°C’de 200 rpm’de bir saat tutuldu. Bu
stire sonunda 30 dakikada bir 600 nm’de OD &l¢iimii yapildi. OD 0,4-0,5 arasinda yaklasik
1,5-2 saat buzda 5 dakika bekletildi. Buzda sogutulmus 2 adet falkon tiipiine 50’ser mL
dagitildi. 4°C’de 4000g’de 5 dakika cevrildi. Ust faz dikkatlice atild1 ve dipteki ¢okeltinin
(hiicreler) derhal buz iizerine alindi. Pelletin (¢okeltinin) {izerine yavasca 15 mL soguk TFB 1
tampon eklendi. Buz iizerinde 90 dakika bekletildikten sonra 4°C’de 4000 g’de 5 dakika
cevrildi ve iist faz atildi, hemen buz iizerine alind1. Her bir tiipe 2mL buzda bekletilmis TFB 2
tamponu eklendikten sonra steril mikrosantrifiij tiiplerine 200’er pL olacak bi¢imde
alikotland1 ve -80 °C’de saklandi.

5.2.9. M15 kompetan Escherichia coli hiicrelerinin ligasyon iiriinii ile transformasyonu

1/1, 1/2, 1/3 oranlarindaki 20 pl’lik ligasyon tiriinleri 100 pl kompetan M15 E. coli
hiicrelerinin iizerine tek hamlede konuldu, pipetaj yapmadan hafifce karistirilarak bir kez
masaya vuruldu. Buz iizerinde 30 dakika bekletildi. 42 °C’de 90 saniye bekletildi ve
calkalamadan tekrar buz {lizerine alindi. 5 dakika bekletildikten sonra, tizerine 250 pl, daha
onceden oda sicakligina getirilmis SOC besiyeri eklenerek 200 rpm de 1 saat 37°C’de inkiibe
edildi. Daha sonra 100 pl hacimlerde 25 pg/ml kanamisin ve 100 pg/ ml ampisilin iceren LB
agar ylizeyine, 3’er cm’lik kenarli tiggen seklindeki tel 6ze kullanilarak yayildi.

12 saat sonra belirginlesen NS3 ile olas1 transforme kolonilerin sayis1 soyleydi:

1/1’lik orandaki plak: 42 koloni

1/2°1ik orandaki plak: 79 koloni

1/3’lik orandaki plak: 59 koloni

Bu koloniler steril kiirdanlar kullanilarak alt yiizii cama yazar kalem ile diizgiin karelere
boliinmiis antibiyotikli LB agar yilizeyine ve mikrosantrifiij tiiplerindeki antibiyotikli LB siv1
besiyerine inokiile edilerek 37 °C’de bir gece inkiibe edildi. LB agar ylizeyine alinan
replikalar DNA dizileme sonuglar1 ortaya ¢ikana kadar +4°C’de saklandi.
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5.2.10. Insert iceren kolonilerin secimi

Replikalarin hazirlanmasi ile ayni anda steril kiirdanlar kullanilarak pQE30 dizileme
primerleri ile 160 koloniden PZT yapildi. Koloni sayis1 fazla oldugu i¢in ilk 5 tiipde 6’sar,
kalan 13 tiipiin her birinde 10’ar koloninin PZT’si yapilmustur.

95 °C’de 2 dakika ilk denatiirasyon
94 °C’de 1 dakika

50°C’de 1 dakika 35 dongii ¢ogaltma
72 °C’de 2 dakika

72 °C’de 15 dakika son uzatma

+4 °C’de bekleme

Karigim toplam hacmi 50 pL olacak sekilde hazirlandi. Bu karigim 10 mM Tris HCI, 20 mM
(NH4)2S04, 1 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,2 mM pQE30 ileri onciil, 0,2 mM pQE30 geri
onciil ve 2,5 u Taq DNA polimeraz igermektedir.

Distile su 38,5ul
10x Taq Tampon (MgSO4’s1z) SuL
MgCl, (25 mM) 2ul
dNTP (10 mM) luL
pQE30 ileri 6nciil (10 pM) luL
pQE30 geri onciil (10 pM) 1uL
Taq Polimeraz (5 u/uL) 0,5uL
Uriin 1uL

5.2.11. Dizileme primerleri kullanilarak elde edilen PZT iiriinlerinin dizi analizi

PZT sonucu elde edilen vektoriin dogru hedef diziyi (insert) tasidigini anlamak i¢in uygun
kolonilerden bir tanesi dizi analizine gonderilmistir. Bu se¢im PZT goriintiilerinde insert
icerdigi diisiiniilen koloniler arasindan rastgele olarak yapilmistir. Uygun plazmitleri tagiyan
M15 E. coli hiicreleri +4 °C’ deki replikalart kullanilarak 900 pl antibiyotikli LB s1v1 besiyeri
iceren mikrotiiplere inokiile edidi. 8 saat 37°C’ de inkiibe edildi. Uzerine 100 ul %50 lik
gliserol eklenerek -80 °C’de saklandi.

5.2.12. Proteinlerin ifadesi ve saflastirilmasi

1.

whw

Transforme edilen hiicreler, -80 °C’de saklanan %5 gliserollii stoktan, 100 pg/ml
ampisilin, 25 pg/ml kanamisin igeren LB sivi besiyeri igerisine alinarak bir gece
inkiibe edildi.

50 kat1 hacmindeki 100 pg/ml ampisilin, 25 pg/ml kanamisin igeren yeni LB sivi
besiyerine aktarildi.

37 °C de 200 rpm de OD600=1 oluncaya dek inkiibe edildi.

1 mM IPTG eklendi ve 37 °C’de 200 rpm de 7 saat daha inkiibe edildi.

+4 °C’de, 4000 g’de 7 dakika santrifiij yapildi, elde edilen hiicre ¢okeltileri -70 °C’de
saklandi.

48



o

10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.

29.
30.

31.

10 ml hacimdeki kiiltiirden elde edilen ¢okelti iizerine 10mL lizis tampona 1 tablet
olacak sekilde proteaz inhibitdr kokteyli eklenmis 1000 pl hacimde % 0,5 NP-40
iceren tampon B eklenerek kdpiirtmeden vortekslendi ve homojenizasyonu saglandi.
Buz {izerinde 5-10 dakika erimesi beklendi.

Karigim buz iizerinde sogutulmus mikrosantrifiij tliptine aktarildi.

+4 °C’de , % 70 amplitiitte, 1 saniye sonikasyon 1 saniye bekleme donemleri ile 1
dakika siiren sonikasyon islemi 3 kez tekrarlandi.

Oda sicakliginda 1 saat siire ile kopiirtmeden vortekslenerek, inkliizyon
cisimciklerinin agilmasi saglandi.

10.000 g’de, 25 dakika cevrildi.

Hiicre lizatinin siipernatan kismi alinarak, buz iizerinde sogutulmus yeni bir ependorfa
aktarildi.

1000 pl siipernatana 75 ul kullanima hazir (%50 lik) Ni-NTA agaroz eklenerek 200
rpm’de, 1 saat kopiirtmeden vortekslendi ve karisim bos kromatografi kolonuna
aktarildi.

Karigimi iceren kolon, 700 g de 2 dk cevrildi, siiziilen kisim -20 °C’de saklandi.

1200 pl tampon C eklenerek, 700 g’de 2 dk. ¢evrildi, birinci yikama sonrast kolondan
stiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 pl tampon C eklenerek, 700 g’de 2 dk. ¢evrildi, ikinci yikama sonrasi kolondan
stiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 pl tampon C eklenerek, 700 g’de 2 dk. ¢evrildi, ligiincii yikama sonrast kolondan
stiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 pl tampon R eklenerek, 700 g’de 2 dk. ¢evrildi, 1. isopropanollii yikama sonrasi
kolondan siiziilen s1v1 -20 °C’de sakland.

1200 pl tampon D eklenerek, 700 g’de 2 dk. cevrildi, 1. isopropanolsiiz yikama
sonrast kolondan siiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 pl tampon R eklenerek, 700 g’de 2 dk. ¢evrildi, 2. isopropanollii yikama sonrasi
kolondan siiziilen s1v1 -20 °C’de sakland.

1200 pl tampon D eklenerek, 700 g’de 2 dk. cevrildi, 2. isopropanolsiiz yikama
sonrast kolondan siiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 pl tampon R eklenerek, 700 g’de 2 dk. ¢evrildi, 3. isopropanollii yikama sonrasi
kolondan siiziilen s1v1 -20 °C’de sakland.

1200 pl tampon D eklenerek, 700 g’de 2 dk. cevrildi, 3. isopropanolsiiz yikama
sonrast kolondan siiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

1200 pl tampon R eklenerek, 700 g’de 2 dk. ¢evrildi, 4. isopropanollii yikama sonrasi
kolondan siiziilen s1v1 -20 °C’de sakland.

1200 pl tampon D eklenerek, 700 g’de 2 dk. cevrildi, 4. isopropanolsiiz yikama
sonrast kolondan siiziilen s1v1 -20 °C’de saklandi.

200 pl tampon E eklenerek, 700 g’de 2 dk. ¢evrildi ve protein eliie edildi.

200 ul tampon E eklenerek, 700 g’de 2 dk. ¢evrildi ve dnceki eliisyona ilave edildi.
200 pl tampon E eklenerek, 700 g’de 2 dk. ¢evrildi ve dnceki eliisyona ilave edildi.
Eliisyon karigimlarinin 20 pl’si SDS-PAGE i¢in -20 °C’de saklandi.

Saflastirma iglemi 4 kere tekrar edildi ve eliisyon karigimlart birlestirilerek, SOmL 6M,
4M, 2M, 1M, 0.5M iire’li ve 50 mL saf PBS’e karsi tireliler i¢in 4’er saat, PBS igin 16
saat diyaliz uygulandi.

Yaklagik 600 pl olan protein preparati, 60 pl hacimlerde alikotlanarak -20 °C’de
saklandi.
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5.2.13. SDS-PAGE i¢in 6rneklerin ve jelin hazirlanmasi

%10 luk SDS poliakrilamit jelin hazirlanmasi

1 mm’lik aralayicili ve 1 mm’lik aymi boyutlardaki iki cam levha yapismamasi ig¢in
izopropanol ile silindi. Karsilikli getirilerek ¢ergeveli ayirma standina (frame casting stand)
yerlestirildi, klipsleri sikistirildi ve altinda stinger bulunan ayirma standina (casting stand)
oturtuldu.

1- % 10 luk ayirma jelinin hazirlanisi;

Distile su 4mL

% 30 Akrilamit Bis-Akrilamit 3.3mL
1.5M Tris (pH: 8.8) 2.5mL
%10 SDS 100uL
%10 Amonyum perstilfat 100puL
TEMED 4.5uL

Homojenize etmek igin calkalandi ve hemen bir enjektdr yardinu ile dokiildii. Uzerine yine
bir enjektor ile camlarm iist hizasina kadar isopropanol eklendi. Kurumasi icin 45 dakika
beklendi. Bu arada y1gma jeli hazirlandi.

2- Y1gma jelinin hazirlanisi;

Distile su 2.1mL
% 30 Akrilamit Bis-Akrilamit 0.5mL
IM Tris (pH:6.8) 0.380mL
%10 SDS 30uL
%10 Amonyum perstilfat 30uL
TEMED 3.5uL

Kuruyan ayirma jelinin {izerindeki isopropanol dokiiliip kenarindan kurutma kagidi ile fazlasi
alindiktan sonra hemen y1gma jeli dokiildii ve taraklar yerlestirildi. 1 saat yigma jelinin
polimerize olmasi i¢in beklendi ve taraklar dikkatlice ¢ikartilarak 1X SDS PAGE yiirlitme
tamponu (running buffer) ile doldurulmus tanka yerlestirildi. 0.saat hiicre lizati, 7.saat hiicre
lizat1, lizatin matriksten siiziintlisii (FT-flowThrough), yikama sonrasi kolondan siiziilen sivi
(C1, C2, C3) kisimlar ve edilen protein preparatlarinin (E) {izerine kendilerinin 1/5°1 kadar 5X
SDS-PAGE 6rnek tamponu eklendi. Ornekler 6nceden 95 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 7
dakika kaynatildi ve 1.000 g’de 5 saniye ¢evrildi.

5.2.14. SDS-PAGE

1.
2.

3.

Marker ve orneklerden 20’°ser pl yiiklendi.

Marker ayirma jeline gelene kadar 70 voltta, buradan sonra 90 voltta yiiriitiilerek marker
bantlar1 yeterince agilinca elektroforez islemi durduruldu.

Jel nazikce c¢ikarilarak isopropanol fiksasyon c¢ozeltisi icinde 45 dakika 100rpm’de
calkalandu.

Isopropanol fiksasyon ¢dzeltisi yavasca bosaltilarak SDS-PAGE jeli hizli Coomassie blue
boyama ¢ozeltisi eklendi ve 2 saat 100rpm’de calkalandi.

Ardindan SDS-PAGE jeli hizli Coomassie blue boyama ¢ozeltisi bosaltilarak Coomassie
blue boyasindan arindirma ¢ozeltisinde yarim saatte bir degistirilerek 2 saat 100rpm’de
calkaland1 ve goriintiilendi.
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5.2.15.
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11.

12.
13.

14.
15.

16.

17.

5.2.16.

Western blotlama

Marker ve orneklerden 20’ser pl yiiklendi.

Marker ayirma jeline gelene kadar 70 voltta, buradan sonra 90 voltta yiiriitiilerek
marker bantlar1 yeterince agilinca elektroforez islemi durduruldu.

Jel ile ayn1 boyutta iki adet watman kagidi yar1 kuru transfer tamponu ile 1slatilarak
elektroblotter iizerine yerlestirildi.

Jel ile ayn1 boyutta kesilmis PVDF membran, metanolde 5 dakika bekletildikten sonra
yar1 kuru transfer tamponu ile 1slatildi ve transfer tamponu ile 1slatilmis watman
kagitlarinin tizerine yerlestirildi.

Jel, PVDF membranin iizerine yerlestirildi.

Jel ile aynm1 boyutta iki adet watman kagidi yine yar1 kuru transfer tamponu ile
1slatilarak jelin {izerine yerlestirildi.

Daha sonra bir cam tiip bu tabakalarin {izerinde yuvarlanarak, tabaka aralarindaki hava
kabarciklar1 giderildi.

Elektro-blotter cihazinin anot kutbuna bagli kapagi kapatildi.

10 voltta 45 dakika boyunca elektrotransfer islemi gerceklestirildi.

. Karigtiric1 izerinde, TTTS-T igerisinde ¢oziinmiis 30 ml % 3 SSA (w/v) bloklama

sollisyonu igerisinde oda 1sisinda bir saat inkiibe edildi.

Bloklama soliisyonu ile 1/2000 oraninda seyreltilen birincil antikoru (RGS His
Antibody) iceren kaba alinan PVDF membran oda sicakliginda 1 saat 100 rpm’de
calkalanarak inkiibe edildi.

PVDF membran TTST-T ile ¢alkalayicida 10 dakika boyunca 2 kez yikandh.
Membranin yikandigt TTTS-T tamponu dokiildii ve bloklama soliisyonu ile 1/10000
oraninda seyreltilen ikincil antikor [yaban turpu peroksidaz (horse-radish peroxidase)
isaretli anti-fare IgG] i¢eren kaba alinan PVDF membran oda sicakliginda 1 saat 100
rpm’de calkalanarak inkiibe edildi.

PVDF membran TTST-T ile ¢alkalayicida 10 dakika boyunca 6 kez yikandi.

Temiz bir cam yiizeyine alinan PVDF membran {izerine yaban turpu peroksidaz ile
tepkimeye giren ECL substrati membranin iizerini kaplayacak sekilde dokiildii.

Bes dakika sonra karanlik odada arasinda film kasetinde yerlestirilen PVDF
membranin iizerine fotograf filmi konularak film kaseti kapatildi.

Otuz saniye, bir dakika, li¢ dakika ve on dakikalik siirelerde ayni islem tekrarlanarak
en uygun pozlanma siiresinde goriintii veren fotograf kagidi kullanildi.

Protein yogunlugunun belirlenmesi

Saflastirilan protein preparati ve BSA ile hazirlanan standartlarin iizerine esit hacimde BCA
protein konsantrasyon saptama indikatorii eklenerek 37 °C’de 2 saat inkiibasyondan sonra
spektrofotometre cihazinda, 562 nm dalga boyunda 6lgiildii.

5.2.17.

Protein preparatindaki endotoksin yogunlugunun belirlenmesi

Saflastirilan protein preparati PBS ile 1 pg / mL konsantrasyonda sulandirildi. Daha sonra
hem protein preparatlar1 (1/1 —1/2-1/4-1/8 —1/16 — 1/32 — 1/64 — 1/128 ) ve hem de

endotoksin standartlar1 (400 — 40 — 4 - 0,5 - 0,25 — 0,125 — 0,06 — 0,03 — 0,015 EU / ml) ile
hazirlanan dilusyonlarin iizerine esit hacimde amebosit lizat1 ¢dzeltisi eklendi. 37 °C’de 1 saat
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inkiibe edildi, sonra jellesmenin oldugu tiipler kaydedildi. Uretici firmanin (E-Toxate
kit(ET0200)) onerilerine gore kati jel olusumu pozitif olarak, yumusak jel, bulaniklik,
vizkozitede artma negatif olarak degerlendirildi.

5.2.18. Saflastirilan rekombinant proteinin hasta ve saghkh kontrol serumlar ile
denenmesi

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez laboratuarindan saglanan Anti-HCV (+) ve
anti-HCV (-) serum oOrnekleri iiretici firma INNOGENETICS N.V.’nin INNO-LIA HCV
Skore Kkiti ile ¢alisildi. SDS-PAGE jelinde yiiriitiildiikkten sonra dnceden anlatildigi sekilde
(5.2.15 bashiginda) PVDF membrana aktarilan 2 adet 1’er pg NS3 protein bandi ve marker bu
membrandan jelde yiirlime hizalar1 boyunca kesilerek ¢ikarildi. Test AutoLipa Innogenetics
analizor cihazinda calisildi.
Test basamaklar1 agagidaki sekildedir;

e Ornek diliisyon soliisyonu ImL + Ornek 20ul (+ ve — drnek igin ayr1 ayr1) 3 saat
inkiibasyon
Yikama soliisyonunun her seferinde 1mL’si ile 3 kez 6 dakika yikama
ImL RTU konjugat ile 30 dakika inkiibasyon
Yikama soliisyonunun her seferinde ImL’si ile 3 kez 3 dakika yikama
ImL RTU substrat ile 30 dakika inkiibasyon
ImL durdurma soliisyonu ile 30 dakika inkiibasyon

5.2.19. Heparinize kan érneklerinin toplanmasi

Caligsma grubundan toplam 40’ar mL heparinize kan 6rnekleri alindi. Bunun 20mL’si PBMC
isolasyonu i¢in kullanildi

5.2.20. Periferik kan mononiikleer hiicrelerinin (PBMC) ayrilmasi ve sayimi

Her kontrol i¢in kullanilan 2 tiip énce 800 rpm’de 10 dakika cevrildi. Daha sonra her bir tiip
sarsmadan spor iizerine alindi. Plazma ve serumun birlesim yeri beyaz kan hiicrelerini
icerdiginden iki tiipiin herbirinde bu bolgeden 1,5 mL materyal (buffy coat) steril pastor pipeti
ile alimarak 3 mL PBS iizerine ilave edildi. Fakat bu bdlge aynmi zamanda eritrositler,
trombositler gibi diger kan hiicrelerini de igerdiginden Ficoll ile tabakalandirilarak beyaz kan
hiicreleri saf olarak ayrildi. Bunun i¢in 3mL PBS ile diliie edilen materyal 3mL Ficoll {izerine
steril pastor pipeti ile yavasga tabakalandirildi. Bekletmeden 2300 rpm’de, +4°C’da 13 dakika
cevrildi.

Resim 5 te de goriildiigii gibi beyaz kan hiicrelerini i¢ceren beyaz bulutsu tabaka steril pastor

pipeti ile toplanarak yeni steril bir tiipe aktarildi. Bekletmeden 4000 rpm’de, +4°C’da 1,5
dakika cevrildi.
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Resim 5: Ficoll dansite gradiyentine gore PBMC eldesinin sematik goriintiisii

Ust faz dikkatlice dokiildii ve iizerine 1mL PBS eklendi. 4000 rpm’de, +4°C’da 1,5 dakika
cevrildi. Ust faz yine dikkatlice dokiildii ve iizerine 300ul steril distile su eklendi (mevcut
eritrositleri patlatmak icin), 30 saniye sonra bunun {lizerine ImL PBS konarak 4000 rpm’de,
+4°C’da 1,5 dakika cevrildi. Siipernatant dikkatlice dokiildii ve tizerine %10 Fetal Bovin
Serum, %1 streptomisin, %1 penisilin igeren RPMI 1640°dan 1mL eklendi. Hiicre sayimi i¢in
Thoma lamu kullanildi. Lamin iizerine lamel kapatilarak RPMI 1640 ile diliie edilen 10 pl
ornek lam-lamel arasmma sizdirildi. 16 biiyiik kare icerisindeki hiicreler sayildi. Bu alan
0,1mm’ oldugundan 1mL’deki hiicre sayisi i¢cin 10000 ile ¢arpildi. Daha sonra hiicre sayist
1.10° olacak sekilde RPMI 1640 ile diliie edildi. Hiicre canliliklari Acridin orange-Ethidium
bromide boyama ydntemi ile floresans mikroskop altinda kontrol edildi.

5.2.21.0rneklerinin antijenle uyarilmasi ve hiicre kiiltiirii

24-kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plaklarina, asagida gosterilen sekilde dagitildi. Tim
kuyucuklardaki hacimler esit olacak sekilde PBS ile tamamlandi.

1. kuyucuga 2mL Tam Kan + PBS
2. kuyucuga 1mL PBMC + PBS

(98]

. kuyucuga 2mL Tam Kan + 10 pg/mL PHA + PBS
4. kuyucuga 1mL PBMC + 10 pg/mL PHA + PBS

9]

. kuyucuga 2mL Tam Kan + 0,5pg/mL NS3 + PBS
6. kuyucuga 1mL PBMC +0,5pg/mL NS3 + PBS

7. kuyucuga 2mL Tam Kan + 1pg/mL NS3 + PBS
8. kuyucuga 1mL PBMC + lpg/mL NS3 + PBS

9. kuyucuga 2mL Tam Kan + 2pug/mL NS3
10. kuyucuga ImL PBMC +2pg/mL NS3

Hiicre kiiltiirleri hazirlandiktan sonra 24 saat 37°C’da inkiibe edildi. PBMC’leri igeren
kuyucuklarin tamami, tam kan Kkiiltiirlerinin plazma kisimlar1 alinarak sitokin ELISA
deneyleri i¢in kullanildi. Kullanim sonrasi kalan kisimlar -80°C’da saklandi.
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5.2.22. IFN-y, IL-10, IL-4 diizeylerinin plak ELISA yontemi ile dl¢iilmesi

Ureticinin 6nerdigi sekilde diliie edilen insan IFN-y, insan IL-10, insan IL-4 standartlar1 insan
IL-10 ve IL-10 igin 50 pl, IL-4 igin 100 pl hacimlerde ilk 8 kuyucuga dagitildi. Ornekler iig’er

kez ¢aligildi. Sitokinler ve caligsma diizeni tablo 5 te gosterilmistir.

IFN-7 IL -10 IL -4
13 | 30 pl Inkithasyon 90 dakika | Standart ve 2 zaat 100 pl Standart we 2 zaat
Tatnpon oda 15151 kontroller oda 15151 lontroller oda 15151
+ L® + L ® + L ®
50 pl Standart 50 pl Inkthasyon Biotin konjugat
ve kontroller Tampon 50l
+
Biotin konjugat
50l
2y | 100 pl Streptavidin 45 dakika | 100 wl Biotin 2 saat 100 pl Streptavidin 30
HEP raligma oda 15151 konugat oda 15151 HEP ralizma dakika
solisvonu L X L solisyonu oda 15151
L X
3100l 100 pl Streptavidin | 30 daleika | 100 ul 30
Tetrametilbenzidin 30 dakika | HRP galisma oda 15181 Tetrametilbenzidin dalcilea
{stabilizd chromogen) | oda 15151 solisyonu L * {stahilized oda 15151
stihstraty chromogen) sibstraty
Ey 100 30 dakika | 100 pl Durdurma 450nm’
100 pl Durdurma 450nmn’ de | Tetrametilbenzidin | oda 15151 pizeltisi de
pizeltist okuma (stabilizd okumna
chromo gen)
5) 100 wl Durdurma 450nm’ de
cozeltist okuma

Tablo 5: Tam kan plazmasi ve PBMC’lerde ELISA yontemi ile IFN-y, IL-10 ve IL-4 6l¢iim
B:rotokoh'i.

edilen OD degerleri kaydedildi.

Her bir kuyucugu 4 kez 400uL yikama ¢ozeltisiyle yikama. Ornek kuyucuklarinda elde
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6. BULGULAR

6.1. Polimeraz Zincir Tepkimesi

Kalip RNA olarak Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari'ndan tanisal
arastirma amaciyla elde edilmis HCV genotipi 1 tasidigi bilinen hasta 6rneginden izole edilen
total RNA’dan cDNA elde edilmis, ardindan ‘Nested” PZT yapilmistir. Uriiniin %2°lik agaroz
jeldeki goriintiisii Resim 1 de goriilmektedir.

3000bg __

2000 — 1893nt

M NK NS3

Resim 1: HCV’ne ait NS3 PZT iiriinii; %2’lik agaroz jelde 115 Volt’da 35 dakika yiiriitiilerek
goriintiilenmistir. M: “Marker” (Fermentas #SM0371), NK: negatif kontrol, NS3

6.2. Restriksiyon Enzim Kesimi ve Ligasyona Girecek Uriin Secimi

Ligasyon tepkimesine girecek iriinlerin biiyiikliikklerinin dogru ve kosantrasyonlarinin
birbirine yakin olmasi en uygun sekle sokma (optimizasyon) calismalari i¢in Snemlidir.
Calismamizda kesim sonrasi ligasyonda kullanilacak vektor ve insert miktarlar1 agaroz jel
elektroforezi sonrasinda gorsel olarak degerlendirilmis ve se¢im buna gore yapilmistir.
Uriinlerin %2°lik agaroz jeldeki goriintiileri asagidadir (Resim 2).

M 1-Kesilmis NS3 3mikrol
2-kesilmemis NS3 SmikroL
3-Kesilmemis pQE30 SmikroL
4-Kesilmis pQE30 TmikroL
5-Kesilmis pQE30 2mikroL

3000be 6-Kesilmis pQE30 3Imikrol

NS3-1893nt 2000b¢ 7-Kesilmis pQE30 SmikroL
8.BamHI+pQE30 SmikroL
9-Hindlll+pQE30 SmikroL

1000bg

500hg

" 50h¢

Resim 2: NS3 ve diliisyonlu pQE30’un agaroz jel goriintiisi
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Jelde 8 ng ve lizerindeki bantlar goriilebilmektedir. Burada 1. ve 6. bantlar hem bu degerin
iizerindedir hem de intensite agisindan birbirlerine yakin bir goriintiiye sahiptirler. Bu yiizden
bu 6rnekler belirli oranlarda kullanilarak ligasyon reaksiyonuna alinmislardir.

6.3. Transformasyon iiriinleri

I¢ onciiller kullanilarak gogaltilan {iriin pQE30 vektdriine takildi ve E. Coli M15 hiicrelerine
transformasyon sonrasinda rekombinant vektorii igeren kolonileri saptamak icin toplam 160
koloniden hazirlanan 18 havuz PZT ile tarandi (Resim 3-1) 1.-5. numarali havuzlar 6 koloni, 6.-
18. numaral1 havuzlar ise 10 koloni i¢ermektedir.

bog
1 3 3 4 5 6 7 8 9 10 11 pOE3 W 12 13 14 15 16 17 18

olast insert  ___
iceren pOE30

Resim 3 -1: Transformasyon sondasi iireyen kolonilerin agaroz jel goriintiisii

Daha sonra gorsel olarak uygun yogunlukta bantlar i¢erdigi diisiintilen 1. , 2. ve 17. tiipleri
olusturan kolonilerin ayr1 ayr1 PZT’si yapilarak NS3 iceren plazmid bulunduran kolonilerin
secilmesi saglandi.

Buna gore 1, 2 ve 17 numarali havuzlari olusturan kolonilerden rastgele segilen 20 tanesinin
PZT iriinleri resim 3-2°de gosterilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 m M NS3 12 13 14 15 16 17 18 1% 20

& B HH H HHNE HHH
- W W we w e
= geeey - e wan :‘E - e L) —::;.Ezl;;eeyen
&g W

Resim 3 -2: Transformasyon sondasi iireyen kolonilerin agaroz jel goriintiisii
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NS3’e ait olasi transforme kolonilerden elde edilen PZT f{iriinleri; sirasiyla; 2, 4, 6, 8, 9, 11
NS3 igeren batlar, 1, 3, 5, 7, 10, 12, 13, 17 NS3 i¢ermeyen bantlar, M (marker), kesilmis
pQE30, NS3 (1893bp), 14, 15, 16, 18, 19, 20 yine NS3 igeren bantlar (insert i¢eren bantlar
2228bp, icermeyenler 335pb biiyiikliigiindedir)

Olast insert’li pQE30 bulunduran koloni 8 dizi analizi, ekspresyon ve saflastirma i¢in secildi.

6.4. pQE30-NS3 DNA Dizilimi

Protein tiretimine gegmeden dnce klonlanan dizinin, vektoriin ¢ergevesine dogru oturdugunun
dogrulanmasi gerekmektedir. Bu nedenle yapilan rekombinant iiriinlin DNA dizi analizi sekil
15°te gosterilmistir. Insert’in dogru yénde ve gerceve kaymasi olmadan yerlestigi aminoasit
dizileri ile de dogrulanmustir (Sekil 15).

RBS MRGS- 6xHis BamHI
/\ /\ /\ NS3 baslangig dizisi
10 o kL 40 50 B0 kL &0 an Log 10 Lin Lzn Len
1 1 1 1 | 1 | 1 | 1 | 1 1 1

I I I I I I I | I | I | I |
pQE30+HS3 F  TTTCACRCRGAATTCATTARRGAGGAGARRT TARCTAT GAGRGEATCGCATCACCATCACCATCACGGAT CCGCGCCTAT CRCGGCTTACT CCCARCAGACACGRGGCCTGC T TEECTGCATCAT CACCAGCCT CREGGE
n R 3 HHHHHH 5 L P I T A YT 5 0 0 TR L L c I I T3 L T

150 160 i 150 1m0 HL 210 zE0 £20 £40 50 260 2l 211

I I I I I I | I | I | I | I I I I I I I I | I | I | I |

pQE30+HS3 F  CCGGGACARGAACCAGGT CGRAGGGGEAGET CCARGTGGTTTCCACTGCARCACAATCCT TCCTAGCEACCTGCATCARCGGCGTGTETTGEACTGTCTATCATGGCGCCEGCT CCARGACCCTAGC CGGCCCARRGEGGC
E I KN 0 ¥V E E Vv Q¥ ¥ 5 T&aLTOQ s FL A TTCTIH v.ouwTVWvV T H A i K T L & F K

290 200 210 20 20 240 2850 260 20 280 290 400 41 420

. I | e [ P O L N [ N

POE30+HS3 F  CAATCATCCARATGTATACCAATGTGEACCAGEACCTCGTCGECTEECRAGGCECCCCCTGEGECECETTCCCTARCACCATGCACCTECGGCAGCCCHEEACCTTTACCTEGTCRCG ARACAGGCR
P I I 0MYTDHNY¥DOIDL V Wwo A PP A& R 5 L T P C T C 7P DL Y L ¥ T E 0 &

420 440 450 460 4 Et) 490 500 510 &0 520 540 550 SE0
e Pevonil S T (O L (R [ O (P I I e Pevovil T O L N [ P
pUE30+H53 R GGAGACRATTTICCCCTATCTGETAGCATACCAEGECACGETGTGCEACAGEECTCAGECCCCRCCTCCRTCATGGEATCARATGTGEARAGT GCCTCATACGECTGRAGCCTACGCTACACGEGCCRRCGCCCTTGCTRTR
D MW F P Y L ¥ & 7T 0 T vV CDRL QAP PP S WUDOJQMNWETLCLTIRTLET?PTILH P T P L L ¥

570 530 510 il 610 1] (2] 640 650 660 670 21 690 0
e Pl I T O L L T R T I T | e Pl T O L N [ N

pUE30+HS3 R TAGGCTAGGAGCCETCCRARARCEAGGT CATCCTCACACRCCCTETEACARART ACATCATGECATGCATGTCGEC TEECCTAGAGGTCETCACGTAATARGC T TAAT TAGCTGAGC TTEGACT CCTGTTEATAGRTCCAG
R L L v o ¥ EW I LTHEP¥TEKTYIMNGLZTILCOCNS L L EV ¥ T *

NS3 bitis dizisi Hindlll

210
I I I DUR
pUE30+HS3 R TARTGACCTCRGRAC
¥ M T % E

Sekil 15: NS3 iceren pQE30 vektoriine ait DNA dizi analizi ve karsilik gelen aminoasit
dizileri (RBS: Ribozomal baglanma sahas1)

57



6.5. Saflastirllan Rekombinant NS3 Preparatinin SDS PAGE ve Western Blot Analizi

NS3 proteinlerini eksprese eden hiicre lizatlarinin yikama ve eliisyon sonrasi diyaliz
iriinlerine ait SDS-PAGE jel ve RGS His antikorlar1 ile yapilan Western blotlama fotografi
resim 4 te gosterilmistir.

A) B)

120
120

a6
69 kDa

8H NS3:69kD

4 47

3 DHFR

M O.saat7.saat O.saat 5S.saat
M  Osaat Tsaat FT c1 cz c3 MS3 NS3 NS3 DHFR DHFR

Resim 4: NS3’e ait SDS-PAGE ve western blot goriintiisii A)SDS-PAGE jel goriintlisii: M
(marker), O.saat; ekspresyonun 1 optik dansitede IPTG uyarimi Oncesi lizat, 7.saat;
ekspresyonun 1 optik dansitede IPTG uyarimi sonrasi lizat, FT; Ni-NTA ile baglanma sonrasi
matriks siiziintiisii, C1, C2, C3; yikamalar, NS3; eliisyon sonrasi diyaliz {iriinii. B) NS3’iin ve
kontrol olarak eksprese ettirilen dihidrofolat rediiktaz’in(26kD) western blotlama goriintiisii

Ma(kDa) Uzaklik(cm) In(Ma)

120 000 479
86 1,50 445 log.(Ma)
47 320 385
34 470 3,53
® 1,80  4.23
6,00
500
400 .\ﬁ'.\\‘

300

® NS3 — e¢**= 69 kbDa |,,

1,00

Uzaklik{cm)
0,00

0 2 4 B g

Sekil 16: NS3 proteinine ait molekiiler biiyiikliik hesaplamasi.

6.6. Protein Yogunlugu

BSA standartlarinin OD degerlerine gore ¢izilen grafikde drneklerin OD degeri ve karsilik
gelen protein konsantrasyonlar1 belirlendi. BSA standartlar1 ve protein preparatlarinin OD
degerleri Sekil 17°de gosterilmektedir. Bunun sonucunda mL’de 41,13 pg protein elde
edildigi saptandi.

58



Standart (mikrogram / mL BSA) 0 20 40 60 80 100 120

Optik Dansite 0,084 0,111 0,143 0173 021 0,246 0276
Proteinin QD 0,146
Proteinin Miktan 41,13

——0D 562nm
03

y=0,0016x + 00757

R = 09981

0,25 /
) /

0,15

0, /

00s

—Seri 1
—Daodrusal (Seri 1)

u] T T T T r - mikrog/mL
i} 20 40 60 a0 100 120 140
—NS3

Sekil 17: NS3 protein preparatinin yogunlugu

6.7. Rekombinant NS3 Endotoksin Yogunlugu

Kullanilan endotoksin saptama yonteminde kullanilan standartlara gore pozitif ve negatif
olarak degerlindirme sinirlart sirast ile 0,125 EU/mL ve 0,06 EU/mL dir. NS3 i¢in 1/8
diliisyonda standart reaktiflere gore pozitif 1/16 diliisyonda ise negatif olarak saptandi.

Sonu¢ olarak 1 pg NS3 siispansiyonu igerisinde 1 EU = 0,1 ng endotoksin bulundugu
hesaplanmistir. Bu deger 1 pg protein igin kullanilabilir kabul edilen 0,3 ng’dan diisiik
bulundugundan, hiicre kiiltiirli caligmasina uygun olarak degerlendirildi .

6.8.Hasta ve Saghkh Kontrol Serumlari ile Dogrulama

NK M NS3

120

86
GIkD

47

4

Resim 6: Hasta ve saglikli kontrol ile western blotlama sonucu

Anti-HCV pozitif ve negatif iki serum kullanilarak NS3 {irlinlinlin reaktivitesi western blot
yontemi ile kontrol edilmistir. 69kDa’luk yaklasik 1pg rekombinant protein igeren 2 PVDF
membrandan birinde anti-HCV pozitif serum i¢in dogru bant goriintiilenmis olup negatif
serumla reaksiyon goriilmemistir. Bu sonugla izole edilen proteinin rekombinant NS3 proteini
oldugu hasta antikorlar1 ile de gosterilmistir.
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6.9. Plak ELISA Yéntemi ile Olgiilen Sitokin Diizeyleri

Tamamen sagliklt dort erkek ve iic kadindan olusan grupta PHA ve rekombinant NS3
proteinine karst IFNy, IL-10 ve IL-4 sitokinlerinin yanitlar1 degerlendirilmistir. Elde edilen
sonugclar sekil 18-1, sekil 18-2 ve sekil 18-3 te toplu halde gosterilmistir.

Sekil 18-1°de sagdaki grafiklerde o ¢alismaya ait sitokin standartlarinin OD’leri ve bu OD’ye
karsilik gelen pg/ml cinsinden sitokin miktarlar1 gosterilmistir. Mavi siitunlar ise tam kan ve
PBMC’lere ait erkek ve kadinlardaki ortalama OD degerlerini gostermektedir. Siitunlu
grafiklerde mavi siitunlar sirastyla TK (tam kan-uyarilmamis), P(PBMC-uyarilmamis), TK-
PHA(10pg fitohemaglutinin ile uyarilmis TK), P PHA (10ug fitohemaglutinin ile uyarilmis
PBMC), TK 0,5 (0,5 pg rekombinant NS3 ile uyarilmig TK), P 0,5(0,5 pg rekombinant NS3
ile uyarilmis PBMC), TK 1(1 pg rekombinant NS3 ile uyarilmig TK), P 1(1 pg rekombinant
NS3 ile uyarilmis PBMC), TK 2 (2 pg rekombinant NS3 ile uyarilmis TK), P 2 (2 ng
rekombinant NS3 ile uyarilmis PBMC) OD yanitlarini ifade etmektedir.

Ekek
TK+FBS FBMC+PBS | TK-FHA 10mikrog/ml PEMC-PHA 10mikrog/ml TK-0.5mikiog/ml | PBMC 0,5mikiog/ml TK 1mikiog/ml  PBMC 1mikiog/ml TK Zmikrog/ml | PEMC Zmikiog/ml
SitekinOD | 0,10075 0.134 1,4975 0,4615 01415 0.15 0,242 0,1485 0,46575 0,15075
St-00 22025 0,70z 0,427 0,265 0,19z 0,144 0,11
St-pasml 1000 250 125 62,5 31.2 16,6 a
oD —St-pg/ml
15 120
" ] ¥ =479,76x - 64,813
. 1000
2 " R*=099%6
a0
1 /
&0 + el
o 0o /
s /
j i vz
02 - o St-0D
05 1 13 2 25
A== 001l 0 O -
TK P TK P TK P TK P TK P
PHA PHA 05 05 1 1 2 2
Ediek L4
TK+FPBS FBMC+PBS Tk-PHA 10mikrogfml PEMC-PHA 10mikrog/ml TK-0,Smikrog/ml PBMC 0 Smikrogiml TH Amikrogiml PBMC Amikrog/ml TK 2mikrogf/ml |PEMC 2mikrogi/ml
SitokindD | 0,09675 0,121 022275 0,15075 0,105 0,123 0,1015 0,1185 0,10575 o1z
St-00 27745 0,2425 0,5145 0,2435 0,207 01605 0,1195
St-pasml a00 125 62,5 31,2 15,6 e a
oD —St-pg/ml
og am
o B - y = 189,26 - 28,309
or
- | R*=n09988
05 /
05
- / + Serii
o4
03 2w / —Dodruzal (Seri 1
02 1@ /
014 o
B 05 1 15 ] 25 5100
TK P TK P TK P TK P TK P -im
PHA PHA 05 05 1 1 2 2

Sekil 18-1: Erkeklerde IFNy, IL-4 sitokin yanitlar1 ortalamalarinin ve Standartlarin OD
grafikleri.
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Etkek IL-10
TH+FPBS FBMC+PBS  TK-PHA 10mikrog/ml PEMC-PHA 10mikrogiml TK-0.5mikrogsml  PBMMC 0. 5mikrog/ml T Amikrogiml |[PERC Amikrog/ml T 2mikrog/ml  PBMC 2mikrog/ml

SitokinOD | 0,08875 0.07025 069425 0077 041325 00725 0912 0.082 187475 0.08075
5t0D 23035 1,267 0714 0387 0,236 0.152 01115 00805
Stpgiml 500 250 125 62,5 2,2 15,6 78 0
[ 0D
2 — —Stpg/ml
18 -
15

W= 220 98x- 22,56
14 -

- R 03982
‘ _

P e T — — — — o i o q St0D
TK P TK P TK P TK P TK P
PHA PHA 0.5 0.5 1 1 2 2
Kadin
TK+PBS FBMC+FES  TK-FHA 10mikrog/ml PEMC-PHA 10mikrog/ml TK-OSmikrogéml | PEMC 0 5mikiog/ml T 1mikrog/ml | PEMEC Amikrog/ml TK 2mikiogém| | PEMC 2mikrog/m |
SitokinOD | 0,09867 | 0,150 0,540 0355665667 0,112 0,157333333 | 0,120333333 0,163666667 0,129 0171333333
StOD 2,30567 | 1,180665667 0,754333333 0454333333 0,273 0,193665667 | 0,141333333 0106333333
Stpg/ml 1000 500 280 125 62,5 21,2 15,6 a
oD .-
o5 St-pg/ml
120
os 10 3= 443,07- 56,539
2_
0e an // R*=0,997
03 &0 /
Ll)
0z /
i)
04 —’— /
o
o |_| 05 1 15 2 25 §t:0D
TK P TK P TK P T P TK P =
PHA PHA 0.5 0.5 1 1 2 2

Sekil 18-2: Erkeklerde IL-10 ve _kac_hnlarda IFNy sitokin yanitlar1 ortalamalarinin ve
Standartlarin OD grafikleri.

Kadin IL-4
TK+PBS PBMC+PBES  TK-PHA 10mikrog/ml PEMC-PHA 10mikrogfml TH-0,5mikrogéml  PBMC 0,5mikrogfml TH Amikrogsml PBMC Imikrogéml Tk 2mikrog/ml | PBWMC 2mikiogiml
Sitokin QD 0,097 0,135 0,1963233332 0, 1949666667 0,102333332 0,121333332 0002666667 0125232332 0,100333332 0,11
St0O0 221167 0722666667 0,459 0,284 0,19 0,16 013
Stpasml S00 125 62.5 21,2 156 7.8 [u}
on

oz —S“ t-pg/ml

=24 7x - 37,145
o0z — B49=0993

015 /
" || M -
S . | e L™ : : : | St0D

TK P TK P TK P TK P TK P
PHA PHA 05 05 1 1 2 2

Kadin IL-10

TK+PBS PBMC+FES  TK-FHA 10mikrog/ml PEME-PHA 10mikrog/mi TK-OSmikrogéml | PEMC 0 5mikiog/ml T A1mikrog/ml | PEME Amikrog/ml TK 2mikiogém| | PEMC 2mikrog/m |
SitokinOD | 0,066 0063665667 0250666657 0073333333 0,553 0,067 0,300333333 0327666667 1,171333333 0,273
St0D 202467 1,083 0609666667 0352666667 0,216 0,150333333 | 0,107333333 0069666667
Stpg/ml 500 250 125 62,5 1.2 15,6 78 ]

oD p
i —St-pg/ml
12

y = 286 08x - 23,98

‘ " Fl=03991

0z M «1 ’» «1 ’»
lEm = || o . .‘//u= : : ], St-0D

TK P TK P TK P TK P TK P
PHA PHA @5 0.5 1 1 2 2

Sekil 18-3: Kadinlarda IL-4 velL-10 sitokin yanitlari ortalamalarinin ve Standartlarin OD
grafikleri.

Her bireydeki sitokin yanitlarinin OD degerleri ve bu degerlerin ortalamalar1 gosterilmistir.
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0220666667

04615
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0,15075

0,075
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0,358666667
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0,143

0,12
0,149666667

0,084
0,068
0,067
0073333333

01415

0118
0,087
0115

01
0,105

0,476
0,182
067
0,219
041326

0,118

012

0,105

01
0,108333333

0,241
0,466
0,052
0,552

0,124
0,126
0,132

0,11
0,123

0073
0,074
0,071
0072
0.0725

0,157333333

0,127
0,142
0,125
0,121323232322

0,07
0,063
0,068
0,067

0,242

0,105
0,087
0.4
0,114
01015

1,21
0,586
1217
0535
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0,120333333

0035
0,105
0,086
0,092666667

0.4

0,203

0378
0200333333

0,1485

0,122
0,124
0,114
0,114
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0,024
0,079
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0,09
0,08225

0,163666667

0,163
0,107
0,106
0125333332

0,135

0,072

arT
0227668667

046875

0,088
0,11
0,447
0,102
010675

2,211
1573
2,64
1,078
1879475

0,129

0,118
0,086
0,087
0,100333333

1,247
0,784
1,483
171222223

0.15075

0,12
0,123
044
0127
0,12

0,021
0,075
0,076
0,001
002075

0,171333333

0,113
0,112
0,105

o141

0,072
0,072
0,069
0,073

Tablo 6: Saglikli gruptaki sitokin yanitlarina karsilik gelen OD (optik dansite) degerleri ve
ortalamalari

Sirasiyla uyarilmamig, 10pg fitohemaglutinin (PHA) ile uyarilmis ve rekombinant NS3
proteininin 0.5pg, 1pg, 2ug/mL’lik dozlar ile uyarilmig TK ve PBMC’lerde 6l¢iilen sitokin
yanitlart Tablo 8’de pg/mL cinsinden gosterilmistir.
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Tablo 7: TK ve PBMC’lerdeki dlgiilen sitokin degerleri
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7. TARTISMA

Bu calismanin temel amaci, Tiirkiye kaynakli bir HCV genotip 1b kdkeninden elde edilmis
NS3 proteininin saflagtirilarak {retilmesi ve elde edilen bu proteinin sitokin yanitlarinin
aragtirtlmasi amaci ile kullanilabilir olup olmadiginin arastirilmasidir.

Bunun i¢in Oncelikle 1893 niikleotidlik tam uzunluktaki HCV NS3 proteinini M15
Escherichia coli hiicrelerinde ifade ettirilerek saflastirilmistir. Elde edilen NS3 ile saglikli
bireylerde antijenik uyariya kars1 tam kan ve PBMC Kkiiltiir siipernatantlarinda siras1 ile Thl
ve Th2 yanitlarinin belirleyicileri olarak kabul edilen IFN vy, IL-4 ve IL-10 sitokin seviyeleri
incelenmistir.

Klonlamada viral genomun kaynagi olarak Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvari’nda tanisal arastirma amaciyla elde edilmis HCV genotip 1b kokeni ile infekte
60209418 UIN numarali hastanin kanindan izole edilen HCV RNA kullanilmistir. Bu hastanin
secimesinin nedeni Tiirkiye’de en yaygin bulundugu bildirilen genotip 1b kokenine ait NS3
proteininin heniiz saflastirilmamis olmasidir. 134

Duyarlilig1 arttirmak amaci ile PZT iki basamakli “nested” olarak tasarlanmistir. Daha once
de bu strateji baska arastirmacilar tarafindan rekombinant NS3’i saflastirmada
kullanilmustir. '

“Nested” PZT igin kullanilan kullanilan primer setleri, “HCV Database” esas alinarak
tasarlanmistir. Bu islemde proteinin oOzellikle korunmus bdlgeleri dikkate alinmis ve
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ programi kullanilarak biyolojik olarak benzer farkli dizileri taniyip
tanimadigi, “bioedit” programiyla da primerlerin rekombinant dizide baska bolgeleri taniyip
tanimadig1 kontrol edilmistir.

Klonlama igin iirtinleri kullanilacak olan PZT islemlerinde, 3°-5 ekzoniikleaz aktivitesine
sahip Pfu DNA polimeraz (hata orani: 1.3x10°/bp/duplikasyon) ile bir sonu¢ alinamamis ve
bu aktiviteye sahip olmayan, Taq DNA polimeraz (hata orani: 8x10°/bp/duplikasyon)
kullanilmigtir. Bunun olast sebeplerinden biri NS3 ileri Onciiliiniin diziye tam olarak
oturmamasi olabilir. Boyle bir durumda 3’-5" ekzoniikleaz aktivitesine sahip Pfu DNA
polimeraz geriye donerek primeri yerinden kaldiriyor olabilir. Bu Pfu DNA polimeraz ile
hazirladigimiz  reaksiyonlarimizin gerg¢eklesememesini agiklayabilir. Wardell AD ve
arkadaslar1 da Taqg DNA polimeraz ile tam uzunlukta HCV NS3 proteini ifade ettirdiklerini
bildirmisler ancak ¢alismalarinda PFU ile ilgili bir veri bildirmemislerdir. 137,138

[k transformasyon optimizasyonu sirasinda ilk asamada istenilen rekombinant DNA iiriinleri
elde edilememistir. Geriye doniik incelemelerde kullanilan restriksiyon enzimleri BamHI ve
HindIII ile vektoér plazmid pQE30 ayr1 ayn kesilip lineer hale getirilerek enzim etkinligi
degerlendirilmistir. Sonugta BamHI enzimin etkin olmadig1 tespit edilerek siparis edilen yeni
enzimle calisilmistir. Kullanilan malzemeler son kullanim tarihi ve iireticinin talimatlarina
gore deneylerde kullanilmistir.

Calismamizda daha oOnce yayinlanmig g¢esitli arastirmalarda da bildirilen prokaryotik
ekspresyon sistemi kullanilmistir. Bunun i¢in vektor olarak pQE30 plazmiti ile
transformasyon i¢in M15 E.coli susu kullanilmistir. Bu sistemin okaryotik hiicrelerde olan
posttranslasyonel modifikasyonlarinin olmamasi, rekombinant proteinin inkiliizyon
cisimcikleri i¢inde bulundurulmasi gibi dezavantajlarina ragmen 6nemli avantajlar1 da vardir.
Bunlardan en 6nemlisi rekombinant protein ekspresyonunun okaryotik sistemlere gore ¢ok
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yiiksek olmasidir. Ayrica uygulamasinin kolay ve ucuz olmasi, E.coli’nin 6zelliklerinin ¢ok
iyi biliniyor olmasi1 diger avantajlaridir. Bu vektordeki protein ekspresyonu lac operonu
tarafindan diizenlenmektedir.

Eksprese edilen rekombinant NS3 amino ucunda 6X-His tag’li protein seklinde
sentezlenmistir. Diisiik pH’da eliisyon ile Ni*"—nitrilotriacetic acid (NTA) resin kullanarak
metal afinite kromatografisi ile saflagtirllmigtir. Optimizasyon sirasinda IPTG indiiksiyonu
sonrast en verimli protein ekspresyonu 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 11, 13’lincli saatlardeki
indiiksiyona bakilarak 7. saatte tesbit edilmistir.

Protein ekspresyonunda JM109 gibi baska E.coli suslarida kullanilabilmektedir. Fakat
JM109’da her ne kadar kromozomal olarak bir lac siipresorii bulunsa da, uyarim Oncesi
baslangi¢ bazal protein ekspresyonunu yeterince baskilanmayabilir. Bu ylizden ekspresyon
deneylerinde, igeriside giiglii bir lac siipresorii bulunduran plazmite sahip M15 E.coli
hiicreleri yeglenmistir. Bu sus bazal protein ekspresyonunu yeterince baskilayabilmektedir.
Bununla birlikte Wardell ve arkadaslar1 JM109 E.coli susunada da c¢alismamizla benzer
sekilde, elde ettikleri pelletleri 8M iire’de siispanse edip sonikasyon ve diyaliz adimlari
uyguladiktan sonra tam uzunlukta NS3 proteinini saflastirdiklarini bildirmislerdir.'**!

Saflagtirmalar esnasinda kullanilan tamponlarin pH’larinin kullanimdan hemen 6nce kontrol
edilmesi ve pH metre kalibrasyonlarinin miimkiinse tek ve deneyimli bir kisi tarafindan
yapilmast da optimizasyon agisindan ¢ok Onemlidir. Ekspresyon sirasinda proteinler
tarafindan sitoplazmada olusturulan inkliizyon -cisimciklerinin saflagtirllma asamasina
gecilmeden Once parcalanmasi gereklidir. Bunun i¢in 8 M {ire’li yikim (Lizis) tamponu (pH
8.0) kullanilmustir. E. coli stispansiyonlarinin hazirlanan tampon igerisinde 1 saat 200 rpm’lik
karistirma ve sonikasyon islemleri ile inkliizyon cisimlerinin agilmasi saglanmistir. Proteinin
dogru katlanmasi i¢in biitin adimlar +4°C’de ve ilaveten dializ asamalar1 36 saat
uygulanmigtir.

Baglangigta saflagtirma asamalarinda kontaminant proteinlerin eliisyon sivisinda ortaya
¢ikmasinin ardindan, bu proteilerin baglanmasi ve eliie olmasinin engellenmesi amaciyla lizis
tampon (Tampon B) ile yikama tamponuna (Tampon C) 10mM imidazol eklenmistir.
Dolayisiyla yabanci proteinlerde olabilecek histidin molekiilleri Ni-NTA’ya zayif afiniteli de
olsa baglanmalar1 engellenmistir.

Franken ve arkadaslart %60°lik izopropanollii yikama adimlar1 ile bu kontaminantlarin
cogunun cikarilabildigini bildirmislerdir. Bu nedenle g¢alismamizin yikama asamalarinda
endotoksin ve kontaminantlarin uzaklastirilmasi amaciyla ayrica izopropanollii yikama
adimlar1 eklenmistir.'*°

Elde ettigimiz rekombinant NS3 proteinine karsi tam kan ve PBMC kiiltiirlerinde sitokin
yanitlart agisindan 6nemli farkliliklar belirlenmistir. Bu teknik, hem hiicresel hemde hiicresel
olmayan bilesenleri igermesi bakimindan farklidir. Ciinkii PBMC kiiltlirleri plazma,
plateletler, eritrositler ve graniilositleri (nétrofil, eozinofil, bazofil) igermemektedir.'*'

Tam kanda sitokin yanitinin belirlenmesi PBMC kiiltiiriine gore hem ucuz hem de ¢alisilmasi
daha kolay bir tekniktir. Ficoll dansite gradientine gére daha ¢ok kisi lizerinde daha kisa
stirede uygulanabilir. Bu arada Ficoll’iin istenmeyen toksik etkilerinden de kag¢inilir. Buna
karsin tam kan 6rnegindeki hiicre sayisinin bilinememesi ve standart olmamasi bu yontemi ilk
goze carpan zayifligidir. Bir diger problem ise hiicre popiilasyonundaki agirlik ve dagilimi
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kontrol edilemez. Dolayisi ile bu iki yontemi karsilastirilmasi ile ilgili veri yeterli degildir.
Ficoll dansite gradiyent yontemi ile her ne kadar ayrimi1 yapilan hiicrelere 6zgiil immun yanat
oOl¢iilmek istense de ayirma isleminin hiicreler ve yanitlar tizerindeki etkileri géz ardi edilmis
olabilir. izole edilen hiicrelerin sayr ve canliiginin degerlendirilmesi bu hiicrelerin
fonksiyonel 6zelliklerini degerlendirmede yeterli degildir.'**

Bu ¢alismada IFNy olgiilerek hiicresel immun yanitin, IL-4 ve IL-10 6l¢iimii ile de sivisal ve
regiilatér immun yanit hakkinda fikir edinmeye c¢alisilmistir.

Dort erkek ve li¢ kadin saglikli bireylerden olusan grup ile yaptigimiz calismalar istatiksel
anlam ifade edecek sayiya ulasmamistir. Bundan dolay1 daha fazla saglikli ve hasta gruplar
ile calisilmast gerekmektedir. Ama eldeki veriler ve daha O6nceden basilmis yayinlardaki
veriler tam kan ve PBMC’nin sitokin yanitlar1 agisindan farkli olabilecegini gdstermektedir.
Bununla birlikte eldeki rekombinant proteine karsi var gibi goziiken o6zellikle IL-10
yanitlarinin rekombinant proteinden ya da E.coli’ye ait bir faktorden mi kaynaklandigi ayni
susda eksprese edilecek baska bir protein (6rnegin dihidro folat rediiktaz gibi) ile aym
sartlarda test edilmelidir. Bunun yaninda tam kan ve PBMC bazal sitokin yanitlar1 birbirine
benzer goriinmektedir. Bu veri en azindan elde edilen tam kandaki IL-10 yanitinin bizim
ekspresyon tirtiniimiizden kaynaklandigini kanitlamaktadir.

Rekombinant NS3 proteini i¢indeki epitoplar saglikli goniilliillerin daha 6nce karsilagtiklar
patojenlerin antijenik epitoplari ile benzerlik gosterebilir. Bu benzerlik sitokin yanitina sebep
olabilir ancak yine de tam kan ile PBMC yanitlarinin farkli olmasini ag¢iklayamaz. PBMC
kiiltliriiniin icermedigi fakat tam kanda bulunan faktorlerden kaynaklanabilir.

Rekombinant NS3 {iriiniinde saptanan endotoksin miktar1 0,1 ng civarinda olup bu hiicre
kiiltiir ¢alismalar1 i¢in uygundur. Yine de mevcut endotoksinin ne oranda sitokin yanitina
sebep oldugu lipopolisakkarit diliisyonlar ile ¢alisilarak tespit edilebilir.

Insanda IL-10’un ana kayna@i makrofajlar, Th2 hiicreleri ve regiilator T hiicreleridir ve
etkilerini makrofajlar, DC’ler ve Thl hiicreleri iizerinde gosterirler. IL-10 6zellikle dendritik
hiicreler tlizerinde IL-12, kostimiilator molekiil ve MHC simnif II molekiil ekspresyonlarinin
baskilanmas1 yéniinde etkilidir.'*

Silberer J ve arkadaslar1 tam kan ve mononiikleer hiicreler iizerinde alerjene 6zgiil olan/6zgiil
olmayan antijenik uyarana sitokin yanitlarin1 degerlendirmisler ve INFy ve IL-13 yanitlart
acisindan onemli fark oldugunu gormiislerdir.'** Yapilan farkli calismalarda da goriildigii
gibi sadece IL-10 degil farkl sitokinlere de farkli yanitlar ortaya ¢ikabilmektedir.

Levings ve arkadaslar1 olgunlasmamis ve stimiile edilmemis DC’lerde IL-10 iiretilebildigini,
bunlarin IL-10 iireten Treg’leri indiikleyebildigini gdstermislerdir. Dolayisiyla rekombinant
HCV NS3 daha baglangicta tam kan i¢inde bulunan faktdrler yardimi ile IL-10 ekspresyonunu
uyararak hem IFNy hemde IL-4 yanitlarin1 baskilayabilir. Bu daha sonraki asamalarda anti-
IL-10 antikoru kullanilarak bu deneye ait hem IFNy hemde IL-4 yanitlar1 iizerine olan etkileri
degerlendirilebilir.'*’

Pellegrini P ve arkadaslar antijenik uyaranli ve uyaransiz sartlar altinda Th1 ve Th2 sitokin
seviyelerini tam kan ve mononiikleer hiicrelerde aragtirmiglardir. Bu ¢alismalarda IL-10 harig
erkek ve kadimlarin sitokin yanitlarinda bir fark bulunmazken IL-10 da tam kanda
fitohemaglutinin uyaran ile erkeklerde daha yiiksek yanit olustugunu bildirmislerdir.'*®
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Cacciarelli ve arkadaglari, infekte olmamis saglikli kontrollerle karsilastirildiginda kronik
HCV hastalarinda IFNy, IL-4 ve IL-10 serum seviyelerinin 6nemli oranda daha yiiksek
oldugunu, INF sagaltimina yanit olarak da IL-4, IL-10 ve viral yikiin distigini
bildirmislerdir. Bizim c¢aligmamizin devami olarak sagaltima yanit veren ve vermeyen
gruplarda rekombinant NS3 proteinine olabilecek yanitlarin incelenerek saglikli bireylerle
aradaki farklar Tam Kan ve PBMC acisindan karsilastirilabilir.'*

Sonug olarak simdiye dek tilkemizde ve uluslar arasi literatiirde yaymlanmis veriler iizerinde
yaptigimiz taramalarda ilk kez iilkemizden bir HCV genotip 1b kokenine ait NS3 proteini
saflastirilmistir. Saflastirilan bu rekombinant NS3 proteinine karsi spesifik antikor yaniti
gosterilmistir. Ayrica rekombinant NS3 kullanilarak yapilan tam kan ve PBMC uyarim
calismalar1 ve bu uyarim sonucu ortaya ¢ikabilecek sitokin yanitlari ile ilgili optimizasyon ve
standardizasyon c¢aligmalar1 devam etmektedir.
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