
   

     

 

T.C. 

DOKUZ EYLÜL ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ  ENSTİTÜSÜ 

 

 

 

 

HEPATİT C VİRUS ZARF GLİKOPROTEİNİNİN 

SAFLAŞTIRILARAK ELDE EDİLMESİ 

 
 

ÖZGE ÖZTUNA 

 

 
 

MİKROBİYOLOJİ VE KLİNİK 

MİKROBİYOLOJİ ANABİLİM DALI 

 
YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

İZMİR – 2012 
 

 

 

 

 

 

 

TEZ KODU: DEU.HSI.MSC-2008970026 



                                                                                                                                                                                             

                                                                                                                                                                                                  

 

DOKUZ EYLÜL ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ  ENSTİTÜSÜ 

 

 

 

 

HEPATİT C VİRUS ZARF GLİKOPROTEİNİNİN 

SAFLAŞTIRILARAK ELDE EDİLMESİ 

 

 

 
MİKROBİYOLOJİ VE KLİNİK MİKROBİYOLOJİ 

ANABİLİM DALI 

 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

 
 

ÖZGE ÖZTUNA 
 

 

 

              Danışman Öğretim Üyesi:  Doç. Dr. İ.M.ALİ ÖKTEM 

 

 

 

 

 

 

 

 

TEZ KODU: DEU.HSI.MSC-2008970026 



                                                                                                                                                                                             

                                                                                                                                                                                                  

 

 



 

İ 

 

 

İÇİNDEKİLER 

 

İÇİNDEKİLER….....................................................................................................................i 

ŞEKİL DİZİNİ……………………………………………………………………………….iv 

TABLO DİZİNİ………………………………………………………………………………v 

KISALTMALAR …………………………………………………………………………....vi 

ÖZET ......................................................................................................................................... 1 

ABSTRACT .............................................................................................................................. 3 

1. GİRİŞ VE AMAÇ ................................................................................................................. 5 

2. GENEL BİLGİLER ............................................................................................................. 7 

2.1. Hepatit  C Virüs ............................................................................................................. 7  

      2.1.1. Tarihçe, sınıflandırma ve genom yapısı ................................................................. 7 

       2.1.2. Epidemiyolojisi ........................................................................................................ 9 

       2.1.3. HCV tanısı .............................................................................................................. 10 

          2.1.3.1. Serolojik testler ................................................................................................. 10 

          2.1.3.2. Nükleik asid testleri  .......................................................................................... 11 

          2.1.3.3.Genotipleme testleri ........................................................................................... 12 

        2.1.4.  HCV Sağaltım ve Koruma .................................................................................. 13 

        2.1.5.  Viral Proteinlerinin Özellikleri .......................................................................... 13 

2.1.5.1. Core(özyapı) proteini ...................................................................................... 13 

2.1.5.2. E1 ve E2 zarf proteinleri ................................................................................. 13 

 2.1.5.3. P7 proteini ...................................................................................................... 14 

 2.1.5.4. NS2  proteini .................................................................................................. 15 

  2.1.5.5. NS3  proteini ................................................................................................. 15 

  2.1.5.6. NS4A  proteini .............................................................................................. 15 

  2.1.5.7. NS4B proteini ................................................................................................ 15 

  2.1.5.8. NS5A proteini ............................................................................................... 16 

  2.1.5.9. NS5B proteini ................................................................................................ 16 

2.2. Hepatit C Virüs yaşam döngüsü ................................................................................ 17 

    2.3.  Gen Klonlama  ............................................................................................................ 18 

       2.3.1 . Klonlama Yöntemleri ............................................................................................. 18 

    2.3.2.  DNA ligasyonu……………………………………………………………………...18 



 

İİ 

 

    2.3.3  Transformasyon……………………………………………………………………….19 

    2.3.4. Kolonilerin seçimi…………………………………………………………………….19 

    2.3.5. Rekombinant genin klonlandığı hücrelerin saptanması……………………………... 19 

2.4. Protein ekspresyonu………………………………………………………………….…..19 

2.4.1 EkspresyonVektörleri.…………………………………………………………...……….19 

 2.4.2.Protein ekspresyonunun gösterilmesi…………...……………………………………….20 

2.5. HCV  zarf glikoproteinlerin biyogenezi………….……………………………………..21 

2.6.Olgun Hcv Zarf Glikoproteinlerinin Karakterizasyonu.……………………………....21 

2.7.HCV  hücreye giriş  boyunca  zarf proteinlerinin rolü ……...………………………...23       

2.8 Virüs yaşam döngüsü ve replikasyonunda E1 proteininin potansiyel rolü……….…..26 

2.9. ER zarı ve protein translokasyonu………………………………………………….…..26 

2.10.Tanıda E1 spesifik mAbs kullanılması…………..……………………………….….....27  

3. GEREÇ VE YÖNTEM…………………………………………………………………….28 

3.1. Araştırmanın Tipi………………………………………………………………………..28 

 3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı…………………………………………………………..28 

 3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi…………………………………………………….28 

 3.4. Çalışma Materyali……………………………………………………………………….28 

 3.5. Araştırmanın Değişkenleri……………………………………………………………...28 

 3.6. Veri Toplama Araçları………………………………………………………………….28 

   3.6.1. Kullanılan cihazlar ve sarf malzemeleri……………………………………………….28 

   3.6.2. Bakteri suşları ve ekspresyon vektörleri:……………………………………………...35 

   3.6.3.Hepatit C virusuna ait klonlanacak DNA’nın eldesi……………………...………..35 

     3.6.3.1. cDNA sentezi……………………………………………………………………....35   

    3.6.3.2. E1 proteinini için öncül tasarımı ……………………..………………………….....36 

     3.6.3.3. E1 kesik proteinini için öncül tasarımı…………………………………………......37 

    3.6.3.4. Protein kodlayan gen bölgesinin iç içe PZT ile çoğaltılması…………………...…..37 

3.6.4. pQE30 vektörünün saflaştırılması……………………………………………….. ..39 

3.6.5. Restriksiyon enzimleri ile kesim……………………………………………………40 

    3.6.6.  Ligasyon……………………………………………………………………………..41 

    3.6.7. M15 kompetan  Escherichia coli   hücrelerinin  hazırlanması……………………..41 

      3.6.7.1. M15 kompetan Escherichia coli hücrelerinin ligasyon ürünü ile transformasyonu42 

     3.6.7.2.  İnsert içeren kolonilerin seçimi ............................................................................. 42 

    3.6.8.  PZT ürünlerinin dizi analizi ................................................................................... 43 



 

İİİ 

 

    3.6.9. Proteinlerin ifadesi ve saflaştırılmsı……………………………………………… 43 

       3.6.9.1.E1  protein için……………………………………………………………….…...43 

       3.6.9.2.Kesik E1 protein  için……………………………..……………………………...44 

         3.6.9.3. SDS-PAGE için örneklerin ve jellerin hazırlanması……………………………..45 

           3.6.9.3.1 SDS-PAGE…………………………………………………..………………..46 

           3.6.9.3.1.2  WESTERN BLOT…….………….………………………………..…….……..46 

  3.7. Araştırma Planı ve Takvimi…………………………………………………………...48 

  3.8. Verilerin Değerlendirilmesi……………………………………………………………48 

  3.9. Araştırmanın Sınırlılıkları……………………………………………………………..48 

  3.10. Etik Kurul Onayı ....................................................................................................... ..48 

4. BULGULAR ....................................................................................................................... 49 

5. TARTIŞMA ........................................................................................................................ 57 

6. SONUÇ VE ÖNERİLER ................................................................................................... 62 

7. KAYNAKLAR .................................................................................................................... 63 

8. EKLER ................................................................................................................................ 76 

  8.1. Etik Kurul Onayı ........................................................................................................... 76 

  8.2. Özgeçmiş ........................................................................................................................ 77 



  İV 

  

     

 

 

ŞEKİL DİZİNİ 

 

Şekil 1: :Hepatit C virüs araştırmasındaki köşe taşları …………………………….…………7 

Şekil 2: Hcv genom yapısı ve proteinleri  …………………………………………………….8 

Şekil 3: HCV epidemiyolojisi.....................................................................................................9 

Şekil 4: Serolojik testler için kullanılan HCV antijenleri …………………………………....11 

Şekil 5: HCV tanı algoritmi ………………………………………………………………….12  

Şekil 6: Hepatit C Virüs yaşam döngüsü analizi ve dendogram görüntüsü .………………...17 

Şekil 7: Fla alfa ve hepacivürüslerin karşılaştırılması ……………………………………….23 

Şekil 8: HCV girişi …………………………………………………………………………..25 

 Şekil 9: pQE30 ekspresyon vektörü ………………………………………………………   40 

Şekil 10: HCV’ne ait E1 PZT ürünü ………………………………………………………...49 

Şekil 11: HCV’ne ait  kesilmiş E1     PZT ürünü ……………………………………………50 

Şekil 12 : pQE30 ve E1 in  agaroz jel görüntüsü  ………………………………..………….50            

Şekil 13: Transformasyon sondası üreyen kolonilerden yapılan PZT’lere ait agaroz jel görün-

tüsü………………………………………………………………………………….………..51 

Şekil 14: Transformasyon sondası üreyen kolonilerden yapılan doğrulma PZT’lere ait agaroz 

jel görüntüsü……………………………..………………………………………………………..…52 

Şekil 15 : E1 içeren pQE30 vektörüne ait DNA dizi analizi ve karşılık gelen aminoasit dizile-

ri………………………………………………………….………………………………...…53 

Şekil 16 : Rekombinant kesik E1   ve  E1 Preparatının SDS PAGE Analizi………………...54 

Şekil 17 : E1  proteinlerini eksprese eden hücre lizatlarının  ürünlerine ait Hasta serum anti-

korları ile yapılan Western blotlama fotografı………………..…………………………….56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

V 

 

 

 

                                                       TABLO DİZİNİ  

 

Tablo 1: : HCV genotiplerinin dünyadaki dağılımı………………………………………….10 

Tablo 2: Ekspresyon vektörlerinin birbirlerine göre avantaj ve dezavantajları……………...20

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Vİ 

 

 

 

 

KISALTMALAR 

 

HCV: Hepatit C Virüs 

PZT: Polimeraz Zincir Tepkimesi 

SDS-PAGE: Sodyum Dodesil Sülfat  Poli Akrilamid Jel  Elektroforezi 

Wb : Western Blot  

RNA : Ribonükleik Asit 

HSK : Hepatosellüler  karsinoma 

IRES : Internal  Ribosome Entry Site 

EIA : Enzyme İmmunoassay 

RIBA : Recombinant immunoblot assay 

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

TMA : Transkripsiyon aracılı çoğaltma 

IFN   : Interferon 

CD81   : Cluster of Differentiation 81 

CTL    : Sitotoksik lenfosit 

HVR-1 :  Hyper variable region 1 

PRK2   :  protein kinase c-related kinase 2   

SRBI : Scavenger receptor class B type I ,reseptör sınıf B, tip I 

LDL :  Low Density Protein 

HDL :  High Density Protein 

IPTG : isopropyl-β-D-thiogalactoside 

OD    :  Optik dansite 

CLDN1 : Claudin-1 

TTTS-T: Tween 20 li Tris tuzlu su 

HRP:Horse Radish Peroksidase 

mAbs : antibodies molecules 

HCV pp : HCV pseudopartikül 

HCV cc : HCV cell culture 



 

 

 

 

 

                       

 

TEŞEKKÜR 

 

Yüksek lisans eğitimim boyunca, bilgisiyle ve anlayışıyla her zaman yanımda olan da-

nışman hocam Doç. Dr. İ.M.Ali ÖKTEM’e, engin bilgi deneyimleriyle hiçbir zaman desteğini 

esirgemeyen saygıdeğer anabilimdalı başkanımız Prof. Dr. Hakan ABACIOĞLU’ na, yetiş-

memde emeği geçen tüm Mikrobiyoloji Anabilimdalı hocalarıma, manevi destekleri ile ya-

nımda olan arkadaşlarıma, bölüm çalışanlarına ve eğitim hayatım boyunca her zaman maddi 

ve manevi destekleri ile yanımda olan aileme  sonsuz teşekkürlerimi sunarım. 

 

                         Özge ÖZTUNA 

 

 

  



 

1 

 

  

 ÖZET 

 

                  HEPATİT C VİRÜS ZARF GLİKOPROTEİNİNİN SAFLAŞTIRILARAK 

                                                          ELDE EDİLMESİ 

 

                  Dokuz Eylül Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mikrobiyoloji AD. 

                                                          Özge ÖZTUNA 

                                                      oztunaozge@gmail.com 

                                                                  

 

        Hepatit C Virüsü (HCV) enfeksiyonu önemli bir halk sağlığı sorunudur. HCV 

kronikleşmeye eğilim gösterir ve ilerleyen dönemde siroz ile  hepatosellüler karsinoma 

gibi ağır klinik tablolar gelişebilir. Virüs populasyonunun türümsü oluşumuna yatkın 

doğası sayesinde konak bağışık yanıtından kaçabilen varyantların seçilmesi kronik 

enfeksiyona gidişin göstergelerinden biridir. Zarf glikoproteinlerinin (E1 ve E2) sürekli 

şeçilim baskısı altında olması antikor yanıtından kaçabilen seçilmiş viral varyantların 

ortaya çıkmasıyla sonuçlanır. E1 proteini, hedef hücrelere virüsün bağlanması ve girişi 

yanı sıra konak immün yanıtının modülasyonunda da önemli rol oynar. Bu çalışmada, 

genotip 1b’ye ait bir HCV E1 molekülünün klonlanması ve prokaryotik sistemde ifade 

ettirilmesini raporladık.  

                                HCV E1 proteininin E. coli içinde ifadesi için, 1b genotipindeki bir klinik 

izolattan tam uzunlukta ve C-terminali kesilmiş E1 dizileri PZT yoluyla amplifiye 

edilmiştir. Elde edilen ürünler pQE30 vektörüne takılıp klonlandıktan sonra His-

etiketlenmiş proteinler olarak E. coli içinde ifade edilmiştir. E1 proteinleri SDS-PAGE 

ile karakterize edildikten sonra proteinlerin immün reaktivitesi anti-HCV pozitif serum 

örnekleri kullanarak Western Blot (WB) analizi ile değerlendirilmiştir. Tam uzunlukta 

ve kesilmiş C-terminal E1 hexa-histidin-etiketli rekombinant füzyon proteinleri olarak 

prokaryotik sistemde başarıyla ifade edilmiştir. Rekombinant E1 proteinlerinde, HCV 

ile enfekte hastaların poliklonal serumları kullanılarak  immünolojik reaksiyon 

belirlenmiştir. 
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               Tam uzunlukta viral zarf proteinlerinin prokaryotik ifadesi zor olabilir. Bu 

çalışmada Türkiye'de ilk kez,  immünolojik reaktif olan tam uzunlukta ve kesilmiş E1 

proteinlerin başarılı ifadesi raporlanmıştır. Bu çalışmada elde edilen rE1 proteinleri 

tanısal ve immünolojik ileri çalışmalarda önemli araçlardan olabilir.  

 

    Anahtar kelimeler : HCV zarf proteini 1; Rekombinant  proteinler; Escherichia coli 
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SUMMARY 

 

         OBTAINING  OF PURIFIED  HEPATITIS  C VIRUS ENVELOPE GLYCOPROTEIN 

 

           Dokuz Eylül University Institute of Health Sciences ,Microbiology  department, 

                                                          Özge ÖZTUNA 

                                                      oztunaozge@gmail.com 

 

               Hepatitis C Virus (HCV) infection  is a major public health issue. HCV has a 

propensity to develop chronic infections which may proceed to cirrhosis and 

hepatocellular carcinoma. One of the hallmarks of the chronic infection is the 

quasispecies nature of the viral population which favors the selection of variants that 

may escape the host immune responses. Envelope glycoproteins (E1 and E2) are 

constantly under selective pressures resulting in the selection of viral variants that can 

escape antibody responses. E1 protein also plays  important roles in viral attachment and 

entry into target cells as well as in the modulation of host immune responses. In this 

study, we report the cloning and prokaryotic expression of a genotype 1b  HCV E1 

molecule.  

               For the expression of HCV E1 protein in E. coli, full-length and  C-terminally 

truncated E1 sequences from  a clinical isolate of subtype 1b virus  were amplified by 

PCR. Resulting fragments were cloned into pQE30 vector and  subsequently expressed 

in E. coli as His-tagged proteins. The E1 proteins were characterized by SDS-PAGE. 

The immunologic reactivity of the proteins were evaluated by western blot (WB) 

analysis using anti-HCV positive serum samples.  

               Full-length and C- terminally truncated E1 were  successfully expressed in 

prokaryotic system  as hexa-histidine-tagged recombinant fusion proteins. The proteins 

self-assembled into dimers and trimers as shown by PAGE and WB PAGE analyses. 

Recombinant E1 proteins were also immunologically reactive using polyclonal sera 

from HCV infected patients.   

 

               Prokaryotic expression of full-length viral membrane proteins can be difficult. We 

report here the successful expression of the immunologically reactive full-length and 
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truncated E1 proteins for the first time in Turkey.  The rE1 proteins can be important 

tools fur further diagnostic and immunological studies. 

 

    Key words : HCV envelope protein 1; Recombinant  proteins; Escherichia coli 
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1.GİRİŞ VE AMAÇ 

 

    Hepatit C Virus (HCV) Flaviviridae ailesinin Hepacivirus genusuna ait, tek 

zincirli RNA virusudur. Tüm dünyada yaklaşık 180 milyon insanı enfekte ettiği 

düşünülen HCV bu yönü ile önemli bir halk sağlığı sorunudur. HCV’nin en sık geçiş 

yolu enfekte kan ile direk temasdır. Kronik HCV’li hastaların %20 kadarında enfeksiyon 

sonrası 20 yıllık dönem boyunca siroz gelişmektedir. Sirozlularda ise ilerleyen 

dönemlerde % 0-3/yıl oranında hepatoselüler karsinom (HSK) geliştiği bildirilmektedir 

(1,2). Bu komplikasyonların ortaya çıkış mekanizmaları henüz aydınlatılamamıştır. 

           Virüsün hücre kültürlerinde kolaylıkla üretilememesi, hücreye ve dolayısı ile 

organizmaya nasıl etkiler yaptığının anlaşılmasını güçleştirmektedir. Bu nedenle 

günümüzde HCV nin çeşitli proteinlerinin, farklı vektör ve protein ifade sistemlerine 

klonlanarak elde edilmesi, bunların hücre metabolizması ve bağışık yanıta etkilerinin 

incelenmesi en geçerli deneysel yöntem yaklaşımını oluşturmaktadır. 

           HCV’ye karşı oluşan konak yanıtları hem enfeksiyonun kontrolünde hemde 

hastalığın patogenezinde önemli rol oynamaktadır. HCV ile enfekte hastalarda HCV 

proteinlerine karşı gelişen ve farklılaşan bağışık yanıtlar hastalığın patogenezine ve 

hastaların sağaltım yanıtları hakkında fikir verebilir. Örneğin, çeşitli Mycobacterium 

tuberculosis antijenlerine (CFP-10, Esat-6 gibi) karşı oluşan IFNγ, IL-10 yanıtlarının 

sağaltımı değerlendirmedeki etkilerine benzer şekilde HCV proteinlerine karşı da 

immun yanıtların değerlendirilmesi önemli olabilir (3,4). 

  HCV’nin patogenezinde konak ile ilişkilerinin anlaşılması açısından dış ortamla 

canlı viral partikülün en çok etkileşim içindeki bölümü olan zarf 1 (E1), zarf 2 (E2) 

glikoproteinleri dikkat çekmektedir. E1 ve E2 proteinleri virion zarfının esas 

komponentleridir ve virusun hücreye girişi için gereklidir. Bu glikozillenmiş proteinler 

poliproteinin E1 için 192-383.aa’ler ve E2 için 384-746.aa’ler arasında uzanırlar ve E1 

33-35, E2 70-72 kDa ağırlığındadır (5). 

  E1 ve E2 tip I transmembran glikoproteinleri olup bu özelliklerini sırasıyla N-

terminal 160. ve 334. aa’leri verir. Bu bölgeler membrana tutunma, endoplazmik 

retikulum (ER) yerleşimi ve virusun bir araya gelme sürecini de içeren çok çeşitli 

işlevlere sahiptir (6,7). 
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               Bu tez ile öncelikle HCV nin E1 proteininin in vitro olarak üretilmesi ve 

saflaştırılması öncelikli hedeftir. Ardından bu rekombinant proteinin özelliklerinin 

belirlenmesi ve bu kullanılarak bir rekombinant immunoblot assay hazırlanması 

amaçlanmıştır.  Bu tür bir testin daha sonra yapılacak kapsamlı çalışmalarda özellikle 

HCV’ye karşı oluşan sıvısal bağışık yanıt takibinde kullanılabilir olması 

öngörülmektedir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Hepatit C  Virüs 

 2.1.1 Tarihçe, sınıflandırma ve genom yapısı 

 

               HCV, ilk defa 1989 yılında  kan transfüzyonu sonrası hepatit A ve hepatit B  

olmayan hastaların serumundan cDNA olarak elde edilmiştir (8). 1997 yılında 

ekspresyon sistemleri kullanılarak cDNA klonları şempazelerde in vivo olarak 

enfeksiyon oluşturmuştur (9). Günümüzde son yapılan çalışmalarda ise, hücre kültürü 

çalışmaları tamamlanmıştır (10,11).Hepatit C virüs  araştırmasındaki  kronoloji Şekil 

1’de gösterilmiştir (12) . 

 

 

 Şekil 1: Hepatit C virüs araştırmasındaki köşe taşları (12) 

 

 HCV Flaviviridae ailesi, Hepacivirus genusu içerisinde sınıflandırılmıştır (13). 

HCV genom boyutu 9,6 kb olan pozitif zincirli, zarflı bir RNA virusudur (14). 3011 

aminoasidlik tek bir poliproteini kodlar. Genomik yapısı ve proteinlerin dizilim ve 

büyüklükleri Şekil 2 ile gösterilmiştir (15). Genomun 5′ ucu kodlanmayan (Non–coding)  

bölgeyle başlar ve ribozama giriş bölgesi (IRES) içerir, devamında açık okunan bölgeler 
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(ORF) yapısal ve yapısal olmayan proteinleri kodlar. Genom 3′ ucu kodlanmayan 

bölgeyle biter. Bu poliprotein sentezlendikten sonra çeşitli proteazlar aracılığı ile 

kesilerek yapısal ve yapısal olmayan en az 10 farklı proteine ayrılır (16). 

 

 

    Şekil 2 :HCV  genom yapısı ve proteinleri (15) 

 

 Yapısal proteinler; core proteini, zarf glikoproteinleri E1 ve E2, iyon kanalı P7 

proteinidir. Yapısal olmayan proteinler ise;  NS2-3 proteaz, NS3 serin proteaz ve RNA 

helikaz, NS4A polipeptidi, NS5A proteini ve NS5B RNA bağımlı RNA polimerazdır. 

(RdRp) (17). Yüksek replikatif aktivite ile birlikte viral RdRp nin düzeltme (Proof –

reading) mekanizmasının eksikliğinden dolayı virüs yüksek genetik çeşitliliğe sahiptir 

(18). 

HCV izolatları,  genotipler ve 21 alttip içerisinde sınıflandırılmıştır. 6 farklı temel 

genotip vardır ve bunların nükleotid dizilimleri  birbirlerinden %30–35  oranında 

farklıdır. Genotipler 1,2,3…olarak, alttipler a, b, c… şeklinde  gösterilirler. Kronik 

enfeksiyonda meydana gelen genetik değişikliklerin E2 zarf proteinindeki çok değişken 

bölge 1 (hypervariable region 1) üzerine olan etkilerinden dolayı ise türümsülerin ortaya 

çıkışı indüklenir (19,20,21) . 
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 2.1.2.Epidemiyoloji 

 

 Bugüne kadar dünya çapında HCV ile enfekte 170 milyon kişi olduğu tahmin 

edilmektedir (22). HCV enfeksiyonunun sıklığı dünyada coğrafik dağılıma göre 

farklılıklar gösterir. Kuzey Afrika, Güney-Doğu Asya, Doğu Akdeniz  nüfusunun % 5 i  

virüsle enfekte iken bu oran Batı Avrupa ve Kuzey Amerika’da yaklaşık %1,7 olarak 

bildirilmektedir Hastalığın klinik seyri genellikle yavaş ve asemptomatiktir. Çoğu 

zaman yıllar süren enfeksiyon sonrasında karaciğer hasarı oluşur (23). Ülkemizde Viral 

Hepatitle Savasım Derneği verilerine göre HCV’nin seroprevalansı %0,3-1,8’dir (24). 

 

 

 

Şekil  3 : HCV enfeksiyonun görülme sıklığının dünyadaki dağılımı (25 ) 

 

HCV ile enfekte bireylerin %70-80' inde  kronik enfeksiyon gelişir ve bunların 

yaklaşık %30’ unda karaciğer sirozu meydana gelir. Son dönem karaciğer yetmezliği ve 

hepatoselüler karsinom ise kronik olarak enfekte hastalarda %0,04 -2,5 oranları arasında 

gözlenmektedir (26,27,28,29). Günümüzde genel kullanımda kabul görmüş etkili bir 

HCV aşısı yoktur ve antiviral tedavi hastaların  yaklaşık %50 sinde etkilidir (30, 31, 32). 

Altı HCV genotipi vardır. Bu genotiplerden; genotip 1, 2 ve 3 dünya çapında dağılmıştır  

ve Batı Avrupa, Kanada ve Amerika Birleşik Devletleri’nde yaygındır (33,34,35,36). 

Genotip 4, 5 ve 6 daha farklı coğrafi bölgelerde yaygındır. (37,38,39) Tablo1 de bu 

dağılım gösterilmiştir 
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                               Tablo  1 : HCV genotiplerinin dünyadaki dağılımı (40) 

 

2.1.3. HCV Tanısı  

 

 HCV enfeksiyonlarının virolojik tanısında kullanılan testler; serolojik testler (antikor testleri, 

antijen testleri) ,  nükleik asit tabanlı (NAT) testler ve genotipleme testleridir. Bu testler aşa-

ğıda kısa kısa anlatılacaktır.  

 

2.1.3.1.1  Serolojik testler  

 

Bu testlerde tanı, HCV ye ait antijenlerin saptanması ve/veya hastanın serumunda HCV anti-

jenine özgül antikorların saptanmasıyla gerçekleştirilir. 

-Antikor saptanması 

Bu testlerde, HCV ye ait çeşitli rekombinant antijenlerine karşı hastanın serumunda  HCV 

antikorların var olduğu saptanabilmekte ve bazı hatalı pozitif sonuçlar azaltılabilmekte-

dir.Yöntem olarak, 

         EIA (Enzyme Immunoassay): Tarama Amacıyla Anti HCV Antikor Saptanması 

yöntemidir. Üzerine HCV ye ait çeşitli rekombinant antijenlerin ve/veya peptitlerin yapıştırıl-

dığı stripler kullanılmaktadır. Böylece hastanın serumunda hangi HCV antijenine özgül anti-

korların var olduğu tanımlanabilmekte 

         RIBA (Recombinant Immunoblot Assay): Doğrulayıcı Anti HCV Testi 

kullanılmaktadır. 

 

 

 

              

                HCV genotip                  

         

Yayılım 

 

1,2,3 

 

Tüm dünya 

 

4 

 

Orta Doğu,Afrika 

 

5 

 

Güney Afrika 

 

6 

 

Güneydoğu Asya 
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-Antijen saptanması 

HCV özyapı antijeninin saptanması ve kantitasyonu için ELISA geliştirilmiştir. Doğruluğu ve 

özgüllüğü iyi , fakat duyarlılığı düşüktür (20 000IU/ml). 

 

 
 

 

Şekil 4: Serolojik testler için kullanılan HCV antijenleri(41) 

 Şekilde serolojik testlerde kullanılan HCV poliproteinine ait çeşitli epitoplar 

görülmektedir. C100-3 peptidinden hazırlanan HCV ELISA, 1. kuşak olarak 

tanımlanmıştır. Daha sonraları buna elde edilen diğer rekombinant HCV antijenleri 

(c22–3 ve c200 peptidleri) de eklenerek çeşitli ticari 2. kuşak HCV EIA sistemleri 

üretime ve kullanıma geçmiştir. Günümüzde kullanılan en yeni ve antikor taramada 

geçerli kabul edilen 3. kuşak EIA sistemleri ise 2. kuşak sistemlerdeki antijen 

havuzuna NS5 proteininin de eklenmesi ile hazırlanmıştır Kullanılan epitoplar arttıkça 

duyarlılıkta artmıştır. 

2.1.3.1.2 . Nükleik asid testleri 

 

HCV tanısında kullanılmak üzere çeşitli viral nükleik asit tarama yöntemleri bulunmaktadır. 

Bunlar temel olarak kantitatif (viral yükü bildirebilen), kalitatif (pozitif/negatif olarak sonuç 

veren) ve genotiplemede kullanılan testler olarak üçe ayrılabilir. 

 Kantitatif HCV RNA saptanması; Bu testler HCV viral yükünün ve tedavi süresinin 

belirlenmesinde kullanılırlar. Yöntem olarak ; 

            -Polimerize zincir tepkimesi (PZT) 

           -Transkripsiyon aracılı çoğaltma (TMA) 
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      -Sinyal amplifikasyon teknikleri (bDNA assay) kullanılır. Bu testler arasında analitik   

duyarlılık ve dinamik saptama aralığı bakımından farklılıklar bulunmaktadır 

 Kalitatif HCV RNA saptanması; Bu yöntemler özellikle akut enfeksiyonların tanısı, 

sağaltıma yanıtın incelenmesi ve transfüzyon güvenliğinin sağlanması amacı ile 

kullanılmaktadır. HCV tanısında kullanılan kalitatif NAT yöntemleri arasıda; 

-Polimerize zincir tepkimesi (PZT) 

-Transkripsiyon aracılı çoğaltma (TMA) sayılabilir 

2.1.3.1.3. Genotipleme testleri 

 

HCV’nin 6 genotipi vardır. Bu genotipler arasında interferona yanıt açısından farklar vardır.. 

Bu nedenle, tedaviye başlamadan önce genotipleme yapılması gereklidir. HCV genotiplerinin 

belirlenmesinde yaygın olarak kullanılan yöntemler arasında;  

 -Oligonükleotid prob hibridizasyonu 

 -Doğrudan DNA dizi analizi yer alır. 

Genotiplendirme testleri,virüsün 5’UTR, NS5B ve Özyapı  bölgelerindeki nükleotid 

farklılıklarına dayalı testlerdir. 

                  

 

 

 

 

Şekil 5: HCV tanı algoritmi: NAT; Nükleik asid testi, RIBA; Recombinant immunoblot assay 

(42) 
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2.1.4 Sağaltım ve Korunma 

 

Son 18 yıldır standart kronik Hepatit C sağaltımı olarak, Pegile İnterferon ile 

Ribavirin birlikte uygulanmaktadır (43). İnterferon (IFN), HCV replikasyonunu  

baskılamasına rağmen, mekanizması tam olarak bilinmemektedir (44). HCV 

sağaltımının seyrini belirleyen en önemli etken virusun genotipidir. HCV genotip 1’in  

48 haftalık bir  tedaviye yanıt oranı %41-52’dir. Aynı dozlarla 24-48  haftalık bir  

genotip 2 veya 3 sağaltımında yanıt oranı %76-84’tür. Sağaltım  bitiminden  sonraki en 

az 6 ay için HCV RNA yokluğunda  kalıcı virolojik yanıt  sağlanır (45). 

HCV’den  korunma yolları; bağışlanan kanların taranması, damar içi uyuşturucu 

kullanan kişilerin eğitilmesi, aseptik koşullarda ilaç enjeksiyonun önlenmesi, dövme 

yaptırmada kullanılan araçların hijyenin sağlanması olarak sayılabilir (46). 

 

2.1.5. Viral Proteinlerinin Özellikleri 

2.1.5.1. Özyapı (Core) proteini 

Tüm genotipler içerisinde en iyi korunmuş protein, Özyapı  proteinidir (47). 

Core’da denilen protein viral nükleokapsidi oluşturur. Proteinin N-terminal bölgesi 

bazik,C-terminal bölgesi hidrofobiktir. Protein sitoplazmada bulunup;  ER, lipid 

damlacıkları ve mitokondri ile ilişki içinde bulunur. HCV ile enfekte bireylerde özyapı 

proteinine karşı oluşturulan  antikorlar oldukça yaygın olduğundan bu protein birçok 

serolojik testte kullanılmaktadır. Özyapı proteini viral replikasyon, olgunlaşma ve 

patogenez için önemlidir. HCV partikülünün oluşumuna, hücresel ve viral gen 

ekspresyonu, hücre transformasyonu ile lipid metabolizması, sinyal yolaklarının 

düzenlenmesi gibi süreçlerde etkilidir (48,49,50). 

 

2.1.5.2. E1 ve E2 zarf proteinleri 

        E1 ve E2 glikoprotein yapısında olup virusun zarfında yer almaktadır.E1 proteini 

virüsün hücreye bağlanmasında, E2 proteini de virüsün hedef hücreye girişinde  

görevlidir. E1 192 amino asit uzunluğunda, 33-35 kDa ağırlığındadır. E2 363 aminoasit 

uzunluğunda, 70–72 kDa ağırlığındadır. Glikozillenmiş bu proteinler,  birbirlerine 

kovalent olmayan bağlı olarak ER membranında bulunmaktadırlar. E2, enfeksiyonun 

başlangıcında önemli bir role sahiptir. Virüsün hücreye tutunmasının bir veya birkaç 

hücresel reseptörle E2 etkileşimi aracılığıyla başlatıldığı düşünülmektedir (51,52,53). 
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E2 çok değişken yapı gösteren bir glikoproteinidir ve bu yüzden E2’nin CD81 gibi 

ligandları ile etkileşiminin suşa özgü olduğu bildirilmektedir (54). E1 ve E2 proteinleri 

olgunlaştıktan sonra, kovalent olmayan bir kompleks şeklinde  ER içerisinde bulunurlar 

ve bu proteinler C terminal transmembran bölgelerine doğru birbirleriyle ilişki 

içerisindedirler.  

HCV zarf glikoproteinleri  E1 ve E2, N-glikanlar tarafından yüksek şekilde 

modifiye edilmiştir. Bazı glikanlar virüsün hücreye girişi ve proteinin katlanmasında rol 

oynar. E1 proteini 6 ve E2 proteini 11  glikozillenmiş bölge içerir. E1 proteini 4 adet 

korunmuş (H77 referans diziye göre 196, 209, 234 and 305. pozisyonlar) N-

glikolizasyon bölgesi içerir. Diğer 2 glikolizasyon bölgesinden 250. pozisyonda olan 

yalnızca genotip 1b ve 6’da, pozisyon 299 ise yalnızca genotip 2b’de korunmuştur 

Glikolizasyon bölgelerinin genotipler arasında korunmuş olması, bunların virusun 

yaşam döngüsünde önemli olduklarını düşündürmektedir. Nitekim, bazı glikanların 

virüsün bir araya gelmesi ve enfektivitesi için gerekli olduğu gösterilmiştir   

HCV zarfglikoproteinleri, virüsün hücreye girişini bloke eden  antiviral 

moleküllerin  gelişimi için iyi bir hedeftir. Çok değişken bölgeler E2 zarf glikoprotein 

dizilimi içinde tanımlanmıştır. E2 nin İlk 27 amino asidi HVR1 dir. HVR1 bölgesi eksik  

bir  HCV klonunun, şempazelerde enfeksiyöz olduğu bildirilmiştir (55,56,57).  Bu bölge 

virüsün hücreye girişine yardımcı olur (58). HVR1 bölgesi çok çeşitli olmasına rağmen 

rezidüellerin pozisyonu ve konformasyonları genotiplerde yüksek oranda korunmuştur. 

HVR-1 HCV için,nötralize edici bir epitoptur (59). E2 nin diğer çok değişken bölgesi, 

HVR2 olarak tanımlanmıştır ve bu bölge, E2 nin reseptör bağlamasını düzenler. HVR-2, 

HVR1 in devamındaki 9 aa’lik dizide yerleşmiştir. Mutasyonların çoğu bu bölgelerde, 

virüsü nötralize edici antikorlar ve HCV’ye özgül sitotoksik T lenfositlerin (CTL) 

baskısı sonucu oluşur (60). 

 

2.1.5.3. P7 proteini 

63 aa’lik hidrofobik  bir peptitdir. P7 polipeptidi HCV poliproteininin yapısal ve 

yapısal olmayan proteinleri arasında yerleşmiştir. Konak sinyal proteazları tarafından 

kesilir. Küçük  p7 polipeptidi, ER nin lümenine doğru yer alır. Bu proteinin membran 

geçirgenliğini arttırdığı bilinmektedir. Bu proteinin suni lipid bariyerlerinde bir iyon 

kanalı oluşturduğunun belirlenmesi bir viroporin olarak işlev görebileceğini 

desteklemektedir (61,62,63).  
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2.1.5.4. NS2 Proteini 

NS2 bir integral membran proteinidir ve replikasyon için gerekli temel 

proteinlerden biri değildir (64,65). İn vitro virus üretiminde ise temel rol oynar. Ağırlığı 

21–23 kDa dur. Bu proteinin olgunlaşmış formu bilinmemesine rağmen, poliproteinden 

kesilmeden önce, NS2/ NS3 bağlantısını kesen proteaz aktivitesine katılır. C-terminal 

kısmı NS3’ün N-terminali ile birlikte çinko tarafından uyarılan NS2/3 proteaz aktivitesi 

yapar ve sitoplazmada kalır (66). 

 

2.1.5.5. NS3  proteini 

NS3 69 kDa ağırlığında, hidrofobik bir proteindir (67). 5 bölgeden oluşmaktadır. 

Amino ucundaki 2 bölge (ilk 180 aa) NS4A kofaktörü ile birlikte serin proteazı, 

karboksi ucundaki 3 bölge ise helikaz’ı oluşturur. 2 farklı enzimatik aktivite içerir. N-

terminal ucu, serin proteaz aktivitesinde olup, NS3/ NS4A, NS4A/ NS4B, NS4B/NS5A 

ve NS5A/NS5B bağlantılarını keser. C-terminal ucu RNA helikaz /NTPaz aktivitesi 

gösterir. Proteaz ve helikaz aktivitesi HCV replikasyonu için önemlidir. NS3, HCV 

poliprotein işlemlenmesinin ve replikasyonunun yanı sıra, proteinin  indüklenebilir 

nitrik oksit sentaz (iNOS) genlerinin aktivasyonuna ve dsDNA kırıklarına sebep olan 

reaktif oksijen türlerinin üretimine katkıda bulunduğu gösterilmiştir (68,69). 

HCV tedavisinde  helikaz inhibitörleri gelişmektedir  fakat  helikazın replikasyon 

ve virüsün salınımındaki rolü henüz bilinmemektedir. 

 

2.1.5.6. NS4A  proteini 

NS4A 54 aminoasitlik bir polipeptid olup, NS3 proteaz için kofaktördür. 

Hidrofobik N-terminal ucu NS3–NS4A kompleksi intrasellüler membranlara 

zincirlenmiştir. Proteolitik işlemlenme ve RNA replikasyonu burada yapılır (70). 

Proteinin merkez bölgesi (21–34aminoasitleri)  hidrofobiktir ve NS3 ün aktivasyonu için 

gereklidir(71,72). Asidik C-terminal bölgesi HCV replikasyonunda NS5A 

fosforilasyonun regülasyonu sağlar (73,74). 

 

 

 

2.1.5.7. NS4B proteini 

NS4B 27 kDa ağırlığında, integral membran proteini olup, hidrofobik ve 

amfipatik (yapısında hem hidrofobik hem de hidrofilik gruplar içeren) özellikte α-heliks 
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içerir. En iyi bilinen işlevi, RNA replikasyonun yapıldığı yer olan membran ağının 

oluşumunu indüklemesidir (75). NS4B proteinin yapısındaki motiflerin HCV RNA yı 

bağladığı ve replikasyon için gerekli olduğu gösterilmiştir (76). C-terminal ucu  GTP-

bağlayıcı bölge içerir (77). Bir hücresel endozom protein olan Rab5, NS4B ile ilişkilidir 

ve in vitro olarak replikasyonda önemli olduğu ve bu yapının replikasyon kompleksinin 

(RC) oluşumunda rol oynayabileceği yapılan in vitro çalışmada gösterilmiştir (78) . 

 

2.1.5.8. NS5A proteini 

NS5A 3 bölge içerir. Bunlar, bölge 1 (1-213.aa’ler), bölge 2 (250-342. aa’ler) ve 

bölge 3 (356-447. aa’ler) (79). En korunmuş ve kristal yapısı en büyük olan 1.bölgesidir. 

in vitro da RNA ya NS5A proteinini bağlama yeteneğindedir (80). Bölge 2 ve bölge 3  

daha küçüktürler ve farklı türler arasında daha fazla dizilim farklılığı gösterirler. 

NS5A fosforillenmiş 2 formda bulunurlar bunlar 56 kDa ağırlığında 

fosforillenmiş bazal formu ve 58 kDa ağırlığında hiperfosforillenmiş formudur. NS5A 

da meydana gelen mutasyonlar, NS5A hiperfosforilasyon formunu yok eder.  

NS5A nın seçici mutasyonları yabani tip HCV RNA nın replikasyonunu uyarırlar. 

NS5A, enfeksiyoz partikülün hücreden ayrılması için önemlidir. HCV replikasyonunda 

NS5A hücresel proteinlerle ilişki içerisindedir. NS5A ve insan veziküleriyle bağlı 

protein A(hVAP-A) arasındaki  ilişki, NS5A nın fosforilasyon formu  tarafından 

düzenlenir  ve viral replikasyon kompleksinin yapımını içerir (81,82 ). 

 

2.1.5.9. NS5B proteini 

NS5B 68kDa ağırlığında, genomun negatif ipliğinin tamamlayıcısının 

sentezlenmesinden sorumlu bir RNA-bağımlı RNA polimeraz (RdRp) dır (83). NS5B, 

HCV suşlarının genotipler ve alttipler şeklindeki sınıflandırma sistemini oluşturmakta 

kullanılmıştır. 

Mn + veya Mg2+ katyonlarının varlığı optimum RdRp etkinliği için esastır. RdRp 

etkinliği  Mn + varlığında, Mg2+  iyonlarının varlığından 20 kat daha yüksektir. NS5B 

nin kristal yapısı sağ el yapısındadır. Başparmak bölgesi bütün RdRp lerde tipiktir. 

Başparmakta meydana gelen nokta mutasyonu kurtarılabilir fakat proteinin C-terminal 

bölgesinde meydana gelen mutasyon virüsü öldürücüdür. NS5B, replikasyon sırasında 

birkaç hücresel proteini bağlar.Proteinin C ucu ile ilişkili protein kinaz 2 (PRK2)  

parmak bölgeleri bağlar ve fosforilasyonu düzenler (84). 
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2.2.  Hepatit C Virus  yaşam döngüsü  

HCV enfeksiyonu dinamik bir işlemdir, virüs enfekte bireylerde bir günde 10
12

 

viriyon üretir. Hepatosite bağlanarak, klatrin aracılı endositoz ile hücre içine girer. 

HCV’nin hücresel reseptörleri tanımlanmıştır. Bunlar, glikozaminoglikanlar, LDL 

reseptorü (LDLR), DC-SIGN, L-SIGN, CD81, SRBI ve Claudin-1dir (85,86,87). 

Çevredeki düşük pH endozomal membranla virüsün füzyonunu başlatır ve HCV  

genomunun sitoplazma içine girişi başlar. Genomun translasyonu IRES te bulunan iyi 

korunmuş 5' NCR  tarafından yürütülür. Translasyon, ribozomun 40S alt ünitesi ile 

HCV’nin IRES bölgesinin kompleks oluşturmasıyla başlar. Bunu takiben  HCV RNA 

nın translasyon işlemi sonrasında hücresel proteazlar artar, ve viral proteazlarla birlikte 

işlev görerek yapısal ve yapısal olmayan proteinlerin olgunlaşması gerçekleşir (88). 

Yapısal proteinler ve p7 polipeptidi endoplazmik retikulum sinyal peptidaz ve 

yapısal olmayan proteinler NS2-3 proteaz ve NS3-4A serin proteaz tarafından işlemlenir 

(89). HCV proteinlerinin ekspresyonu, replikasyon kompleksinin formasyonu  sitozol 

içerisinde  gerçekleşir. Replikasyon kompleksi hücre membranı yanında membran ağı 

şeklinde HCV nin proteinlerinin ekspresyonu ve genomunun replikasyonunun takiben 

virüs partiküllerinin paketlenmesi ve salınması gerçekleşir. Tahmin edilen, virionların 

ER den tomurcuklanması ve dışarıya sekrete olduğudur.Şekil 6 da gösterilmiştir (90). 

 

 

          Şekil 6 : Hepatit C Virüs  yaşam döngüsü (90) 

 

(a) ; virüs bağlanması ve hücreye giriş         (b); stoplazmik salınım ve hücre   soyulması  

           (c); IRES aracılı translasyon ve işlemlenme  (d); RNA replikasyonu 

           (e); paketlenme ve salınım  (f); Virionun olgunlaşması ve salınması  
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HCV nin yapısal ve yapısal olmayan proteinleri endoplazmik retikulum 

membranında şematik olarak gösterilmiştir. HCV RNA replikasyonu,  membran ağı 

denilen  spesifik membranda meydana gelir. Ağ üzeründe IRES aracılı translasyon ve 

poliprotein işlemlesi gerçekleşir. 

 

2.3. GEN KLONLAMA 

                  Klonlama, istenilen bir genetik bilginin kopyalanarak küçük, orta ya da büyük 

ölçekte çogaltılmasıdır (91). 

Gen klonlama basamakları şunlardır ; 

1. Klonlanacak geni içeren DNA’nın ‘vektör’ olarak adlandırılan sirküler DNA 

molekülünün içine yerleştirilmesi 

2. Vektörün konak hücre içine aktarılması 

3. Konak hücrede rekombinant DNA molekülünün çoğaltılması  

4. Hücre bölündükçe rekombinant DNA molekülü kopyalarının yeni hücrelere 

aktarılması 

5. Konak hücrelerin büyük miktarlarda üretimi  

 

2.3.1. Klonlama Yöntemleri 

1. T/A klonlama 

2. Yapışkan uç oluşturarak klonlama 

3. Küt uç oluşturarak klonlama 

T/A klonlamada restriksiyon endonükleaz enzimleri kullanılmaz. Bu klonlamayla 3'-A 

uzantısına sahip çift iplikli PZT ürünleri oluşturulur ve DNA polimeraz kullanılarak 

gerçekleştirilebilir. 

Yapışkan uç ve küt uç klonlamalar sırasında ise, özgül DNA dizilerini tanıyan restriksiyon 

enzimleri kullanılır.  

 

2.3.2. DNA ligasyonu 

Vektör ve kopyalanacak DNA’nın uygun şartlarda bir araya getirilerek birleştirilmesi 

işlemidir. Bu işlem sırasında DNA fragmanlarının birleştirilmesi amacıyla çeşitli DNA ligaz 

enzimleri kullanılır. DNA ligaz enzimi birleştirilecek fragmanların uçlarında yer alan fosfor 

gruplarını kovalan olarak bağlayarak işlev görür. Yapışkan uçlu fragmanların ligasyon 

etkinliği küt uçlu ve T/A fragmanlarına göre daha yüksektir. Ligasyon işlemi sonunda 
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oluşturulan ve çoğaltılması hedeflenen gen gölgesini taşıyan vektöre “construct” vektöre 

takılan hedef gen bölgesine de “insert” adı verilir.   

 

2.3.3. Transformasyon 

Konak hücrelere ligasyon ürünü olan “construct” ların aktarılması işlemine verilen addır. 

Aktarımın yeterli ve etkili olarak gerçekleştirilmesi için hücrelerin kompetan hale getirilmesi 

yani “construct” ları rahatlıkla alabilme yeteneğinin kazandırılmış olması gerekir. Bunun için 

sık kullanılan iki temel yöntem vardır. Bunlar düşük voltajlı elektrik akımı (elektroporasyon) 

verilerek yapılan fiziksel ve ısıtma ve CaCl2 yardımı ile yapılan kimyasal yöntemlerdir.  

Ligasyon ürünü ve kompetan hücreler sıvı ortamda uygun şartlarda ve sürede birlikte inkübe 

edilerek transformasyon gerçekleştirilir. 

 

2.3.4. Kolonilerin seçimi 

Ligasyon ürününün aktarıldığı konak hücrelerinin seçilimi için bu hücreler agar tabanlı 

antibiyotik içeren uygun besiyeri (LB agar gibi) ve inkübasyon şartlarında tutulur. Çoğu 

plazmid klonlama vektörü konak hücreye antibiyotik direnci kazandıran en az bir gen 

taşımaktadır. Transformasyon sonunda hedeflenen geni içine alan hücreler bu antibiyotikleri 

içeren seçici ortamlar da inkübe edilerek diğer transforme olmamış hücrelerden ayıklanırlar. 

2.4. Protein ekspresyonu 

Ekspresyon vektörlerinde promotör üzerinde baskılayıcı protein bulunur ve bu protein RNA 

polimerazın mRNA sentezini başlatmasını engeller. Vektör IPTG, triptofan, gibi maddelerle 

uyarılabir. Bu uyarılmanın zamanlaması proteinin elde edilmesini ve miktarını belirler. 

İndüksiyon sonrası represörün baskısı kalkarak sentez başlatılır Konağın logaritmik faza 

hangi Optik yoğunlukta ulaştığı, uyarıcının miktarı ve süresi, sıcaklık optimizasyon sürecinde 

en iyi ürünü alabilmek için ayarlanması gereken faktörlerdir.  
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2.4.1.Ekspresyon vektörleri 

Ekspresyon vektörleri olarak bir çok sistem bulunmaktadır.Aşağıda bu vektörlerin avantajları 

ve dezavantajları detaylı şekilde açıklanmıştır. 

 

Konakçı 

 

Avantajları       Dezavantajları 

 

Bakteriler 

(E.coli ) 

 

 

Yüksek verim 

Basit ve ucuz çoğaltma 

İyi zaman /mekan verimi 

İyi bilinen bir organizma,basit 

kullanılabilme ve 

yönlendirilebilme 

Çok sayıda transkripsiyon ve 

translasyon elemanları bilinmekte 

 

Ökaryotik hücrelerde olan 

posttranslasyonel 

modifikasyon ve sekresyon 

mekanizmalarına sahip 

değil. 

Ekspresyon ürünleri 

inklüzyon cisimleri adı 

verilen güç çözünür formda. 

 

Böcek hücreleri 

(Baculavirüs 

sistemleri) 

 

 

 

Yüksek ökaryotik hücrelerin 

bütün posttranslasyonel protein 

proses ve sekresyon 

mekanizmalarımodifikasyonları 

Yüksek verim mümkün 

Protein çoğunlukla çözünür 

formda 

Baculavirüsler insanlar için 

enfeksiyöz değil 

Büyük proteinlerin ekspresyonu 

içinde uygun sistem 

Memeli hücrelerinden farkı, 

bazı posttranskripsiyonel 

glikizasyonlar 

Böcek hücrelerinin 

çoğalması bakterilerden 

daha masraflı ve çok zaman 

alıcı 

Rekombinant 

baculavirüslerin çıkış 

çözeltilerinin kazanılması 

için daha uzun yöntemler 

gerekli 

           

Mayalar 

Organizma iti tanınıyor, çoğalma 

ve işlem ayrıntılı tanımlanmış. 

Yüksek ökaryoti hücrelerin 

birçok posttranslasyonel 

modifikasyonları, protein  işleme 

ve sekresyon mekanizmaları 

 

 

Memeli hücrelerinden farkı, 

bazı posttranskripsiyonel 

glikizasyonlarının olması 

 

Bakterilerden daha düşük 

verim 

        

Memeli           

hücreleri 

Yükse ökaryotik hücrelerin bütün 

posttranslasyonel protein işleme 

ve sekresyon mekanizmaları , 

modifikasyonları 

Pahalı ve zaman gerektiren 

bir çoğaltma 

Kötü zaman /mekan verimi 

                   

  Tablo2: Ekspresyon vektörlerinin birbirlerine göre avantaj ve dezavantajları. 

 

2.4.2.Protein ekspresyonunun gösterilmesi 

Proteinler doğal veya denatüre edici şartlarda saflaştırılabilir. Bunu proteinin çözünür-

lüğü, hücre içi yerleşimi, biyolojik aktivitesi gibi şartlar belirler. İnklüzyon cisimleri içinde 

yoğunlaşan proteinlerin elde edilmesi için denatüre edici şartlar kullanılır. 

Protein varlığının doğrulanması için çeşitli yöntemler vardır;  
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1) Sodyum dodesil sülfat- poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) sonrasında 

coomasie blue ile boyama. 

2) Western blot: Islak (wet) ve yarı kuru (semi-dry) olmak üzere iki şekilde uygulana-

bilir. Daha sonra sırasıyla nitroselüloz membrana aktarma, bloklama, proteine özgül enzim 

işaretli Ab’la karşılaşma ve ışıma veren substrat eklenmesi sonrası fotoğraf filmi ile saptama 

gerçekleştirilir.  

3) Direk koloni kopyalama: Transformasyon sonrası seçici ortamda üreyen kolonilerin 

üzerini kaplayacak şekilde nitroselüloz membran kapatılır ve daha sonra kaldırılarak IPTG’li 

seçici besiyerine aktarılır. Ekspresyon araştırması bu membran üzerinden çalışılır.  

4) Dot bloting: burada hücre lizatı ve rekombinant protein nitroselüloz membrana 

damlatılıp daha sonraki membran aşamaları western blot’a benzer şekilde uygulanır (93) .  

 

2.5. HCV Zarf glikoproteinlerinin Biyogenezi 

HCV glikoproteinleri N-terminal bölgesi ve C-terminal transmembran bölgesi içerir. 

Sentezleri sırasında HCV glikoproteinlerinin ektodomainleri endoplazmik retikulum lumenine 

ve transmembran bölgeleri de endoplazmik retikulum membranı içine eklenir. E1 proteinin 

lümene translokasyonundan, olgunlaşmamış capsid proteini sorumludur. Sonrasında HCV 

zarf proteinleri konak sinyal peptidazı tarafından kesilirler. Deglikozilasyon çalışmaları, HCV 

zarf proteinlerinin dış bölgelerinin N-bağlı glikanlar tarafından yüksek şekilde modifiye oldu-

ğunu gösterir. Bu proteinlerden E1 6 tane E2 11 tane glikozillenmiş bölge içerir. Glikanlar, 

ER şaperon kaliksinleriyle ilişkili proteinlerin katlanmasında önemli bir role sahiptir. E1 ve 

E2 proteinleri sentezlendikten sonra kolavent olmayan heterodimerler şeklinde salınırlar. 

İmmünolokalizasyon çalışmaları ve glikan analizleri HCV zarf glikoproteinlerin ER içinde 

yerleştiklerini göstermiştir (94).  

 

2.6.Olgun HCV Zarf Glikoproteinlerinin Karakterizasyonu 

Her ne kadar zarflı virüsler farklı evrimleşme gösterseler de hücreye giriş aşamasındaki hüc-

resel zarlarla birleşme mekanizmaları birbirleri ile ilişkilidir ve benzerlikler göstermektedir. 

Hücreye giriş basamakları viral yüzey glikoproteinleri tarafından kontrol edilmekte ve bu 

glikoproteinler tarafından tetiklenen konformasyon değişiklikleri ile birleşme (füzyon) ger-

çekleşmektedir. Füzyon proteinlerinin belli segmentleri ki bunlar füzyon peptidleri olarak 

adlandırılırlar, hedef hücre zarında şekil değişikliklerine yol açarak viral ve hücresel zarları 

birbirine yaklaştırılar.  Bu işlevi gerçekleştiren en az iki farklı tipte viral füzyon proteini ta-

nımlanmıştır (94). 
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Sınıf 1 füzyon proteinleri orthomyxo-, retro-, paramyxo-, and filoviruslerde görülür. 

Bu grup füzyon proteinleri karboksi ucuyla membrana çapalanmış prekürsör proteinin 

proteolitik olarak amino ucundan kesilmesiyle olgunlaşır. Bu füzyon proteinleri bulaşıcı 

virionların yüzeyinde, trimerik çıkıntılar halinde bulunurlar ve yarı sabit durumdadırlar. Re-

septöre tutunma ya da düşük pH gibi füzyonu tetikleyen olaylar, füzyon peptidinin N terminal 

ucu ile membrandaki C terminal çapasının “hairpin” formasyonu oluşturacak biçimde yan 

yana gelmesini sağlar. Bu süreç sonunda hücre ve viral membranların birleşmesi gerçekleşir 

(94). 

Flavivirüsler ve alfavirüslerde bildirilen sınıf 2 füzyon proteinleri yapısal bazı özellik-

leri ile sınıf 1 füzyon proteinlerinden ayrılırlar. Bunlar helikal olmayan â-sheet yapısındadır-

lar. Biyosentezleri sırasında proteolitik kesilme işlemine maruz kalmazlar ve iç kısmı 

hidofobik bir halkasal ilmik yapısıyla hedef membran içine girdikleri düşünülür. Sınıf 2 füz-

yon proteinlerinin ikinci bir zarfglikoproteini ile kompleks olarak sentezlendiği düşünülmek-

tedir (flaviviruslar için prM; alfaviruslar için pE2). Sentezlenen E ve prM proteinleri birbirleri 

ile nonkovalan olarak ilişki halindeki heterodimer olarak bulunurlar. Bu proteinler olgunlaş-

mamış virionlarda ER lümeni içine tomurcuklanarak yapıya katılırlar. Sınıf 2 füzyon protein-

lerini taşıyan virüsler sınıf 1’den farklı olarak proteolitik kesim olmaksızın golgi aracılıklı 

sekresyon yolaklarıyla taşınırlar ve salınırlar (94).  

Alfa ve Flaviviruslar hedef hücrelere reseptör aracılı endositoz ile girerler. 

Flavivirüslerde bu reseptör tanınması füzyon proteini tarafından gerçekleştirilir. Endozom 

içinde asidik pH maruziyeti zarf glikoproteinlerinde major bir konformasyon değişikliğine yol 

açar. Bu değişiklikler sonucunda natif homodimerler ve geri dönüşümsüz olarak homo 

trimerler oluşur (94).  

 HCV zarf glikoproteinlerinin sınıf 2 ye ait olduğu düşünülür. Bu sınıfa ait diğer viral 

zarf proteinleri sekresyon yolaklarına hücresel bir endoproteaz tarafından taşınır fakat HCV 

zarf proteinleriyle ilgili böyle bir kanıt yoktur.  

Sınıf 2 füzyon proteinlerinin aksine HCV zarf glikoproteinleri yüksek oranda 

glikozillenmiştir (Şekil 7 de gösterilmiştir).  

HCV zarf glikoproteinlerinin pseudovirus partikülleriyle yapılan deneysel çalışmalar-

da düşük pH ya duyarlı oldukları bildirilmiştir. Gerçektende E1E2 hetero dimerlerinin düşük 

pH ile maruziyetten sonra ayrıştıkları gözlenmiştir. Bu veriler virüsün hücreye pH bağımlı bir 

endositoz yoluyla girdiğini düşündürmektedir (94). 
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Şekil 7. Fla Alfa ve Hepacivirusların karşılaştırılması 

Sınıf 2 füzyon proteinleri kırmızı renkte gösterilmiştir. Flaviviruslarda E proteini ,alfa virüslarda  E1  

Hepaciviruslarda  E2 proteinidir.  Mavi renkte gösterilen ikinci membran proteinleridir. Hücreden salınmadan 

hemen önce, füzogenik aktivite kesim ile sarı renkli glikanlar meydana gelir.Hepacivirüs olan  HCV proteinleri 

sınıf 2 füzyon proteinleri olarak bilinmesine karşın yüksek miktarda glikozillenmiştir. 

2.7. HCV hücreye giriş boyunca zarf proteinlerinin rolü        

HCV 'nin hücreye bağlanma ve girişinin, karmaşık bir işlem olduğuna inanılmaktadır. 

HCV’nin girişinde reseptör olarak CD81, SR-BI, claudin ailesi ve occludin gibi çok sayıda 

bağlanma ve giriş faktörleri kullanılmaktadır. CD81, E2 proteinin suda çözünür formunda 

yapılan deneyler sonucunda, HCV için erken basamak hücreye giriş reseptörü olarak tanım-

lanmıştır (95). CD81 25 kDa ağırlığında bir hücre yüzey proteinidir ve hücre adezyonu, 

motilite, metastaz, hücre aktivasyonu ve sinyal transdüksiyonu gibi birden fazla faaliyetler 

yapar (95). Bu protein, tip III tetraspanin ailesinin üyesi olup, iki ekstrasellüler parça ve kısa 

bir hücre içi parça içerir. in vitro da yapılan çalışmalarda uzun ekstrasellüler parçasının (LEL) 

E2 bağlanması için gerekli olduğu gösterilmiştir (96). Anti-CD81 antikor ve LEL in çözülebi-

lir rekombinant formları, HuH7 hepatoma hücreleri ve hepatositlerin içinde HCVpp ve 

HCVcc lerin girişini inhibe ettiği gösterilmiştir (97). CD81 i eksik HepG2 ve HH29 insan 

hepatoma hücrelerinin transdüksiyonu gösteren daha ileri bir deneyde,  CD81 ekspresyonu 

HCV enfeksiyonunun oluşumuna neden olmuştur (98).  Ayrıca, küçük bir RNA (siRNA) ile 

CD81 ‘in susturulması sonucunda viral enfeksiyonda bir azalma gösterilmiştir (99). Son ça-
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lışmalarda HCVpp ve HCVcc model sistemi kullanılarak anti-CD81 antikoru ile viral girişin 

inhibisyonunun HCV nin bağlanma sonrası basamağında meydana geldiğine ilişkin kanıtlar 

sağlanmıştır. Bu bulgular, enfeksiyonun başlatılması sırasında, bağlanma sonrası bir basamak-

ta CD81’in hücre giriş reseptörü olarak önemli bir rol oynadığını gösterir (100). 

Çözünür E2 (S E2) proteinin CD81-negatif HepG2 hücrelerine SR-BI yoluyla bağ-

lanma gösterdiği ve SR-BI’ i reseptör olarak kullandığı gösterilmiştir. SR- BI insan monosit 

kaynaklı dendritik hücrelerinde olduğu gibi karaciğer ve steroid yapıda (steroidojenik) 

dokulardada yüksek miktarda eksprese edilir. Hepatositler içine çift yönlü kolesterol taşınma-

sı, endozomlar içinde yüksek yoğunluklu lipoproteinlerin (HDL) ve düşük yoğunluklu 

lipoproteinlerin (LDL) aracılığı ile olur. HDL, HCV’nin hücreye girişini arttırmaktadır. Bu 

süreç SR-BI’in lipid transfer fonksiyonuna bağlı olarak HDL’nin hücre içine taşınması ile 

gerçekleşir. Farklı SR-BI ligandlarının enfeksiyon sürecini etkilediği gösterilmiştir. Viral gi-

rişte HDL nin hücreye girişi arttırırken, oksitlenmiş LDL nin girişi inhibe ettiği bildirilmiştir 

(101). SR-BI antikorlarının, HCV benzeri partikülerin hepatosite bağlanmasının yanı sıra  

HCVpp ve HCVcc lerinin de hücreye girişini inhibe ettiği gösterilmiştir (102).  

Başka bir konak hücre molekülü, sıkı bağlantı (tight junction) proteini Claudin-1 

(CLDN1 )’in yakın zamanda HCV girişi için önemli olduğu bildirilmiştir. Sıkı bağlantılar, 

yanal hücre zarlarının apikal kutuplarında bulunan sürekli hücreler arası temas bölgeleridir. 

Çeşitli hücre hatlarında CLDN-1 ekspresyonunun HCVpp ve HCVcc’nin hücreye girişini 

sağladığı gösterilmiştir. Hepatoma hücrelerinde CLDN-1 ekspresyonunun siRNA ile sustu-

rulmasının HCV enfeksiyonunu azalttığı bildirilmiştir. İşaretlenmiş CLDN-1 kullanılarak ya-

pılan antikor bloklama çalışmalarında, bu molekülün HCV girişinin ileri basamaklarında 

önemli bir yardımcı reseptör olduğu gösterilmiştir. Son zamanlarda, Claudin-6 ve 9 HCV ko-

reseptörleri olarak belirlenmiştir (103). Anti-CLDN-1 antikorları CD81-CLDN1 bağlarını 

bozarak HCV enfektivitesini nötralize etmiştir. Yapılan son çalışmalar CD81 ile Claudin etki-

leşiminin HCV enfeksiyonu için gerekli olduğunu doğrulamıştır (104).  

Hücre yüzey proteoglikanları üzerindeki glikozaminoglikan zincirleri virüs ve diğer 

mikroorganizmaların bağlaması için hizmet vermektedir. Glikozaminoglikan ve heparan sül-

fat, potansiyel bir HCV hücresel reseptörü olarak tespit edilmiştir. HCVcc ve HCVpp nin 

Heparinle ve yüksek sülfatlanmış heparin ile ön işlemlenmelerinin HuH7 hücreleri üzerine 

enfektivitesini inhibe ettiği gösterilmiştir (105). 
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LDL reseptörünün işlevi, dolaşımdaki LDL ve VLDL (çok düşük olduğu yoğunluklu 

lipidler) yapısındaki kolesterolün ayrıştırılmasıdır. LDL reseptörü, tek geçişli transmembran 

glikoproteini olup, HCV enfeksiyonu sürecinde rol oynar. LDL veya LDLR’e karşı 

hepatositlerin monoklonal antikorlarla işlemlenmesinin HCV enfeksiyonunu inhibe ettiği gös-

terilmiştir (106). 

Güncel veriler HCV nin hücreye girişi için önemli en az üç hücre molekülü olduğunu 

göstermektedir. Bunlar CD81, SRBI ve Claudin1 molekülleridir. Bunlar dışında  

glikozaminoglikanlar, LDL reseptörü veya occludin gibi  hücre girişinde rol oynayan mole-

küllerin işlevleri daha ayrıntılı olarak analiz edilmelidir. Hücre reseptörleri ile  E1/E2 

heterodimerleri arasındaki etkileşim az bilinmektedir. E2 molekülü içinde  CD81-bağlama 

bölgeleri tespit edilmiştir (107). Bu  bölgelerin hemen yanında, E2'nin N-terminalinde bulu-

nan çok değişken bölgesi 1 (HVRI) vardır. HVRI  27 aminoasitlik bir uzunluktadır ve hücreye 

bağlanmakta görevli olduğu düşünlmektedir. Bu bölge,  güçlü bir  konak bağışık basıncı ne-

deniyle, enfekte bireylerde hızla evrimleşmesiyle bilinmektedir. HVRI bölgesi olmayan HCV 

klonlarıyla yapılan bir çalışmada şempazelerde zayıf enfeksiyöz göstermesi HVRI bölgesinin  

enfektivititede  önemli bir rol oyndığını düşündürür (108).  Başka bir çalışmada da , HVRI ‘in 

silinmesi ile HCVpp nin  enfeksiyözitesinin  önemli ölçüde azaldığı gösterilmiştir (109). En 

son veriler HVRI‘in , SR-BI reseptörü ile etkileşimle evrildiğinini düşündürmektedir (110). 

 

Şekil 8. HCV’nin hücreye girişi  

Virionun  E1 ve E2 glikoproteinleri hücre yüzey reseptörleri ve proteinleri ile ilişki içindedir. Viral bağlanma ve 

giriş için gerekli temel reseptörler, CD81, SR-BI, sıkı bağlantı  proteini claudin-1 (CLDN1) , occludin (OCLN) 

ve  düşük yoğunluklu  lipoprotein reseptorleridir (LDLr) (111). 
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2.8 Virus yaşam döngüsü ve replikasyonunda E1 proteininin potansiyel rolü 

HCV karaciğer hücrelerine girerken, E1 zarf glikoproteinine gereksinim duyar ve E1 zarf 

glikoproteini, HCV’ye karşı nötralizan antikorların oluşumunu tetikler. HCV hastalarında 

karaciğer hasarı veya enflamasyonuyla ilişkili olan alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat 

aminotransferaz (ASP) enzimleri ile E1 antijeni arasında pozitif ve kantitatif bir korelasyon 

vardır (112 ). E1 glikoproteinin 270’den 284’e kadar olan aminoasitleri membran füzyonu 

için gereklidir, bu aminoasitler ya lipit membranla direk etkileşir ya da düşük pH’de E1 

kompleksini konformasyonel olarak değişikliğe sürükleyerek füzyon işlemini kolaylaştırır 

(113). Bu bölge HCV’nin hücreye alımını ve membrana füzyonunu etkileyen “E1 füzyon 

peptidi benzeri” altbirimini oluşturur (114).  E1 reseptörlere füzyon peptid bölgelerinden bağ-

lanır ve hücre içine alınımı için konak hücre membranıyla E1 proteinin füzyonunu indükler. 

E1’in N-terminal sekansı olan YEVRNVSGVYH, E1E2 heterodimerlerinin 

immunopresipitasyonuna neden olabilir (115). Tanıma ve yapışma sırasında virüs-reseptör 

etkileşimi için E1 proteininin modifikasyonuna ve/veya katlanmasına ihtiyaç duyulur (116). 

HCV suşlarının çoğunda, genomun 315. aminoasidinden 327’ye kadar olan aminoasitleri yük-

sek derecede korunmuştur ve membran porlarının oluşması ve genişlemesini sağlayarak 

memran destabilizasyonunda rol oynar. E1 glikoproteininin en korunmuş bu bölgesi anti-viral 

ilaçlar için uygun bir hedeftir. Varsayılan füzyon peptidi (FP) (259-298. aminoasitler) ile  E1’ 

in C-terminal bölgesi füzyon sonrası  etkileşir, öyle ki bu füzyon sonrası  oluşan FP-TM 

kompleksi virüsün yaşam döngüsünde E1 proteininin önemli bir görevi olduğunu gösterir 

(117). 

2.9. ER zarı ve protein translokasyonu 

E1 glikoproteini hücre membranı ile temasta değildir fakat endoplazmik retikulumda 

birikir. Potansiyel transmembran bölgeleri gibi işlev gören hidrofobik artıkların uzantılarını 

içerir (118).  E1-spesifik immün yanıtları HCV enfeksiyonunun çözülmesinde  indüklenebilir   

ve bellek hücreleri E1 antijeninin optimum altındaki dozlar kullanılarak uyarılabilir (119). N-

glikozilasyon bölgeleri, HCV genotipleri arasında güçlü bir şekilde korunmaktadır (120).    

HCV zarf glikoproteinleri, virüs partikülünün montajı gibi enfeksiyon döngüsünün son basa-

mağına da  katılmaktadır. Bu fonksiyonlar, HCV kültür hücre sisteminin gelişimini takiben 

incelenebilir (121).  Bir virüsün hücre içine alımı yaşam döngüsünün önemli bir adımıdır. Bu 

yüzden zarf proteinleri nötralize edici antikorlar tarafından bloke edilebilir bir hedef veya 

antiviral ilaçlar için hedef gösterilebilen bölgeleridir. HCV zarf glikoproteinleri, E1 

transmembran bölgesinde bulunan bir sinyal yoluyla ER içinde korunur (122). Bir veya daha 
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fazla hidrofilik artıklar E1 transmembran bölgesi içinde de bulunmaktadır (123 ). Buna ek 

olarak E1 ektodomainleri içinde ER içinde kalma sinyalleri içerir (124). Proteinler ER 

membranı ile ilişkili iken, özyapı ve E1 proteinleri arasındaki etkileşim gerçekleşir (125). 

2.10.Tanıda E1 spesifik monoklonal antikorların  kullanılması  

Akut HCV enfeksiyonu tanısı için, anti-HCV E1 antikorlarının serumdaki miktarı viral 

yüke göre daha faydalıdır. Çünkü, Bu proteinin tespiti sadece viral RNA nın varlığını değil 

HCV partiküllerinin montajını ve devamındaki  hücre içi reaksiyonları yansıtır (126). HCV ile 

enfekte olan hastaların plazmasından elde edilen poliklonal antikor ile şempanzelerde klinik 

öncesi çalışmalar yapılmıştır.Bu çalışmalar sonucunda virüs ile aşılanmadan hemen sonra 

veya aşılama öncesinde, HCV enfeksiyonunun önlenebilir veya geciktirebilir olduğunu gös-

termiştir (127). Spesifik HCV suşu, karaciğer hastalığının şiddetini ve antiviral tedaviye  olan 

yanıtı belirler. E1 bölgesi, en yaygın HCV genotiplerinin ve alt türlerinin tahmini için kullanı-

labilir, böylece  erken ve doğru tedavi rejimine olanak sağlar. Ayrıca, HCV partikülünün yü-

zeyine maruz ettiği için nötralize edici antikorlar için gelecek vaat eden bir hedeftir (128). E1 

glikoproteinin genomun başlangıcına göre 192. ile 202 .amino asitleri arasında yayılan  N-

terminal bölgesinde, nötralizasyon epitopları içeren en az iki bölge, epitop haritalaması ile 

tanımlanmıştır (129). Genomun 315. ile 328. aminoasitleri arası E1 proteinin en korunmuş 

bölgesidir. 324. pozisyondaki aminoasit ise tamamen korunmuştur (130). E1 monoklonal an-

tikorları etkili bir biçimde HCV pseudopartikülleri  genotip 1a, 1b, 4a, 5a ve 6a den nötralize 

edilmiştir.Ayrıca  E1  monoklonal antikorları genotiplerden 2a ve 2b ye karşı  az etkin olsa 

da, genotip 3a yı etkilemez (131). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Araştırmanın Tipi 

Yapılan çalışma, girişimsel olmayan deneysel nitelikte bir çalışmadır. 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

Çalışma, 2010-2012 tarihleri arasında Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobi-

yoloji Anabilim Dalı’nda gerçekleştirilmiştir. 

3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi 

 Dokuz Eylül Üniversitesi Hastanesinden,  Hepatit C Virusla enfekte olduğu bilinen bir hasta-

nın serumu alınmıştır. Bu hasta serumu seçilirken HCV RNA sının pozitifliğinin yüksek 

titrede olması göz önüne alınmıştır.  

3.4. Çalışma Materyali  

 Çalışma materyali olarak, Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma Hastanesi Mer-

kez Mikrobiyoloji Laboratuvarından, kronik HCV hastası olan bir kişinin serumundan izole 

edilen materyal kullanıldı. 

3.5. Araştırmanın Değişkenleri 

Yöntemlerin anlatıldığı kısımda, her yöntemde kullanılan kontrol değişkenleri belirtimiştir.   

3.6. Veri Toplama Araçları 

  3.6.1. Kullanılan sarf malzemeleri ve cihazlar  

 Çözeltilerin hazırlanmasında 18.2MΩ ddH2O  

 Besiyerlerinin hazırlanmasında dH2O kullanıldı. 

 Otoklavlamalar 121
o
 C 1 Atm basınç, 15 dakika süreyle yapıldı. 

 

0,5M Na2 EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) stok solüsyonu  

Na2EDTA (Sigma E5134)                                  18,6 g 

Distile su ile 80 ml’ye tamamlandı. 

pH’ı ayarlamak için 100 mM’lık NaOH kullanıldı.  

100 ml’ye tamamlandı ve otoklavlandı. 

Oda sıcaklığında saklandı. 

 

Tris-Borik asit-EDTA (TBE 5X) 

Trizma base (Sigma T1503)                               54 g 

Borik asit (Sigma B6768)                                   27,5 g 
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0,5M Na2EDTA                                                  20 ml 

Distile su ile1000 ml’ye tamamlandı. 

Otoklavlandı, oda sıcaklığında saklandı. 

 

50x Tris Asetik EDTA- 1000ml 

Tris (Sigma T8524)                                            0,2 M (242gr) 

0,5M Na2EDTA, pH 8,0                                     100 ml 

Asetik asit (Merck 100056)                               57,1ml 

Distile su ile son hacim 1000 ml’ye tamamlandı ve oda ısısında saklandı. 

 

Etidyum bromit solüsyonu (10 mg/ml) 

Etidyum bromit (Sigma E8751)                          1g 

Distile su                                                              100 ml  

Işıktan korumak için aliminyum folyo ile kaplandı, oda sıcaklığında saklandı 

 

Tris-EDTA (TE 1X) pH=8 

Tris-HCL (Sigma T5941)                                   1,576 g 

0,5M Na2EDTA                                                  2 ml 

Bi-distile su ile1000 ml’ye tamamlandı. 

Otoklavlandı, oda sıcaklığında saklandı. 

 

Magnezyum sülfat çözeltisi (1M) 

MgSO4-H2O (Applichem A1811,0500)              12,04 g 

Distile su                                                              100 ml 

Oda sıcaklığında saklandı. 

 

Magnezyum klorit çözeltisi (1M) 

MgCl2-6H2O (Applichem A4425,1000)             20,33 g 

Distile su                                                             100 ml 

Oda sıcaklığında saklandı. 

 

Potasyum klorit çözeltisi (1M) 

KCl (Scharlau PO0200)                                      3,728g  

Distile su                                                             50 ml 
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Oda sıcaklığında saklandı. 

 

Glikoz çözeltisi (2M) 

D-Glikoz Monohidrat (Merck 108337)               19,80g 

Distile su                                                              50 ml 

+4 °C’de saklandı. 

Agaroz (Sigma A9539)        Oda sıcaklığında saklandı. 

 

Ampisilin stok solüsyonu (100 mg / ml) 

Ampisilin (Applichem A0839,0010)                    1 g 

Distile su ile 10 ml’ye tamamlandı  

0,22µm’lik filtre ile sterileze edildi 

0,5ml’lik alikotlar halinde -20
0
C’da saklandı. 

 

Kanamisin stok solüsyonu (50 mg / ml) 

Kanamisin (Applichem A1493,0025)         0,5 g 

Distile su ile10 ml’ye tamamlandı  

0,22µm’lik filtre ile sterileze edildi 

0,5ml’lik alikotlar halinde -20
0
C’da saklandı. 

 

Ampisilinli (100 μg/ml) ve Kanamisin içeren (25 μg/ml ) LB agar hazırlanışı 

 

20g LB agar distile su ile 500ml’ye tamamlandı, otoklavlandı. 

100 mg/ml’lik ampisilin stok solüsyonundan 500μL 

50 mg/ml’lik kanamisin stok solüsyonundan 250 μL 50-55ºC’ye kadar soğutulan LB agar 

içerisine eklenerek karıştırıldı. 

LB Agar ; plaklara dökülerek +4 derecede saklandı. 

 

Ampisilinli (100 μg/ml) ve Kanamisin içeren (25 μg/ml ) LB broth hazırlanışı 

 

10 g  LB broth  

distile su ile 500ml’ye tamamlandı, otoklavlandı. 

100 mg/ml’lik ampisilin stok solüsyonundan 500μL 

 50 mg/ml’lik kanamisin stok solüsyonundan 250 μL LB broth içerisine eklendi. 

+4 °C’da saklandı. 
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LB Broth (Sigma L3022) Oda sıcaklığında saklandı. 

 

Luria-Bertani (LB) agar (Applichem A666,1000) Oda sıcaklığında saklandı. 

 

 

SOB besiyeri 

 

Tripton(LAB M)                                                   20 g 

 

Maya Özütü (Acumedia)                                        5 g 

 

NaCl ( Applichem A2942,0500)                             0.5 g 

 

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandı,otoklavlandı 

  

Daha sonra içerisine 

 

0,22µm’lik filtre ile filtre edilen 1M MgCl2 çözeltisinden 10 ml 

 

0,22µm’lik filtre ile filtre edilen 1M MgSO4 çözeltisinden 10 ml eklendi ve +4ºC’de saklandı. 

 

 

SOC besiyeri 

 

Filtre edilmiş 2M’lik Glikoz stok çözeltisi           1 ml 

 

SOB besiyeri                                                       99 ml 

  

SOC besiyeri taze hazırlanarak kullanılır. 

 

 

TFB1-500ml 

MgCl2×6H2O(Ridel-de Haën 13152)         0.1M (10.165g)  

MnCl2×4H2O(Applichem A2087)         0.05M (4.94g)  

KOAsetat(Sigma P 1190)          0.03M (1.47g)  

CaCl2×2H2O(Merck 102381)         0.01M (0.74g)  

Gliserol (Saf) (J.T.Baker M77809)          %15 (v/v) (75ml)   

 

 Asetik asit  ile pH5.8’e ayarlandı 

 Gliserol pH ayarlandıktan sonra eklendi 

 Distile su ile son hacim 500ml’ye tamamlandı 

 0.45μm’lik filtre ile sterilize edildi. 4°C’da saklandı. 
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TFB2-500ml 

MgCl2×6H2O(Ridel-de Haën 13152)         0.01M (1.02g)  

CaCl2×2H2O(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 ayarlandı 

Gliserol pH ayarlandıktan sonra eklendi 

Distile su ile son hacim 500ml’ye tamamlandı 

0.45μm’lik filtre ile sterilize edildi. 4°C’da saklandı. 

 

IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactoside) stok çözeltisi (100 mM) 

 

IPTG (Fermantas, R0392)          0,238 g 

 

Distile su 10 ml’ye tamamlandı  

 

0.22µm’lik filtre ile steril edildi. 

 

Ependorflara, 1’er ml dağıtılarak -20 °C’de saklandı.  

 

Isopropanol (Applichem A3928, 0500PE) Oda sıcaklığında saklandı. 

 

 

Akrilamit, bis-akrilamit tamponu (AB-3) 

 

Akrilamit (Applichem A3812, 0500)     29,0 g 

 

Bis-Akrilamit  (Applichem A3636, 0100)     1 g 

 

Distile su ile 100 ml’ye tamamlandı 4 °C’de saklandı. 

 

4xSDS-PAGE Protein Yükleme Tamponu – 10 ml 

 

0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 1.25  ml 

Glycerol  1 ml 

10% SDS  2  ml 

Bromophenol Blue    0.25 ml  

 

Distile su ile son hacim 10 ml’ye tamamlandı ve 0.5ml’lik alikotlar halinde oda ısısında sak-

landı. Kullanmadan önce son konsantrasyon 10 % olacak  şekilde  Beta-Mercaptoethanol (2-

Mercaptoethanol eklenir. 
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10xSDS-PAGE Yürütme Tamponu – 1000ml 
 

Sodyum dodesil sülfat(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 tamamlandı ve oda ısısında saklandı 

 

 

SDS-PAGE jeli isopropanol fiksasyon çözeltisi 

 

İsopropanol        25% (v/v) 

 

Asetik asit        10% (v/v) 

 

H2O         65% 

 

Oda ısısında saklandı. 

 

SDS-PAGE jeli hızlı Coomassie blue boyama çözeltisi 

 

Asetik asit        10% (v/v) 

 

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

 

H2O         90% 

 

Oda ısısında saklandı. 

 

SDS-PAGE jeli Coomassie blue boyasından arındırma çözeltisi 

 

Asetik asit       10% (v/v) 

 

H2O                 90% 
 

 

Yarı-Kuru Transfer Tamponu – 500ml 

 

Tris (Sigma T 8524)       0.025M (1.52g)  

 

Glisin(Sigma G 7126)      0.15M (5.63g)  

 

Metanol (Merck 106008)      %30 (v/v) (150ml)  

 

Distile su ile son hacim 500ml’ye tamamlandı ve oda ısısında saklandı. 
 

10xTris Tamponlu Tuzlu Su (TTS) – 500ml 
 

Tris(Sigma T 8524)        0.1M (6.057)g  
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NaCl(Merck 106400)        1.5M (43.83)g  

HCl ile pH7.4’e ayarlandı  

distile su ile son hacim 500ml’ye tamamlandı, oda ısısında saklandı. 

 

TTS-Tween 20 (TTST) – 500ml 
 

10x TTS        50ml 

 

Tween20 (Applichem A1389)       2.5ml  

 

Distile su ile son hacim 500ml’ye tamamlandı. 

 

%5’lik Süt tozu  ile bloklama tamponu – 50ml 

 

Süt tozu (pınar)        2.5 g  

 

TTST ile son hacim 50ml’ye tamamlandı. 

 

Lisiz Tamponu : 

 

Tampon B (pH=8,0) 

 

Tris (Applichem A2264, 0500)        0,121 g 

 

NaH2PO4 (Applichem A2944,1000)       1,56 g 

 

Üre (Applichem A1049,1000)       48,05 g 

 

Non idet P-40 (Applichem A1694,0250)      0,5 ml 

 

İmidazol (Applichem A1378,0050)                   0,068g 

 

Distile su 100 ml’ye tamamlandı ve 10M NaOH ile pH8.0’e ayarlandı. 

 

Oda sıcaklığında saklandı. 
 

 

Distile su cihazı: Şimşek Laborteknik SS200 

Jel görüntüleme cihazı: VILBER LOURMAT 0519563 

Santrifüj cihazı: Heraeus Labofuge 400R 

Elektro-blotlama cihazı: Elektro-blotter Sigma Semi-dry blotter Z340502 

Dikey jel elektroforez cihazı: Thermo owl 344178 vertical jel elctrophoresis system 

Yatay jel elektroforez cihazı:Thermo Minicell Submarine Gel System EC320 

Etüv: Stuart SI5000 

PCR Isı Döngü Cihazı:Techne TC-412 
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Sonikasyon cihazı:Sonics Vibra-cell VC 100 

Vorteks cihazı:IKA NC 28405 

Çalkalayıcı:Labnet S 1000-A-220 

Spektrofotometre: Thermo Multiscan Spectrum 1500-457 

 

Kullanılan hazır kitler 

 

Taq Polimeraz (5u/μL)       (Fermentas #EP0406) 

 

Pae I (10u/μL)        (Fermentas  #ER0051) 

 

HindIII (10u/μL)        (Fermentas #ER0501) 

 

Ribonükleaz inhibitörü (20-50u/μL)         (Fermentas #R1321) 
 

RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase     (Fermentas #EP0441) 

       

Goat Anti-Human (IgG) Horse Radish Peroxidase          (Thermo  #mc1401377) 

 

 

3.6.2 Bakteri suşları ve ekspresyon vektörleri: 

M15 E.coli suşu hem klonlama hem de ekspresyon vektörü olarak kullanıldı. 

pQE30 ekspresyon vektörü   JM109 E. coli suşu içerisinde çoğaltıldı. 

Suş Genotip 

JM109 E. coli  F' traD36 lacIq (lacZ)M15 proA+ B+/e14 (McrA ) (lac-proAB) thi 

gyrA96 (Nalr) endA1 hsdR17 (rK
- mK+) relA1 supE44 recA1 (Promega) 

 

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

Vektör 

pQE30 (Qiagen) 

pREP4 (Qiagen) 

 

3.6.3. Hepatit C Virusuna ait klonlanacak DNA’nın eldesi 

 

Çalısmada  kalıp  RNA  olarak; HCV 1b genotipi  taşıdığı bilinen Şükran Angın adlı hastanın 

serumundan izole edilen total RNA, Dokuz Eylül Üniversitesi Hastanesi Merkez 

Laboratuvarı’ndan tanısal araştırma amacıyla alınmış ve kalıp RNA olarak kullanılmıştır. 

 

 3.6.3.1 cDNA sentezi 

 HCV bir RNA virusu olduğu için öncelikle cDNA sentezi yapılı. 

 Sentez M-Mulv Enzim kiti prosedürüne göre yapıldı. 
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1.10 μL kalıp RNA 200 μL’lik tüpe kondu. 

2.1 μL 10 pmol Random Hexamer eklendi 

3.Tüp ısı döngü cihazında (Techne TC-412) 65ºC’da 5 dakika inkübe edildi ve ardından buz-

da soğutuldu. 

4.M-Mulv 5x buffer                                 4μL, 

            10mM dNTP                                2μL, 

  Ribonükleaz inhibitöründen                   1μL (20u) 

  M-MuLV enzim                                     1μL (200u) 

5.Karışım ısı döngü cihazında ; 

• 37ºC’da 60 dakika,. 

• 25ºC’da 5 dakika  inkübe edildi ve  reaksiyon durduruldu 

• 4°C’da soğutuldu. 

6. Sentezlenen cDNA -20ºC’da saklandı. 

 cDNA lar PZT  için kalıp olarak kullanıldı. 

 

3.6.3.2. E1  proteinini için öncül tasarımı :  

 “Nested” PZT için iki çift öncül belirlendi. 

  Öncüllerin hangi bölgelerin arasını çoğaltacagını belirlemek amacıyla HCV veri ban-

kasına (http://hcv.lanl.gov) kayıtlı hcv 1b genotipinin nükleotit dizileri indirildi ve 

BioEdit 7.0.9 sürümü ile hizalandı. 

•Dış ileri öncül olarak yapısal Core proteini içerisinde bulunan ve 1b  genotipi içinde korun-

muş olan bir bölge , 

•Dış geri öncül olarak yapısal P7 proteini içerisinde bulunan ve 1b   genotipi içerisinde ko-

runmuş olan bir bölge seçildi. 

İç öncüller olarak; yapısal E1 proteininin 1. ve 584.cü nükleotitleri  arasında kalan böl-

geyi çoğaltmak üzere öncüller tasarlandı. 

İç ileri öncülün beş adet nükleotidi arkasından SphI (PaeI) kesim bölgesi eklendi. 

İç geri öncülün üç adet nükleotid arkasından HindIII kesim bölgesi ve bu kesim bölgesi ek-

lendi. 

Primerler; 

• Core dış ileri öncül 

5' -CTC TTT CTC TAT CTT CCT CT-3' 

 

 P7 dış geri öncül 

5' - TTG AGG ACC ACC AGG WTC T-3' 
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 E1 iç ileri öncül: 

 

5'- CGCGCGCATGCTATGARGTGCGCA-3' 

 

 E1 iç geri öncül: 

 

5'- CGCAAGCTTTACCCGTCRACGCC -3' 

 

Altı çizili ve koyu boyalı bölgeler sırasıyla SphI(Pae1)  ve HindIII restriksiyon enzimlerinin 

tanıma dizilerini içermektedirler. 

Koyu boyalı yerler ise öncüllerin dejenere kısımlarıdır. 

 

3.6.3.3.  Kesik E1 proteinini için öncül tasarımı :  

E1 gen bölgesinin hidrofobik olan son 43 aminoasit dizisi çıkarılarak yeni segmentin geri ön-

cülü tasarlandı. 

 

Kesik E1 iç geri öncül: 

 

5'- CGCAAGCTTAGATCCGGAGCAGCT G -3' 

 

Altı çizili ve koyu boyalı bölge ve HindIII restriksiyon enziminin tanıma dizilerini içermek-

tedirler. 

 

3.6.3.4   Protein kodlayan gen bölgesinin iç içe PZT ile çoğaltılması 

Klonlanacak proteine ait gen bölgesi, cDNA’dan PZT ile çoğaltılarak elde edildi. 

Bu iki aşamada gerçekleştirildi. 

1) Önce dış ileri ve geri öncüllerle PZT, 

2) Ardından bu PZT ürünü kalıp olarak kullanılarak iç ileri ve geri öncüllerle hedeflenen pro-

teine ait gen bölgesi çoğaltıldı. 

 

1.PZT: Dış ileri ve geri öncüllerle çoğaltma: 

Karışım: 50 μL hacimde hazırlandı. 

Distile su     36,5μL 

10x Taq Tampon (MgSO4’sız)  5μL 

MgCl2 (25mM)    3μL 

dNTP (10mM)     2μL 

Dış ileri E1 ileri öncül (10pM)   2 μL 

Dış geri E1  geri  öncül (10 pM)   2 μL 
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Taq Polimeraz (5u/μL)    2 μL 

cDNA       5 μL 

PZT karışımı hazırlanarak,  

95 ºC’de 5 dakika ilk denatürasyon 

94 ºC’de 45 saniye 

50 ºC’de 1  dakika           10 döngü 

72 ºC’de 2  dakika 

94 ºC’de 45 saniye 

50 ºC’de 1  dakika           10 döngü 

72 ºC’de 2  dakika 

94 ºC’de 45 saniye 

50 ºC’de 1  dakika           10 döngü 

72 ºC’de 2  dakika 

94 ºC’de 45 saniye 

50 ºC’de 1  dakika           5 döngü 

72 ºC’de 2  dakika 

72 ºC’de 20 dakika son uzatma 

+4 ºC’de bekleme programıyla çoğaltma gerçekleştirildi. 

 

2.PZT: İç ileri ve geri öncüllerle çogaltma: 

Karışım: 25 μL’lik hazırlandı. Bu, 

Distile su     17 μL 

10x Taq Tampon (MgSO4’sız)  2,5μL 

MgCl2 (25mM)    1μL 

dNTP (10mM)     1 μL 

İç ileri E1F öncül (10pM)    1 μL 

İç geri E1F öncül (10pM)    1 μL 

Taq Polimeraz (5u/μL)    0,5 μL 

1. PZT ürünü      1 μL 

 

PZT karışımı hazırlanarak, 

95 ºC’de 3 dakika ilk denatürasyon 

94 ºC’de 30 saniye 

68ºC’de 30 saniye          35 döngü 
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72 ºC’de 1  dakika 

72 ºC’de 5 dakika son uzatma 

+4 ºC’de bekleme programıyla 2.çoğaltma gerçekleştirildi. 

 

Kesik E1 çoğaltma 

Karışım: 25 μL’lik hazırlandı. Bu, 

Distile su     17 μL 

10x Taq Tampon (MgSO4’sız)  2,5μL 

MgCl2 (25mM)    1μL 

dNTP (10mM)     1 μL 

İç ileri E1 ileri öncül (10pM)              1 μL 

İç geri E1kesik geri öncül (10pM)                 1 μL 

Taq Polimeraz (5u/μL)    0,5 μL 

E1  ürünü                 1 μL 

PZT karışımı hazırlanarak, 

95 ºC’de 3 dakika ilk denatürasyon 

94 ºC’de 30 saniye 

68ºC’de 30 saniye          35 döngü 

72 ºC’de 1  dakika 

 

72 ºC’de 5 dakika son uzatma 

+4 ºC’de bekleme programıyla çoğaltma gerçekleştirildi. 

 

3.6.4. pQE30 vektörünün saflaştırılması 

 

-80 °C’de stoklanmış, pQE30 ekspresyon vektörünü içeren JM109 E. coli hücreleri; 

 

 100 μg /  ml Ampisilin içeren 10 ml LB broth içerisinde, 37°C’de bir gece inkübe 

edildi. 

 Nucleospin  plazmit ekstraksiyon kiti ile izole edildi. 
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           Şekil 9: pQE30 ekspresyon vektörü 

 

3.6.5.  Restriksiyon enzimleri ile kesim 

Saflaştırılmış PQE30 ve E1 restriksiyon enzimleri ile kesildi. 

E1 PZT ürünü                 10 μL 

Hind III                                                0.5 μL 

10X Restriksiyon enzim tamponu   2 μL 

Distile su     7.5 μL 

Karışım 37 °C’de 60 dakika 

80°C’de 10 dakika inkübe edildi. 

 

Pae(SphI )                                                0.5 μL eklendi. 

Karışım 37 °C’de 60 dakika 

65°C’de 10 dakika  inkübe edildi. 

 

Plazmit (PQE30)                1 μL 

Hind III      0.5 μL 

10X Restriksiyon enzim tamponu   2    μL 

Distile su     16.5  μL 

 

Karışım 37 °C’de 60 dakika 
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80°C’de 10 dakika  inkübe edildi. 

Pae(SphI )                                                      0.5 μL  eklendi. 

Karışım 37 °C’de 60 dakika 

65°C’de 10 dakika  inkübe edildi) 

Ürünler %1,5’luk agaroz jelde yürütüldü. 

 

3.6.6. Ligasyon 

Ligasyon reaksiyonu hazırlandı. Bütün işlemler buz üzerinde yapıldı. 

 

Vektör(pQE30)                         3 μL    

PZT ürünü                                   10  μL    

10X ligaz reaksiyon tamponu 2 μL    

T4 Ligaz enzimi (5 U / μL)           0.2 μL    

Distile su                                  4.8 μL   

Karışım 22 °C’de 1 saat inkübe edildi. 

 

3.6.7. M15 kompetan Escherichia coli   hücrelerinin  hazırlanması 

•M15 stoğundan 25 μg/ml kanamisin içeren LB agara 37°C’de bir gecelik inkübasyonla can-

landırma yapıldı. 

•Daha sonra 10ml 25 μg/ml kanamisin içeren LB broth içine bir koloni ekilerek 37oC’de 200 

rpm’de bir gece inkübe edildi. 

•1ml alınarak önceden etüvde 37oC’ye 100 ml kanamisin içeren LB broth içine konarak 

37oC’de 200 rpm’de bir saat tutuldu. Bu süre sonunda 30 dakikada bir 600 nm’de OD ölçümü 

yapıldı. 

•OD 0,4-0,5 arasına gelice çalkama durduruldu,buzda 5 dakika bekletildi. 

•Buzda soğutulmuş 2 adet falkon tüpüne 50’şer ml dağıtıldı. 

•4°C’de 4000g’de 5 dakika çevrildi. Üst faz dikkatlice atıldı ve dipteki çökeltinin (hücreler) 

derhal buz üzerine alındı. 

•Pelletin (çökeltinin) üzerine yavaşça 15 ml soğuk TFB 1 tampon eklendi. Buz üzerinde 90 

dakika bekletildi 

•4°C’de 4000 g’de 5 dakika çevrildi ve üst faz atıldı, hemen buz üzerine alındı. 

•Her bir tüpe 2ml buzda bekletilmiş TFB 2 tamponu eklendikten sonra steril mikrosantrifüj 

tüplerine 200’er µL olacak biçimde alikotlandı ve -80 °C’de saklandı. 
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3.6.7.1. M15 kompetan Escherichia coli hücrelerinin ligasyon ürünü ile transformasyonu 

•20 μL’lik ligasyon ürünleri 100 μL kompetan M15 E. coli hücrelerinin üzerine tek hamlede 

konuldu. Pipetaj yapmadan hafifçe karıştırılarak bir kez masaya vuruldu. Buz üzerinde 30 

dakika bekletildi. 

•42 °C’de 90 saniye bekletildi ve çalkalamadan tekrar buz üzerine alındı. 5 dakika bekletildi. 

•Daha önceden oda sıcaklığına getirilmiş SOC besiyerinden 250 μL eklendi ve 200 rpm de 1 

saat 37°C’de inkübe edildi. 

•Daha sonra 10, 20, 50, 100 μL hacimlerde 25 μg/ml kanamisin ve 100 μg/ ml ampisilin içe-

ren LB agar yüzeylerine, 3’er cm’lik kenarlı üçgen şeklindeki cam öze kullanılarak yayıldı. 

•37°C’de 16 saat inkübe edildi. 

 

3.6.7.2 İnsert içeren kolonilerin seçimi 

16 saat sonra belirginleşen transforme koloniler, 

 Steril kürdanlar kullanılarak E1 primerlerini içeren master mix tüplerine ve 

mikrosantrifüj tüplerindeki antibiyotikli LB sıvı besiyerine (900 μL) inoküle edildi 

 37 °C’de bir gece inkübe edildi. 

 

Karışım , hacmi 25 μL olacak şekilde hazırlandı. 

Distile su     17 μL 

10x Taq Tampon (MgSO4’sız)  2.5 μL 

MgCl2 (25 mM)    1μL 

dNTP (10 mM)     1μL 

E1 ileri öncül (10 pM)    1μL 

E1 geri öncül (10 pM)    1μL 

Taq Polimeraz (5 u/μL)    0,5μL 

Ürün      1 koloni 

95 ºC’de 3 dakika   ilk denatürasyon 

94 ºC’de 30  sn 

68 ºC’de 30  sn           35 döngü çoğaltma 

72 ºC’de 1  dakika 

72 ºC’de 5 dakika   son uzatma 

+4 ºC’de    saklama 

 

1 gece sonra inkübasyonu biten LB sıvı besiyelerinden tekrar pzt reaksiyonu kuruldu. 
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Karışım, hacmi 25 μL olacak şekilde hazırlandı. 

Distile su     17 μL 

10x Taq Tampon (MgSO4’sız)  2.5 μL 

MgCl2 (25 mM)    1μL 

dNTP (10 mM)     1μL 

E1 ileri öncül (10 pM)    1μL 

E1 geri öncül (10 pM)    1μL 

Taq Polimeraz (5 u/μL)    0,5μL 

Ürün      1 koloni 

95 ºC’de 3 dakika   ilk denatürasyon 

94 ºC’de 30  sn 

68 ºC’de 30  sn           35 döngü çoğaltma 

72 ºC’de 1  dakika 

72 ºC’de 5 dakika   son uzatma 

+4 ºC’de    saklama 

 

 Bantlar doğrulandıktan sonra; LB sıvıyerleri üzerine 100 er μL % 50 lik gliserol ek-

lendi ve -80 ºC ye kaldırıldı. 

 

3.6.8. PZT ürünlerinin dizi analizi 

 PZT sonucu elde edilen vektörün doğru diziyi (insert) taşıdığını anlamak için uygun 

kolonilerden bir tanesi dizi analizine gönderilmiştir. 

 

3.6.9. Proteinlerin ifadesi ve saflaştırılması 

3.6.9.1.E1  proteini için  

 

1.Transforme edilen hücreler, -80 °C’de saklanan %5 gliserollü stoktan, 100 μg/ml ampisilin, 

25 μg/ml kanamisin içeren LB sıvı besiyeri içerisine alınarak bir gece inkübe edildi. 

2. 50 katı hacmindeki 100 μg/ml ampisilin, 25 μg/ml kanamisin içeren yeni LB sıvı besiyerine 

aktarıldı. 

3. 37 °C de 200 rpm de OD600=1 oluncaya dek inkübe edildi. 

4. 1 mM IPTG eklendi ve 37 °C’de 200 rpm de 7 saat daha inkübe edildi. 

5. +4 °C’de, 4000 g’de 7 dakika santrifüj yapıldı, elde edilen hücre çökeltileri -70 °C’de sak-

landı. 



 

44 

 

6. 10 ml hacimdeki kültürden elde edilen çökelti üzerine 10ml lizis tampona 1 tablet olacak 

şekilde proteaz inhibitör kokteyli eklenmiş 1000 μL hacimde % 0,5 NP-40 içeren tampon B 

eklenerek köpürtmeden vortekslendi ve homojenizasyonu sağlandı. 

7. Buz üzerinde 5-10 dakika erimesi beklendi. 

8. Karışım buz üzerinde soğutulmuş mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. 

9. +4 °C’de , % 70 amplitütte, 1 saniye sonikasyon 1 saniye bekleme dönemleri ile 1 dakika 

süren sonikasyon işlemi 3 kez tekrarlandı. 

10. Oda sıcaklığında 1 saat süre ile köpürtmeden vortekslenerek, inklüzyon cisimciklerinin 

açılması sağlandı. 

11. 10.000 g’de, 25 dakika çevrildi. 

12. Hücre lizatının süpernatan kısmı alınarak, buz üzerinde soğutulmuş yeni bir ependorfa 

aktarıldı. 

 

3.6.9.2.Kesik E1 protein  için  

1.Transforme edilen hücreler, -80 °C’de saklanan %5 gliserollü stoktan, 100 μg/ml ampisilin, 

25 μg/ml kanamisin içeren LB sıvı besiyeri içerisine alınarak bir gece inkübe edildi. 

2.50 katı hacmindeki 100 μg/ml ampisilin, 25 μg/ml kanamisin içeren yeni LB sıvı besiyerine 

aktarıldı. 

3.37 °C de 200 rpm de OD600=1 oluncaya dek inkübe edildi. 

4.1 mM IPTG eklendi ve 37 °C’de 200 rpm de 4 saat daha inkübe edildi. 

5.+4 °C’de, 4000 g’de 7 dakika santrifüj yapıldı, elde edilen hücre çökeltileri -70 °C’de sak-

landı. 

6.10 ml hacimdeki kültürden elde edilen çökelti üzerine 10ml lizis tampona 1 tablet olacak 

şekilde proteaz inhibitör kokteyli eklenmiş 1000 μL hacimde % 0,5 NP-40 içeren tampon B 

eklenerek köpürtmeden vortekslendi ve homojenizasyonu sağlandı. 

7.Buz üzerinde 5-10 dakika erimesi beklendi. 

8.Karışım buz üzerinde soğutulmuş mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. 

9.+4 °C’de , % 70 amplitütte, 1 saniye sonikasyon 1 saniye bekleme dönemleri ile 1 dakika 

süren sonikasyon işlemi 3 kez tekrarlandı. 

10.Oda sıcaklığında 1 saat süre ile köpürtmeden vortekslenerek, inklüzyon cisimciklerinin 

açılması sağlandı. 

11.10.000 g’de, 25 dakika çevrildi. 

12.Hücre lizatının süpernatan kısmı alınarak, buz üzerinde soğutulmuş yeni bir ependorfa 

aktarıldı. 
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3.6.9.3. SDS-PAGE için örneklerin ve jellerin hazırlanması 

 

%15 lik SDS poliakrilamit jelin hazırlanması 

Distile su     2.3ml 

% 30 Akrilamit Bis-Akrilamit  5   ml 

1.5M Tris (pH: 8.8)    2.5ml 

%10 SDS     100µL 

%10 Amonyum persülfat   100µL 

TEMED      4 µL 

 

 Homojenize etmek için çalkalandı ve hemen bir enjektör yardımı ile döküldü. 

  Üzerine  isopropanol eklendi. Kuruması için 45 dakika  beklendi.  

 

Bu jel E1  için dökülmüştür.  

Kesik E1 proteini için %12 lik jel dökülmüştür. 

 

%12 lik SDS poliakrilamit jelin hazırlanması 

Distile su     3.3ml 

% 30 Akrilamit Bis-Akrilamit  4   ml 

1.5M Tris (pH: 8.8)    2.5ml 

%10 SDS     100µL 

%10 Amonyum persülfat   100µL 

TEMED      4 µL 

 

 Homojenize etmek için çalkalandı ve hemen bir enjektör yardımı ile döküldü. 

  Üzerine  isopropanol eklendi. Kuruması için 45 dakika  beklendi.  

 

Paketleme  jellerinin hazırlanışı 

Distile su     1.4 ml 

% 30 Akrilamit Bis-Akrilamit  0.330ml 

1M Tris (pH:6.8)    0.250 ml 

%10 SDS     20µL 

%10 Amonyum persülfat   20µL 

TEMED                            2µL 
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 1 saat paketleme jelinin polimerize olması için beklendi ve taraklar dikkatlice çıkartıl-

dı. 

 1X SDS PAGE yürütme tamponu (running buffer) ile doldurulmuş tanka yerleştirildi. 

 0.saat hücre lizatı, 7.saat hücre lizatının üzerine kendilerinin 1/5’i kadar 5X SDS-

PAGE örnek tamponu eklendi. 

 Örnekler önceden 100 °C’ye ayarlanmış ısı bloğunda  7 dakika kaynatıldı ve 1.000 

g’de 5 saniye çevrildi. 

 

3.6.9.3. 1 SDS-PAGE 

1.Marker ve örneklerden 20’şer μL yüklendi. 

2.Marker ayırma jeline gelene kadar 70 voltta, buradan sonra 110 voltta yürütülerek marker 

bantları yeterince açılınca elektroforez işlemi durduruldu. 

3.Jel nazikce çıkarılarak isopropanol fiksasyon çözeltisi içinde 45 dakika 100rpm’de çalka-

landı. 

4.İsopropanol fiksasyon çözeltisi yavaşça boşaltılarak SDS-PAGE jeli hızlı Coomassie blue 

boyama çözeltisi eklendi ve 2 saat 100 rpm’de çalkalandı. 

5.Ardından SDS-PAGE jeli hızlı Coomassie blue boyama çözeltisi boşaltılarak Coomassie 

blue boyasından arındırma çözeltisinde over night 100rpm’de çalkalandı ve görüntülendi. 

 

3.6.9.3.1.2  Western Blot 

1.Marker ve örneklerden 20’şer μL yüklendi. 

2.Marker ayırma jeline gelene kadar 70 voltta, buradan sonra 110 voltta yürütülerek marker 

bantları yeterince açılınca elektroforez işlemi durduruldu. 

3.Jel ile aynı boyutta iki adet watman kâğıdı yarı kuru transfer tamponu ile ıslatılarak 

elektroblotter üzerine yerleştirildi. 

4.Jel ile aynı boyutta kesilmiş Nitrosellüloz membran, distile suda 2 dakika bekletildikten 

sonra yarı kuru transfer tamponu ile ıslatıldı ve transfer tamponu ile ıslatılmış watman kâğıtla-

rının üzerine yerleştirildi. 

5.Jel, Nitrosellüloz membranın üzerine yerleştirildi. 

6.Jel ile aynı boyutta iki adet Watman kağıdı yine yarı kuru transfer tamponu ile ıslatılarak 

jelin üzerine yerleştirildi. 

7.Daha sonra bir cam tüp bu tabakaların üzerinde yuvarlanarak, tabaka aralarındaki hava ka-

barcıkları giderildi. 
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8.Elektro-blotter cihazının anot kutbuna bağlı kapağı kapatıldı. 

9.10 voltta 2 saat  boyunca elektrotransfer işlemi gerçekleştirildi. 

10.Karıştırıcı üzerinde, TTTS-T içerisinde çözünmüs 30 ml % 5 lik süt tozu (w/v) bloklama 

solüsyonu içerisinde oda ısısında bir saat inkübe edildi. 

11.Bloklama solüsyonu ile 1/1000 oranında seyreltilen birincil antikoru (hasta serumu) içeren 

kaba alınan Nitrosellüloz membran +4 C bir gece çalkalanarak inkübe edildi. 

12.Nitrosellüloz membran TTST-T ile çalkalayıcıda 10 dakika boyunca 2 kez yıkandı. 

13.Membranın yıkandıgı TTTS-T tamponu döküldü ve bloklama solüsyonu ile 1/5000 ora-

nında seyreltilen ikincil antikor [yaban turpu peroksidaz (horse-radish peroxidase) isaretli 

anti-Human IgG] içeren kaba alınan Nitrosellüloz membran oda sıcaklığında 2 saat 100 

rpm’de çalkalanarak inkübe edildi. 

14.Nitrosellüloz membran TTST-T ile çalkalayıcıda 10 dakika boyunca 6 kez yıkandı. 

15.Temiz bir cam yüzeyine alınan Nitrosellüloz membran üzerine yaban turpu peroksidaz ile 

tepkimeye giren 4 kloro 1 alfa naftol substratı membranın üzerini kaplayacak sekilde döküldü. 

16.Onbeş dakika sonra protein bantları mor renk vermeye başladı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7. Araştırma Planı ve Takvimi  

 
    2010 2011 2012 
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1  Literatür 

Taranması 

x x                           

2 Primer Tasar-

lanması 

  x x                         

3 PZT optimi-

zasyonu 

    x X x                      

4 klonlama        x x                    

5 ligasyon ve 

transformas-

yon 

         x                   

6  protein 

expresyonu 

          x x                 

7 sds page             X                

8 western blot 

optimizasyonu 

              
x 

 
x 

             

9 Kesik 

e1primer 

tasarımı 

                
x 

            

10 Kesik e1 pzt                  x            

11 Kesik e1  

klonlama 

                 X           

12  Kesik e1 

ligasyon ve 

transformas-

yon 

                   
x 

         

13 protein 

expresyonu 

                   x x        

14 sds page                      x       

15 western blot 

optimizasyonu 

                      x x x    

16 Tezin yazıl-

ması 

                        x X x x 

 

3.8. Verilerin Değerlendirilmesi 

           Çalışma sonucunda elde edilen veriler bulgular kısmında açıklanmıştır. 

3.9. Araştırmanın Sınırlılıkları 

         Çalışma ile ilgili sınırlamalara tartışma kısmında değinilmiştir. 

 

3.10. Etik Kurul Onayı 

Dokuz Eylül Üniversitesi Klinik ve Laboratuvar Araştırmaları Etik Kurulu  Değerlendirme 

Komisyonu’nun 29.05.2005 tarihli 252 nolu protokol  kararı ekte verilmiştir 

 

 

 

4.BULGULAR 

 

4.1. Polimeraz Zincir Tepkimesi 
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Kalıp RNA olarak Dokuz Eylül Üniversitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarı’ndan tanısal 

araştırma amacıyla elde edilmiş HCV genotipi 1 taşıdığı bilinen hasta örneğinden izole edilen 

total RNA’dan cDNA elde edilmiş, ardından ‘Nested’ PZT yapılmıştır. Ürünlerin %1.5 

agaroz içeren jeldeki görüntüleri Şekil11 ve Şekil 12 de görülmektedir. 

 

 

  
 

 

 

Şekil 10: HCV’ye ait E1 PZT ürünü             Şekil 11: HCV’ye ait kesilmiş E1 PZT ürünü                         

  

M: Fermantas #SM0241 

 

120 Volt’da 45 dakika yürütülerek görüntülenmiştir. M: “Marker”   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. Restriksiyon Enzim Kesimi ve Ligasyona Girecek Ürün Seçimi 
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Ligasyon tepkimesine girecek ürünlerin büyüklüklerinin doğru ve kosantrasyonlarının birbiri-

ne yakın olması en uygun şekle sokma (optimizasyon) çalışmaları için önemlidir. Çalışma-

mızda kesim sonrası ligasyonda kullanılacak vektör ve insert miktarları agaroz jel 

elektroforezi sonrasında görsel olarak değerlendirilmiş ve seçim buna göre yapılmıştır. Ürün-

lerin %1’lik agaroz jeldeki görüntüleri aşağıdadır. 

 

 
                                     

                                        Şekil 12 : pQE30 ve E1 in  agaroz jel görüntüsü 

 

                                                 M1: Fermantas # SM0313 

 

                                                 M2: Fermantas #SM0241 

 

 

Bu örnekler belirli oranlarda kullanılarak ligasyon reaksiyonuna alınmışlardır. 
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4.3. Transformasyon ürünleri 

 

İç öncüller kullanılarak çoğaltılan ürün pQE30 vektörüne takıldı ve E. Coli M15 hücrelerine 

transformasyon sonrasında rekombinant vektörü içeren kolonileri saptamak için koloniler 

havuz PZT ile tarandı  

 

 
 

 

 

Şekil 13: Transformasyon sondası üreyen kolonilerden yapılan PZT’lere ait agaroz jel görün-

tüsü 

 

M: Fermantas #SM0241  

 

 

Daha sonra görsel olarak uygun yoğunlukta bantlar içerdiği düşünülen tüpleri oluşturan kolo-

nilerin ayrı ayrı PZT’si yapılarak E1  içeren plazmid bulunduran kolonilerin seçilmesi sağlan-

dı. 
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Şekil 14: Transformasyon sonrası üreyen kolonilerden doğrulama amaçlı yapılan PZT’lere ait 

ürünlerin agaroz jel görüntüsü  

 

M: Fermantas #SM0241 

 

Olası insert’lü pQE30 bulunduran koloni, dizi analizi, ekspresyon ve saflaştırma için seçildi. 

 

 

4.4. pQE30-E1 DNA Dizilimi 

 

Protein üretimine geçmeden önce klonlanan dizinin, vektörün çerçevesine doğru oturduğunun 

doğrulanması gerekmektedir. 

 

 Bu nedenle yapılan rekombinant ürünün DNA dizi analizi şekilde gösterilmiştir. İn-

sert’in doğru yönde ve çerçeve kayması olmadan yerleştiği aminoasit dizileri ile de 

doğrulanmıştır (Şekil 15). 
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                                                                                                Dur kodonu 

 

 

  

Şekil 15: E1 içeren pQE30 vektörüne ait DNA dizi analizi ve karşılık gelen aminoasit dizileri 

(RBS: Ribozomal bağlanma sahası) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E1 BAŞLANGIÇ DİZİSİ 6XHİS BÖLGESİ                    RBS            

E1 BİTİŞ  DİZİSİ 



 

54 

 

4.5 Rekombinant E1 Preparatının SDS PAGE ve Western Blot Analizi 

 

    
  

     M: Fermantas #SM0 0441  

 

 

 

 

 

 



 

55 

 

 
 

 

M : Fermantas #SM 0671  

 

Şekil 16 : Rekombinant  Kesik E1 ve  E1  Preparatının SDS PAGE Analizi 
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                 M: Fermantas #SM 0671  

 

Şekil 17: E1  proteinlerini eksprese eden hücre lizatlarının  ürünlerine ait Hasta serum anti-

korları ile yapılan Western blotlama fotografı. 
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5. TARTIŞMA 

Bu çalışmanın temel amacı, Türkiye kaynaklı HCV genotip 1b kökeninden elde edil-

miş E1 proteininin saflaştırılarak üretilmesi ve elde edilen bu proteine karşı immünolojik bir 

yanıtın kullanılabilir olup olmadığının araştırılmasıdır. Elde edilen rekombinant E1 proteinleri 

ileri tanı ve immünolojik çalışmalarda önemli araçlardan biri olabilir. HCV’nin E1 proteinle-

rinin elde edilmesi için literatürde kullanılan yöntemlerde olduğu gibi, çok basamaklı bir de-

ney sistemi kullanılmıştır. Bu basamaklar sırasıyla, “nested” PZT, klonlama, protein ekspres-

yonu, SDS PAGE ve Western Blot deney basamaklarıdır (132,133) 

Çalışmada, viral genomun kaynağı olarak Dokuz Eylül Üniversitesi Hastanesi Merkez 

Laboratuvarı koleksiyonundaki bir HCV genotip 1b kökenine ait HCV RNA kullanılmıştır. 

Bu kökenin seçilmesinin nedeni, Türkiye’de rastlanan HCV genotiplerinin arasında 1b köke-

ninin en yaygın olduğunun bildirilmesidir (134).  

Literatürde E1 viral zarf glikoproteininin tamamının prokaryotik ifade sistemlerinde 

elde edilmesinde teknik sorunlar yaşandığı bildirilmiştir. Bu nedenle şimdiye dek E1 proteini-

nin C- terminalindeki hidrofobik özellik gösteren aminoasit dizilerini kodlayan kısımlar çıka-

rılarak hazırlanan kesik E1’in ifadesi ile ilgili yayınlar vardır. Bu tezde, ulaşılan literatürden 

farklı olarak ilk kez E1’in tamamı prokaryotik ifade sisteminde elde edilmiştir. Konu ile ilgili 

yayınlanmış olan çalışmalarda C- terminal bölgesindeki 43 aminoasit eksiltilerek ifade ettiril-

diği bildirilmektedir. Bizim çalışmamızda 584 nükleotidlik tam uzunluktaki HCV E1 ve C- 

terminal bölgesi eksik (son 43 aminoasit) HCV E1 proteini M15 Escherichia coli hücrelerinde 

ifade ettirilerek büyük miktarda üretilmiş ve elde edilen E1 proteinleri ile hasta serumunda 

immünolojik aktivitesi gösterilmiştir (132,135) 

Çalışmada ilk basamak olan Polimerez Zincir Tepkimesi, duyarlılığı arttırmak amacı 

ile iki basamaklı “nested” PZT olarak tasarlanmıştır. Daha önce de bu stratejinin başka araş-

tırmacılar tarafından rekombinant E1 proteinini saflaştırılmasında kullanıldığı bildirilmiştir 

(136). 

Klonlama için kullanılacak ürünlerin elde edildiği PZT işlemlerinde, Taq DNA 

polimeraz kullanılmıştır. Wael Saad El-Sayed Abdel-Mageed ve arkadaşları da Taq DNA 

polimeraz ile tam uzunluktaki HCV E1 proteinini bir bitkisel ifade sisteminde gerçekleştirdik-

lerini bildirmişlerdir (137). Optimizasyon sırasında PZT nin çalışılacağı program, kullanılan 

primerlerin ürünü yakaladığı sıcaklığa göre belirlenmiştir. 
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Transformasyon optimizasyonu sırasında, ilk aşamada tam uzunluktaki E1 proteini 

için, istenilen rekombinant DNA ürünleri elde edilememiştir. Kullanılan restriksiyon enzimle-

ri BamHI ve HindIII ile vektör plazmid pQE30 ayrı ayrı kesilip ‘lineer’ hale getirilerek enzim 

etkinliği değerlendirilmiştir. PZT ürününden yaptırılan DNA dizi analizi sonuçlarına göre 

BamHI enziminin ürünü 2 farklı yerden kestiği tespit edilmiştir. SphI kullanılarak yapılan 

restriksiyon analizlerinde hem tam E1 hem de kesik E1 ürünlerinde BamHI kullanıldığında 

karşılaşılan kesim problemleri yaşanmamıştır. 

Çalışmamızda daha önce yayınlanmış çeşitli araştırmalarda da bildirilen prokaryotik 

ekspresyon sistemi kullanılmıştır. Bunun için vektör olarak pQE30 plazmiti ve transformas-

yon için M15 E.coli suşu kullanılmıştır. Bu sistemin ökaryotik hücrelerde olan 

posttranslasyonel modifikasyonlarının olmaması, rekombinant proteinin inklüzyon cisimcikle-

ri içinde bulundurulması gibi dezavantajlarına rağmen önemli avantajları da vardır. Bunlardan 

en önemlisi rekombinant protein ekspresyonunun ökaryotik sistemlere göre çok yüksek olma-

sıdır. Ayrıca uygulamasının kolay ve ucuz olması, E.coli ’nin özelliklerinin çok iyi biliniyor 

olması diğer avantajlarıdır. Bu vektördeki protein ekspresyonu lac operonu tarafından düzen-

lenmektedir. Protein ekspresyonunda JM109 gibi başka E.coli suşlarıda kullanılabilmektedir. 

Fakat JM109’da her ne kadar kromozomal olarak bir lac süpresörü bulunsa da, uyarım öncesi 

başlangıç bazal protein ekspresyonunu yeterince baskılanmayabilir. Bu yüzden ekspresyon 

deneylerinde, içeriside güçlü bir lac süpresörü bulunduran plazmite sahip M15 E.coli hücrele-

ri tercih edilmiştir. Bu suş bazal protein ekspresyonunu yeterince baskılayabilmektedir (138). 

Protein üretimine geçmeden önce klonlanan dizinin vektörün klonlama bölgesine yer-

leştiğinin dizi analiziyle doğrulanması gerekmektedir. Bir bazlık bir hata bile çerçeve kayması 

denilen mutasyona neden olmaktadır. Çerçeve kayması okuma esnasında üçlü kodonların 

kaymasıyla sonuçlanır, böylece aminoasit kodlamalarında hatalar olur ve istenilen protein 

doğru şekilde sentezlenemez. Bu tip mutasyon bütün aminoasit dizisini aşağı doğru kaydırır 

ve normal proteinden çok farklı yapıda fonksiyonsuz bir protein oluşturur. Bu çalışmada da,   

pQE30 vektörüne ait dizileme öncüllerinin kullanıldıgı DNA dizi analizi ile klonlanan pQE- 

E1 in çerçeveye uygun sekilde oturtulduğu doğrulanmıs ve daha sonra protein üretimine ge-

çilmiştir. 

Eksprese edilen rekombinant tam uzunluktaki  E1  ve C- Terminal kısmı  kesilmiş E1 

proteinlerininin  amino ucunda 6X-His tag’lı protein şeklinde sentezlenmiştir. Bu şekilde sen-

tezlenmesinin nedeni, saflaştırılma basamağında 6 adet Histidin molekülü taşıyan proteinleri-
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ni kolona yapıştırmak ve spesifik olmayan proteinleri tamamen ortadan kaldırmaktır. Protein 

sentez optimizasyonu sırasında laktoz analoğu olan IPTG indüksiyonuyla en verimli protein 

ekspresyonu 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9. saatler ve bir gecedeki indüksiyona bakılarak tesbit edilmiş-

tir (139) . Yapılan deneyler sonucunda tam uzunluktaki E1 proteinin 7.saatte C- Terminal 

kısmı kesilmiş E1 proteinin en iyi 3.saatte eksprese olduğu gösterilmiştir. 

Tam uzunluktaki E1 proteininin bakteriyel ekspresyonu zordur. Bunun nedeni, tam 

uzunluktaki E1 proteinine ait son 43 aminoasitin proteine hidrofobik bir özellik kazandırma-

sıdır. Bu hidrofobik bölgelerin bakterinin membran geçirgenliğini bozduğu ve bakterilere 

toksik etki yaptığı literatürde açık şekilde bildirilmiştir. Bu nedenle de tam uzunluktaki E1 

proteininin E.coli hücrelerinde eksprese edilemediği bildirilmiştir (140). Çalışmanın ekspres-

yon optimizasyonu sırasında bu sorunla karşılaşılmıştır. Ekspresyon sorunun çözmek için, 

kodon optimizasyonu yapılmıştır ve ekspresyon başarılı bir biçimde gerçekleştirilmiştir. 

E.coli ökaryotlarda bulunan bazı kodonları, zayıf olarsak algılar ve bu durumda translasyon 

durur, protein sentezi gerçekleşmez. Bu durumu engellemek için kodon optimizasyonu yapıl-

maktadır. Optimizasyon, M 15 E.coli içerisine P-rare vektörü eklenerek gerçekleştirilmiştir. 

Bu vektörü eklememizin amacı, E.coli deki bilinen zayıf translasyon bölgelerini bakteriye 

transfer etmektir. Böylelikle bakteri eksik kaldığı kodonlar tarafından tamamlanmış olur. Bu 

önlem alındıktan sonra tam uzunluktaki E1 proteininin eksprese edilmiştir. C terminal bölgesi 

kesik E1 için de kodon optimizasyonu yapılmıştır fakat kodon optimizasyonu yapılmadan 

gerçektirilen protein ekspresyonu ile karşılaştırıldığında sonuç değişmemiştir. Protein eks-

presyonun 3.saatte her iki şekilde de yüksek olduğu ve aralarında anlamlı bir fark olmadığı 

deneylerle gösterilmiştir (138). 

Ekspresyon sırasında proteinler tarafından sitoplâzmada oluşturulan inklüzyon cisim-

ciklerinin saflaştırılma aşamasına geçilmeden önce parçalanması gereklidir. Bunun için 8 M 

üre’li yıkım (Lizis) tamponu (pH 8.0) kullanılmıştır. Bu aşamada rekombinant proteinlerin 

parçalanmasını önlemek amacıyla lizis tamponunun içine proteaz inhibitör kokteyli eklenmiş-

tir. E. coli süspansiyonlarının hazırlanan tampon içerisinde 1 saat 200 rpm’lik karıştırma ve 

sonikasyon işlemleri ile inklüzyon cisimlerinin açılması sağlanmıştır. Proteinin parçalanma-

dan korunması için bütün adımlar +4
o
C’ de yapılmıştır (139). 

http://pir.georgetown.edu/cgi-bin/comp_mw.pl adresinden aminoasit dizilimine göre 

protein ağırlığı hesaplanan tam uzunluktaki ve C Terminal bölgesi kesilmiş rekombinant E1 

proteinlerin büyüklükleri sırasıyla 20.8 kDa ve 16.5 kDa dur. Bakterilerde üretilen 

http://pir.georgetown.edu/cgi-bin/comp_mw.pl
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rekombinant proteinler SDS PAGE yöntemiyle bant büyüklükleri bilinen bir  ‘marker’ la yü-

rütülüp, proteinlerin varlığı bu yöntemle gösterilmiştir. Bu yöntemdeki amaç, proteinleri sod-

yum dodesil sülfatla kaplayıp yüklerini eşitlemek ve elektroforez ortamında proteinleri sadece 

büyüklüklerine göre yürütmektir. Bu yöntemin uygulanması sırasında bilinmesi gerekenler, 

tamponların doğru şekilde hazırlanması, saklanması, jellerin protein büyüklüklerine göre dö-

külmesi, dondurulması ve proteinlerin en doğru akım şiddeti ve voltta yürütüleceğinin bilin-

mesidir. Bunun içinde optimizasyon çalışmalarının yapılması gerekmektedir. 

SDS PAGE yöntemiyle 20,8 ve 16,5 kDa büyüklüğündeki proteinlerin varlığı göste-

rilmiştir. Bunlar bakterinin yapısından gelen aynı büyüklükteki proteinler olmadığını kanıtla-

mak amacıyla, bakteriye boş vektör aktarılarak, eksprese edilmiş, SDS PAGE ile yürütülmüş-

tür. Elde edilen rekombinant proteinlerin viral E1 proteini olduğundan emin olabilmek için  

Western Blot tekniği kullanılmıştır. Bu yöntemin birçok basamağı vardır. Bu basamakların her 

biri optimize edilerek bir sonraki basamağa geçilmiştir. Westen blottaki en önemli noktalardan 

ilki, jeldeki proteinleri membrana aktarmaktır. Aktarma işlemi elektroblotting yöntemiyle yarı 

kuru olarak gerçekleştirilmiştir. Aktarım sırasında kullanılan tamponların konsantrasyonları 

çok önemlidir ve kullanılacak konsantrasyonlar litetatür ışığında belirlenmiştir. Jeldeki prote-

inlerin hepsinin membrana aktarıldığını anlamak için jel Coomassive Blue boyasıyla boyan-

mıştır. Ayrıca membranda marker bantalarının düzgün şekilde gözle görülmesi bunun bir ka-

nıtı olarak düşünebilir. Proteinleri bloklama sırasında %5 lik süt tozu kullanılmıştır. Bir son-

raki basamak olan primer antikorla bağlamaya gelindiğinde, eldeki primer antikorun çalışma-

dığı ve tam uzunluktaki E1 proteinine uygun olmadığı yapılan deneyler sonucunda 

gösterilimiştir ve primer antikor olarak Hepatit C Virüs le enfekte bir hasta serumu kullanıl-

mıştır. Optimum antikor dilüsyonu yapılan dot blot deneyleriyle 1/1000 bulunmuştur. Primer 

antikorla muamale işlemi soğuk odada bir gece inkübasyonla gerçekleştirilmiştir. Optimum 

sekonder antikori isaretli anti-Human IgG konsantrasyonu dot blot yöntemiyle 1/5000 bulun-

muştur ve oda ısısında 1 saat muamele yapıldıktan sonra, çalkalanarak yıkanmıştır. Bu basa-

makta yıkama tamponunun 10 dakika bir değiştirilmesi, iyice yıkanması spesifik olmayan 

bağlantıları önlenmesi açısından çok önemlidir. Membran yaban turpu peroksidaz ile tepki-

meye giren 4 kloro 1 alfa naftol substratı ile kaplanarak, görüntülenmiştir. Bu yöntem ECL 

subsratına göre daha az duyarlı bir yöntem olmasına karşın, ECL ile kemilümünesans görün-

tülemelerde protein bantları aşırı yoğun görüntülendiğinden proteinler alfa naftolle gösteril-

miştir fakat iki substratla da sonuç alınmıştır. 
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Membran üzerinde, tam uzunluktaki rekombinant E1 ve C terminal bölgesi kesik E1 

protenlerine bantlar görüntülenmiştir. Doğru büyüklükte olan bantların yanı sıra, bantların iki 

katı ve üç katı büyüklüğünde bantlar gözlemlenmiştir.  

Bu bantlar, proteinlerin dimer ve trimer formları olarak yorumlanmıştır. Çünkü E1 

proteinin trimerik bir yapıda olduğu bilinmektedir. Bu sonuç bize doğadakine yakın iyi bir 

sonuç elde ettiğimizin göstergesidir. Yu-Ying Kong ve arkadaşları da, bizim çalışmamızla 

benzer şekilde kesik E1 proteininin E.coli bakteriyal protein ekspresyonunu Westerm Blot 

yöntemiyle göstermiş ve benzer sonuçlar yayınlamışlardır (132). 

Çalışmada, şimdiye dek ülkemizde ve uluslar arası literatürde yayınlanmış veriler üze-

rinde yaptığımız taramalarda ilk kez ülkemizden bir HCV genotip 1b kökenine ait tam uzun-

luktaki E1 proteini ve hidrofobik kısmı kesik E1 proteimi prokaryotik sistem ile eksprese 

edilmiş ve bu rekombinant E1 proteininlerine karşı hasta serumunda spesifik antikor yanıtı 

gösterilmiştir. Bu yanıt anlamlı bir yanıttır. Yayınlanan çalışmalarda hem prokaryotik hem de 

ökaryotik ekspresyon sistemleriyle elde edilen kesik E1 proteinine karşı alınan immünolojik 

yanıtların benzer olduğu gösterilmiştir. Ayrıca hem ökaryotik hem de prokaryotik E1 in iden-

tik epitopları paylaştığı yayınlanmıştır. Zarf proteinlerini hedef alan HCV aşı çalışmalarında 

genellikle post translasyonel modifikasyonların önemsenmesi nedeniyle ökaryotik sistemlerde 

ifade edilen glikozillenmiş proteinlere odaklanılmıştır. Buna rağmen, bakteri kaynaklı 

glikozillenmemiş kesik E1 proteinlerini kullanan bazı çalışmalarda da protenin immunojenik 

özelliklerinin korunabileceği öngörülerek bunların test edilmesi gerektiği vurgulanmaktadır 

(132,136). 

Çalışmamızda proteinlerin saflaştırılması optimize edilememiştir, bunun için yapılacak 

yeni çalışmalarda füzyon proteinleri kullanarak protein stabilize edilebilir. Bu füzyon protein-

leri saflaştırmayı kolaylaştırır ve rekombinant proteinleri çözülebilir hale getirilerek, miktarla-

rını arttırabilirler. Prokaryotlar rekombinant E1 proteini doğru katlayabilir, fakat disülfit bağ-

larının sayısı üretilen protein miktarını azaltır. Membran proteinlerinin, prokaryotik ekspres-

yonu yapılacaksa bunlar dikkate alınmalıdır (141). 
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6.SONUÇ VE ÖNERİLER  

Literatür taramasında her ne kadar HCV viral zarf glikoproteinlerinden E1’in 

prokaryotik sistemlerde tam uzunluk olarak ifadesinin zor olduğu ve bu nedenle hidrofobik C 

terminal bölgesi çıkarılarak daha rahat ifade ettirilebileceği bildirilse de bu çalışmada yapılan 

optimizasyon çalışmaları ve yöntem modifikasyonları ile E1 ilk kez bir prokaryotik sistemde 

tam uzunluk olarak ifade ettirilebilmiştir. Ayrıca hidrofobik C terminal bölümü çıkarılmış E1’ 

de ifade ettirilmiştir. Her iki uzunluktaki E1 ile de hasta serumundaki antikorlarla reaksiyon 

gösterilmiştir. Burada tam E1’in daha fazla epitop içermesi ve doğal viral proteine daha yakın 

olması nedeniyle avantajlı olabileceği düşünülmekle birlikte bu önermelerin ileri çalışmalarda 

test edilmesi gerekmektedir. 

HCV nin hücreye tutunması ve hücreye girişinde rol oynayan zarf glikoproteinlerinin 

yapılarının ve fonksiyonlarının anlaşılması, enfeksiyonun erken evrelerinde müdahale 

açısıdan çok önemlidir. Bu proteinlere karşı alınan bağışık yanıtlar tedavide kullanılacak olan 

stratejileri daha iyi belirleyebilecektir. Tam anlamıyla fonksiyonları bilinmeyen bu önemli 

proteinlerin anlaşılması için detaylı çalışmalara devam edilmelidir. Bu proteinlerin aşı çalış-

maları için önemi büyüktür. 
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