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OZET

HEPATIT C VIRUS ZARF GLIKOPROTEINININ SAFLASTIRILARAK
ELDE EDILMESI

Dokuz Eyliil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji AD.
Ozge OZTUNA

oztunaozge@gmail.com

Hepatit C Viristi (HCV) enfeksiyonu 6nemli bir halk saglhigi sorunudur. HCV
kroniklesmeye egilim gosterir ve ilerleyen donemde siroz ile hepatoselliiler karsinoma
gibi agir klinik tablolar gelisebilir. Virlis populasyonunun tiirlimsii olusumuna yatkin
dogas1 sayesinde konak bagisik yanitindan kacabilen varyantlarin se¢ilmesi kronik
enfeksiyona gidisin gostergelerinden biridir. Zarf glikoproteinlerinin (E1 ve E2) siirekli
secilim baskisi altinda olmasi antikor yanitindan kacgabilen se¢ilmis viral varyantlarin
ortaya ¢ikmasiyla sonuglanir. E1 proteini, hedef hiicrelere viriisiin baglanmasi ve girisi
yani sira konak immiin yanitinin modiilasyonunda da énemli rol oynar. Bu ¢alismada,
genotip 1b’ye ait bir HCV E1 molekiiliiniin klonlanmas1 ve prokaryotik sistemde ifade
ettirilmesini raporladik.

HCV E1 proteininin E. coli i¢inde ifadesi i¢in, 1b genotipindeki bir klinik
izolattan tam uzunlukta ve C-terminali kesilmis E1 dizileri PZT yoluyla amplifiye
edilmistir. Elde edilen irtinler pQE30 vektoriine takilip klonlandiktan sonra His-
etiketlenmis proteinler olarak E. coli i¢inde ifade edilmistir. E1 proteinleri SDS-PAGE
ile karakterize edildikten sonra proteinlerin immiin reaktivitesi anti-HCV pozitif serum
ornekleri kullanarak Western Blot (WB) analizi ile degerlendirilmistir. Tam uzunlukta
ve kesilmis C-terminal E1 hexa-histidin-etiketli rekombinant fiizyon proteinleri olarak
prokaryotik sistemde basariyla ifade edilmistir. Rekombinant E1 proteinlerinde, HCV
ile enfekte hastalarin poliklonal serumlari kullanilarak  immiinolojik reaksiyon

belirlenmistir.



Tam uzunlukta viral zarf proteinlerinin prokaryotik ifadesi zor olabilir. Bu
calismada Tirkiye'de ilk kez, immiinolojik reaktif olan tam uzunlukta ve kesilmis E1
proteinlerin basarili ifadesi raporlanmistir. Bu ¢alismada elde edilen rE1 proteinleri

tanisal ve immiinolojik ileri ¢alismalarda 6nemli araglardan olabilir.

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



SUMMARY

OBTAINING OF PURIFIED HEPATITIS CVIRUS ENVELOPE GLYCOPROTEIN

Dokuz Eyliil University Institute of Health Sciences ,Microbiology department,
Ozge OZTUNA

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 EL1 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



1.GIRIS VE AMAC

Hepatit C Virus (HCV) Flaviviridae ailesinin Hepacivirus genusuna ait, tek
zincirli RNA virusudur. Tim diinyada yaklasik 180 milyon insan1 enfekte ettigi
diisiiniilen HCV bu yonii ile 6nemli bir halk sagligi sorunudur. HCV’nin en sik gecis
yolu enfekte kan ile direk temasdir. Kronik HCV’1i hastalarin %20 kadarinda enfeksiyon
sonrast 20 yillik donem boyunca siroz gelismektedir. Sirozlularda ise ilerleyen
donemlerde % 0-3/y1l oraninda hepatoseliiler karsinom (HSK) gelistigi bildirilmektedir
(1,2). Bu komplikasyonlarin ortaya ¢ikis mekanizmalari heniiz aydinlatilamamustir.

Viriisiin hiicre kiiltiirlerinde kolaylikla iiretilememesi, hiicreye ve dolayisi ile
organizmaya nasil etkiler yaptiginin anlagilmasini giiclestirmektedir. Bu nedenle
giiniimiizde HCV nin gesitli proteinlerinin, farkli vektor ve protein ifade sistemlerine
klonlanarak elde edilmesi, bunlarin hiicre metabolizmasi ve bagisik yanita etkilerinin
incelenmesi en gecerli deneysel yontem yaklasimini olusturmaktadir.

HCV’ye karsi olusan konak yanitlart hem enfeksiyonun kontroliinde hemde
hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. HCV ile enfekte hastalarda HCV
proteinlerine kars1 gelisen ve farklilasan bagisik yanitlar hastaligin patogenezine ve
hastalarin sagaltim yanitlar1 hakkinda fikir verebilir. Ornegin, gesitli Mycobacterium
tuberculosis antijenlerine (CFP-10, Esat-6 gibi) karst olugsan IFNy, IL-10 yanitlarinin
sagaltimi degerlendirmedeki etkilerine benzer sekilde HCV proteinlerine karst da
immun yanitlarin degerlendirilmesi 6nemli olabilir (3,4).

HCV’nin patogenezinde konak ile iligkilerinin anlagilmasi agisindan dig ortamla
canli viral partikiiliin en ¢ok etkilesim igindeki boliimii olan zarf 1 (E1), zarf 2 (E2)
glikoproteinleri dikkat ¢ekmektedir. E1 ve E2 proteinleri virion zarfinin esas
komponentleridir ve virusun hiicreye girisi i¢in gereklidir. Bu glikozillenmis proteinler
poliproteinin E1 i¢in 192-383.aa’ler ve E2 i¢in 384-746.aa’ler arasinda uzanirlar ve E1
33-35, E2 70-72 kDa agirhigindadir (5).

El ve E2 tip I transmembran glikoproteinleri olup bu 6zelliklerini sirasiyla N-
terminal 160. ve 334. aa’leri verir. Bu bdlgeler membrana tutunma, endoplazmik
retikulum (ER) yerlesimi ve virusun bir araya gelme siirecini de igeren ¢ok ¢esitli

islevlere sahiptir (6,7).



Bu tez ile oncelikle HCV nin E1 proteininin in vitro olarak iiretilmesi ve
saflagtirllmas1 Oncelikli hedeftir. Ardindan bu rekombinant proteinin &zelliklerinin
belirlenmesi ve bu kullanilarak bir rekombinant immunoblot assay hazirlanmasi
amaglanmistir.  Bu tiir bir testin daha sonra yapilacak kapsamli ¢alismalarda 6zellikle
HCV’ye karst olusan sivisal bagisik yanmit takibinde kullanilabilir olmasi

Ongoriilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hepatit C Viriis

2.1.1 Tarih¢e, simmflandirma ve genom yapisi

HCV, ilk defa 1989 yilinda kan transfiizyonu sonrasi hepatit A ve hepatit B
olmayan hastalarin serumundan cDNA olarak elde edilmistir (8). 1997 yilinda
ekspresyon sistemleri kullanilarak c¢cDNA klonlar1 sempazelerde in vivo olarak
enfeksiyon olusturmustur (9). Gliniimiizde son yapilan ¢aligmalarda ise, hiicre kiiltiirii
calismalar1 tamamlanmistir (10,11).Hepatit C viriis arastirmasindaki kronoloji Sekil

1’de gosterilmistir (12) .

HCV’nin genom HCV’nin T
lonAdlend 1 Sanizasyoru ve olugturulmusg itk Replikon Doku kiilttuirtinde
hepattisin  POlIProtein enfeksiyoz sistem rekombinant HCV'nin

tanmlsnnms 1PIEmlernesinin ta ifi Klonu kurulmas: Uretilmesi

1996 1997 1998 1999

HCVnin Bir HCV proteini(llS3  IFl-o ve :::‘::)i:'!:::;ﬁwk
tanimianmast ¢..in proteaz)nin itk 3 ribavirin et
boyutlu yapisi kombinasyon * "3

tedavisi Fonksiyonel HCV
psodopartikullerinin tammlanmasi

Sekil 1: Hepatit C viriis arastirmasindaki kose taslari (12)

HCV Flaviviridae ailesi, Hepacivirus genusu igerisinde siniflandiriimistir (13).
HCV genom boyutu 9,6 kb olan pozitif zincirli, zarfli bir RNA virusudur (14). 3011
aminoasidlik tek bir poliproteini kodlar. Genomik yapisit ve proteinlerin dizilim ve
biyiikliikleri Sekil 2 ile gosterilmistir (15). Genomun 5" ucu kodlanmayan (Non—coding)

bolgeyle baslar ve ribozama giris bolgesi (IRES) igerir, devaminda ag¢ik okunan bolgeler
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(ORF) yapisal ve yapisal olmayan proteinleri kodlar. Genom 3’ ucu kodlanmayan
bolgeyle biter. Bu poliprotein sentezlendikten sonra c¢esitli proteazlar araciligi ile

kesilerek yapisal ve yapisal olmayan en az 10 farkli proteine ayrilir (16).

CENOM
5-NCR
1} Vi
Ha?b(. 585132 3-NCR
¢ —-d: S& kD ? o8
3 i:l_\;‘ ] c-.c,r,,,__o “\gq_l
6 . e — Sy
v ‘S, l IRES ARACILI TRANSLASYON
POLIPROTEIN ) e
| W T )
£ 34 NS2 NS3 Fl NS B [ A NS5 B
1 POLIPROTEIN 1SLEMLEME
PROTEINLER
| 197 38 747 B0 1027 1658 T2 1973 M2 30M
: N | NS3 ] [ NGB ] B N N
[ (] P | | s
tieE  werenEidERi
CORE ZARF S SERIV s MEMERANOZ | ) RNA BACIMLI
CLIKOPROTEINLERE PROTEAZ AC RNA POLIMERAZ

SERIN PROTEAZ KOF AKTOR

Sekil 2 :HCV genom yapisi ve proteinleri (15)

Yapisal proteinler; core proteini, zarf glikoproteinleri E1 ve E2, iyon kanali P7
proteinidir. Yapisal olmayan proteinler ise; NS2-3 proteaz, NS3 serin proteaz ve RNA
helikaz, NS4A polipeptidi, NS5A proteini ve NS5B RNA bagimli RNA polimerazdir.
(RdRp) (17). Yiiksek replikatif aktivite ile birlikte viral RdRp nin diizeltme (Proof —
reading) mekanizmasiin eksikliginden dolay1 viriis yiiksek genetik ¢esitlilige sahiptir
(18).

HCYV izolatlar1, genotipler ve 21 alttip igerisinde siniflandirilmistir. 6 farkli temel
genotip vardir ve bunlarin niikleotid dizilimleri  birbirlerinden %30-35 oraninda
farklidir. Genotipler 1,2,3...0larak, alttipler a, b, c... seklinde gosterilirler. Kronik
enfeksiyonda meydana gelen genetik degisikliklerin E2 zarf proteinindeki ¢ok degisken
bolge 1 (hypervariable region 1) {izerine olan etkilerinden dolay ise tiiriimsiilerin ortaya
¢ikist indiiklenir (19,20,21) .



2.1.2.Epidemiyoloji

Bugiine kadar diinya c¢apinda HCV ile enfekte 170 milyon kisi oldugu tahmin
edilmektedir (22). HCV enfeksiyonunun sikligi diinyada cografik dagilima gore
farkliliklar gosterir. Kuzey Afrika, Gliney-Dogu Asya, Dogu Akdeniz niifusunun % 5 i
viriisle enfekte iken bu oran Bati Avrupa ve Kuzey Amerika’da yaklasik %1,7 olarak
bildirilmektedir Hastaligin klinik seyri genellikle yavas ve asemptomatiktir. Cogu
zaman yillar siiren enfeksiyon sonrasinda karaciger hasar1 olusur (23). Ulkemizde Viral

Hepatitle Savasim Dernegi verilerine gore HCV’nin seroprevalansi %0,3-1,8’dir (24).

O <1-00%
[ 1.0%-1-9%
= 2:0-2.9%

H -2.9% !
[ Notincluded in WHO region |

Sekil 3 : HCV enfeksiyonun goriilme sikliginin diinyadaki dagilimi (25 )

HCYV ile enfekte bireylerin %70-80" inde kronik enfeksiyon gelisir ve bunlarin
yaklasik %30’ unda karaciger Sirozu meydana gelir. Son donem karaciger yetmezligi ve
hepatoseliiler karsinom ise kronik olarak enfekte hastalarda %0,04 -2,5 oranlar1 arasinda
gozlenmektedir (26,27,28,29). Giiniimiizde genel kullanimda kabul gormiis etkili bir
HCYV agis1 yoktur ve antiviral tedavi hastalarin yaklasik %50 sinde etkilidir (30, 31, 32).
Alt1 HCV genotipi vardir. Bu genotiplerden; genotip 1, 2 ve 3 diinya ¢apinda dagilmistir
ve Bati Avrupa, Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri’nde yaygindir (33,34,35,36).
Genotip 4, 5 ve 6 daha farkli cografi bolgelerde yaygindir. (37,38,39) Tablol de bu

dagilim gosterilmistir



Tablo 1: HCV genotiplerinin diinyadaki dagilim1 (40)

2.1.3. HCV Tanisi

HCYV enfeksiyonlarmin virolojik tanisinda kullanilan testler; serolojik testler (antikor testleri,
antijen testleri) , niikleik asit tabanli (NAT) testler ve genotipleme testleridir. Bu testler asa-

g1da kisa kisa anlatilacaktir.

2.1.3.1.1 Serolojik testler

Bu testlerde tani, HCV ye ait antijenlerin saptanmasi ve/veya hastanin serumunda HCV anti-
jenine 6zgiil antikorlarin saptanmasiyla gerceklestirilir.

-Antikor saptanmasi

Bu testlerde, HCV ye ait c¢esitli rekombinant antijenlerine karsi hastanin serumunda HCV
antikorlarin var oldugu saptanabilmekte ve bazi hatali pozitif sonuglar azaltilabilmekte-
dir.Yontem olarak,

EIA (Enzyme Immunoassay): Tarama Amaciyla Anti HCV Antikor Saptanmasi
yontemidir. Uzerine HCV ye ait gesitli rekombinant antijenlerin ve/veya peptitlerin yapistiril-
dig stripler kullanilmaktadir. Boylece hastanin serumunda hangi HCV antijenine 6zgiil anti-
korlarin var oldugu tanimlanabilmekte

RIBA (Recombinant Immunoblot Assay): Dogrulayict Anti HCV  Testi

kullanilmaktadir.
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-Antijen saptanmasi
HCV 06zyap1 antijeninin saptanmas1 ve kantitasyonu i¢in ELISA gelistirilmistir. Dogrulugu ve

Ozgilligi iyi , fakat duyarliligi diisiiktiir (20 0001U/ml).

1 192 384 1027 1658 1973 3011
| C I E1 | E2 |§|| by | NS3 I NS4 | NS5A
EIA (Ortho)
1569 1931
1. Kugak c100-3
2 120 1182 1931
C22
2. Kugak | - |
2 120 1182 1931 2054 2995

3. Kugak | €200 | I NS5A |

RIBA (Chiron)
1192 1457 1694 1735 2054 2995
3. Kugak 5-1-1 NS5A
p

1920 1935

Sekil 4: Serolojik testler i¢in kullanilan HCV antijenleri(41)

e Sekilde serolojik testlerde kullanilan HCV poliproteinine ait ¢esitli epitoplar
goriilmektedir. C100-3 peptidinden hazirlanan HCV ELISA, 1. kusak olarak
tanimlanmigtir. Daha sonralart buna elde edilen diger rekombinant HCV antijenleri
(c22-3 ve ¢200 peptidleri) de eklenerek ¢esitli ticari 2. kusak HCV EIA sistemleri
iretime ve kullanima gegmistir. Giiniimiizde kullanilan en yeni ve antikor taramada
gecerli kabul edilen 3. kusak EIA sistemleri ise 2. kusak sistemlerdeki antijen
havuzuna NS5 proteininin de eklenmesi ile hazirlanmistir Kullanilan epitoplar arttik¢a
duyarlhlikta artmistir.

2.1.3.1.2 . Niikleik asid testleri

HCYV tanisinda kullanilmak tizere gesitli viral niikleik asit tarama yontemleri bulunmaktadir.
Bunlar temel olarak kantitatif (viral yiikii bildirebilen), kalitatif (pozitif/negatif olarak sonug
veren) ve genotiplemede kullanilan testler olarak iige ayrilabilir.
e Kantitatif HCV RNA saptanmasi; Bu testler HCV viral yiikiiniin ve tedavi siiresinin
belirlenmesinde kullanilirlar. Yontem olarak ;
-Polimerize zincir tepkimesi (PZT)

-Transkripsiyon aracili ¢cogaltma (TMA)
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-Sinyal amplifikasyon teknikleri (bDDNA assay) kullanilir. Bu testler arasinda analitik
duyarlilik ve dinamik saptama aralig1 bakimindan farkliliklar bulunmaktadir
e Kalitatif HCV RNA saptanmasi; Bu yontemler 6zellikle akut enfeksiyonlarin tanisi,
sagaltima yanitin incelenmesi ve transfiizyon giivenliginin saglanmasi amaci ile
kullanilmaktadir. HCV tanisinda kullanilan kalitatif NAT yontemleri arasida;
-Polimerize zincir tepkimesi (PZT)
-Transkripsiyon aracili ¢ogaltma (TMA) sayilabilir
2.1.3.1.3. Genotipleme testleri

HCV’nin 6 genotipi vardir. Bu genotipler arasinda interferona yanit agisindan farklar vardir..
Bu nedenle, tedaviye baglamadan 6nce genotipleme yapilmasi gereklidir. HCV genotiplerinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda;

-Oligoniikleotid prob hibridizasyonu

-Dogrudan DNA dizi analizi yer alir.
Genotiplendirme testleri,viriisin  5’UTR, NS5B ve Ozyapt  bolgelerindeki niikleotid
farkliliklarina dayali testlerdir.

NEGATIF

Anti-HCV

- EDUR

YCKSEKSCO, RIBA + 5
DICER POZITIFLIKLER sraer
YADA BCVRNA+ Hm R.NA v
: v
h 4

HCVRNA ICIN NAT ‘E‘A} ANTIHCV ICINRIBA

Sekil 5: HCV tani algoritmi: NAT; Niikleik asid testi, RIBA; Recombinant immunoblot assay
(42)
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2.1.4 Sagaltim ve Korunma

Son 18 yildir standart kronik Hepatit C sagaltimi olarak, Pegile Interferon ile
Ribavirin birlikte uygulanmaktadir (43). Interferon (IFN), HCV replikasyonunu
baskilamasina ragmen, mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (44). HCV
sagalttiminin seyrini belirleyen en 6nemli etken virusun genotipidir. HCV genotip 1’in
48 haftalik bir tedaviye yanit orant %41-52°dir. Aym1 dozlarla 24-48 haftalik bir
genotip 2 veya 3 sagaltiminda yanit oran1 %76-84’tiir. Sagaltim bitiminden sonraki en
az 6 ay i¢in HCV RNA yoklugunda kalic1 virolojik yanit saglanir (45).

HCV’den korunma yollar1; bagislanan kanlarin taranmasi, damar i¢i uyusturucu
kullanan Kisilerin egitilmesi, aseptik kosullarda ilag enjeksiyonun onlenmesi, dovme

yaptirmada kullanilan araglarin hijyenin saglanmasi olarak sayilabilir (46).

2.1.5. Viral Proteinlerinin Ozellikleri
2.1.5.1. Ozyap: (Core) proteini
Tiim genotipler icerisinde en iyi korunmus protein, Ozyap1 proteinidir (47).
Core’da denilen protein viral niikleokapsidi olusturur. Proteinin N-terminal bolgesi
bazik,C-terminal bdlgesi hidrofobiktir. Protein sitoplazmada bulunup; ER, lipid
damlaciklar1 ve mitokondri ile iligki iginde bulunur. HCV ile enfekte bireylerde 6zyap1
proteinine karsi olusturulan antikorlar olduk¢a yaygin oldugundan bu protein birgok
serolojik testte kullanilmaktadir. Ozyap1 proteini viral replikasyon, olgunlasma ve
patogenez i¢in Onemlidir. HCV partikiiliniin olusumuna, hiicresel ve viral gen
ekspresyonu, hiicre transformasyonu ile lipid metabolizmasi, sinyal yolaklarinin

diizenlenmesi gibi stireglerde etkilidir (48,49,50).

2.1.5.2. E1 ve E2 zarf proteinleri
E1 ve E2 glikoprotein yapisinda olup virusun zarfinda yer almaktadir.E1 proteini
virlisiin hiicreye baglanmasinda, E2 proteini de virlisiin hedef hiicreye girisinde
gorevlidir. E1 192 amino asit uzunlugunda, 33-35 kDa agirligindadir. E2 363 aminoasit
uzunlugunda, 70-72 kDa agirhigindadir. Glikozillenmis bu proteinler, birbirlerine
kovalent olmayan bagli olarak ER membraninda bulunmaktadirlar. E2, enfeksiyonun
baslangicinda 6énemli bir role sahiptir. Virisiin hiicreye tutunmasinin bir veya birkag

hiicresel reseptorle E2 etkilesimi araciligiyla baslatildigi diisiiniilmektedir (51,52,53).
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E2 ¢ok degisken yap1 gosteren bir glikoproteinidir ve bu yiizden E2’nin CD81 gibi
ligandlar ile etkilesiminin susa 6zgii oldugu bildirilmektedir (54). E1 ve E2 proteinleri
olgunlastiktan sonra, kovalent olmayan bir kompleks seklinde ER igerisinde bulunurlar
ve bu proteinler C terminal transmembran bdlgelerine dogru birbirleriyle iliski
igerisindedirler.

HCV zarf glikoproteinleri E1 ve E2, N-glikanlar tarafindan yiiksek sekilde
modifiye edilmistir. Baz1 glikanlar viriisiin hiicreye girisi ve proteinin katlanmasinda rol
oynar. E1 proteini 6 ve E2 proteini 11 glikozillenmis bolge igerir. E1 proteini 4 adet
korunmus (H77 referans diziye gore 196, 209, 234 and 305. pozisyonlar) N-
glikolizasyon bolgesi igerir. Diger 2 glikolizasyon bdlgesinden 250. pozisyonda olan
yalnizca genotip 1b ve 6’da, pozisyon 299 ise yalnizca genotip 2b’de korunmustur
Glikolizasyon bdlgelerinin genotipler arasinda korunmus olmasi, bunlarm virusun
yasam dongiisinde 6nemli olduklarini disiindiirmektedir. Nitekim, bazi glikanlarin
viriisiin bir araya gelmesi ve enfektivitesi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir

HCV zarfglikoproteinleri, virlisiin hiicreye girisini bloke eden  antiviral
molekiillerin gelisimi i¢in iyi bir hedeftir. Cok degisken bolgeler E2 zarf glikoprotein
dizilimi i¢inde tanimlanmistir. E2 nin Ilk 27 amino asidi HVR1 dir. HVR1 bélgesi eksik
bir HCV klonunun, sempazelerde enfeksiy6z oldugu bildirilmistir (55,56,57). Bu bolge
virlislin hiicreye girisine yardimer olur (58). HVRI1 bolgesi ¢ok ¢esitli olmasina ragmen
rezidiiellerin pozisyonu ve konformasyonlar1 genotiplerde yiiksek oranda korunmustur.
HVR-1 HCV ig¢in,nétralize edici bir epitoptur (59). E2 nin diger ¢ok degisken bolgesi,
HVR2 olarak tanimlanmistir ve bu bdlge, E2 nin reseptor baglamasini diizenler. HVR-2,
HVR1 in devamindaki 9 aa’lik dizide yerlesmistir. Mutasyonlarin ¢ogu bu bolgelerde,
viriisii notralize edici antikorlar ve HCV’ye 06zgiil sitotoksik T lenfositlerin (CTL)

baskisi sonucu olusur (60).

2.1.5.3. P7 proteini
63 aa’lik hidrofobik bir peptitdir. P7 polipeptidi HCV poliproteininin yapisal ve
yapisal olmayan proteinleri arasinda yerlesmistir. Konak sinyal proteazlar tarafindan
kesilir. Kii¢iikk p7 polipeptidi, ER nin liimenine dogru yer alir. Bu proteinin membran
gecirgenligini arttirdigi bilinmektedir. Bu proteinin suni lipid bariyerlerinde bir iyon
kanali olusturdugunun belirlenmesi bir viroporin olarak islev gorebilecegini

desteklemektedir (61,62,63).
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2.1.5.4. NS2 Proteini
NS2 bir integral membran proteinidir ve replikasyon igin gerekli temel
proteinlerden biri degildir (64,65). In vitro virus iiretiminde ise temel rol oynar. Agirhig
21-23 kDa dur. Bu proteinin olgunlasmis formu bilinmemesine ragmen, poliproteinden
kesilmeden 6nce, NS2/ NS3 baglantisin1 kesen proteaz aktivitesine katilir. C-terminal
kism1 NS3’lin N-terminali ile birlikte ¢inko tarafindan uyarilan NS2/3 proteaz aktivitesi

yapar ve sitoplazmada kalir (66).

2.1.5.5. NS3 proteini

NS3 69 kDa agirliginda, hidrofobik bir proteindir (67). 5 bolgeden olusmaktadir.
Amino ucundaki 2 bolge (ilk 180 aa) NS4A kofaktorii ile birlikte serin proteazi,
karboksi ucundaki 3 bolge ise helikaz’1 olusturur. 2 farkli enzimatik aktivite igerir. N-
terminal ucu, serin proteaz aktivitesinde olup, NS3/ NS4A, NS4A/ NS4B, NS4B/NS5A
ve NS5A/NS5B baglantilarin1 keser. C-terminal ucu RNA helikaz /NTPaz aktivitesi
gosterir. Proteaz ve helikaz aktivitesi HCV replikasyonu i¢in 6nemlidir. NS3, HCV
poliprotein islemlenmesinin ve replikasyonunun yani sira, proteinin indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) genlerinin aktivasyonuna ve dsDNA kiriklarina sebep olan
reaktif oksijen tiirlerinin {iretimine katkida bulundugu gosterilmistir (68,69).

HCV tedavisinde helikaz inhibitorleri gelismektedir fakat helikazin replikasyon

ve virusiin salinimindaki rolii heniiz bilinmemektedir.

2.1.5.6. NS4A proteini
NS4A 54 aminoasitlik bir polipeptid olup, NS3 proteaz icin kofaktordiir.
Hidrofobik N-terminal ucu NS3-NS4A kompleksi intraselliiler membranlara
zincirlenmigtir. Proteolitik islemlenme ve RNA replikasyonu burada yapilir (70).
Proteinin merkez bolgesi (21-34aminoasitleri) hidrofobiktir ve NS3 iin aktivasyonu i¢in
gereklidir(71,72). Asidik C-terminal bolgesi HCV  replikasyonunda NSS5A
fosforilasyonun regiilasyonu saglar (73,74).

2.1.5.7. NS4B proteini
NS4B 27 kDa agirhginda, integral membran proteini olup, hidrofobik ve
amfipatik (yapisinda hem hidrofobik hem de hidrofilik gruplar iceren) 6zellikte a-heliks
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igerir. En 1yi bilinen islevi, RNA replikasyonun yapildig1 yer olan membran aginin
olusumunu indiiklemesidir (75). NS4B proteinin yapisindaki motiflerin HCV RNA y1
bagladig1 ve replikasyon igin gerekli oldugu gosterilmistir (76). C-terminal ucu GTP-
baglayic1 bolge igerir (77). Bir hiicresel endozom protein olan Rab5, NS4B ile iliskilidir
Ve in vitro olarak replikasyonda dnemli oldugu ve bu yapinin replikasyon kompleksinin

(RC) olusumunda rol oynayabilecegi yapilan in vitro ¢alismada gosterilmistir (78) .

2.1.5.8. NS5A proteini

NSS5A 3 bolge igerir. Bunlar, bolge 1 (1-213.aa’ler), bolge 2 (250-342. aa’ler) ve
bolge 3 (356-447. aa’ler) (79). En korunmus ve kristal yapisi en biiyiik olan 1.bolgesidir.
in vitro da RNA ya NS5A proteinini baglama yetenegindedir (80). Bolge 2 ve bolge 3
daha kiiciiktiirler ve farkl: tiirler arasinda daha fazla dizilim farklilig1 gosterirler.

NSSA fosforillenmis 2 formda bulunurlar bunlar 56 kDa agirliginda
fosforillenmis bazal formu ve 58 kDa agirliginda hiperfosforillenmis formudur. NS5A
da meydana gelen mutasyonlar, NS5A hiperfosforilasyon formunu yok eder.

NS5A nin segici mutasyonlari yabani tip HCV RNA nin replikasyonunu uyarirlar.
NS5A, enfeksiyoz partikiiliin hiicreden ayrilmasi i¢in énemlidir. HCV replikasyonunda
NSS5A hiicresel proteinlerle iliski icerisindedir. NS5A ve insan vezikiileriyle bagh
protein A(hVAP-A) arasindaki iligki, NS5A nin fosforilasyon formu tarafindan

diizenlenir ve viral replikasyon kompleksinin yapimini igerir (81,82 ).

2.1.5.9. NS5B proteini

NS5B 68kDa agirliginda, genomun negatif ipliginin tamamlayicisinin
sentezlenmesinden sorumlu bir RNA-bagimli RNA polimeraz (RdRp) dir (83). NS5B,
HCV suslarinin genotipler ve alttipler seklindeki siniflandirma sistemini olusturmakta
kullanilmistir.

Mn + veya Mg2+ katyonlarinin varligi optimum RdRp etkinligi i¢in esastir. RARp
etkinligi Mn + varliginda, Mg2+ iyonlarinin varligindan 20 kat daha yiiksektir. NS5B
nin kristal yapisi sag el yapisindadir. Bagparmak bolgesi biitlin RdRp lerde tipiktir.
Bagparmakta meydana gelen nokta mutasyonu kurtarilabilir fakat proteinin C-terminal
bolgesinde meydana gelen mutasyon viriisii ldiiriictidiir. NS5B, replikasyon sirasinda
birka¢ hiicresel proteini baglar.Proteinin C ucu ile iligkili protein kinaz 2 (PRK2)

parmak bolgeleri baglar ve fosforilasyonu diizenler (84).

16



2.2. Hepatit C Virus yasam dongiisii

HCV enfeksiyonu dinamik bir islemdir, viriis enfekte bireylerde bir giinde 10
viriyon iretir. Hepatosite baglanarak, klatrin aracili endositoz ile hiicre igine girer.
HCV’nin hiicresel reseptorleri tamimlanmistir. Bunlar, glikozaminoglikanlar, LDL
reseptorii (LDLR), DC-SIGN, L-SIGN, CD81, SRBI ve Claudin-1dir (85,86,87).

Cevredeki diisiik pH endozomal membranla viriisiin flizyonunu baglatir ve HCV
genomunun sitoplazma igine girisi baslar. Genomun translasyonu IRES te bulunan iyi
korunmug 5' NCR tarafindan yiiriitiiliir. Translasyon, ribozomun 40S alt iinitesi ile
HCV’nin IRES bolgesinin kompleks olusturmasiyla baglar. Bunu takiben HCV RNA
nin translasyon islemi sonrasinda hiicresel proteazlar artar, ve viral proteazlarla birlikte
islev gorerek yapisal ve yapisal olmayan proteinlerin olgunlagsmasi gerceklesir (88).

Yapisal proteinler ve p7 polipeptidi endoplazmik retikulum sinyal peptidaz ve
yapisal olmayan proteinler NS2-3 proteaz ve NS3-4A serin proteaz tarafindan islemlenir
(89). HCV proteinlerinin ekspresyonu, replikasyon kompleksinin formasyonu sitozol
icerisinde gergeklesir. Replikasyon kompleksi hiicre membrani yaninda membran ag:
seklinde HCV nin proteinlerinin ekspresyonu ve genomunun replikasyonunun takiben
viriis partikiillerinin paketlenmesi ve salinmasi gerceklesir. Tahmin edilen, virionlarin

ER den tomurcuklanmasi ve disariya sekrete oldugudur.Sekil 6 da gosterilmistir (90).

Sekil 6 : Hepatit C Virilis yasam dongiisii (90)

(a) ; viriis baglanmasi ve hiicreye giris (b); stoplazmik salinim ve hiicre soyulmasi
(c); IRES aracili translasyon ve islemlenme (d); RNA replikasyonu

(e); paketlenme ve salinim (f); Virionun olgunlagmasi ve salinmast
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HCV nin yapisal ve yapisal olmayan proteinleri endoplazmik retikulum
membraninda sematik olarak gosterilmistir. HCV RNA replikasyonu, membran agi
denilen spesifik membranda meydana gelir. Ag iizeriinde IRES aracili translasyon ve

poliprotein islemlesi gergeklesir.

2.3. GEN KLONLAMA
Klonlama, istenilen bir genetik bilginin kopyalanarak kiiclik, orta ya da biiyiik
Olgekte gcogaltilmasidir (91).

Gen klonlama basamaklari sunlardir :

1. Klonlanacak geni igeren DNA’nin ‘vektdr’ olarak adlandirilan sirkiiler DNA
molekiiliiniin igine yerlestirilmesi

2. Vektoriin konak hiicre i¢ine aktarilmasi

3. Konak hiicrede rekombinant DNA molekiiliiniin ¢ogaltilmasi

4. Hiicre boliindilkce rekombinant DNA molekiili kopyalarinin yeni hiicrelere
aktarilmasi

5. Konak hiicrelerin biiyiik miktarlarda tiretimi

2.3.1. Klonlama Yontemleri

1. T/Aklonlama

2. Yapiskan ug olusturarak klonlama

3. Kiit ug olusturarak klonlama
T/A klonlamada restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilmaz. Bu klonlamayla 3'-A
uzantisina sahip ¢ift iplikli PZT iriinleri olusturulur ve DNA polimeraz kullanilarak
gerceklestirilebilir.
Yapigkan ug ve kiit u¢ klonlamalar sirasinda ise, 6zgiil DNA dizilerini tantyan restriksiyon

enzimleri kullanilir.

2.3.2. DNA ligasyonu

Vektor ve kopyalanacak DNA’nin uygun sartlarda bir araya getirilerek birlestirilmesi
islemidir. Bu islem sirasinda DNA fragmanlarinin birlestirilmesi amaciyla ¢esitli DNA ligaz
enzimleri kullanilir. DNA ligaz enzimi birlestirilecek fragmanlarin uglarinda yer alan fosfor
gruplarin1 kovalan olarak baglayarak islev goriir. Yapiskan uglu fragmanlarin ligasyon

etkinligi kiit uclu ve T/A fragmanlarma gore daha yiiksektir. Ligasyon islemi sonunda
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olusturulan ve cogaltilmasi hedeflenen gen golgesini tasiyan vektore “construct” vektore

takilan hedef gen bolgesine de “insert” ad1 verilir.

2.3.3. Transformasyon

Konak hiicrelere ligasyon liriinii olan “construct” larin aktarilmasi islemine verilen addir.
Aktarimin yeterli ve etkili olarak gerceklestirilmesi i¢in hiicrelerin kompetan hale getirilmesi
yani “construct” lar1 rahatlikla alabilme yeteneginin kazandirilmis olmasi gerekir. Bunun i¢in
sik kullanilan iki temel yontem vardir. Bunlar diisiik voltajli elektrik akimi (elektroporasyon)
verilerek yapilan fiziksel ve 1sitma ve CaCl, yardimi ile yapilan kimyasal yontemlerdir.
Ligasyon {iriinii ve kompetan hiicreler sivi ortamda uygun sartlarda ve siirede birlikte inkiibe

edilerek transformasyon gergeklestirilir.

2.3.4. Kolonilerin se¢imi

Ligasyon iiriiniiniin aktarildigr konak hiicrelerinin segilimi i¢in bu hiicreler agar tabanl
antibiyotik igeren uygun besiyeri (LB agar gibi) ve inkiibasyon sartlarinda tutulur. Cogu
plazmid klonlama vektorii konak hiicreye antibiyotik direnci kazandiran en az bir gen
tasimaktadir. Transformasyon sonunda hedeflenen geni igine alan hiicreler bu antibiyotikleri
iceren segici ortamlar da inkiibe edilerek diger transforme olmamis hiicrelerden ayiklanirlar.
2.4. Protein ekspresyonu

Ekspresyon vektorlerinde promotor iizerinde baskilayici protein bulunur ve bu protein RNA
polimerazin mRNA sentezini baglatmasini engeller. Vektor IPTG, triptofan, gibi maddelerle
uyarilabir. Bu uyarilmanin zamanlamasi proteinin elde edilmesini ve miktarin1 belirler.
Indiiksiyon sonrasi represdriin baskisi kalkarak sentez baslatilir Konagin logaritmik faza
hangi Optik yogunlukta ulastig1, uyaricinin miktari ve siiresi, sicaklik optimizasyon siirecinde

en iyi Urlinli alabilmek i¢in ayarlanmasi gereken faktorlerdir.
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2.4.1.Ekspresyon vektorleri

Ekspresyon vektorleri olarak bir ¢ok sistem bulunmaktadir.Asagida bu vektorlerin avantajlar

ve dezavantajlar1 detayl sekilde agiklanmistir.

Konak¢1 Avantajlar Dezavantajlan
) Yiiksek verim Okaryotik hiicrelerde olan
Bakteriler Basit ve ucuz ¢ogaltma posttranslasyonel
] lyi zaman /mekan verimi modifikasyon ve sekresyon
(E.coli) Iyi bilinen bir organizma,basit mekanizmalarina sahip

kullanilabilme ve
yonlendirilebilme

Cok sayida transkripsiyon ve
translasyon elemanlar1 bilinmekte

degil.

Ekspresyon iiriinleri
inkliizyon cisimleri ad1
verilen gii¢ ¢Oziiniir formda.

Bocek hiicreleri

Yiiksek okaryotik hiicrelerin
biitiin posttranslasyonel protein
proses ve sekresyon

Memeli hiicrelerinden farki,
baz1 posttranskripsiyonel
glikizasyonlar

(Baculaviriis mekanizmalarimodifikasyonlari Bocek hiicrelerinin
Yiiksek verim miimkiin cogalmasi bakterilerden
SiStemleri) Protein ¢ogunlukla ¢dziiniir daha masrafli ve ¢ok zaman
formda alict
Baculaviriisler insanlar igin Rekombinant
enfeksiyoz degil baculaviriislerin ¢ikis
Biiyiik proteinlerin ekspresyonu ¢ozeltilerinin kazanilmasi
icinde uygun sistem i¢in daha uzun yontemler
gerekli

Organizma iti taniniyor, ¢ogalma
ve islem ayrintili tanimlanmus. Memeli hiicrelerinden farki,

Mayalar Yiiksek okaryoti hiicrelerin bazi posttranskripsiyonel
birgok posttranslasyonel glikizasyonlarinin olmasi
modifikasyonlari, protein isleme
ve sekresyon mekanizmalart Bakterilerden daha diisiik

verim
Yiikse okaryotik hiicrelerin biitiin | Pahali ve zaman gerektiren
. posttranslasyonel protein igleme bir ¢ogaltma
Memeli ve sekresyon mekanizmalart , Koétii zaman /mekan verimi
hiicreleri modifikasyonlari

Tablo2: Ekspresyon vektorlerinin birbirlerine gore avantaj ve dezavantajlari.

2.4.2.Protein ekspresyonunun gosterilmesi

Proteinler dogal veya denatiire edici sartlarda saflastirilabilir. Bunu proteinin ¢ozliniir-
liigii, hiicre i¢i yerlesimi, biyolojik aktivitesi gibi sartlar belirler. inkliizyon cisimleri iginde
yogunlasan proteinlerin elde edilmesi i¢in denatiire edici sartlar kullanilir.

Protein varliginin dogrulanmasi i¢in ¢esitli yontemler vardir;
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1) Sodyum dodesil siilfat- poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) sonrasinda
coomasie blue ile boyama.

2) Western blot: Islak (wet) ve yar1 kuru (semi-dry) olmak {iizere iki sekilde uygulana-
bilir. Daha sonra sirasiyla nitroseliilloz membrana aktarma, bloklama, proteine 6zgiil enzim
isaretli Ab’la karsilasma ve 1s1ma veren substrat eklenmesi sonrasi fotograf filmi ile saptama
gerceklestirilir.

3) Direk koloni kopyalama: Transformasyon sonrasi segici ortamda iireyen kolonilerin
iizerini kaplayacak sekilde nitroseliilloz membran kapatilir ve daha sonra kaldirilarak IPTG’li
secici besiyerine aktarilir. Ekspresyon arastirmasi bu membran iizerinden ¢aligilir.

4) Dot bloting: burada hiicre lizat1 ve rekombinant protein nitroseliiloz membrana

damlatilip daha sonraki membran agamalar1 western blot’a benzer sekilde uygulanir (93) .

2.5. HCV Zarf glikoproteinlerinin Biyogenezi

HCV glikoproteinleri N-terminal bolgesi ve C-terminal transmembran bdlgesi igerir.
Sentezleri sirasinda HCV glikoproteinlerinin ektodomainleri endoplazmik retikulum lumenine
ve transmembran bolgeleri de endoplazmik retikulum membrani i¢ine eklenir. E1 proteinin
limene translokasyonundan, olgunlagsmamig capsid proteini sorumludur. Sonrasinda HCV
zarf proteinleri konak sinyal peptidazi tarafindan kesilirler. Deglikozilasyon ¢aligmalari, HCV
zarf proteinlerinin dis bolgelerinin N-baglh glikanlar tarafindan yiiksek sekilde modifiye oldu-
gunu gosterir. Bu proteinlerden E1 6 tane E2 11 tane glikozillenmis bolge igerir. Glikanlar,
ER saperon kaliksinleriyle iligkili proteinlerin katlanmasinda 6nemli bir role sahiptir. E1 ve
E2 proteinleri sentezlendikten sonra kolavent olmayan heterodimerler seklinde salinirlar.
Immiinolokalizasyon ¢alismalar1 ve glikan analizleri HCV zarf glikoproteinlerin ER iginde

yerlestiklerini gostermistir (94).

2.6.0lgun HCV Zarf Glikoproteinlerinin Karakterizasyonu

Her ne kadar zarfli viriisler farkli evrimlesme gosterseler de hiicreye giris asamasindaki hiic-
resel zarlarla birlesme mekanizmalar1 birbirleri ile iligkilidir ve benzerlikler gostermektedir.
Hiicreye giris basamaklar viral ylizey glikoproteinleri tarafindan kontrol edilmekte ve bu
glikoproteinler tarafindan tetiklenen konformasyon degisiklikleri ile birlesme (flizyon) ger-
ceklesmektedir. Fiizyon proteinlerinin belli segmentleri ki bunlar flizyon peptidleri olarak
adlandirlirlar, hedef hiicre zarinda sekil degisikliklerine yol agarak viral ve hiicresel zarlari
birbirine yaklastirilar. Bu islevi gerceklestiren en az iki farkl tipte viral fiizyon proteini ta-
nimlanmistir (94).
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Sinif 1 fiizyon proteinleri orthomyxo-, retro-, paramyxo-, and filoviruslerde goriiliir.
Bu grup flizyon proteinleri karboksi ucuyla membrana c¢apalanmig prekiirsor proteinin
proteolitik olarak amino ucundan kesilmesiyle olgunlasir. Bu flizyon proteinleri bulasici
virionlarin yiizeyinde, trimerik ¢ikintilar halinde bulunurlar ve yar1 sabit durumdadirlar. Re-
septdre tutunma ya da diisiik pH gibi flizyonu tetikleyen olaylar, fiizyon peptidinin N terminal
ucu ile membrandaki C terminal ¢apasiin “hairpin” formasyonu olusturacak bigimde yan
yana gelmesini saglar. Bu siire¢ sonunda hiicre ve viral membranlarin birlesmesi gerceklesir
(94).

Flaviviriisler ve alfaviriislerde bildirilen sinif 2 fiizyon proteinleri yapisal bazi 6zellik-
leri ile sinif 1 flizyon proteinlerinden ayrilirlar. Bunlar helikal olmayan a-sheet yapisindadir-
lar. Biyosentezleri sirasinda proteolitik kesilme islemine maruz kalmazlar ve i¢ kismi
hidofobik bir halkasal ilmik yapisiyla hedef membran i¢ine girdikleri diisiiniiliir. Simf 2 fiiz-
yon proteinlerinin ikinci bir zarfglikoproteini ile kompleks olarak sentezlendigi diisiiniilmek-
tedir (flaviviruslar i¢in prM; alfaviruslar i¢in pE2). Sentezlenen E ve prM proteinleri birbirleri
ile nonkovalan olarak iligki halindeki heterodimer olarak bulunurlar. Bu proteinler olgunlas-
mamug virionlarda ER limeni igine tomurcuklanarak yapiya katilirlar. Sinif 2 fiizyon protein-
lerini tagiyan virtisler sinif 1°den farkli olarak proteolitik kesim olmaksizin golgi aracilikli
sekresyon yolaklariyla taginirlar ve salinirlar (94).

Alfa ve Flaviviruslar hedef hiicrelere reseptér aracili endositoz ile girerler.
Flaviviriislerde bu reseptdr taninmasi flizyon proteini tarafindan gerceklestirilir. Endozom
icinde asidik pH maruziyeti zarf glikoproteinlerinde major bir konformasyon degisikligine yol
acar. Bu degisiklikler sonucunda natif homodimerler ve geri donilislimsiiz olarak homo
trimerler olusur (94).

HCV zarf glikoproteinlerinin sinif 2 ye ait oldugu diisiiniiliir. Bu sinifa ait diger viral
zarf proteinleri sekresyon yolaklarina hiicresel bir endoproteaz tarafindan tasimir fakat HCV
zarf proteinleriyle ilgili boyle bir kanit yoktur.

Siif 2 fiizyon proteinlerinin aksine HCV zarf glikoproteinleri yiiksek oranda
glikozillenmistir (Sekil 7 de gdsterilmistir).

HCV zarf glikoproteinlerinin pseudovirus partikiilleriyle yapilan deneysel ¢alismalar-
da diisiik pH ya duyarli olduklar1 bildirilmistir. Ger¢ektende E1E2 hetero dimerlerinin diistik
pH ile maruziyetten sonra ayristiklar1 gozlenmistir. Bu veriler viriisiin hiicreye pH bagimli bir

endositoz yoluyla girdigini diisiindiirmektedir (94).
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Hepacivirus

Glikan
Sekil 7. Fla Alfa ve Hepaciviruslarin karsilastirilmasi

Siif 2 fiizyon proteinleri kirmizi renkte gosterilmistir. Flaviviruslarda E proteini ,alfa viriislarda E1
Hepaciviruslarda E2 proteinidir. Mavi renkte gosterilen ikinci membran proteinleridir. Hiicreden salinmadan
hemen once, fiizogenik aktivite kesim ile sar1 renkli glikanlar meydana gelir.Hepaciviriis olan HCV proteinleri

smif 2 flizyon proteinleri olarak bilinmesine karsin yiiksek miktarda glikozillenmistir.

2.7. HCV hiicreye giris boyunca zarf proteinlerinin rolii

HCYV 'nin hiicreye baglanma ve girisinin, karmagik bir islem olduguna inanilmaktadir.
HCV’nin girisinde reseptor olarak CD81, SR-BI, claudin ailesi ve occludin gibi ¢ok sayida
baglanma ve giris faktorleri kullanilmaktadir. CD81, E2 proteinin suda ¢oziiniir formunda
yapilan deneyler sonucunda, HCV i¢in erken basamak hiicreye giris reseptorii olarak tanim-
lanmigtir (95). CD81 25 kDa agirliginda bir hiicre yilizey proteinidir ve hiicre adezyonu,
motilite, metastaz, hiicre aktivasyonu ve sinyal transdiiksiyonu gibi birden fazla faaliyetler
yapar (95). Bu protein, tip III tetraspanin ailesinin {iyesi olup, iki ekstraselliiler par¢a ve kisa
bir hiicre i¢i parga igerir. in vitro da yapilan ¢alismalarda uzun ekstraselliiler par¢asinin (LEL)
E2 baglanmasi igin gerekli oldugu gosterilmistir (96). Anti-CD81 antikor ve LEL in ¢oziilebi-
lir rekombinant formlari, HuH7 hepatoma hiicreleri ve hepatositlerin iginde HCVpp ve
HCVcc lerin girisini inhibe ettigi gosterilmistir (97). CD81 i eksik HepG2 ve HH29 insan
hepatoma hiicrelerinin transdiiksiyonu gosteren daha ileri bir deneyde, CD81 ekspresyonu
HCV enfeksiyonunun olusumuna neden olmustur (98). Ayrica, kiigiik bir RNA (siRNA) ile

CD81 ‘in susturulmasi sonucunda viral enfeksiyonda bir azalma gosterilmistir (99). Son c¢a-
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ligmalarda HCVpp ve HCVcc model sistemi kullanilarak anti-CDS81 antikoru ile viral girisin
inhibisyonunun HCV nin baglanma sonrasi basamaginda meydana geldigine iligkin kanitlar
saglanmistir. Bu bulgular, enfeksiyonun baslatilmasi sirasinda, baglanma sonrasi bir basamak-

ta CD81’in hiicre giris reseptorii olarak dnemli bir rol oynadigini gosterir (100).

Coziiniir E2 (S E2) proteinin CD81-negatif HepG2 hiicrelerine SR-BI yoluyla bag-
lanma gosterdigi ve SR-BI” i reseptor olarak kullandigi gosterilmistir. SR- Bl insan monosit
kaynakli dendritik hiicrelerinde oldugu gibi karaciger ve steroid yapida (steroidojenik)
dokulardada yiiksek miktarda eksprese edilir. Hepatositler i¢ine ¢ift yonlii kolesterol taginma-
s1, endozomlar i¢inde yiiksek yogunluklu lipoproteinlerin (HDL) ve disik yogunluklu
lipoproteinlerin (LDL) araciligi ile olur. HDL, HCV’nin hiicreye girigini arttirmaktadir. Bu
stireg¢ SR-BI’in lipid transfer fonksiyonuna bagli olarak HDL’nin hiicre i¢ine taginmasi ile
gergeklesir. Farkli SR-BI ligandlarinin enfeksiyon siirecini etkiledigi gosterilmistir. Viral gi-
riste HDL nin hiicreye girisi arttirirken, oksitlenmis LDL nin girisi inhibe ettigi bildirilmistir
(101). SR-BI antikorlarinin, HCV benzeri partikiilerin hepatosite baglanmasinin yani sira

HCVpp ve HCVcc lerinin de hiicreye girisini inhibe ettigi gosterilmistir (102).

Bagka bir konak hiicre molekiilii, sik1 baglant1 (tight junction) proteini Claudin-1
(CLDNI1 Y’in yakin zamanda HCV girisi i¢in énemli oldugu bildirilmistir. Sik1 baglantilar,
yanal hiicre zarlarmin apikal kutuplarinda bulunan siirekli hiicreler aras1 temas bolgeleridir.
Cesitli hiicre hatlarinda CLDN-1 ekspresyonunun HCVpp ve HCVcc’nin hiicreye girisini
sagladigi gosterilmistir. Hepatoma hiicrelerinde CLDN-1 ekspresyonunun siRNA ile sustu-
rulmasmim HCV enfeksiyonunu azalttig: bildirilmistir. Isaretlenmis CLDN-1 kullanilarak ya-
pilan antikor bloklama ¢alismalarinda, bu molekiiliin HCV girisinin ileri basamaklarinda
onemli bir yardimer reseptor oldugu gosterilmistir. Son zamanlarda, Claudin-6 ve 9 HCV ko-
reseptorleri olarak belirlenmistir (103). Anti-CLDN-1 antikorlari CD81-CLDNI1 baglarini
bozarak HCV enfektivitesini notralize etmistir. Yapilan son ¢alismalar CD81 ile Claudin etki-

lesiminin HCV enfeksiyonu i¢in gerekli oldugunu dogrulamistir (104).

Hiicre ylizey proteoglikanlar tizerindeki glikozaminoglikan zincirleri viriis ve diger
mikroorganizmalarin baglamasi i¢in hizmet vermektedir. Glikozaminoglikan ve heparan siil-
fat, potansiyel bir HCV hiicresel reseptorii olarak tespit edilmistir. HCVcc ve HCVpp nin
Heparinle ve yiiksek siilfatlanmis heparin ile 6n islemlenmelerinin HuH7 hiicreleri iizerine

enfektivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (105).
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LDL reseptoriiniin islevi, dolasimdaki LDL ve VLDL (¢ok diisiik oldugu yogunluklu
lipidler) yapisindaki kolesteroliin ayristirilmasidir. LDL reseptdri, tek gegisli transmembran
glikoproteini olup, HCV enfeksiyonu siirecinde rol oynar. LDL veya LDLR’e karsi
hepatositlerin monoklonal antikorlarla islemlenmesinin HCV enfeksiyonunu inhibe ettigi gos-

terilmistir (106).

Giincel veriler HCV nin hiicreye girisi i¢in 6nemli en az ii¢ hiicre molekiilii oldugunu
gostermektedir. Bunlar CD81, SRBI ve Claudinl molekiilleridir. Bunlar disinda
glikozaminoglikanlar, LDL reseptorii veya occludin gibi hiicre girisinde rol oynayan mole-
kiillerin islevleri daha ayrintili olarak analiz edilmelidir. Hiicre reseptorleri ile E1/E2
heterodimerleri arasindaki etkilesim az bilinmektedir. E2 molekiilii i¢inde CD81-baglama
bolgeleri tespit edilmistir (107). Bu bélgelerin hemen yaninda, E2'nin N-terminalinde bulu-
nan ¢ok degisken bolgesi 1 (HVRI) vardir. HVRI 27 aminoasitlik bir uzunluktadir ve hiicreye
baglanmakta gorevli oldugu diisiinlmektedir. Bu bolge, giiglii bir konak bagisik basinci ne-
deniyle, enfekte bireylerde hizla evrimlesmesiyle bilinmektedir. HVRI bolgesi olmayan HCV
klonlariyla yapilan bir ¢alismada sempazelerde zayif enfeksiyoz gostermesi HVRI bolgesinin
enfektivititede 6nemli bir rol oyndigini diistindiiriir (108). Baska bir ¢alismada da , HVRI ‘in
silinmesi ile HCVpp nin enfeksiyozitesinin onemli 6l¢iide azaldigi gosterilmistir (109). En

son veriler HVRI‘in , SR-BI reseptorii ile etkilesimle evrildiginini diisiindiirmektedir (110).

SR-BI

Sekil 8. HCV’nin hiicreye girisi

Virionun E1 ve E2 glikoproteinleri hiicre yiizey reseptorleri ve proteinleri ile iliski i¢indedir. Viral baglanma ve
girig i¢in gerekli temel reseptorler, CD81, SR-BI, siki baglant1 proteini claudin-1 (CLDN1) , occludin (OCLN)
ve diigiik yogunluklu lipoprotein reseptorleridir (LDLr) (111).
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2.8 Virus yasam dongiisii ve replikasyonunda E1 proteininin potansiyel rolii

HCV Kkaraciger hiicrelerine girerken, E1 zarf glikoproteinine gereksinim duyar ve E1 zarf
glikoproteini, HCV’ye karsi nétralizan antikorlarin olusumunu tetikler. HCV hastalarinda
karaciger hasar1 veya enflamasyonuyla iligkili olan alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat
aminotransferaz (ASP) enzimleri ile E1 antijeni arasinda pozitif ve kantitatif bir korelasyon
vardir (112 ). E1 glikoproteinin 270°den 284’e kadar olan aminoasitleri membran flizyonu
icin gereklidir, bu aminoasitler ya lipit membranla direk etkilesir ya da diisiik pH’de E1
kompleksini konformasyonel olarak degisiklige stiriikleyerek flizyon islemini kolaylastirir
(113). Bu bolge HCV’nin hiicreye alimini ve membrana flizyonunu etkileyen “E1 flizyon
peptidi benzeri” altbirimini olusturur (114). EI reseptorlere fiizyon peptid bolgelerinden bag-
lanir ve hiicre i¢ine alinimi igin konak hiicre membraniyla E1 proteinin fiizyonunu indiikler.
E1’in  N-terminal  sekanst olan YEVRNVSGVYH, E1E2  heterodimerlerinin
immunopresipitasyonuna neden olabilir (115). Tanima ve yapisma sirasinda viriis-reseptor
etkilesimi i¢in E1 proteininin modifikasyonuna ve/veya katlanmasina ihtiya¢ duyulur (116).
HCV suslarinin ¢ogunda, genomun 315. aminoasidinden 327’ye kadar olan aminoasitleri yiik-
sek derecede korunmustur ve membran porlarinin olusmasi ve genislemesini saglayarak
memran destabilizasyonunda rol oynar. E1 glikoproteininin en korunmus bu bdlgesi anti-viral
ilaglar i¢in uygun bir hedeftir. Varsayilan fiizyon peptidi (FP) (259-298. aminoasitler) ile E1’
in C-terminal bolgesi fiizyon sonrast etkilesir, dyle ki bu fiizyon sonrast olusan FP-TM
kompleksi viriisiin yasam dongiisiinde E1 proteininin 6énemli bir gorevi oldugunu gosterir

(117).

2.9. ER zar ve protein translokasyonu

E1 glikoproteini hiicre membrani ile temasta degildir fakat endoplazmik retikulumda
birikir. Potansiyel transmembran bolgeleri gibi islev goren hidrofobik artiklarin uzantilarini
icerir (118). El-spesifik immiin yanitlar1 HCV enfeksiyonunun ¢dziilmesinde indiiklenebilir
ve bellek hiicreleri E1 antijeninin optimum altindaki dozlar kullanilarak uyarilabilir (119). N-
glikozilasyon bolgeleri, HCV genotipleri arasinda giiglii bir sekilde korunmaktadir (120).
HCV zarf glikoproteinleri, viriis partikiiliiniin montaji gibi enfeksiyon dongiisiiniin son basa-
magina da katilmaktadir. Bu fonksiyonlar, HCV Kkiiltiir hiicre sisteminin gelisimini takiben
incelenebilir (121). Bir viriisiin hiicre i¢ine alim1 yasam dongiisiiniin 6nemli bir adimidir. Bu
yiizden zarf proteinleri noétralize edici antikorlar tarafindan bloke edilebilir bir hedef veya
antiviral ilaglar i¢in hedef gosterilebilen bdlgeleridir. HCV zarf glikoproteinleri, E1

transmembran bolgesinde bulunan bir sinyal yoluyla ER i¢inde korunur (122). Bir veya daha
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fazla hidrofilik artiklar E1 transmembran bolgesi i¢inde de bulunmaktadir (123 ). Buna ek
olarak E1 ektodomainleri iginde ER iginde kalma sinyalleri igerir (124). Proteinler ER

membrani ile iliskili iken, 6zyap1 ve E1 proteinleri arasindaki etkilesim gergeklesir (125).

2.10.Tamda E1 spesifik monoklonal antikorlarin kullanilmasi

Akut HCV enfeksiyonu tanisi igin, anti-HCV E1 antikorlariin serumdaki miktari viral
yiikke gore daha faydalidir. Ciinkii, Bu proteinin tespiti sadece viral RNA nin varligin1 degil
HCYV partikiillerinin montajin1 ve devamindaki hiicre i¢i reaksiyonlar1 yansitir (126). HCV ile
enfekte olan hastalarin plazmasindan elde edilen poliklonal antikor ile sempanzelerde klinik
oncesi caligmalar yapilmistir.Bu g¢alismalar sonucunda viriis ile asilanmadan hemen sonra
veya asilama Oncesinde, HCV enfeksiyonunun onlenebilir veya geciktirebilir oldugunu gos-
termistir (127). Spesifik HCV susu, karaciger hastaliginin siddetini ve antiviral tedaviye olan
yaniti belirler. E1 bolgesi, en yaygin HCV genotiplerinin ve alt tiirlerinin tahmini i¢in kullani-
labilir, boylece erken ve dogru tedavi rejimine olanak saglar. Ayrica, HCV partikiiliiniin yii-
zeyine maruz ettigi i¢in notralize edici antikorlar i¢in gelecek vaat eden bir hedeftir (128). E1
glikoproteinin genomun baslangicina gore 192. ile 202 .amino asitleri arasinda yayilan N-
terminal bolgesinde, ndtralizasyon epitoplar igeren en az iki bolge, epitop haritalamasi ile
tanimlanmistir (129). Genomun 315. ile 328. aminoasitleri aras1 E1 proteinin en korunmus
bolgesidir. 324. pozisyondaki aminoasit ise tamamen korunmustur (130). E1 monoklonal an-
tikorlar: etkili bir bigimde HCV pseudopartikiilleri genotip la, 1b, 4a, 5a ve 6a den nétralize
edilmistir.Ayrica E1 monoklonal antikorlar1 genotiplerden 2a ve 2b ye kars1 az etkin olsa

da, genotip 3a y1 etkilemez (131).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Yapilan ¢alisma, girisimsel olmayan deneysel nitelikte bir ¢aligsmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma, 2010-2012 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobi-

yoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesinden, Hepatit C Virusla enfekte oldugu bilinen bir hasta-

nin serumu alinmistir. Bu hasta serumu secilitken HCV RNA siin pozitifliginin yiiksek

titrede olmas1 goz Oniine alinmistir.

3.4. Calisma Materyali

Calisma materyali olarak, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Mer-

kez Mikrobiyoloji Laboratuvarindan, kronik HCV hastasi olan bir kisinin Serumundan izole

edilen materyal kullanildi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Yontemlerin anlatildigr kisimda, her yontemde kullanilan kontrol degiskenleri belirtimistir.

3.6. Veri Toplama Araglari
3.6.1. Kullanilan sarf malzemeleri ve cihazlar

e (ozeltilerin hazirlanmasinda 18.2MQ ddH,0

e Besiyerlerinin hazirlanmasinda dH,O kullanildu.

e Otoklavlamalar 121° C 1 Atm basing, 15 dakika siireyle yapildi.

0,5M Na, EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) stok soliisyonu

Na,EDTA (Sigma E5134) 18,6 g
Distile su ile 80 mlI’ye tamamlandi.

pH’1 ayarlamak i¢in 100 mM’lik NaOH kullanildi.
100 mI’ye tamamlandi ve otoklavlandi.

Oda sicakliginda saklandi.

Tris-Borik asit-EDTA (TBE 5X)
Trizma base (Sigma T1503) 549
Borik asit (Sigma B6768) 2759
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0,5M Na;EDTA 20 ml
Distile su ile1000 mI’ye tamamlandi.

Otoklavlandi, oda sicakliginda saklandi.

50x Tris Asetik EDTA- 1000ml

Tris (Sigma T8524) 0,2 M (242gr)
0,5M Na,EDTA, pH 8,0 100 ml
Asetik asit (Merck 100056) 57,1ml

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

Etidyum bromit soliisyonu (10 mg/ml)
Etidyum bromit (Sigma E8751) 19
Distile su 100 ml

Isiktan korumak i¢in aliminyum folyo ile kaplandi, oda sicakliginda sakland1

Tris-EDTA (TE 1X) pH=8

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

Otoklavlandi, oda sicakliginda saklandi.

Magnezyum siilfat cozeltisi (1M)
MgSQO4-H20 (Applichem A1811,0500) 12,04 g
Distile su 100 ml

Oda sicakliginda saklandi.

Magnezyum Kklorit cozeltisi (1M)
MgCl2-6H20 (Applichem A4425,1000) 20,33 ¢
Distile su 100 ml

Oda sicakliginda saklandi.

Potasyum Klorit cozeltisi (1M)
KCI (Scharlau PO0200) 3,728¢g
Distile su 50 ml
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Oda sicakliginda saklandi.

Glikoz cozeltisi (2M)
D-Glikoz Monohidrat (Merck 108337) 19,80g
Distile su 50 ml

+4 °C’de saklandu.
Agaroz (Sigma A9539) Oda sicakliginda saklandi.

Ampisilin stok soliisyonu (100 mg / ml)
Ampisilin (Applichem A0839,0010) 1g

Distile su ile 10 mI’ye tamamlandi

0,22um’lik filtre ile sterileze edildi
0,5ml’lik alikotlar halinde -20°C’da saklandh.

Kanamisin stok soliisyonu (50 mg / ml)
Kanamisin (Applichem A1493,0025) 05¢g

Distile su ile10 ml’ye tamamlandi

0,22um’lik filtre ile sterileze edildi
0,5mI’lik alikotlar halinde -20°C’da saklandh.

Ampisilinli (100 pg/ml) ve Kanamisin iceren (25 pg/ml ) LB agar hazirlanisi

20g LB agar distile su ile 500mI’ye tamamlandi, otoklavlandi.

100 mg/ml’lik ampisilin stok soliisyonundan 500uL

50 mg/ml’lik kanamisin stok soliisyonundan 250 pL 50-55°C’ye kadar sogutulan LB agar
igerisine eklenerek karistirildi.

LB Agar ; plaklara dokiilerek +4 derecede saklanda.

Ampisilinli (100 pg/ml) ve Kanamisin iceren (25 ng/ml ) LB broth hazirlanisi

10 g LB broth

distile su ile 500mI’ye tamamlandi, otoklavlandi.

100 mg/ml’lik ampisilin stok soliisyonundan 500uL

50 mg/ml’lik kanamisin stok soliisyonundan 250 uLL LB broth igerisine eklendi.
+4 °C’da saklandi.
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LB Broth (Sigma L3022) Oda sicakliginda saklandi.

Luria-Bertani (LB) agar (Applichem A666,1000) Oda sicakliginda saklandi.

SOB besivyeri

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

Distile su ile 1000 mI’ye tamamlandi,otoklavlandi
Daha sonra igerisine
0,22um’lik filtre ile filtre edilen 1M MgCl2 ¢ozeltisinden 10 ml

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

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

SOC besiyeri taze hazirlanarak kullanilir.

TFB1-500ml

MgCI12x6H20(Ridel-de Haén 13152) 0.1M (10.1659)
MnCI12x4H20(Applichem A2087) 0.05M (4.949)
KOAsetat(Sigma P 1190) 0.03M (1.479)
CaCI12x2H20(Merck 102381) 0.01M (0.749)
Gliserol (Saf) (J.T.Baker M77809) %15 (v/v) (75ml)

» Asetik asit ile pH5.8’¢ ayarlandi

» Gliserol pH ayarlandiktan sonra eklendi

> Distile su ile son hacim 500ml’ye tamamlandi

» 0.45um’lik filtre ile sterilize edildi. 4°C’da saklandi.
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TEB2-500ml

MgCI12x6H20(Ridel-de Haén 13152) 0.01M (1.029)
CaCl2x2H20(Merck 102381) 0.1M (7.3519)
MOPS(Sigma M 1254) 0.01M (1.059)
Gliserol (Saf) (J.T.Baker M77809) %15 (v/v) (75ml)

KOH ile pH6.8’¢ ayarland1

Gliserol pH ayarlandiktan sonra eklendi

Distile su ile son hacim 500ml’ye tamamlandi
0.45um’lik filtre ile sterilize edildi. 4°C’da saklandi.

IPTG (isopropyl-B-D-thiogalactoside) stok cozeltisi (100 mM)

IPTG (Fermantas, R0392) 0,238 ¢
Distile su 10 mI’ye tamamland1

0.22um’lik filtre ile steril edildi.

Ependorflara, 1’er ml dagitilarak -20 °C’de saklandi.

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

Akrilamit, bis-akrilamit tamponu (AB-3)

Akrilamit (Applichem A3812, 0500) 29,09
Bis-Akrilamit (Applichem A3636, 0100) 1lg
Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi 4 °C’de saklandi.

4xSDS-PAGE Protein Yiikleme Tamponu — 10 ml

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.25 mi
Glycerol 1mi
10% SDS 2 mi
Bromophenol Blue 0.25 ml

Distile su ile son hacim 10 mI’ye tamamlandi ve 0.5ml’lik alikotlar halinde oda 1sisinda sak-
landi. Kullanmadan 6nce son konsantrasyon 10 % olacak sekilde Beta-Mercaptoethanol (2-

Mercaptoethanol eklenir.
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10xSDS-PAGE Yiiriitme Tamponu — 1000m|

Sodyum dodesil siilfat(Sigma L 4390) %1 (w/v) (109)
Tris(Sigma T 8524) 0.25M (30.39)
Glisin(Sigma G 7126) 1.92M (144.19)

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

SDS-PAGE jeli isopropanol fiksasvon cozeltisi

Isopropanol 25% (V/IV)
Asetik asit 10% (v/v)
H,0 65%

Oda 1s1sinda saklandi.

SDS-PAGE jeli hizli Coomassie blue bovama cozeltisi

Asetik asit 10% (v/v)
Coomassie brilliant blue G-250 (Bio-Rad)  0.006% (w/v)
H,0 90%

Oda 1s1sinda saklandi.

SDS-PAGE jeli Coomassie blue boyasindan arindirma cozeltisi

Asetik asit 10% (v/v)

H.0 90%

Yari-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 tamamlandi ve oda 1sisinda saklandi.

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 ayarlandi

distile su ile son hacim 500ml’ye tamamlandi, oda 1sisinda saklandi.

TTS-Tween 20 (TTST) — 500ml

10x TTS 50mi
Tween20 (Applichem A1389) 2.5ml
Distile su ile son hacim 500mlI’ye tamamlandi.

% 5’lik Siit tozu ile bloklama tamponu — 50ml|

Siit tozu (pinar) 259
TTST ile son hacim 50ml’ye tamamlandi.

Lisiz Tamponu :

Tampon B (pH=8,0)

Tris (Applichem A2264, 0500) 0,121 ¢
NaH,PO. (Applichem A2944,1000) 1,56 ¢
Ure (Applichem A1049,1000) 48,059

Non idet P-40 (Applichem A1694,0250) 0,5ml
Imidazol (Applichem A1378,0050) 0,068g
Distile su 100 mI’ye tamamlandi ve 10M NaOH ile pH8.0’e ayarlandu.

Oda sicakliginda saklandi.

Distile su cihazi: Simsek Laborteknik SS200

Jel goriintiileme cihazi: VILBER LOURMAT 0519563

Santrifiij cihazi: Heraeus Labofuge 400R

Elektro-blotlama cihazi: Elektro-blotter Sigma Semi-dry blotter 2340502

Dikey jel elektroforez cihazi: Thermo owl 344178 vertical jel elctrophoresis system
Yatay jel elektroforez cihazi: Thermo Minicell Submarine Gel System EC320
Etiiv: Stuart SI5000

PCR Is1 Dongii Cihazi:Techne TC-412
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Sonikasyon cihazi:Sonics Vibra-cell VC 100

Vorteks cihazi:IKA NC 28405

Calkalayici:Labnet S 1000-A-220

Spektrofotometre: Thermo Multiscan Spectrum 1500-457

Kullanilan hazir Kitler

Tag Polimeraz (5u/pL) (Fermentas #EP0406)
Pae | (10u/pL) (Fermentas #ER0051)
Hindl1l (10u/pL) (Fermentas #ER0501)
Riboniikleaz inhibitorii (20-50u/pL) (Fermentas #R1321)
RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas #EP0441)
Goat Anti-Human (IgG) Horse Radish Peroxidase (Thermo #mc1401377)

3.6.2 Bakteri suslari ve ekspresyon vektorleri:

M15 E.coli susu hem klonlama hem de ekspresyon vektorii olarak kullanildi.
pQE30 ekspresyon vektoric JM109 E. coli susu igerisinde ¢ogaltildi.

Sus Genotip

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

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

pQE30 (Qiagen)

pREP4 (Qiagen)

3.6.3. Hepatit C Virusuna ait klonlanacak DNA’nin eldesi

Calismada kalip RNA olarak; HCV 1b genotipi tasidigi bilinen Siikran Angin adli hastanin
serumundan izole edilen total RNA, Dokuz Eylil Universitesi Hastanesi Merkez

Laboratuvari’ndan tanisal arastirma amaciyla alinmis ve kalip RNA olarak kullanilmastir.

3.6.3.1 cDNA sentezi

e HCV bir RNA virusu oldugu i¢in dncelikle cDNA sentezi yapili.

e Sentez M-Mulv Enzim kiti prosediiriine gore yapildi.
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1.10 uL kalip RNA 200 pL’lik tiipe kondu.

2.1 uL 10 pmol Random Hexamer eklendi

3.Tiip 1s1 dongii cihazinda (Techne TC-412) 65°C’da 5 dakika inkiibe edildi ve ardindan buz-
da sogutuldu.

4.M-Mulv 5x buffer 4uL,
10mM dNTP 2uL,
Riboniikleaz inhibitoriinden 1uL (20u)
M-MuLV enzim 1uL (200u)

5.Karigim 1s1 dongii cihazinda ;
. 37°C’da 60 dakika,.
. 25°C’da 5 dakika inkiibe edildi ve reaksiyon durduruldu
. 4°C’da sogutuldu.
6. Sentezlenen cDNA -20°C’da saklandi.
» CcDNA lar PZT igin kalip olarak kullanildi.

3.6.3.2. E1 proteinini icin onciil tasarim :

» “Nested” PZT i¢in iki ¢ift onciil belirlendi.

> Onciillerin hangi bdlgelerin arasmi ¢ogaltacagini belirlemek amaciyla HCV veri ban-
kasma (http://hcv.lanl.gov) kayithh hev 1b genotipinin niikleotit dizileri indirildi ve
BioEdit 7.0.9 siiriimii ile hizalandu.
*Dis ileri Onciil olarak yapisal Core proteini igerisinde bulunan ve 1b genotipi i¢inde korun-
mus olan bir bolge ,
*Dis geri Onciil olarak yapisal P7 proteini icerisinde bulunan ve 1b  genotipi igerisinde ko-
runmus olan bir bolge secildi.
I¢ onciiller olarak; yapisal E1 proteininin 1. ve 584.cii niikleotitleri arasinda kalan bél-
geyi cogaltmak iizere onciiller tasarlandi.
I¢ ileri dnciiliin bes adet niikleotidi arkasindan Sphl (Pael) kesim bdlgesi eklendi.
I¢ geri &nciiliin {i¢ adet niikleotid arkasindan Hindll1l kesim bélgesi ve bu kesim bolgesi ek-
lendi.

Primerler;

. Core dis ileri onciil

5'-CTCTTTCTCTAT CTT CCT CT-3'

P7 dis geri onciil
5-TTG AGG ACC ACC AGGWTCT-3
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E1 ic ileri onciil:

5'- CGCGCGCATGCTATGARGTGCGCA-3'
E1 ic geri onciil:

5'- CGCAAGCTTTACCCGTCRACGCC -3'

Alt1 gizili ve koyu boyali bolgeler sirasiyla Sphl(Pael) ve Hindlll restriksiyon enzimlerinin
tanima dizilerini icermektedirler.

Koyu boyali yerler ise onciillerin dejenere kisimlaridir.

3.6.3.3. Kesik E1 proteinini icin onciil tasarimi :

E1 gen bolgesinin hidrofobik olan son 43 aminoasit dizisi ¢ikarilarak yeni segmentin geri 6n-

culi tasarland.

Kesik E1 i¢ geri onciil:
5'- CGCAAGCTTAGATCCGGAGCAGCT G -3

Alt1 ¢izili ve koyu boyali bolge ve Hindll1 restriksiyon enziminin tanima dizilerini igermek-

tedirler.

3.6.3.4 Protein kodlayan gen bolgesinin ic ice PZT ile cogaltilmasi

Klonlanacak proteine ait gen bolgesi, cDNA’dan PZT ile ¢ogaltilarak elde edildi.

Bu iki asamada gergeklestirildi.

1) Once dis ileri ve geri 6nciillerle PZT,

2) Ardindan bu PZT f{irlinii kalip olarak kullanilarak i¢ ileri ve geri dnciillerle hedeflenen pro-

teine ait gen bolgesi cogaltildi.

1.PZT: Dis ileri ve geri onciillerle cogaltma:

Karisim: 50 pL hacimde hazirlandi.

Distile su 36,5uL
10x Taq Tampon (MgSO4’s1z) ouL
MgCI2 (25mM) 3uL
dNTP (10mM) 2ulL
Dis ileri E1 ileri onciil (10pM) 2ulL
Di1s geri E1 geri 6nciil (10 pM) 2 uL

37



Taq Polimeraz (5u/uL)

cDNA

PZT karisimi1 hazirlanarak,

95 °C’de 5 dakika ilk denatiirasyon
94 °C’de 45 saniye

50°C’de 1 dakika 10 dongii
72 °C’de 2 dakika

94 °C’de 45 saniye

50°C’de 1 dakika 10 dongii
72 °C’de 2 dakika

94 °C’de 45 saniye

50°C’de 1 dakika 10 dongii
72 °C’de 2 dakika

94 °C’de 45 saniye

50°C’de 1 dakika 5 dongii
72 °C’de 2 dakika

72 °C’de 20 dakika son uzatma

+4 °C’de bekleme programiyla cogaltma gerceklestirildi.

2 uL
ouL

2.PZT: ic ileri ve geri onciillerle cogaltma:

Karigim: 25 pL’lik hazirlandi. Bu,
Distile su

10x Taq Tampon (MgSO4’s1z)
MgCI2 (25mM)

dNTP (10mM)

I¢ ileri E1F &nciil (10pM)

I¢ geri E1F 6nciil (10pM)

Taq Polimeraz (5u/uL)

1. PZT {irtinii

PZT karisimi hazirlanarak,

95 °C’de 3 dakika ilk denatiirasyon
94 °C’de 30 saniye

68°C’de 30 saniye 35 dongii

17 uL
2,5uL
1uL
1puL
1uL
1uL
0,5 uL
1Ll
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72 °C’de 1 dakika
72 °C’de 5 dakika son uzatma

+4 °C’de bekleme programiyla 2.¢ogaltma gergeklestirildi.

Kesik E1 ¢ogaltma
Karigim: 25 pL’lik hazirlandi. Bu,

Distile su 17 uL
10x Taq Tampon (MgS0O4’s1z) 2,5uL
MgCI2 (25mM) 1uL
dNTP (10mM) 1ulL
I¢ ileri E1 ileri énciil (10pM) 1yl
I¢ geri Elkesik geri 6nciil (10pM) 1ulL
Taq Polimeraz (5u/uL) 0,5 uL
El iiriinii 1uL

PZT karisimi1 hazirlanarak,

95 °C’de 3 dakika ilk denatiirasyon
94 °C’de 30 saniye

68°C’de 30 saniye 35 dongii
72°C’de 1 dakika

72 °C’de 5 dakika son uzatma

+4 °C’de bekleme programiyla cogaltma gerceklestirildi.

3.6.4. pOE30 vektoriiniin saflastirilmasi

-80 °C’de stoklanmis, pQE30 ekspresyon vektoriinii igeren JM109 E. coli hiicreleri;
e 100 ug / ml Ampisilin igeren 10 ml LB broth igerisinde, 37°C’de bir gece inkiibe

edildi.

e Nucleospin plazmit ekstraksiyon Kiti ile izole edildi.
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PQE-32
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Sekil 9: pQE30 ekspresyon vektorii

3.6.5. Restriksiyon enzimleri ile kesim

Saflastirilmis PQE30 ve E1 restriksiyon enzimleri ile kesildi.

El PZT iiriinii 10 uL
Hind 11 0.5 uL
10X Restriksiyon enzim tamponu 2 uL

Distile su 7.5uL

Karisim 37 °C’de 60 dakika
80°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Pae(Sphl) 0.5 uL eklendi.
Karisim 37 °C’de 60 dakika
65°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Plazmit (PQE30) 1uL
Hind 111 0.5 uL
10X Restriksiyon enzim tamponu 2 uL
Distile su 16.5 uL

Karisim 37 °C’de 60 dakika



80°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Pae(Sphl) 0.5 uL eklendi.
Karigim 37 °C’de 60 dakika

65°C’de 10 dakika inkiibe edildi)

Uriinler %1,5’1uk agaroz jelde yiiriitiildii.

3.6.6. Ligasyon

Ligasyon reaksiyonu hazirlandi. Biitiin islemler buz tizerinde yapildi.

Vektor(pQE30) 3uL
PZT iiriinii 10 puL
10X ligaz reaksiyon tamponu2 uL

T4 Ligaz enzimi (5 U / uL) 0.2 uL
Distile su 4.8 uL

Karigim 22 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

3.6.7. M15 kompetan Escherichia coli hiicrelerinin hazirlanmasi

*M15 stogundan 25 ug/ml kanamisin igeren LB agara 37°C’de bir gecelik inkiibasyonla can-
landirma yapildi.

*Daha sonra 10ml 25 pg/ml kanamisin iceren LB broth igine bir koloni ekilerek 370C’de 200
rpm’de bir gece inkiibe edildi.

*Iml alinarak onceden etiivde 370C’ye 100 ml kanamisin i¢ceren LB broth i¢ine konarak
370C’de 200 rpm’de bir saat tutuldu. Bu siire sonunda 30 dakikada bir 600 nm’de OD 6l¢timii
yapildu.

*OD 0,4-0,5 arasina gelice calkama durduruldu,buzda 5 dakika bekletildi.

*Buzda sogutulmus 2 adet falkon tiiptine 50’ser ml dagitildi.

«4°C’de 4000g’de 5 dakika ¢evrildi. Ust faz dikkatlice atildi1 ve dipteki ¢okeltinin (hiicreler)
derhal buz iizerine alindi.

Pelletin (¢okeltinin) tizerine yavasca 15 ml soguk TFB 1 tampon eklendi. Buz iizerinde 90
dakika bekletildi

*4°C’de 4000 g’de 5 dakika ¢evrildi ve iist faz atildi, hemen buz iizerine alindi.

*Her bir tiipe 2ml buzda bekletilmis TFB 2 tamponu eklendikten sonra steril mikrosantrifiij
tiiplerine 200°er pL olacak bi¢imde alikotland1 ve -80 °C’de saklanda.
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3.6.7.1. M15 kompetan Escherichia coli hiicrelerinin ligasyon iiriinii ile transformasyonu
20 pL’lik ligasyon tiriinleri 100 uL kompetan M15 E. coli hiicrelerinin {izerine tek hamlede
konuldu. Pipetaj yapmadan hafifce karistirilarak bir kez masaya vuruldu. Buz {izerinde 30
dakika bekletildi.

*42 °C’de 90 saniye bekletildi ve ¢alkalamadan tekrar buz tizerine alindi. 5 dakika bekletildi.
*Daha 6nceden oda sicakligina getirilmis SOC besiyerinden 250 pL eklendi ve 200 rpm de 1
saat 37°C’de inkiibe edildi.

*Daha sonra 10, 20, 50, 100 uL hacimlerde 25 pg/ml kanamisin ve 100 pg/ ml ampisilin ice-
ren LB agar yiizeylerine, 3’er cm’lik kenarli tiggen seklindeki cam 6ze kullanilarak yayildi.

*37°C’de 16 saat inkiibe edildi.

3.6.7.2 Insert iceren kolonilerin secimi
16 saat sonra belirginlesen transforme koloniler,
e Steril kiirdanlar kullanilarak E1 primerlerini iceren master mix tiiplerine ve
mikrosantrifiij tiiplerindeki antibiyotikli LB s1v1 besiyerine (900 pL) inokiile edildi
e 37 °C’de bir gece inkiibe edildi.

Karisim , hacmi 25 pL olacak sekilde hazirlandi.

Distile su 17 uL
10x Tag Tampon (MgS04’s1z) 2.5 uL
MgCI2 (25 mM) 1ul
dNTP (10 mM) 1uL
El ileri onciil (10 pM) 1uL
E1 geri onciil (10 pM) 1uL
Taqg Polimeraz (5 u/uL) 0,5uL
Uriin 1 koloni
95 °C’de 3 dakika ilk denatiirasyon

94 °C’de 30 sn

68 °C’de 30 sn 35 dongii ¢ogaltma
72°C’de 1 dakika

72 °C’de 5 dakika son uzatma

+4 °C’de saklama

1 gece sonra inkiibasyonu biten LB siv1 besiyelerinden tekrar pzt reaksiyonu kuruldu.
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Karisim, hacmi 25 pL olacak sekilde hazirlanda.

Distile su 17 uL
10x Tag Tampon (MgS04’s1z) 2.5uL
MgCI2 (25 mM) 1uL
dNTP (10 mM) 1uL
E1 ileri 6nciil (10 pM) 1pL
E1 geri onciil (10 pM) 1pL
Taq Polimeraz (5 u/uL) 0,5uL
Uriin 1 koloni
95 °C’de 3 dakika ilk denatiirasyon

94 °C’de 30 sn

68 °C’de 30 sn 35 dongii ¢ogaltma
72°C’de 1 dakika

72 °C’de 5 dakika son uzatma

+4°C’de saklama

» Bantlar dogrulandiktan sonra; LB siviyerleri tizerine 100 er uL % 50 lik gliserol ek-
lendi ve -80 °C ye kaldirildi.

3.6.8. PZT iiriinlerinin dizi analizi
% PZT sonucu elde edilen vektoriin dogru diziyi (insert) tasidigini anlamak i¢in uygun

kolonilerden bir tanesi dizi analizine gonderilmistir.

3.6.9. Proteinlerin ifadesi ve saflastirilmasi

3.6.9.1.E1 proteini icin

1.Transforme edilen hiicreler, -80 °C’de saklanan %S5 gliserollii stoktan, 100 pug/ml ampisilin,
25 pg/ml kanamisin igeren LB siv1 besiyeri igerisine alinarak bir gece inkiibe edildi.

2. 50 kat1 hacmindeki 100 pg/ml ampisilin, 25 pg/ml kanamisin igceren yeni LB siv1 besiyerine
aktarildi.

3. 37 °C de 200 rpm de ODgpo=1 oluncaya dek inkiibe edildi.

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

5. +4 °C’de, 4000 g’de 7 dakika santrifiij yapildi, elde edilen hiicre ¢okeltileri -70 °C’de sak-

land1.
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6. 10 ml hacimdeki kiiltiirden elde edilen ¢okelti tizerine 10ml lizis tampona 1 tablet olacak
sekilde proteaz inhibitor kokteyli eklenmis 1000 pL hacimde % 0,5 NP-40 igeren tampon B
eklenerek kopiirtmeden vortekslendi ve homojenizasyonu saglandi.

7. Buz lizerinde 5-10 dakika erimesi beklendi.

8. Karigim buz iizerinde sogutulmus mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

9. +4 °C’de , % 70 amplitiitte, 1 saniye sonikasyon 1 saniye bekleme donemleri ile 1 dakika
stiren sonikasyon iglemi 3 kez tekrarlandi.

10. Oda sicakhiginda 1 saat siire ile kopiirtmeden vortekslenerek, inkliizyon cisimciklerinin
acilmasi saglandi.

11. 10.000 g’de, 25 dakika cevrildi.

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

aktarildi.

3.6.9.2 Kesik E1 protein icin

1.Transforme edilen hiicreler, -80 °C’de saklanan %S5 gliserollii stoktan, 100 pug/ml ampisilin,
25 pg/ml kanamisin igeren LB siv1 besiyeri igerisine alinarak bir gece inkiibe edildi.

2.50 kat1 hacmindeki 100 pg/ml ampisilin, 25 pg/ml kanamisin igeren yeni LB siv1 besiyerine
aktarildu.

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

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

5.+4 °C’de, 4000 g’de 7 dakika santrifiij yapildi, elde edilen hiicre ¢okeltileri -70 °C’de sak-
landi.

6.10 ml hacimdeki kiiltiirden elde edilen ¢okelti {izerine 10ml lizis tampona 1 tablet olacak
sekilde proteaz inhibitor kokteyli eklenmis 1000 puL hacimde % 0,5 NP-40 igeren tampon B
eklenerek kopiirtmeden vortekslendi ve homojenizasyonu saglandi.

7.Buz iizerinde 5-10 dakika erimesi beklendi.

8.Karigim buz iizerinde sogutulmus mikrosantrifiij tiiptine aktarildi.

9.+4 °C’de , % 70 amplitiitte, 1 saniye sonikasyon 1 saniye bekleme donemleri ile 1 dakika
stiren sonikasyon iglemi 3 kez tekrarlandi.

10.0da sicakliginda 1 saat siire ile kopiirtmeden vortekslenerek, inkliizyon cisimciklerinin
acilmasi saglandi.

11.10.000 g’de, 25 dakika ¢evrildi.

12.Hiicre lizatinin siipernatan kismi alinarak, buz {izerinde sogutulmus yeni bir ependorfa

aktarildi.

44



3.6.9.3. SDS-PAGE icin orneklerin ve jellerin hazirlanmasi

%15 lik SDS poliakrilamit jelin hazirlanmasi

Distile su 2.3ml
% 30 Akrilamit Bis-Akrilamit 5 mi
1.5M Tris (pH: 8.8) 2.5ml
%10 SDS 100uL
%10 Amonyum persiilfat 100pL
TEMED 4 uL

= Homojenize etmek i¢in ¢alkaland1 ve hemen bir enjektor yardimi ile dokiildii.

»  Uzerine isopropanol eklendi. Kurumasi igin 45 dakika beklendi.

Bu jel E1 igin dokiilmistiir.
Kesik E1 proteini igin %12 lik jel dokiilmistiir.

%12 lik SDS poliakrilamit jelin hazirlanmasi

Distile su 3.3mi
% 30 Akrilamit Bis-Akrilamit 4 ml
1.5M Tris (pH: 8.8) 2.5ml
%10 SDS 100uL
%10 Amonyum persiilfat 100pL
TEMED 4 uL

*= Homojenize etmek i¢in ¢alkaland1 ve hemen bir enjektor yardimi ile dokiildii.

»  Uzerine isopropanol eklendi. Kurumas: igin 45 dakika beklendi.

Paketleme jellerinin hazirlanisi

Distile su 1.4 ml
% 30 Akrilamit Bis-Akrilamit 0.330ml
1M Tris (pH:6.8) 0.250 ml
%10 SDS 20uL
%10 Amonyum perstilfat 20pL
TEMED 2uL
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o 1 saat paketleme jelinin polimerize olmasi igin beklendi ve taraklar dikkatlice ¢ikartil-
di.

. 1X SDS PAGE yiiriitme tamponu (running buffer) ile doldurulmus tanka yerlestirildi.

° O.saat hiicre lizati, 7.saat hiicre lizatinin tizerine kendilerinin 1/5’1 kadar 5X SDS-
PAGE o6rnek tamponu eklendi.

o Omnekler 6nceden 100 °C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 7 dakika kaynatildi ve 1.000
g’de 5 saniye ¢evrildi.

3.6.9.3. 1 SDS-PAGE

1.Marker ve 6rneklerden 20’ser pL yiiklendi.

2.Marker ayirma jeline gelene kadar 70 voltta, buradan sonra 110 voltta yiiriitilerek marker
bantlar1 yeterince agilinca elektroforez islemi durduruldu.

3.Jel nazikce cikarilarak isopropanol fiksasyon ¢ozeltisi i¢inde 45 dakika 100rpm’de ¢alka-
land.

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

5.Ardindan SDS-PAGE jeli hizli Coomassie blue boyama ¢ozeltisi bosaltilarak Coomassie

blue boyasindan arindirma ¢dzeltisinde over night 100rpm’de calkalandi ve goriintiilendi.

3.6.9.3.1.2 Western Blot

1.Marker ve orneklerden 20°ser uL yiiklendi.

2.Marker ayirma jeline gelene kadar 70 voltta, buradan sonra 110 voltta yiiriitiilerek marker
bantlar1 yeterince acilinca elektroforez islemi durduruldu.

3.Jel ile aynmi boyutta iki adet watman kagidi yar1 kuru transfer tamponu ile islatilarak
elektroblotter iizerine yerlestirildi.

4 Jel ile aym1 boyutta kesilmis Nitrosellilloz membran, distile suda 2 dakika bekletildikten
sonra yari kuru transfer tamponu ile 1slatild1 ve transfer tamponu ile 1slatilmis watman kagitla-
rinin iizerine yerlestirildi.

5.Jel, Nitroselliiloz membranin {izerine yerlestirildi.

6.Jel ile ayn1 boyutta iki adet Watman kagidi yine yar1 kuru transfer tamponu ile 1slatilarak
jelin tizerine yerlestirildi.

7.Daha sonra bir cam tiip bu tabakalarin iizerinde yuvarlanarak, tabaka aralarindaki hava ka-

barciklari giderildi.
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8.Elektro-blotter cihazinin anot kutbuna baglh kapagi kapatildi.

9.10 voltta 2 saat boyunca elektrotransfer islemi gergeklestirildi.

10.Karistirict tizerinde, TTTS-T igerisinde ¢oziinmiis 30 ml % 5 lik siit tozu (w/v) bloklama
sollisyonu igerisinde oda 1s1sinda bir saat inkiibe edildi.

11.Bloklama soliisyonu ile 1/1000 oraninda seyreltilen birincil antikoru (hasta serumu) iceren
kaba alinan Nitroselliiloz membran +4 C bir gece ¢alkalanarak inkiibe edildi.

12 Nitroselliilloz membran TTST-T ile ¢alkalayicida 10 dakika boyunca 2 kez yikandi.
13.Membranin yikandigi TTTS-T tamponu dokiildii ve bloklama soliisyonu ile 1/5000 ora-
ninda seyreltilen ikincil antikor [yaban turpu peroksidaz (horse-radish peroxidase) isaretli
anti-Human IgG] igeren kaba alinan Nitroselliloz membran oda sicakliginda 2 saat 100
rpm’de c¢alkalanarak inkiibe edildi.

14 Nitrosellilloz membran TTST-T ile ¢alkalayicida 10 dakika boyunca 6 kez yikandi.
15.Temiz bir cam yiizeyine alinan Nitroselliiloz membran {izerine yaban turpu peroksidaz ile
tepkimeye giren 4 kloro 1 alfa naftol substratt membranin iizerini kaplayacak sekilde dokiildii.

16.0Onbes dakika sonra protein bantlart mor renk vermeye basladi.

3.7. Arastirma Plam ve Takvimi

‘ 2010 2011 2012

47



NO | isin Tanimi
zl 5 8 X z 5 8 X
& S I = { W |~ B < B = 1 I B~ ) | B - B~ - d < - I
1 Literatiir x | x
Taranmasi
2 Primer Tasar- x| x
lanmasi
3 PZT optimi- x| X| x
zasyonu
4 klonlama X | x
5 ligasyon  ve X
transformas-
yon
6 protein x | x
expresyonu
7 sds page X
8 western  blot
optimizasyonu x| x
9 Kesik
elprimer x
tasarimi
10 | Kesik el pzt X
11 | Kesik el X
klonlama
12 Kesik el
ligasyon  ve X
transformas-
yon
13 | protein x| x
expresyonu
14 | sds page X
15 | western blot x| x| x
optimizasyonu
16 | Tezin yazl- x| X | x|x
masi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
Calisma sonucunda elde edilen veriler bulgular kisminda agiklanmistir.
3.9. Arastirmanin Simirhhiklari

Caligsma ile ilgili sinirlamalara tartisma kisminda deginilmistir.

3.10. Etik Kurul Onay1
Dokuz Eyliil Universitesi Klinik ve Laboratuvar Arastirmalar1 Etik Kurulu Degerlendirme

Komisyonu’nun 29.05.2005 tarihli 252 nolu protokol karar1 ekte verilmistir

4 BULGULAR

4.1. Polimeraz Zincir Tepkimesi
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Kalip RNA olarak Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’ndan tanisal
arastirma amaciyla elde edilmis HCV genotipi 1 tasidigi bilinen hasta 6rneginden izole edilen
total RNA’dan c¢cDNA elde edilmis, ardindan ‘Nested” PZT yapilmistir. Uriinlerin %1.5
agaroz igeren jeldeki goriintiileri Sekilll ve Sekil 12 de gortilmektedir.

M Kasik E1

384

¥

Sekil 10: HCV’ye ait E1 PZT iiriinii Sekil 11: HCV’ye ait kesilmis E1 PZT iiriinii
M: Fermantas #SM0241

120 Volt’da 45 dakika yiirtitiilerek gorlintilenmistir. M: “Marker”

4.2. Restriksiyon Enzim Kesimi ve Ligasyona Girecek Uriin Secimi
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Ligasyon tepkimesine girecek tiriinlerin biiyiikliiklerinin dogru ve kosantrasyonlarinin birbiri-

ne yakin olmasi en uygun sekle sokma (optimizasyon) g¢alismalari i¢in 6nemlidir. Caligma-

mizda kesim sonrasi ligasyonda kullanilacak vektér ve insert miktarlar1 agaroz jel

elektroforezi sonrasinda gorsel olarak degerlendirilmis ve segim buna gore yapilmgtir. Uriin-

lerin %1°lik agaroz jeldeki goriintiileri agagidadir.

pQE3C M1 El M2

3.4 Ks

584 bp

Sekil 12 : pQE30 ve El in agaroz jel goriintiisii
M1: Fermantas # SM0313

M2: Fermantas #SM0241

Bu ornekler belirli oranlarda kullanilarak ligasyon reaksiyonuna alinmislardir.
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4.3. Transformasyon iiriinleri

I¢ 6nciiller kullanilarak gogaltilan iiriin pQE30 vektériine takild: ve E. Coli M15 hiicrelerine
transformasyon sonrasinda rekombinant vektorii igeren kolonileri saptamak igin koloniler

havuz PZT ile tarand1

El PK M

M kesilmis E1
~ ~
) =
Ao
s W W - s
BP [t
[ g
[
bt

Sekil 13: Transformasyon sondasi iireyen kolonilerden yapilan PZT’lere ait agaroz jel goriin-
tusu

M: Fermantas #SM0241

Daha sonra gorsel olarak uygun yogunlukta bantlar i¢erdigi diisliniilen tiipleri olusturan kolo-
nilerin ayr1 ayr1 PZT’si yapilarak E1 igceren plazmid bulunduran kolonilerin secilmesi saglan-

di.
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El P.Kontrol M M X =

"TooweeRseww

Sekil 14: Transformasyon sonrasi iireyen kolonilerden dogrulama amach yapilan PZT’lere ait
iriinlerin agaroz jel goriintiisii

M: Fermantas #5SM0241

Olast insert’lii pQE30 bulunduran koloni, dizi analizi, ekspresyon ve saflastirma i¢in segildi.

4.4. pQE30-E1 DNA Dizilimi

Protein tiretimine gegcmeden Once klonlanan dizinin, vektoriin ¢er¢evesine dogru oturdugunun

dogrulanmasi gerekmektedir.
e Bu nedenle yapilan rekombinant {iriiniin DNA dizi analizi sekilde gdsterilmistir. In-

sert’in dogru yonde ve ¢ergeve kaymasi olmadan yerlestigi aminoasit dizileri ile de

dogrulanmustir (Sekil 15).
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10 20 30 40 50 60 70 80 50 100 110 120
GGGTRCT I AT P ATCIGACT I ACCTATARAATAGCGCOTATCACGRGGECCCTTICATCTCTCACCTCORGARATACA TRAMNART TTAT T TGCTTIG TGRGCCRATARCART TR TARTAGRTTCA,

R R R R R R R A B B B R R B S R R R R N R

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
ATTGTGAGCGRAT AR CAAT T I CACACAGAAT T CATTARAGAGGAGAAA TTAACTATGAGAGGATCACATCACCATCACCATCACGGATCCGCATGCTATGAGGTGCGCARCETGTCCGEE
B > >
RBS 6XHIS BOLGESI E1 BASLANGIC DiZiSi
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GIGTACCACGICACCARCGACTGCTCCAACTCARGCATAGCGTATGAAGCAGCGGACATGATCCTACACACCCCCGETTGCADGCCCTGCGTTCGOGAGRATAACTCCTCCCGCTRCTGE

R R N R R N R R R I S R T e B N N N N N AR

490 500 510 S20 530 540 550 S60 $70 580 590 600
CIOTGCGEATCIGI T IICCT TG CICCCARC TG I I CACCTICTCGCCTCGCCAGCACGAGACGETACAGGACTGCAATIGCTCGATCTATCCTIGGCCACTTARCAGG T CACCGCATGELT

R N R I R B R R R R R R A R S R R R R R N R N R

€10 €20 €30 640 650 660 670 680 €90 700 710 720
TGGGATATGATGATGAATIGG I CACC T ACARCGGCCCTAGTGGTATCACAGCTGCTCCGGATCCCACAAGOCGTCGTGGATATGGTGGCAGGGGCCCACTG AGTCCTAGCGGGCCT
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730 740 150 760 70 780 780 800 810 820 830 840 gsv
TGCCTATTATTCCATGGIGGEGAACTGGAC T AAGETTCTGE T TG T TCIGGTGCITTITGCCGRCATCOACEaGTARAGCTTAATTAGCTGAGCTTGSACTCCIGTIGATAGATCCAGTAATGACCTC
> -

Dur kodonu

E1 BiTiS Dizisi

Sekil 15: E1 iceren pQE30 vektoriine ait DNA dizi analizi ve karsilik gelen aminoasit dizileri
(RBS: Ribozomal baglanma sahasi)
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4.5 Rekombinant E1 Preparatinin SDS PAGE ve Western Blot Analizi

.sa 7.sa 9.sa M

th

0.sa 3.sa

118 kDa
90 KDa

60 kDa Trnees
50 KkDa

40kDa DnuEx

34 KDa

26 kDa

208 kDa MONOMER
19 kDa

M: Fermantas #SMO0 0441
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70 kDa

51 kDa TROER
50 kDa

35 &Da
33 kDa DDMER
25 kDa

16.5kDa MONOMER
13 kDa

10 kDa

M : Fermantas #SM 0671

Sekil 16 : Rekombinant Kesik E1 ve E1 Preparatinin SDS PAGE Analizi
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1

M: Fermantas #SM 0671
Sekil 17: E1 proteinlerini eksprese eden hiicre lizatlarinin {iriinlerine ait Hasta serum anti-

korlar1 ile yapilan Western blotlama fotografi.



5. TARTISMA

Bu ¢alismanin temel amaci, Tiirkiye kaynakli HCV genotip 1b kokeninden elde edil-
mis El proteininin saflastirilarak tiretilmesi ve elde edilen bu proteine karsi immiinolojik bir
yanitin kullanilabilir olup olmadiginin arastirilmasidir. Elde edilen rekombinant E1 proteinleri
ileri tan1 ve immiinolojik ¢aligmalarda 6nemli araglardan biri olabilir. HCV’nin E1 proteinle-
rinin elde edilmesi igin literatiirde kullanilan yontemlerde oldugu gibi, ¢ok basamakli bir de-
ney sistemi kullanilmistir. Bu basamaklar sirasiyla, “nested” PZT, klonlama, protein ekspres-
yonu, SDS PAGE ve Western Blot deney basamaklaridir (132,133)

Calismada, viral genomun kaynag1 olarak Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvar1 koleksiyonundaki bir HCV genotip 1b kokenine ait HCV RNA kullanilmistir.
Bu kokenin segilmesinin nedeni, Tiirkiye’de rastlanan HCV genotiplerinin arasinda 1b koke-

ninin en yaygin oldugunun bildirilmesidir (134).

Literatiirde E1 viral zarf glikoproteininin tamaminin prokaryotik ifade sistemlerinde
elde edilmesinde teknik sorunlar yasandigi bildirilmistir. Bu nedenle simdiye dek E1 proteini-
nin C- terminalindeki hidrofobik 6zellik gosteren aminoasit dizilerini kodlayan kisimlar ¢ika-
rilarak hazirlanan kesik E1’in ifadesi ile ilgili yayinlar vardir. Bu tezde, ulasilan literatiirden
farkl olarak ilk kez E1’in tamam1 prokaryotik ifade sisteminde elde edilmistir. Konu ile ilgili
yaymlanmis olan ¢aligmalarda C- terminal bolgesindeki 43 aminoasit eksiltilerek ifade ettiril-
digi bildirilmektedir. Bizim ¢alismamizda 584 niikleotidlik tam uzunluktaki HCV E1 ve C-
terminal bolgesi eksik (son 43 aminoasit) HCV E1 proteini M15 Escherichia coli hiicrelerinde
ifade ettirilerek biiyiik miktarda iiretilmis ve elde edilen E1 proteinleri ile hasta serumunda

immiinolojik aktivitesi gosterilmistir (132,135)

Calismada ilk basamak olan Polimerez Zincir Tepkimesi, duyarliligi arttirmak amaci
ile iki basamakli “nested” PZT olarak tasarlanmigtir. Daha 6nce de bu stratejinin baska aras-
tirmacilar tarafindan rekombinant E1 proteinini saflastirilmasinda kullanildigr bildirilmistir
(136).

Klonlama i¢in kullanilacak {iirinlerin elde edildigi PZT islemlerinde, Tag DNA
polimeraz kullanilmistir. Wael Saad El-Sayed Abdel-Mageed ve arkadaslart da Taq DNA
polimeraz ile tam uzunluktaki HCV E1 proteinini bir bitkisel ifade sisteminde gergeklestirdik-
lerini bildirmislerdir (137). Optimizasyon sirasinda PZT nin g¢alisilacagi program, kullanilan

primerlerin iiriinii yakaladig1 sicakliga gore belirlenmistir.
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Transformasyon optimizasyonu sirasinda, ilk asamada tam uzunluktaki E1 proteini
i¢in, istenilen rekombinant DNA iiriinleri elde edilememistir. Kullanilan restriksiyon enzimle-
ri BamHI ve HindIII ile vektdr plazmid pQE30 ayr1 ayri kesilip ‘lineer’ hale getirilerek enzim
etkinligi degerlendirilmistir. PZT iiriiniinden yaptirilan DNA dizi analizi sonuglarina goére
BamHI enziminin {iriinii 2 farkli yerden kestigi tespit edilmistir. Sphl kullanilarak yapilan
restriksiyon analizlerinde hem tam E1 hem de kesik El iiriinlerinde BamHI kullanildiginda

karsilasilan kesim problemleri yasanmamustir.

Calismamizda daha once yayinlanmis g¢esitli aragtirmalarda da bildirilen prokaryotik
ekspresyon sistemi kullanilmistir. Bunun igin vektor olarak pQE30 plazmiti ve transformas-
yon i¢in MI15 E.coli susu kullanilmigtir. Bu sistemin Okaryotik hiicrelerde olan
posttranslasyonel modifikasyonlarinin olmamasi, rekombinant proteinin inkliizyon cisimcikle-
ri i¢inde bulundurulmasi gibi dezavantajlarina ragmen 6nemli avantajlar1 da vardir. Bunlardan
en 6nemlisi rekombinant protein ekspresyonunun okaryotik sistemlere gore ¢ok yiiksek olma-
sidir. Ayrica uygulamasinin kolay ve ucuz olmasi, E.coli *nin 6zelliklerinin ¢ok iyi biliniyor
olmasi diger avantajlaridir. Bu vektdrdeki protein ekspresyonu lac operonu tarafindan diizen-
lenmektedir. Protein ekspresyonunda JM109 gibi baska E.coli suslarida kullanilabilmektedir.
Fakat JIM109°da her ne kadar kromozomal olarak bir lac siipresorii bulunsa da, uyarim ncesi
baslangi¢ bazal protein ekspresyonunu yeterince baskilanmayabilir. Bu yilizden ekspresyon
deneylerinde, igeriside giiglii bir lac slipresorii bulunduran plazmite sahip M 15 E.coli hiicrele-

ri tercih edilmistir. Bu sus bazal protein ekspresyonunu yeterince baskilayabilmektedir (138).

Protein iiretimine gegcmeden dnce klonlanan dizinin vektoriin klonlama bolgesine yer-
lestiginin dizi analiziyle dogrulanmasi gerekmektedir. Bir bazlik bir hata bile ¢ergeve kaymasi
denilen mutasyona neden olmaktadir. Cer¢eve kaymasi okuma esnasinda tglii kodonlarin
kaymasiyla sonuglanir, béylece aminoasit kodlamalarinda hatalar olur ve istenilen protein
dogru sekilde sentezlenemez. Bu tip mutasyon biitiin aminoasit dizisini asag1 dogru kaydirir
ve normal proteinden ¢ok farkli yapida fonksiyonsuz bir protein olusturur. Bu ¢aligmada da,
pQE30 vektdriine ait dizileme Onciillerinin kullanildigt DNA dizi analizi ile klonlanan pQE-
El in ger¢eveye uygun sekilde oturtuldugu dogrulanmis ve daha sonra protein iiretimine ge-

cilmisgtir.

Eksprese edilen rekombinant tam uzunluktaki E1 ve C- Terminal kism1 kesilmis E1
proteinlerininin amino ucunda 6X-His tag’li protein seklinde sentezlenmistir. Bu sekilde sen-

tezlenmesinin nedeni, saflagtirillma basamaginda 6 adet Histidin molekiilii tagiyan proteinleri-
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ni kolona yapistirmak ve spesifik olmayan proteinleri tamamen ortadan kaldirmaktir. Protein
sentez optimizasyonu sirasinda laktoz analogu olan IPTG indiiksiyonuyla en verimli protein
ekspresyonu 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9. saatler ve bir gecedeki indiiksiyona bakilarak tesbit edilmis-
tir (139) . Yapilan deneyler sonucunda tam uzunluktaki E1 proteinin 7.saatte C- Terminal

kismi1 kesilmis E1 proteinin en iyi 3.saatte eksprese oldugu gosterilmistir.

Tam uzunluktaki E1 proteininin bakteriyel ekspresyonu zordur. Bunun nedeni, tam
uzunluktaki E1 proteinine ait son 43 aminoasitin proteine hidrofobik bir 6zellik kazandirma-
sidir. Bu hidrofobik bdlgelerin bakterinin membran gegirgenligini bozdugu ve bakterilere
toksik etki yaptigi literatiirde acik sekilde bildirilmistir. Bu nedenle de tam uzunluktaki E1
proteininin E.coli hiicrelerinde eksprese edilemedigi bildirilmistir (140). Calismanin ekspres-
yon optimizasyonu sirasinda bu sorunla karsilasilmistir. Ekspresyon sorunun ¢ézmek igin,
kodon optimizasyonu yapilmistir ve ekspresyon basarili bir bigimde gergeklestirilmistir.
E.coli 6karyotlarda bulunan bazi kodonlari, zayif olarsak algilar ve bu durumda translasyon
durur, protein sentezi gergeklesmez. Bu durumu engellemek igin kodon optimizasyonu yapil-
maktadir. Optimizasyon, M 15 E.coli igerisine P-rare vektorii eklenerek gergeklestirilmistir.
Bu vektorii eklememizin amaci, E.coli deki bilinen zayif translasyon bdlgelerini bakteriye
transfer etmektir. Boylelikle bakteri eksik kaldigi kodonlar tarafindan tamamlanmis olur. Bu
onlem alindiktan sonra tam uzunluktaki E1 proteininin eksprese edilmistir. C terminal bolgesi
kesik El i¢in de kodon optimizasyonu yapilmistir fakat kodon optimizasyonu yapilmadan
gergektirilen protein ekspresyonu ile karsilastirildiginda sonu¢ degismemistir. Protein eks-
presyonun 3.saatte her iki sekilde de yiiksek oldugu ve aralarinda anlaml bir fark olmadigi

deneylerle gosterilmistir (138).

Ekspresyon sirasinda proteinler tarafindan sitoplazmada olusturulan inkliizyon cisim-
ciklerinin saflagtirllma asamasina gecilmeden 6nce parcalanmasi gereklidir. Bunun i¢in 8 M
ire’li yikim (Lizis) tamponu (pH 8.0) kullanilmistir. Bu asamada rekombinant proteinlerin
pargalanmasini 6nlemek amaciyla lizis tamponunun igine proteaz inhibitér kokteyli eklenmis-
tir. E. coli siispansiyonlarinin hazirlanan tampon igerisinde 1 saat 200 rpm’lik karigtirma ve
sonikasyon islemleri ile inkliizyon cisimlerinin agilmasi saglanmigtir. Proteinin pargalanma-

dan korunmas! i¢in biitiin adimlar +4°C” de yapilmistir (139).

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

protein agirhig hesaplanan tam uzunluktaki ve C Terminal bolgesi kesilmis rekombinant E1

proteinlerin biiylikliikleri sirasiyla 20.8 kDa ve 16.5 kDa dur. Bakterilerde iiretilen
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rekombinant proteinler SDS PAGE yontemiyle bant biiyiikliikleri bilinen bir ‘marker’ la yii-
riitiiliip, proteinlerin varligi bu yontemle gosterilmistir. Bu yontemdeki amag, proteinleri sod-
yum dodesil siilfatla kaplayip yiiklerini esitlemek ve elektroforez ortaminda proteinleri sadece
biiyiikliiklerine gore yiiriitmektir. Bu yontemin uygulanmasi sirasinda bilinmesi gerekenler,
tamponlarin dogru sekilde hazirlanmasi, saklanmasi, jellerin protein biiyiikliikklerine gore do-
kiilmesi, dondurulmasi ve proteinlerin en dogru akim siddeti ve voltta yiiriitiileceginin bilin-

mesidir. Bunun iginde optimizasyon ¢aligmalarinin yapilmasi gerekmektedir.

SDS PAGE yontemiyle 20,8 ve 16,5 kDa biiyiikliigiindeki proteinlerin varligi goste-
rilmistir. Bunlar bakterinin yapisindan gelen ayni biiyiikliikteki proteinler olmadigin1 kanitla-
mak amaciyla, bakteriye bos vektor aktarilarak, eksprese edilmis, SDS PAGE ile yiiriitiilmiis-
tiir. Elde edilen rekombinant proteinlerin viral E1 proteini oldugundan emin olabilmek igin
Western Blot teknigi kullanilmistir. Bu yontemin bir¢ok basamagi vardir. Bu basamaklarin her
biri optimize edilerek bir sonraki basamaga gegilmistir. Westen blottaki en 6nemli noktalardan
ilki, jeldeki proteinleri membrana aktarmaktir. Aktarma islemi elektroblotting yontemiyle yar1
kuru olarak gergeklestirilmistir. Aktarim sirasinda kullanilan tamponlarin konsantrasyonlari
cok onemlidir ve kullanilacak konsantrasyonlar litetatiir 1s18inda belirlenmistir. Jeldeki prote-
inlerin hepsinin membrana aktarildigini anlamak i¢in jel Coomassive Blue boyasiyla boyan-
mistir. Ayrica membranda marker bantalarinin diizgiin sekilde gozle goriilmesi bunun bir ka-
nit1 olarak diistinebilir. Proteinleri bloklama sirasinda %S5 lik siit tozu kullanilmistir. Bir son-
raki basamak olan primer antikorla baglamaya gelindiginde, eldeki primer antikorun ¢alisma-
dig1 ve tam uzunluktaki El proteinine uygun olmadigi yapilan deneyler sonucunda
gosterilimistir ve primer antikor olarak Hepatit C Viriis le enfekte bir hasta serumu kullanil-
mustir. Optimum antikor diliisyonu yapilan dot blot deneyleriyle 1/1000 bulunmustur. Primer
antikorla muamale islemi soguk odada bir gece inkiibasyonla gergeklestirilmistir. Optimum
sekonder antikori isaretli anti-Human 1gG konsantrasyonu dot blot yontemiyle 1/5000 bulun-
mustur ve oda 1sisinda 1 saat muamele yapildiktan sonra, galkalanarak yikanmistir. Bu basa-
makta yikama tamponunun 10 dakika bir degistirilmesi, iyice yikanmasi spesifik olmayan
baglantilar1 6nlenmesi agisindan ¢ok dnemlidir. Membran yaban turpu peroksidaz ile tepki-
meye giren 4 kloro 1 alfa naftol substrati ile kaplanarak, goriintiilenmistir. Bu yontem ECL
subsratina gore daha az duyarli bir yontem olmasina karsin, ECL ile kemiliimiinesans goriin-
tillemelerde protein bantlari asirt yogun goriintiilendiginden proteinler alfa naftolle gosteril-

mistir fakat iki substratla da sonu¢ alinmastir.
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Membran lizerinde, tam uzunluktaki rekombinant E1 ve C terminal bolgesi kesik E1
protenlerine bantlar goriintiilenmistir. Dogru biiyiikliikte olan bantlarin yani sira, bantlarin iki

kat1 ve ti¢ kat1 biiyiikliigiinde bantlar gozlemlenmistir.

Bu bantlar, proteinlerin dimer ve trimer formlar1 olarak yorumlanmistir. Ciinkii E1
proteinin trimerik bir yapida oldugu bilinmektedir. Bu sonug¢ bize dogadakine yakin iyi bir
sonug elde ettigimizin gostergesidir. Yu-Ying Kong ve arkadaslar1 da, bizim ¢alismamizla
benzer sekilde kesik E1 proteininin E.coli bakteriyal protein ekspresyonunu Westerm Blot

yontemiyle gostermis ve benzer sonuglar yaymlamislardir (132).

Calismada, simdiye dek lilkemizde ve uluslar arasi literatiirde yayinlanmis veriler {ize-
rinde yaptigimiz taramalarda ilk kez lilkemizden bir HCV genotip 1b kdkenine ait tam uzun-
luktaki E1 proteini ve hidrofobik kismi kesik El proteimi prokaryotik sistem ile eksprese
edilmis ve bu rekombinant E1 proteininlerine kars1 hasta serumunda spesifik antikor yaniti
gosterilmistir. Bu yanit anlamli bir yanittir. Yayinlanan ¢alismalarda hem prokaryotik hem de
okaryotik ekspresyon sistemleriyle elde edilen kesik E1 proteinine karsi alinan immiinolojik
yanitlarin benzer oldugu gosterilmistir. Ayrica hem 6karyotik hem de prokaryotik E1 in iden-
tik epitoplart paylastigi yayinlanmistir. Zarf proteinlerini hedef alan HCV as1 ¢alismalarinda
genellikle post translasyonel modifikasyonlarin 6nemsenmesi nedeniyle 6karyotik sistemlerde
ifade edilen glikozillenmis proteinlere odaklanilmistir. Buna ragmen, bakteri kaynaklh
glikozillenmemis kesik E1 proteinlerini kullanan bazi ¢aligsmalarda da protenin immunojenik
ozelliklerinin korunabilecegi ongoriilerek bunlarin test edilmesi gerektigi vurgulanmaktadir

(132,136).

Calismamizda proteinlerin saflagtirilmasi optimize edilememistir, bunun igin yapilacak
yeni ¢aligsmalarda fiizyon proteinleri kullanarak protein stabilize edilebilir. Bu fiizyon protein-
leri saflastirmayi kolaylastirir ve rekombinant proteinleri ¢oziilebilir hale getirilerek, miktarla-
rin1 arttirabilirler. Prokaryotlar rekombinant E1 proteini dogru katlayabilir, fakat disiilfit bag-
larinin sayisi iiretilen protein miktarini azaltir. Membran proteinlerinin, prokaryotik ekspres-

yonu yapilacaksa bunlar dikkate alinmalidir (141).
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6.SONUC VE ONERILER

Literatiir taramasinda her ne kadar HCV wviral zarf glikoproteinlerinden EI’in
prokaryotik sistemlerde tam uzunluk olarak ifadesinin zor oldugu ve bu nedenle hidrofobik C
terminal bolgesi ¢ikarilarak daha rahat ifade ettirilebilecegi bildirilse de bu ¢alismada yapilan
optimizasyon calismalar1 ve yontem modifikasyonlari ile E1 ilk kez bir prokaryotik sistemde
tam uzunluk olarak ifade ettirilebilmistir. Ayrica hidrofobik C terminal boliimii ¢ikarilmis E1°
de ifade ettirilmistir. Her iki uzunluktaki E1 ile de hasta serumundaki antikorlarla reaksiyon
gosterilmistir. Burada tam E1’in daha fazla epitop i¢cermesi ve dogal viral proteine daha yakin
olmas1 nedeniyle avantajli olabilecegi diigiiniilmekle birlikte bu dnermelerin ileri caligmalarda

test edilmesi gerekmektedir.

HCV nin hiicreye tutunmasi ve hiicreye girisinde rol oynayan zarf glikoproteinlerinin
yapilarinin ve fonksiyonlarinin anlasilmasi, enfeksiyonun erken evrelerinde miidahale
acisidan ¢ok onemlidir. Bu proteinlere karsi alinan bagisik yanitlar tedavide kullanilacak olan
stratejileri daha iyi belirleyebilecektir. Tam anlamiyla fonksiyonlari bilinmeyen bu énemli
proteinlerin anlasilmasi i¢in detayli ¢alismalara devam edilmelidir. Bu proteinlerin as1 galis-

malar1 i¢in 6nemi biiyiiktiir.
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