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edilmesi ve ELISA’da kullanimi

Isolation of recombinant Crimean-Congo hemorrhagic fever virus nucleoprotein and
its usage in ELISA
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Amag: Calismamizda hasta serum Orneklerinde bulunan KKKAV (Kirim Kongo Kanamali Atesi Virlsl) spesifik
immunoglobulinlerini belirlemek tzere ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) kiti gelistiriimesini amacladik.
Gereg ve Yéntem: Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklari poliklinigine bagvuran, KKKA
tanisi konan bireylerin serum 6rneklerinden ekstrakte edilmis toplam RNA’lardan cDNA eldesi sadlandi. KKKAV Tirk
susuna 6zgl primerler dizayn edildi, nested-PCR yontemiyle cDNA’lardan hedef gen bdlgesinin (niikleoprotein geni)
amplifikasyonu saglanarak PCR Uriinii pQE30 plazmid vektériine klonlandi. llgili virlis proteininin Gretilip Gretiimedigi
virs genini tagidigi tespit edilen plazmid DNA’larinin E.coli M15 suslarina transformasyonu ve IPTG (Isopropyl B-D-
1-thiogalactopyranoside) ile indiiksiyonu sonunda ekspresyon diizeyi SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
ile belirlendi. Protein saflastirma islemi nickel chelate affinity chromatography ve jel filtrasyonu yontemine gore
gerceklestirildi. Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (Sigma) kullanilarak saflastirilan proteinin konsantrasyonu
hesaplandi ve ELISA plaklan saflastirilan rekombinant proteinle (antijenle) kaplanarak, hasta serumlarinda spesifik
antikorlar tarandi.

Bulgular: Klonlanan 363 baz ciftik KKKAV fragmenti E.coli M15 hiicrelerinde eksprese edilmis ve rekombinant
protein jel filtrasyonu ydntemi ile saflastirildi. Bir litrelik E.coli hiicre kdiltiriinden yaklasik 2 mg/mL protein elde edildi.
Bu protein indirekt ELISA yénteminde 30 CCHV RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction) pozitif
hasta serumu ile test edildi ve 24’lniin pozitif oldugu tespit edildi.

Sonug: Calismamizda, KKKAV rekombinant proteini elde edilerek ELISA testinde kullaniimasi saglanmistir.

Anahtar Sozciikler: Kirrm-Kongo kanamali atesi virlsu, nukleoprotein, klonlama, ELISA kiti.

Abstract

Aim: In this study, we aimed to develop an ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) kit to determine specific
CCHFV (Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus) immunoglobulins in serum samples from patients.

Materials and Methods: cDNA has been obtained from total RNA extracted from serum samples of patients
diagnosed with CCHF admitted to Infectious Diseases Outpatient Clinic of Sivas Cumhuriyet University Faculty of
Medicine. Turkish CCHFV strain-specific primers were designed and amplification of the target region, the
nucleoprotein gene, was performed by nested-PCR method. The PCR product has been cloned into the plasmid
vector pQE30. To test whether the viral protein was produced, the plasmid DNA carrying the interested gene has
been transformed to E.coli M15 strain. After induction with IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside), protein
expression level has been determined by SDS-PAGE). Protein purification has been carried out using nickel chelate
affinity chromatography and gel filtration method. The purified protein concentration has been calculated using
Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (Sigma). Purified recombinant protein coated ELISA plates have been used for
screening specific antibodies in the sera of the patients.

Results: The cloned 363 base-pair CCHFV fragment has been expressed in E.coli M15 cells and the recombinant
protein has been purified by gel filtration method. About 2 mg/ml protein has been obtained from one liter E. coli cell
culture and has been tested with sera of 30 CCHV RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction)
positive patients using indirect ELISA and 24 of them have been determined positive.

Conclusion: In our study, the CCHFV recombinant protein has been obtained and could be used in ELISA test.
Keywords: Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus, Nucleoprotein, Cloning, ELISA Kit.
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Giris

KKKAV, Argasidae ve ixodidae ailelerine ait 31 tir
keneden izole edilmigtir. Virisin ekolojisi ve
epidemiyolojisi i¢cin Hyalomma cinsi oldukga 6nemlidir
(1,2). Bunyaviridae ailesi, Nairovirus cinsi tyesi KKKAV
Uc parcahl (kigik (S), orta (M) ve buyuk (L)), sirasi ile
viral nikleokapsid (N), membran glikoprotein 6ncili
(GPC) ve RNA-bagimh RNA polimeraz (L) proteinlerini
kodlayan negatif-ydnlu tek zincirli RNA genomuna sahip
zarfli bir virustar (1-6).

KKKAV ile enfekte birgok omurgali hayvanda enfeksiyon
goOrilmesine karsin, insanlarda siddetli kanamali bir
hastalik gorllir. KKKA inkibasyon, prehemorajik,
hemorajik ve iyilesme olmak Uzere dort farkh fazda
seyreder. Kisa inkubasyon siresinden sonra, yuksek
ates (39-41°C), siddetli bas agrisi, bas dénmesi, titreme,
sirt, karin ve kas agrisi, istahsizlik ile karakterizedir.
Bulanti, kusma, diare, néropsikiyatrik ve kardiyovaskiler
degisimler ek semptomlar arasindadir. Hastalgin siddetli
seyrettidi hastalarda kanama belirtileri, hastaligin
baslamasindan 3-6 gun sonra gelismektedir. KKKA
mortalite orani ortalama %30-50 arasindadir (1,2,6,7).

Asya, Afrika, Giineydodu Avrupa ve Ortadogu’da 30’dan
fazla Ulkede viral izolasyon ve/veya hastalik tespit
edilmistir. Her ne kadar Turkiye’de onlarca yil dnce
serolojik kanitlar KKKAV varligini isaret etse de, klinik
vakalar belgelendirilmemigtir. 2001-2003 yillari arasinda
lkemizin Dogu Karadeniz ve i¢ Anadolunun dogu
kesimlerinde birgok hastada KKKA teshis edilmistir
(1,8,9).

Giderek ulkemizde de artan sayida KKKAV enfeksiyon
vakalari arastiricilarin ilgisini ¢ekmis ve bu yodnde
yapllan arastirmalar hizla artmaya baglamigtir. Biz de
calismamizda KKKAV’nin evrimsel slregte korunan
bélgelerinden (S-RNA segmentinde kodlanan N
nikleokapsid bileseni) bir bélimund klonlayarak,
rekombinant protein elde etmeyi ve KKKA hastaliginin
kolay teshisini saglayacak bir ELISA y6nteminde
kullanmay! amagladik.

Gereg ve Yontem

RNA Jzolasyonu ve cDNA Sentezi

Sivas Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakdiltesi Aragtirma ve
Uygulama Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklari poliklinigine
basvuran, KKKA tanisi konan bireylerin serum
orneklerinden toplam RNA AxyPrep Body Fluid Viral
DNA/RNA Miniprep Kiti kullanilarak ekstrakte edilmistir.
cDNA Sentezi

Toplam RNA oérneklerinden RevertAid™ First Strand
cDNA Synthesis kiti  kullanilarak cDNA eldesi
saglanmigtir.

PCR (Polimerase Chain Reaction)

Calismamizda, klonlanmak istenilen nikleoprotein gen
bélgesinin suslar arasinda korunmus dizileri internet

Cilt 55 Sayi 4, Aralik 2016 / Volume 55 Issue 4, December 2016

ortaminda arastiriimis ve bu dizileri amplifiye edecek
sekilde primerler (Forward2, Reverse2, Forward3 ve
Reverse3) dizayn edilmistir (Tablo-1). Forward
primerlerinin 5’ ucuna BamHI, reverse primerlerinin &’
ucuna ise Hindlll restriksiyon enzimlerinin tanima dizileri
eklenmistir. Nested-PCR yontemi ile cDNA’lardan hedef
gen bdlgesinin amplifikasyonu Tablo-3'de verilen PCR
programi kullanilarak saglanmistir. PCR karisimi Tablo-
2'de belirtilmis olan miktarlarda hazirlanmistir.

Tablo-1. PCR Yonteminde Kullanilan Primer Dizileri.

Forward primer 2 5-GCGGATCCATGGATAAGTTTGTGTTC-3'
Reverse primer 2 5-CGGAAGCTTGACAAATTCYTCGCACCA-3'
Forward primer 3 5-GCGGATCCATGCTTTATGAGCTCTTTGC-3'

Reverse primer 3 5-CGGAAGCTGGCACTGGTGGCATTGCC-3'

Tablo-2. PCR Kosullari.

I.PCR I.LPCR
kosullari kosullari
dNTP (2 mM) 2.5l 5ul
Pfu Pol. Buffer (1X) 2.5l 5ul
MgSO4 (25 mM) 1.5l 3l
Forward Primer (10 pmol) 1pl 2l
Rewers Primer (10 pmol) 1pl 2 ul
Pfu Polimeraz (2,5 u/pl) 0.5 pl 1pl
ddH.O 11l 15 pl
cDNA (50 ng/pl) 5ul -
|.PCR uriinu 2 pl
Tablo-3. PCR Programi.
Denatiirasyon 95 °C’de 5 dk. 1 déngii
95 °C’de 30 sn.
Primer baglanmasi 55 °C’de 30 sn 35 dongu
72 °C’de 35 sn.
Uzama 72 °C’de 5 dk. 1 déngi
Tablo-4. Ligasyon kosullari.
Ligasyon Negatif kontrol
PCR drini 7 pl ---
pQE30 vektori 1l 1l
T4 ligaz enzimi 1l 1ul
T4 ligaz tamponu 1l 1l
ddH,O 7l

Agaroz Jelinden DNA Eliisyonu ve DNA Ligasyonu

Cogaltilan hedef gen ve plazmid vektéri (pQE30)
ligasyon asamasindan 6nce BamHI ve Hindlll
restriksiyon endolkleaz enzimleri ile 37 °C’de bir gece
suresince kesilmigti. Kesim Urlnleri agaroz jel
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elektroforezinde 100 voltta 45 dakika yudritilmis ve
QIAquick Gel Extraction Kiti kullanilarak jelden ekstrakte
edilmigtir. Boylece, ligasyon isleminde kullanilacak olan
restriksiyon endonukleaz enzimleri ile kesilmis PCR
arinu ve pQE30 vektoru elde edilmistir. Ligasyon islemi
bir gece boyunca 4°C’de, Tablo-4’de verilen kosullarda
yapilmistir.

Competent hiicre hazirlanmasi ve Transformasyon

CaCl, metodu kullanilarak (10) E.coli JM109 susu
hicreleri DNA'yr alabilen (competent cell) duruma
getirilmis hedef gen bdélgesini tagsiyan plazmid vektorin
transformasyonu  gerceklestirilmigtir.  Transformasyon
isleminden sonra hicrelerin, ampisilin  (100ug/ml)
eklenmis kati besi ortami igeren petri kaplarina yayma
islemi gergeklestirilip, 37 °C’de bir gece boyunca inkibe
edilerek hedef gene sahip plazmidi iceren koloniler
cagaltimgtir.

Kiigiik Olgekli DNA izolasyonu

ilgili plazmidi iceren transforme bakteri soylari (her bir
koloninin igerdigi var sayilarak) 37 °C de bir gece
boyunca ampisilin igceren 3-5 ml LB(Luria Broth)
ortaminda buyutulmusg, kiclk o6lcekli DNA izolasyonu
QIAGEN Plasmid Purification Kit ile gerceklestirilmistir.
BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri kullanilarak izole
edilen plazmidlerin istenilen gen bolgesi ile birlesip
birlesmedikleri kontrol edilmistir. Klonlanan &rneklerin
dogrulanmasi DNA dizi analizi ile de saglanmigtir.

Protein  Ekspresyonu ve SDS-Poliakrilamid Jel

Elektroforezi

Protein induksiyonu ve ekspresyonu igin ilk énce E. coli
M15 susuna transformasyon saglanip, ampisilin (100
ug/ml) ve kanamisin (30 pg/ml) iceren kati besiyerinde
buyutilmus olan kolonilerden bir tanesinin ampisilin (100
ug/ml) ve kanamisin (30 pg/ml) igceren 5 pl sivi
besiyerine ekimi yapiimis ve 37°C 170 rpm’de ODggo'de
konsantrasyonu 0,6 olana kadar buyutiimistir. Bu
konsantrasyona ulasildiktan sonra IPTG (son
konsantrasyon 1mM olacak sekilde) ile indiksiyon
yapllmis ve pozitif kontrol olarak pQE40 plazmidi
kullanilmigtir. 4 saatlik indiksiyondan sonra indiksiyon
dizeyini belirlemek igin %12’ lik SDS-PAGE’de drnekler
yuratdlmustur.

Protein Saflastiriimasi

Protein ekspresyonu tespit edildikten sonra, buylk
miktarlarda protein indiksiyonu gerceklestirilmistir.
Saflagtirma nikel chelate afinite kromatografisi yénte-
miyle pH gradienti ve imidazol gradientine gore
gerceklestirimistir. Imidazol gradientine gére protein saf
olarak elde edilmigtir. Buna gore; Pellet 10 ml liziz
tamponu ile resitispense edilmis ve bir saat siire ile ara
sira yavasca calkalanarak buzda bekletiimistir. Ornek
14000 rpm'de 4°C'de 20 dk. santrifij edilmistir.
Slpernatant 0.45 pm’lik filtre ile suzilmis ve lizat 2 ml
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Ni-NTA agaroz iceren kolona uygulanarak kolondan
gecen lizat 15ml’lik santrifuj tiptnde toplanmigtir. 40 ml
ylkama tamponu (60 mM imidazol iceren) ile kolon
yikama fraksiyonlari toplanmistir. 5 ml eliisyon tamponu
(100mM imidazol iceren) ve ardindan 2 ml ellsyon
tamponu (250 mM imidazol igeren) ile protein elie
edilmis ve fraksiyonlar 1.5 ml'lik mikrosantrifij tuplerinde
toplanmistir. Protein saflastirma igleminden sonra
fraksiyonlar %12’lik SDS-PAGE’de yirutilmis ve protein
bantlarinin tam olarak saf olmadiklari gézlemlendigin-
den, safa yakin oldugu belirlenen iki fraksiyon jel
filtrasyon kromatografisi yontemi ile tekrar saflastiril-
mistir. Elde edilen ©6rnekler %12lik SDS-PAGE’de
yUratilmustir. Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit
(Sigma) kullanilarak saflagtirilan proteinin konsantras-
yonu hesaplanmigtir.

ELISA Test Sistemi

ELISA plaklari saflagtirlan rekombinant proteinle
kaplanarak, hasta serumlarinda spesifik antikorlar
taranmistir. Sisteme gore; Plak kuyucuklari %0.02 NaN3;
iceren PBS sollsyonu igerisinde her kuyucuga 100
ng/kuyu olacak sekilde saflastirilan protein kaplanmis ve
bir gece boyunca bekletilmistir. Plaklar her bir kuyucuga
200 pl 6nce bloklama solliisyonu olacak sekilde 1 saat
inkiibe edilmigtir. Sonra 10 kez sulandiriimis serum
iceren bloklama sollsyonu ile 1 saat inkube edilerek
PBST solusyonu ile kuyucuklar 3 kez yikanmigtir. Alkalin
fosfataz konjugeli antikor (Promega)(1/30,000
sulandirilmig) iceren bloklama solisyonu her bir
kuyucuga 200 pl olacak sekilde dagitihp 1 saat oda
sicakhginda inkiibe edilmigtir. Baglanmamis konjugatlar
PBST ile 3 kez yikanarak uzaklastinlmigtir. Her bir
kuyucuga 1 mg/ml PNPP (Sigma-Aldrich) iceren 200 pl
substrat sollisyonu eklenerek ELISA okuyucuda 450
nm’de 6lcim yapilmigtir.

Calismamizda istatistiksel
kullaniimamistir.

herhangi  bir yontem

Bulgular

PCR ve Klonlama

PCR urunleri %7lik agaroz jel elektroforezinde
yuritilerek 488 bg'lik ve 363 bg'lik DNA fragmentleri
elde edilmistir (Sekil-1). Ligasyon sonucunda plazmid
vektorin PCR fragmentini icerip icermedigi yine bu
restriksiyon endonukleazlar ile kesim yapilarak ve %1’lik
agaroz jelde kesim urilnleri yuarutilerek saptanmistir
(Sekil-2). Klonlanan oérneklerin dogrulanmasi DNA dizi
analizi ile saglanmistir. Analiz sonucunda nukleokapsid
proteini geninin toplam 851 (488+363 bg) bazlik bir
kisminin Turk susu icin DNA dizisi belirlenmistir (Ek-2).
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M1 PCR1 M2 PCR2

750 bg

488 bg 500 bg
363 bg

250 bg 250 bg

Sekil-1. KKKAV nikleoprotein fragmentlerinin  PCR ile
amplifikasyonu. B1: 1 kb'llk DNA belirteci (Thermo
Scientific), PCR1: 488 bg¢'lik PCR Uriinl, B2: 50 bg'lik
DNA belirteci (Thermo Scientific), PCR2: 363 bg'lik
PCR Urint

M1 UC2 C2 UC3 C3 M2

3500 bg 3500 bg
750 bg
488 bg 500 bg
363 bg
250 bg 2000¢
Sekil-2.KKKAV  nikleoprotein ~ fragmentlerinin ~ pQE

ekspresyon vektorine klonlanmasi. B1: 1kb'lik DNA
belirteg (Thermo Scientific), UC2: pQE30+488 bg¢'lik
plazmid, C2: pQE30+488'in BamHI ve Hindlll kesim
arind, UC3: pQE30+378 bg¢'lik plazmid, C3:
pQE30+363'Un BamHI ve Hindlll kesim Uriini, B2: 50
bg'lik DNA belirte¢ (Thermo Scientific)

Protein Ekspresyonu ve Saflagtiriimasi
363 bgllik KKKAV nikleoprotein gen fragmentiyle

transforme edilmis M15 hicrelerinden bir koloni
secilerek  kiglk Odlgekli indiksiyonu 1mM IPTG
kullanilarak  saglanmigtir. SDS-PAGE yontemi ile
belirlenen  proteinin (17.3 kDa  bulylkliginde)
ekspresyon dizeyi Sekil-3'de gosterilmistir. Protein
ekspresyonu belirlendikten sonra buyudk  odlgekli
indiksiyon gergeklestiriimisti. Dort saat 37°C’de

indiiklenmis hcreler saflastirima isleminde [afinite
kromatografi (Sekil-4) ve jel filtrasyon kromatografisi
yontemleri ile (Sekil-5) kullaniimig ve saflik dereceleri
SDS-PAGE yontemiyle belirlenmistir. 488 bg’lik fragment
kullanilarak ayni galisma yapilmig; ancak ekspresyon
dizeyinin zayif oldugu belirlendiginden sonugclar
veriimemis ve bir sonraki asamalarda bu fragment
kullaniimamistir.
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Sekil-3.KKKAV nukleoproteininin ekspresyonu.
1:indiklenmis pellet, 2:indiklenmemis pellet,
3:Prestained Protein Belirteci/6-175 kDa (NEB),
4:indUklenmis sUpernatan, 5:indiiklenmemis
sUpernatan.

1 2 3

175kDa
83 kDa
62 kDa

47,5 kDa

322 kDa
ORe
25kDa

e

16,5k

6,5 kDa

Sekil-4. KKKAV nikleoproteininin afinite kromatograifisi ile
saflastiriimasi. 1:ilk elisyon, 2: Prestained Protein
Belirteci/ 6-175 kDa (NEB), 3:ikinci eltsyon.

Sekil-5. KKKAV nikleoproteininin jel filtrasyonu ile saflastiriimasi,
B: Prestained Protein Belirteci/ 6-175 kDa (NEB), E:
Ellsyon (1-11)
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insan serumundaki KKKAV spesifik antikorlari belilemek
icin Indirekt ELISA sisteminin test edilmesi

Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Aragtirma ve
Uygulama Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklari poliklinigine
bagvuran, KKKA tanisi konan 30 bireylerin RT-PCR pozitif
serumu ELISA plaklarina dosenen KKKAV antijeni
(rekombinant KKKAV proteini) ile test edilmistir. Bunun
icin 6 ELISA plagi 100ng/kuyucuk olacak sekilde
rekombinant KKKAV proteini ile kaplanmistir. Hasta ve
kontrol 6rnedine ait serumlar 2 kez yUklenmis, okunan iki
degerin ortalamasi alinarak degerlendirme yapilmistir.
Kontrol okumalari igin saglkl bireylerden alinmig serum
ornegi ve rekombinant proteinle kaplanan ELISA
plaklarina 1/10 oraninda seyreltilerek eklenmis ve bu
degerler elde edildikten (Tablo-5) sonra relatif ELISA
degeri serum &rneginin okundugu absorbans (ODasp)
degerinin ortalamasinin negatif kontrolin absorbans
ortalamasina bdlinmesiyle elde edilmistir. Kontrol
serumlarindan elde edilen en yiiksek relatif deger 1.2
oldugundan relatif degeri 1.5 ve daha kiigik olan degerler
KKKAV negatif, 2.0 ve daha yiksek olan degerler ise
KKKAV pozitif olarak degerlendiriimistir. 6 ELISA plaginin
her birine 5’er hasta (2'ser kez) ve 5er tane de kontrol
serumlari (2'ser kez yinelenecek bigimde) yiklenmistir. Bu
plaklardan elde edilen sonuglar Tablo-6'da verilmektedir.
Buna gore 30 hastadan 6 tanesi 1.5 relatif degerin altinda
deger elde edildiginden negatif olarak degerlendirilmis
240 ise 2 ve daha yiksek relatif degere sahip oldugu igin
KKKAYV pozitif olarak degerlendirilmistir.

Tartisma

KKKAV’'nin genis cografik dagihmi, yiksek mortalite
oranlari ile siddetli insan hastaligi olusturabilme kabiliyeti,
bir biyoterérizm ajani gibi kasitl olarak kullanimi korkusu
bu virisi 6nemli bir insan patojeni yapmaktadir (11,12).
Ciddi bir saglik problemi olmasindan dolayr virls
enfeksiyonunun teshisi oldukga 6nemlidir. Teshiste
molekiiler metodlar kullaniimakta ve enfeksiyonunun hizl
laboratuvar tanisi icin reverse transkriptaz PCR tercih
edilen yontemler arasinda yer almaktadir (13). Bu yontem
yuksek derecede 6zgll, duyarli ve hizhdir (14). Ayrica
Real-time assay’lar disik kontaminasyon orani, yiksek
duyarlilk ve 6zgullige sahip olmasi, ayrica klasik reverse
transkriptaz PCR’den ¢ok daha hizli olmasindan dolayi
tercih edilmektedir (1,15). Tirkiye'de hasta serumlarinda
ELISA testi de gerceklestiriimektedir. Hastaligin
baslamasindan 7 gliin sonra ELISA ve immunofloresan
assay'ler araciligiyla IgM  ve IgG  antikorlari
belirlenebilmektedir  (16). Spesifik IgM 4 aylik
postinfeksiyon’dan sonra belilenememekte, ancak IgG’ler
en az 5 yil suresince belirlenebilir durumda kalmaktadir.
ELISA metodlar spesifik ve hassastir (17). Son
zamanlarda, rekombinant-niikleoprotein bazli IgG ELISA
kiti, KKKAV enfeksiyonlarinin teshisinde kullanim amagli
gelistirilmistir (18,19).

172

Tablo-5. Kontrol Orneklerine Ait ELISA Degerleri.

Ornek ELISA Negatif kontroliin  Relatif ELISA
No Degeri ELISA degeri degeri
1 0.080 0.076 1.05
2 0.075 0.076 0.98
3 0.092 0.076 121
4 0.055 0.076 0.72
5 0.058 0.076 0.76
6 0.084 0.076 1.10
7 0.045 0.076 0.59
8 0.052 0.076 0.68
9 0.068 0.076 0.89
10 0.070 0.076 0.92
11 0.074 0.076 0.97
12 0.085 0.076 111
13 0.086 0.076 1.13
14 0.075 0.076 0.98
15 0.066 0.076 0.86
16 0.069 0.076 0.90
17 0.044 0.076 0.57
18 0.060 0.076 0.78
19 0.052 0.076 0.68
20 0.055 0.076 0.72
21 0.058 0.076 0.76
22 0.062 0.076 0.81
23 0.074 0.076 0.97
24 0.090 0.076 1.18
25 0.088 0.076 1.15
26 0.091 0.068 1.33
27 0.074 0.068 1.08
28 0.069 0.068 1.01
29 0.065 0.068 0.95
30 0.054 0.068 0.79
31 0.064 0.068 0.94
32 0.035 0.068 0.51
33 0.038 0.068 0.55
34 0.042 0.068 0.61
35 0.046 0.068 0.67
36 0.047 0.068 0.69
37 0.090 0.068 1.32
38 0.057 0.068 0.83
39 0.068 0.068 1.0
40 0.052 0.068 0.76
41 0.086 0.068 1.26
42 0.059 0.068 0.86
43 0.063 0.068 0.92
44 0.060 0.068 0.88
45 0.046 0.068 0.67
46 0.051 0.068 0.75
47 0.076 0.068 1.11
48 0.063 0.068 0.92
49 0.041 0.068 0.60
50 0.078 0.068 1.14
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Tablo-6. Hasta ve kontrol 6rneklerine ait indirek ELISA

sonuglari.
-- Negatif Relatif
Orek  SLeh  onon  ELsA  ENSA
ELISA degeri degeri
1 0.218 0.056 3.8 +
2 0.312 0.056 5.57 +
3 0.290 0.056 5.17 +
4 0.064 0.056 1.14 -
5 0.112 0.056 2.0 +
6 0.164 0.045 3.64 +
7 0.158 0.045 3.51 +
8 0.144 0.045 3.2 +
9 0.138 0.045 3.06 +
10 0.150 0.045 3.3 +
11 0.188 0.053 3.54 +
12 0.078 0.053 1.47 -
13 0.065 0.053 1.22 -
14 0.090 0.053 1.69 -
15 0.210 0.053 3.96 +
16 0.420 0.085 4.94 +
17 0.368 0.085 4.32 +
18 0.520 0.085 6.11 +
19 0.490 0.085 5.76 +
20 0.410 0.085 4.82 +
21 0.138 0.041 3.36 +
22 0.058 0.041 141 -
23 0.128 0.041 3.12 +
24 0.212 0.041 5.17 +
25 0.234 0.041 5.70 +
26 0.084 0.065 1.29 -
27 0.320 0.065 4.90 +
28 0.300 0.065 4.61 +
29 0.282 0.065 4.33 +
30 0.266 0.065 4.09 +

Hucre kiltirinde izolasyon daha basit ve daha hizhdir,
fakat klasik yontemlere gére daha az duyarlidir (20).
Virts, LLC-MK2, Vero, DHK-21 ve sw-13’l igeren hiicre
hatlari  kullanilarak izole edilebilmektedir (1). Viris
izolasyonu 2-5 gunde basarilabilmekte; fakat hucre
kulturleri duyarli olmadiklarindan genellikle sadece
hastahdin ilk 5 glni siresince karsilagilan nispeten
yuksek viremi'nin belirlenmesine izin vermektedir. Virls
az sitopotik etki Uretebilir ya da hig tretmeyebilir; fakat
spesifik monoklonal antikorlar imminofloresan assay
testleri yapilarak belirlenebilmektedir (1). Antijen-capture
ELISA da kullanilabilmektedir. Duyarsizhgina ragmen,
antiviral tedavisi gerektiren siddetli vakalarin belirlen-
mesinde kullaniimaktadir.

Bu c¢alismada nikleoprotein bolgesi pQE vektor ailesinin
bir Tip IV yapisi olan pQE30 vektoriine klonlanmistir. Bu
yapida proteinin N-terminalinde 6xHis tag yer almakta ve
U¢ okuma gergevesinde de 3' ucunda stop kodonlarini
icermektedir. Tip IV sayesinde diger pQE yapilarina gére
2-4 kat fazla iriin ekspresyonu saglanabilmektedir.
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Calismamizda klonlama ve ekspresyon vekiorii olarak
pQE30'un secilmesi, ilk restriksiyon enzim bolgesi
BamHI'in baslama kodonu ile okuma gergevesi icinde yer
almasindandir.  Plazmidin  multiple  cloning  (coklu
klonlama) bodlgesine uygun ve niikleoproteinin bolge-sinde
internal BamHI ve Hindlll bélgeleri bulunmayan restriksi-
yon enzimleri i¢in gesitli izolatlardan nukleoprotein sekansi
bilgisayar ortaminda arastiriimigtir. Bu nedenle bu iki
enzim genin uglarina eklenmigtir. Tum klonlama basamak-
larinda kullandigimiz E.coli JM109 susu mutant lacl
promotoruna sahip olmasindan dolayi lac represéri 10
kat fazla transkribe edilerek protein ekspresyonunu siki
sekilde baskilamaktadir. Bu siki represyon protein
ekspresyonu olmaksizin plazmidin ¢ogalmasina olanak
saglamakta ve bu basamaklar silresince ekspresyon
mutantlarinin seleksiyonunu inhibe etmektedir.

Klonlama isleminden sonra niikleoprotein M15 konukgu
hlcrelerinde eksprese edilmistir. Tip [V vektorlerde
eksprese edilen proteinler N terminallerinde 6xHistidin
etiketleri icermektedir, Ni-NTA resinin Ni** iyonlari ile
etkilesecek olan bu etiket, proteinin diger kisimlari
tarafindan ortilmemelidir. Dolayisi ile proteinin denatiiras-
yonu histidin etiketi ile Ni** iyonlarinin etkilesimini
artirmaktadir. Proteinin sollibl kisminin saflagtirma iglemi
Ni-NTA resin (Qiagen) kullanilarak gergeklestiriimistir. Ni-
NTA resine baglanan 6xHis afiniteli etiket sadece ardisik
histidin rezidularindan olugsmaktadir. Kiigik boyutundan
dolayl proteine minimal duzeyde ekstra amino asit
eklenmesi saglamaktadir. Bugin, antikor assay sistemleri
flzyon polipeptidleri ya da sentetik oligopeptidleri
kullanmaktadir. Flzyon polipeptidler flizyon partneri ile
6zgul olmayan reaksiyonlar sergileyebilmekte ve sentetik
oligopeptidler antijenik epitopu sinirlayarak hassasiyeti
azaltabilmektedirler. Ancak 6 histidin nonspesifik etkile-
simler olugsmasi igin oldukga kisa bir birimdir. Bu nedenle
¢alismamizin klonlama ve ekspresyon asamalari igin bu
vektor tercih edilmistir. Elde edilen saf nukleokapsid
proteini ELISA sisteminin olusturulmasinda kullaniimis,
test edilen 30 hastanin 24'G bu sistemde pozitif olarak
belirlenmistir. Calismamizla tutarli olarak rekombinant
protein kullaniminin, IgG ve IgM saptanmasinda yarari
ortaya konmustur (21). Ayrica dogal antijen olarak
kullanilmalari agisindan 6zgtl ve hassastirlar (18,22).

Sonug

Calismamiz Turk susu kullanilarak yapilan bir ¢alisma
olmasi acgisindan O6nemlidir. Gelistiriimis olan kitte
kullanilan protein bdlgesine ek olarak farkli protein
bdlgeleri rekombinant proteinin yapisina eklenerek kitin
daha duyarl olmasi saglanabilir.
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