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OZET

ASI ADAYI NOROVIRUS ANTIJENLERININ KLONLANMASI VE
IMMUNOJENITELERININ ARASTIRILMASI

Yalcin Bingiil D. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji
Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2022.

Amag: Bu arastirma Noroviriis’ ¢ ait as1 aday1 olabilecek antijenik proteinlerin rekombinant
olarak elde edilmesi ve olusabilecek immiin yanitin hayvan denemeleri ile arastiriimasi
amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Yontem: Noroviruse ait VP1, VP2, p22 ve polipeptid (EP123) dizileri spesifik
primerlerle PCR’ da cogaltilmistir. Amplikonlar, pET-30a (+) ekspresyon vektoriine
yerlestirildikten sonra E. coli BL21 susuna transformasyonla aktarilmistir. Rekombinant olarak
tiretilen proteinler, His-tag kuyrugu yardimiyla ve amonyum siilfatla kismi olarak
saflastirildiktan sonra immiinizasyon i¢in antijen olarak kullanilmistir. Asilanan farelerin serum
orneklerinden Noroviriise karsi olusan antikor cevabi indirekt ELISA yontemiyle saptanmustir.
Bulgular: E. coli’ ye transformasyonla aktarilan genlerin varligi sekans analizi ile
dogrulanmistir. His-tag kuyrugu ve amonyum siilfatla ¢oktiirme islemi proteinlerin kismi olarak
saflastirilmast icin yeterli olmustur. Sadece VP1 proteini yeterli diizeyde immiin yanit
olusturmustur.

Sonu¢: Bu tez kapsaminda, VP1 ve VP2 proteinlerine ek olarak, onceki Norovirus asi
caligmalarindan farkli, ilk defa epitoplardan olusan bir polipeptit ve Noroviriisiin yapisal
olmayan bir geni (p22) rekombinant olarak {iretilmis ve immiinojenitesi arastirilmistir. VP1
disindaki rekombinant proteinlerde yeterli immunojenik yanitin olusmamasinin, kullanilan doz,

bagisiklama sayis1 veya adjuvan uygulamasi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Noroviriis, Escherichia coli, Rekombinant Protein Uretimi, Klonlama,

Immun yanit
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ABSTRACT

CLONING OF VACCINE CANDIDATES NOROVIRUS ANTIGENS AND
INVESTIGATION OF THEIR IMMUNOGENITIES

Yalcin Bingiil D.Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and
Applied Sciences, Biology Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2022.

Objective: This research was carried out in order to obtain recombinant antigenic proteins that
can be vaccine candidates of Norovirus and to investigate the immune response that may occur

with animal experiments.

Material and Methods: The VP1, VP2, p22 and polypeptide (EP123) sequences of the
norovirus were amplified in PCR with specific primers. Amplicons were transformed into E.
coli BL21 strain after insertion into the pET-30a (+) expression vector. Recombinantly
produced proteins were used as antigens for immunization after partial purification with the
help of His-tag tail and ammonium sulfate. Antibody response to Norovirus from serum
samples of vaccinated mice was determined by indirect ELISA method.

Results: The presence of genes transferred by transformation into E. coli was confirmed by
sequence analysis. His-tag tail and precipitation with ammonium sulfate were sufficient for

partial purification of the proteins. Only the VP1 protein elicited an adequate immune response.

Conclusion: In this thesis, in addition to VP1 and VP2 proteins, a polypeptide consisting of
epitopes different from previous Norovirus vaccine studies, and a non-structural gene (p22) of
Norovirus were produced recombinantly and its immunogenicity was investigated. It was
thought that the lack of adequate immunogenic response in recombinant proteins other than
VP1 may be related to the dose used, the number of immunizations or the adjuvant

administration.

Key Words: Norovirus, Escherichia coli, Recombinant Protein Production, Cloning,

Immune response
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1. GIRIS

Noroviriisiin prototipi olan Norwalk virtisii ilk olarak 1968 de Norwalk (ABD)
sehrindeki bir ilkokulda akut gastroenterit salginindan sorumlu ajan olarak tanimlanmistir
(Kapikian, 2000). Noroviriisler (NoV) gelismis ve gelismekte olan {ilkelerde gastroenteritlerin
baslica sebebi olarak kabul edilmektedirler (Glass vd. 2009, Hall vd. 2013). Hastaligin salginlar
halinde yayilmasi 6zellikle yolcu gemileri, hastane, bakimevi ve okul gibi kapal1 alanlarda sik
rastlanan bir durumdur. Bunun nedeni noroviriisiin kisiden kisiye ¢ok kolay bulagmasi ve
viriisiin kontamine olmus yerlerde birkag giine kadar hayatta kalabilmesidir. Noroviriis enfekte
kisi ile veya viriisle kontamine olmus yiizeylere, nesnelere temas edildiginde ya da kontamine
olmus yiyecekler ve su tiikketildiginde bulasabilir (Fankhauser vd. 2002, Lopman vd. 2003).
Ayrica iyilesme doneminde de atilmaya devam etmektedir. Koruyucu bagisikligi kisa
Omiirlidiir. Tim yas gruplari, 6zellikle bebekler, yaslilar ve bagisikligi baskilanmis hastalar
insan noroviriislerine (HUNoV) karsi hassastir. Kiiresel olarak, HuNoV her yil tahmini 699
milyon hastalik vakasina ve 219.000 6liime neden olmakta ve bu da 4 milyar dolarin iizerinde
dogrudan tibbi maliyet ve 60 milyar dolarin tizerinde dolayli tibbi maliyetle sonuglanmaktadir

(Halowell vd. 2019, Zhang vd. 2021).

Norovirtisler, organizmaya sindirim sistemi yoluyla girerler. Zarfsiz olmalar1 nedeniyle
mide asiditesine oldukca direnglidirler. Bagirsak epitelinin yaklasik %1’ ini olusturan duyusal
ve endokrin fonksiyonlar1 olan enteroendokrin hiicreler aktif noroviriis replikasyonu ile iligkili
bir epitel hiicre tipi olarak tanimlanmistir. Bu kesif, semptomlarin genellikle siddetli kusma ve
ishal ile akut bir baslangi¢c yaptig1 insan noroviriisiiniin patogenezi hakkinda fikir verebilir
(Green vd. 2020). Bagirsak epitel bariyerini gegmek i¢in M hiicrelerini kullanan Noroviriisler
jejenum mukozasinda replike olurlar ve enterositlerdeki karbonhidrat reseptorlerine baglanirlar.
Karbonhidrat reseptorleri genetik olarak tayin edilen ve kisiye 6zgii yapida oldugundan,
kisilerin Noroviriise duyarliliklar1 farklidir. Ornegin, Noroviriis enfeksiyonlarma; kan grubu O

olanlar daha az, B grubu olanlar daha fazla duyarhidir (Karst ve Tibbetts, 2016).

Noroviriisler, RNA’ ya bagimlt RNA polimerazin (RdRp-NS7) yiiksek oranda korunmus

bolgelerinin veya VP1 kapsid proteinin korunmus aminoasit bolgelerinin benzerligine gore



siiflandirilir (Cannon vd. 2009). Buna gore, Norovirusler 10 farkli genogruba (GI-GX)
ayrilmiglardir. Sadece GI, GII ve GIV insanlarda hastalik olusturur ve akut gastroenterit
nedenidir (Chhabra vd. 2019). HuNoV genogruplar ise, secilim baskis1 veya mutasyonlara
dayali olarak kendi aralarinda farkli genotiplere boliinmiistiir (Vinje vd. 1997, Cannon vd.
2009). Bu mutasyonlar, ayn1 genotipin farkli varyantlarini veya suslarm iiretir. Ornegin, GII.4
genotipi i¢inde, Sydney ve New Orleans diinya ¢apinda en yaygin varyantlardir (Tamminen vd.
2019). Bu varyantlar rekombinasyonla pandemik GII.P16 — GIl.4 Sydney susu dahil olmak

tizere yeni suslarin ortaya ¢ikmasina neden olur (Lindesmith vd. 2017).

HuNoV enfeksiyonlarini onlemek igin ticari asilar veya spesifik antiviraller mevcut
degildir. Klinik oncesi ¢aligmalar yapmak i¢in hastaligi taklit eden kiigiik hayvan modellerinin
bulunmamasi, bu viriislere karsi asilarin veya Onleyici tedavilerin gelistirilmesini daha da
zorlastirmaktadir. Son zamanlarda, farkli HuNoV suslarinin, 6zellikle GI1.4 — Sydney HuNoV
replikatlarinin insan B hiicrelerinde ¢ogaltilmasi igin in-vitro kiiltiir modelleri gelistirilmistir
(Jones vd. 2015). Etteyabi vd. (2016) yaptiklari c¢aligmada, insan kok hiicresi tiirevli
enteroidlerde Noroviriis iiretebildiklerini bildirmislerdir. Zebra balig1 larvalarinda GI ve GII
HuNoV genogruplart igin bir in-vivo replikasyon modeli de gelistirilmistir (Van Dycke vd.
2019). Bununla birlikte, viriisiin replikasyon dongiisii ve HuNoV”’ a kars1 bagisiklik tepkisiyle

ilgili sinirh bilgi mevcuttur.

Viriis-konak etkilesiminde, tan1 ve asi1 gelistirme c¢alismalarinda rekombinant viral
antijenlerin uygulanmasi 6nemli bir yaklagim olmustur. Viriis benzeri partikiiller (VLPs) dogal
viriislerin organizasyonunu ve konformasyonunu taklit eden ancak viral genomdan yoksun,
potansiyel olarak daha giivenli ve daha ucuz as1 adaylar1 saglayan yapilardir. VLP’ ler antijenik
olarak viral partikiile benzerdir ve herhangi bir enfeksiyon riski olmaksizin hem enteral hem de
parenteral yollarla uygulandiginda spesifik bir antikor yanit1 baglatabilir (Richardson vd. 2013).
NoV major kapsid proteini (VP1) rekombinant bakuloviriis (BV) ekspresyon sistemi
kullanilarak eksprese edilir ve bu, VLP’ lerin basarili bir sekilde kendi kendine bir araya
gelmesini (montajini) saglar (Jiang vd. 1992, Estes ve Kapikian, 2007). NoV i¢in spesifik
reseptorler tam olarak bilinmemektedir, fakat VLP’ leri kullanan ¢alismalar, konak¢1 mukozal
hiicreleri tizerinde eksprese edilen doku-kan grubu antijenlerinin (HBGA” larin) NoV”’ lerin

baglanma ve giris siirecinde yer aldigini géstermistir (Donato vd. 2012, Ward, 2009, Choi vd.



2002). Prokaryotik ekspresyon sistemleri kullanilarak iiretilen VP1’ in reseptor baglayici
domaini olan P partikiillerin VLP’ lerle bir dizi ylizey 6zelligini paylastigi, bu nedenle konak/
patojen etkilesiminin karakterizasyonunda VLP’ ler igin faydali bir ikame olabilecegi
kanitlanmistir. VLP’ ler sadece daha karmasik ve zaman alict olan Okaryotik ekspresyon
sistemlerinde {iretilebilirken P partikiillerinin E. coli’ de {iretilmesi daha diisiik maliyetlidir ve
¢ok daha kolaydir (Tan ve Jiang, 2005, Tan vd. 2006, Tan vd. 2008). Bir simiilasyon modelinde,
12 ay boyunca %50 koruyucu etkinlik saglayan bir NoV asisinin 1,0 — 2,2 milyon NoV
gastroenterit vakasini onleyebilecegini ve Amerika Birlesik Devletleri’ ndeki iliskili ekonomik
yiikte 2,1 milyar dolara kadar tasarruf saglayabilecegini ileri siirmistiir (Halowell vd. 2019,
Zhang vd. 2021). Bu calismalarin bulgularina ve ekonomik degerlendirmelere dayanarak,
arastirmacilar giiniimiizde P partikiill asilarmin  daha fazla ¢alisilmas1 gerektigini
belirtmektedirler. Huo vd. (2018) kullandiklar1 soguk sok ekspresyon sisteminin E. coli’ de
NoV VLP’ leri iiretmek ic¢in yeni bir yaklasim oldugunu ve bu sistemin gelecekte diisiik

maliyetli NoV asis1 gelistirmek i¢in glivenli bir ara¢ oldugunu gostermislerdir.

Azim vd. (2019) immiinoinformatik yaklagimlar1 kullanarak insan noroviriisiine karsi
VP1 ve VP2’ nin epitoplarindan olusan bir multi- epitop yapili as1 tasarlamiglardir. Ancak bu
asmin etkinligini deneysel olarak kanitlamamislardir. Bagka bir ¢alismada Ahmad vd. (2020)
biitiin proteomu tarayarak VP1, VP2 ve proteazdan olusturduklart multi- epitop asi adayinin
etkinligini in-silico ortamda test etmislerdir. Bu ¢alismada gelistirilen as1 adayinin, hastaliga
kars1 etkinligini saglamak i¢in deneysel dogrulama sarttir. Bugiine kadar {izerinde az sayida
caligma yapilmis olan p22 proteininin ve VP1, VP2 ve p22’ nin epitoplarindan olusan multi-
epitopun kullanilmasi hazirlanan tezin zgiin yanini olusturmaktadir. Ozellikle multi-epitop as
yaklagiminin laboratuvar ortaminda test edilmesi oldukca onemlidir. Elde edilen veriler
dogrultusunda, rekombinant olarak firetilen as1 adaylarinin etkinliklerinin birbirleriyle

karsilastirilmasit da miimkiin olmustur.

1.1. insan Noroviriislerinin (HuNoV) Simflandirilmasi ve Yapisi

Norovirtisler, yaklasik 7,5 kb uzunlugunda tek sarmalli bir RNA (ssRNA+) genomuna
sahip zarfsiz viriislerdir. RNA genomu 5’- ucunda bir viral proteine (VPg) kovalent olarak
baglanir ve genomun 3'- ucu poliadenile edilir. Cogu noroviriisiin genomu, dordiincii bir ORF

(Open Reading Frame) igeren murin norovirisleri harig, ii¢c ORF halinde diizenlenmistir. ORF1,
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alt1 yapisal olmayan (NS) proteinden olusan 200 kDa molekiiler agirliga sahip bir poliproteini
kodlar. 5" ucundan baslayarak sirasiyla, yapisal olmayan proteinleri; p48, niikleozid trifosfataz
(NTPaz), p22, VPg, proteaz ve RNA bagimli RNA polimerazdir (RdRp). ORF2, kabuk (S) ve
cikintili (P) alanlar1 olan ana yapisal proteini (VP1) kodlar. ORF3, viriis partikiiliiniin i¢inde
yer alan ve virionun konakg1 hiicreye girisinde rol oynadigi one siiriilen kiigiik bir yapisal
proteini (VP2) kodlar (May vd. 2014, Thorne ve Goodfellow, 2014, Conley vd. 2019) HuNoV’
un yapisal ve genomik 6zellikleri Sekil 1.1° de gosterilmistir. Viral proteinlerin adlandirilmasi

ve gorevleri ise Cizelge 1.1’ de yer almaktadir.

VP2

VPg

ssRNA +
— Poly-A Tail

n VP1
pe—
@

p22 w VPg = Protease| o RdRp (A)n

@ EIERITE— -

ORF2 s
ORF3

ORF1

Sekil 1.1 HUNoV molekiiler yapis1 (Campillay-Véliz vd. 2020)

Cizelge 1.1 HuNoV proteinlerininin gorevleri

Proteinler ~ Adlandirma Gorevi Referanslar
NSY2 e p48 o Viral polimerazin  (RdRp) Lateef vd. 2017,
e N-terminal aktivisitesini diizenler, Etteyabi ve Hardly,
o Immiin sistemi uyarir, 2003, Huang vd.

o Hiicresel salgi yollarini taklit 2005

eder,
NS3 e NTPaz o Helikaza benzer aktivite, Pfister ve Wimmer,
o p41 (p40) o Niikleozit trifosfatlarin 2001, Bull vd.
birlesmesi ve hidrolizi, 2005, Thorne ve

o In-vitro RNA setezine yardimci Goodfellow, 2014

olur,



NS4 e D22 (p20) o Graniilli Endoplazmik ~ Bull vd. 2005, Roth

Retikulum’ dan (RER) COPII ve Karst, 2016,
ile kaplanmus vezikiiller i¢in bir Sharp vd. 2010
disa aktarma sinyalini taklit
eder.

o Golgi aygit1 ile vezikiillerin
birlegsmesini engeller,

o Golgi aygitinin  demontajini
saglar,

o Golgi aygitina bagl proteinlerin

salgilanmasinin ~ antagonistik

aktivitesi,
NS5 e VPg o elF3 gibi baslatma faktorleriyle Bull vd. 2005
e Viriis proteini, genoma etkilesim halindedir,
bagli o Viral  proteinlerin  sentezini
yonlendirir,
NS6 e Proteaz o Viral poliproteinin Bull vd. 2005
e Pro islenmesinden sorumludur,
e 3CLpro
o NS6P°
NS7 e Polimeraz o Viral RNA’nin Bull vd. 2005,
e Pol translasyonundan sorumludur, Belliot vd. 2005
e RdRp
e NS7M
VP1 e Viral protein 1 o Yapisal protein, Cortes vd. 2017,
e Viral kapsidin majér o Viriisiin HBGA’ya baglanmasi, Mallory vd. 2019
proteini o Bagisikliktan kagis,
VP2 e Viral protein 2 o Yapisal protein, Vongpunsawad vd.
e Viral kapsidin minor o Viral kapsidin stabilitesi, 2013
proteini

1.2. HuNoV Yapisal Proteinlerinin Fonksiyonlari
1.2.1. VP1

VP1, HuNoV’ lerin major kapsid proteinidir ve 58-60 kDa molekiiler agirliga sahiptir
(Jiang vd. 1992). Major kapsid yaklasik 38-40 nm c¢apinda olup T=3 ikozahedral simetriye
sahiptir ve 180 VP1 proteininden olusur. Kii¢iik bos viryonlarin ¢ap1 ise 23 nm’ dir ve T=1
ikosahedral simetrili 60 VVP1 proteini ihtiva eder (Prasad vd. 1994) (Sekil 1.2).



Capsid VP1

38nm particle T=3 23nm particle T=1

Sekil 1.2 Noroviriis kapsidin ti¢ boyutlu yapis1 (https://viralzone.expasy.org/194)

X- 15101 kristalografisi NoV kapsidin, esnek bir mentese ile baglanan iki farkli alt yapiya,
kabuk (S) ve ¢ikintili (P) alana sahip oldugu gostermistir (Sekil 1.3). NoV VP1” in N- terminal
ucundan 225. aminoasite kadar olan S alany, viriisiin ikozahedral kabugu ile uyumludur ve farkli
HuNoV viriisleri arasinda korunan bir “Pro- Pro- Gly” sekansina sahiptir (Prasad vd. 1999). Bu
alan, diizgiin bir VLP katmaninin gelistirilmesi ile iliskilendirilmistir. P alan1 ekspresyonundan
yoksun NoV VLP’ ler, 30 nm’ den biraz daha kii¢iik bir ¢apa sahiptir; bu da S alaninin HuNoV
kapsid diizenegini baslatmak i¢in gerekli bilesenlere sahip oldugunu gosterir (Bertolotti- Ciarlet
vd. 2002). Ayrica S, ayn1 genogrubun genotipleri arasinda korunan bir alan oldugu igin
noroviriis genogruplarinin tanimlanmasinda kullanilir (Prasad vd. 1999).

mentese (218-225)
A S domain | P domain

|— kabuk(1-2177) ———— cilnti alan(226-530) ——]

mentese (218-225)
B S domain | P domain

|— kabuk(1-217) ——f—— ciluntrh alan(226-530) —

kendiliginden
" birlegmesi \l/

O &

S nanopartikiil P nanopartikiil

Sekil 1.3 VP1 (GI.1)’ in yapisi. (A) Bir dkaryotik ekspresyon sistemi araciligiyla tam uzunlukta

noroviriis VP1” lerin iiretimi, VLP’ ler halinde kendi kendine birlesir. (B) E. coli


https://viralzone.expasy.org/194

ekspresyon sistemi araciligiyla S veya P domainin iiretimi, S veya P nanopartikiiller

halinde kendi kendine birlesir (Tan ve Jiang, 2019).

NoV VP1’ in P alani, kapsidin kabugundan ¢ikint1 yapan alandir. P alani, dimerik VPI
alt birimleri arasinda molekiiller arasi temaslar kurdugu i¢in HuNoV kapsid boyutunun ve
stabilitesinin kontroliine katkida bulunur (Bertolotti- Ciarlet vd. 2002). Ayrica, P alanlarinin
VLP’ ler olusturmadigi da gézlenmistir. P alan1, dogal viral kapsid ile ayn1 modelleri kullanarak
doku-kan grubu antijenlerine (HBGA) baglanabilir (Tan vd. 2004). Bu alan ayrica P1 ve P2

olmak tizere iki alt alana boliinmiistiir (Prasad vd. 1999).

P1 alt alani, P alaninin 226- 278 ve 406- 520 residiilerinden olusur. P2 alt alan1, P1 alanina
eklenen 127 aminoasit uzunlugundaki (278- 406) residiilerden olusur (Prasad vd. 1999). P
alaninin en degisken bolgesi, S alanindan kapsidin disina uzanan ve VP1’ in orta kisminda yer
alan P2 alt alanidir (Allen vd. 2008, Vongpunsawad vd. 2013). HuNoV VP1 ile ilgili bir
caligmanin sonuglari, P2 bolgesinde yer alan iki bolgedeki aminoasit degisikliginin salginlarla
iligkili varyantlarin olusumunda rol oynadigini gostermistir. VP1, S ve P alanlaria yonelik
antikorlar i¢in hedef proteindir. P2 alt alan1 oldukc¢a degiskendir, major ndtralizasyon
epitoplarini barindirir (Sekil 1.4) ve HBGA’ lar ile etkilesime girer (Lindesmith vd. 2008,
Lindesmith vd. 2012).

Genomik RNA
VPg poliadenillenmis
ORF1 ORF2 ORF3
H 48 NtPase | p22 [wg | po | Pol 7=
5 3
poliadenillenmis
p VPg
Alt-genomik RNA = [_ve2 |
_____________ Blockade Epitope ) Ny
_ _ il * Yok Yk
Major Kapsid protein [WI——s—TJom] 7 [
Kabuk Mentese Cikintil alan

Sekil 1.4 Noroviriisiin immun elektron mikroskop goriintiisii, epitop bolgeleri ve genomik

RNA’nin diizenlenisi (Glass vd. 2009). (Doku-kan grubu antijenlerinin



karbonhidratlari ile etkilesime giren VP1’ in epitop bdlgesi, noktali kareler olarak
gosterilmistir; Noroviriis Sydney susu ve epitop bolgelerinin li¢ boyutlu yapisi

yildizlar ile g6sterilmistir).

NoV VP1, bakuloviriis sistemi kullanilarak bocek hiicrelerinde eksprese edildiginde viriis
kapsidinin dogal yapisi ile benzer boyut ve goriiniimde VLP’ ler olusturarak kendi kendine
birlesebilir (Jiang vd. 1992). Ayrica, insan ve hayvan hiicre hatlarinda VLP baglanma
deneylerinde, NoV VLP’ lerin hiicre membranlarina baglandigi gozlenmistir. Bunun yani sira,
bir monoklonal antikor olan NV8812’ nin, NoV VLP’ lerin bu hiicrelere baglanmasini bloke
ettigi gbzlenmistir. Ayn1 antikor, NoV VP1’ in 300- 384. aminoasitleri arasindaki C- terminal
bolgesine spesifik olarak baglanmig ve bu bolgenin VLP-hiicre baglanmasinda rol

oynayabilecegini diisiindiirmiistiir (White vd. 1996).

VP1 proteininin aminoasit dizisi, HuNoV” leri genetik olarak su sekilde gruplamak i¢in

kullanilir:

o < %l14.3 farklilik var ise suslar aynidir,

e  9%14,3- %43,8 arasinda farklilik var ise suslar ayn1 genotipte,

o  9%45-%61,4 arasindaki farklilik var ise suslar ayni genogrupta siniflandirilir (Zheng vd.
2006).

GIL.4 genotipi, antijenisitesindeki ve ligand baglanma modellerindeki degisiklikler
nedeniyle her 2- 5 yilda bir ortaya ¢ikan yeni varyantlariyla hem diinyadaki en yaygin hem de
en biiylik degiskenlige sahip olan HuNoV’ dur (Shanker vd. 2011). Gergekte, viral
antijenisitedeki bu degisiklikler olustugunda siirii bagisikligindan kacis tesvik edilir ve bu da
popiilasyonda yeni HuNoV salginlarina neden olur (Donaldson vd. 2010).

VP1, HuNoV’ lerin konak ile hiicre arasindaki etkilesimindede temel bir rol oynadigi ve

bu viriislerin siniflandirilmasi igin gerekli olan, kapsidin yapisal bir proteinidir.



1.2.2. VP2

Viral protein 2 (VP2), viral kapsidin i¢inde yer alir ve 29 kDa molekiiler agirhigina
sahiptir. VP2, VP1’e gore daha az ¢alisilmis HuNoV proteinlerinden biridir. VP2’ nin 6zellikle
VP1’ in kabuk (S) alani ile iliskili oldugu bulunmustur. Bazi ¢alismalar, VP2’ nin VLP’ lerin
olusumu i¢in gerekli olmadigini bildirmistir (Bertolotti- Ciarlet vd. 2002). Diger ¢aligmalar ise
bu proteinin VLP’ lerin olusumunu stabilize ettigini ve koordine ettigini ileri siirmiistiir
(Vongpunsawad vd. 2013, Lin vd. 2014). [n-vitro ¢alismalar, memeli hiicrelerinde NoV VP1
ekspresyonunun VP2 varliginda arttigin1 gostermistir. Ayrica birlikte eksprese olmalart NoV
VPI’ in yar1 Omriinii iki kat arttirmistir. Bu etki, yapisal olmayan proteinlerinin varligindan
bagimsiz olarak gergeklesir (Fernandez-Vega vd. 2004). HuNoV ORF3’ te tahmin edilen bir
spesifik niikleer lokalizasyon sinyali rapor edilmistir, bu da VP2’ nin bu protein kompleksini
¢ekirdege yonlendiren bir VP1 yardimci proteini olarak da hizmet edebilecegini
diistindiirmiistiir. Bagka bir in-vitro ¢alisma, VP2’ nin HuNoV RdRp’ nin aktivitesini negatif
olarak diizenledigini géstermis ve bu yapisal proteinin HUNOV replikasyonunda bir roli
oldugunu ortaya koymustur. RdRp diizenleme aktivitesi VP1, p48 ve VP2 proteinleri tarafindan
paylasilan bir 6zelliktir (Subba-Reddy vd. 2011). HuNoV VP2 ve Murin Noroviriis (MNV)
VP2 proteini ile yapilan ¢aligsmalara dayali olarak VP2’ nin konagin bagisiklik tepkisini modiile
etmek gibi bir role sahip olabilecegi sdylenebilir. Ancak bu olasilik HuNoV i¢in heniiz
kanitlanmamistir (Roth ve Karst, 2016). Bu nedenle, VP2, HuNoV’ un replikasyon dongiisiinde
ve patogenezinde bir¢ok farkli fonksiyona sahip olabilen ¢ok yonlii bir yapisal protein gibi

goriinmektedir.

1.3. HuNoV’ un Yapisal Olmayan Proteinlerinin islevleri

1.3.1. P48 ya da N-terminal Proteini

N- terminal olarak da bilinen p48 proteini, poliproteinin N- terminal ucunda bulunan
Norovirus cinsinin karakteristik bir proteinidir. Viral proteaz tarafindan islendiginde,
olgunlagsmamis NS1- 2 proteini olusur. GI.1° de bu protein 398 aminoasitten olusur (Fernandez-
Vega vd. 2004, Hardly vd. 2002) ve 37 kDa molekiiler agirliga sahiptir (Liu vd. 1996). GII p48’
in uzunlugu GI.1° inkiyle aynidir ancak agirlig1 45- 48 kDa arasinda degisir (Belliot vd. 2003).
NoV p48 proteinini tasiyan plazmid ile transfekte edilmis HeLa hiicre hattinin konfokal



mikroskop analizi, bu proteinin trans-Golgi ag protein markoérleri ile birlikte lokalize
olabildigini ve bu hiicresel organelin ayri agregatlar i¢inde ayrilmasini indiikledigini ortaya
koymustur (Fernandez- Vega vd. 2004). Bunun yani sira, p48’ in maymun bobrek (COS-7)
hiicre hattinda bir flizyon proteini olarak ekspresyonu, bu proteinin, trans-Golgi aginda ve
endoplazmik retikulum (ER) zarlarinda bulunan vezikiille iliskili zar proteinleri (VAP-A) ile
baglantili protein A’ ya baglandigin1 ortaya c¢ikarmistir. p48 proteini, ER’ nin vezikiil
membranlarinda, trans-Golgi ag1 ve endozomlarda lokalizedir. p48’ in VAP-A ile etkilesiminin,
replikasyon komplekslerinin montaj1 i¢in bir iskele gorevi gorebilecegini diisiindiirmektedir
(Ettayebi ve Hardly, 2003, Fernandez-Vega vd. 2004). Murin monositlerinde eksprese edilen
HuNoV p48 proteininin transkriptomik analizi, bunun birgok hiicre i¢i yola miidahale
edebilecegini ortaya ¢ikarmistir. Ayrica, HuNoV p48’ in apoptoza, Toll benzeri reseptorler
(TLR) gibi sinyal yollarina, kemokin ve sitokin iiretimine miidahale ettigi gosterilmistir (Lateef
vd. 2017). p48 proteini, hiicresel sinyal yollarinin normal fonksiyonunun yani sira viral
enfeksiyon tarafindan indiiklenen bagisiklik tepkisinin aktivasyonunu engelleyerek HuNoV

replikasyon dongiisiinde 6nemli bir rol oynayabilir.

1.3.2. NTPaz

NS3 olarak da adlandirilan NTPaz proteini, poliproteinin 331-696 aminoasitleri (aa)
arasindadir. Viral proteaz tarafindan islenir ve olgun hali 366 aa uzunluga ve 40 kDa molekiiler
agirliga sahiptir (Belliot vd. 2003). NoV NTPaz, viral replikasyonda énemli bir rol oynayan
temel enzimatik aktivitelere sahiptir. Bunlar; (a) RNA sarmallarinin agilmasi igin NTP” ye bagli
helikaz aktivitesi, (b) RNA yapisinin yeniden sekillenmesi ve RNA zincirlerinin baglanmasini
kolaylastirmak i¢in NTP’ den bagimsiz saperon aktivitesi, (c) NS7 tarafindan gergeklestirilen
RNA sentezine yardimci olmaktir (Li vd. 2018). Yen vd. (2018) tarafindan Gll.4 NTPaz
proteininin hiicre sitoplazmasinda vezikiiler ve vezikiiler olmayan yapilar olusturabilecegi
belirlenmistir. Vezikiiler olmayan NTPaz formu, ER’ de veya mitokondrinin zarinda
bulunabilir. Ote yandan, mitokondriyal lokalizasyon igin, (N-terminal NTPaz bdlgesi tamamen
cikarildiginda bile) GII’ nin NTPaz C- terminal bolgesi 6nemli bir rol oynar. Ancak bu aktivite
GI virtislerinde (NoV) gozlenmez; bu nedenle, NTPaz mitokondriyal konumu HuNoV
genogruplar1 arasinda farklilik gosterir (Yen vd. 2018). Ayrica HuNoV GII.4 NTPaz’ n
hiicresel salgi yolunda farkli hiicre zar1 kompartimanlarinda yer aldig1 ve hiicre ig¢i lipidlerin

depolanmasi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Doerflinger vd. 2017). p48 ve p22 proteinlerin
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NTPaz ile birlikte ekspresyonu, HuNoV NTPaz (Yen vd. 2018) tarafindan indiiklenen apoptotik
aktiviteyi arttirir. Boylece, HuNoV NTPaz proteini, viriisiin replikasyonu ve patogenezinde

onemli bir rol oynayabilir.

133 P22

p20 (NS4) olarak da adlandirilan p22, viral proteaz tarafindan poliproteinden
kesildiginde, genogruba bagli olarak 20- 22 kDa’ lik olgun protein ile sonuglanir (Belliot vd.
2003, Sharp vd. 2010). NoV p22, ER’ den go¢ eden COPII (Coat Protein Complex I1) ile
kaplanmis vezikiiller i¢in bir disa aktarma sinyalini taklit eder. Bu kaplanmis vezikiillerin trans-
Golgi agt ile birlesmesini 6nleyen bir YX®ESDG motifi tagidigi bulunmustur. Boylece p22,
protein salgilanmasina ve translasyon sonras1 modifikasyon yollarina miidahale eder. Ayrica bu
motif GI ve GII genogruplarinin farkli genotipleri arasinda yiiksek oranda korunmaktadir
(Sharp vd. 2010). Vezikiiler ve tiibliler membranlarin farkli bir sekilde yeniden diizenlenmeleri,
RNA(+) viriislerinde viral replikatif komplekslerin gelisiminde kritik bir rol oynar. Insan
karaciger (Huh7) hiicre hattinin kullanildigi in-vitro bir ¢alismada, bireysel olarak ifade
edildiginde GII p22’ nin, p48 ve NTPaz ile birlikte hiicre iginde membran degisikliklerine
katkida bulunarak tek membranli ve ¢ift membranli vezikiiller olusturabilecegi gosterilmistir

(Doerflinger vd. 2017).

HUNoV p22’ nin, trans-Golgi aginin ayrilmasini indiikledigi bilinmekle birlikte tam etki
mekanizmasi agikliga kavusturulmamistir (Sharp vd. 2010). Ayrica, p22° nin golgiye bagh
protein salgilanmasinda antagonist olarak ¢alistigi, viral enfeksiyondan sonra interferon ve
diger sitokin sinyal yollarin1 degistirerek bagisiklik tepkisinin bir antagonisti olarak gorev
yaptigi da bilinmektedir (Sharp vd. 2010, Roth ve Karst, 2016). Boylece, HuNoV p22 proteini,
konakg1 hiicrenin normal fonksiyonlarim1 ve bagisiklik tepkisinin aktivasyonunu bozarak bu

virilislerin patogenezinde ve replikasyonunda ¢cok 6nemli bir rol oynayabilir.

1.3.4. VPg

HuNoV VPg (NSS5), viral RNA genomunun 5’ ucuna kovalent olarak baglanan yapisal

olmayan proteinidir. HuNoV proteaz tarafindan boliinen olgun VPg proteini, 132 aminoasitten
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olusur ve 15.8 kDa’ lik bir molekiiler agirliga sahiptir (Belliot vd. 2003). NV VPg ile “¢ekirdek
stres graniil bileseni” (G3BP1) arasindaki etkilesimin viral protein sentezi ve replikasyonu i¢in
onemli oldugu, ¢iinkii bu kompleksin ribozom alt birimi olan 40S’ ye baglandigi ve konak hiicre
RNA’ larina gore rekabetgi bir avantaj sagladigi a¢iklanmistir (Hosmillo vd. 2019). Yapilan
calismalardan elde edilen bulgulara gore; VPg’ nin N-terminal ucunun, G1/G0’ daki hiicre
dongiisiinii  durdurmak igin gerekli oldugu ve HuNoV replikasyonunu destekledigini
gostermektedir (McSweeney vd. 2019). Bu nedenle, VPg’ nin RdRp ve konagin hiicresel
bilesenleri ile etkilesimleri, viral replikatif dongiide ve HuNoV’ nin patogenezinde énemli bir

rol oynar.

1.3.5. Proteaz

Proteaz, genomun replikasyonunda, virlisiin patogenezinde ve konagin hiicresel
faktorleriyle etkilesimde yer alan proteinleri pargalayarak viral aktivitelerde temel bir rol oynar.
3CL Pro (NS6) olarak da adlandirilan HuNoV proteazi, yapisal olmayan proteinleri viral
poliproteinden ayrimakla gorevlidir (Belliot vd. 2003). Yaklasik 19,4 kDa molekiiler agirliga
sahiptir (Nakamura vd. 2005). Ayrica, HuNoV proteazi, kimotripsin benzeri bir enzim olarak
karakterize edilmistir (Belliot vd. 2003). Proteolitik aktivitesi igin optimum pH ve sicaklik
sirastyla 8.6 ve 37°C civarindadir (Someya vd. 2005).

HuNoV proteaz, ORF1 tarafindan kodlanan poliproteini kismen isleyen, proteaz ve
polimeraz aktivitelerine sahip oldugu bilinen ProPol adi verilen hiicre i¢i bir 6ncii formuna
sahiptir (Belliot vd. 2005, Scheffler vd. 2007). ProPol, viral proteazdan daha yiiksek pH
araliginda (8,6- 9,0) optimum aktivite gosterir. Ayrica, pH 6,8 civarina diistiigiinde ProPol
olgun proteazdan (%34) daha yiiksek aktiviteye (% 64) sahiptir. Ayrica, her iki enzim de NaCl,
KCI, MgCl ve MnCl>’ ye maruz kaldiginda inhibe edilir (May vd. 2013).

1.3.6. Polimeraz
Pol (NS7) olarak da adlandirilan HuNoV polimeraz proteinin (RdRp) temel islevi viral
genomun replikasyonudur. HUNoV proteaz tarafindan boliinen RdRp, 509 aminoasitten olusur

ve 56,8 kDa molekiiler agirliga sahiptir (Belliot vd. 2003). Yapilan ¢alismalardan elde edilen
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sonuglara gére, HuNoV GII” nin Pol bolgesinin birka¢ aminoasit degisikligi ile hizli bir evrime
sahip oldugunu ve evrim mekanizmasinin her genotip i¢in farkli olabilecegini
diistindiirmektedir (Ozaki vd. 2018). Bu nedenle, HuNoV polimeraz sadece viriis replikasyonu
ve transkripsiyon prosesleri i¢in énemli bir protein degil, ayn1 zamanda Norovirus cinsinin

smiflandirilmasi i¢in faydali bir yapisal olmayan proteinidir.

1.4, HuNoV’a Konagin Duyarhhgi

Hiicreye girmeden once HuNoV’ lerin HBGA tarafindan taninmasi ve HBGA’ lara
baglanmasi gerekir (Mallagary vd. 2019). HBGA’ lar, eritrositlerin yiizeyinde veya bazi
dokularin epitel hiicrelerinde bulunan polimorfik glukanlardir (de Graafvd. 2016). HuNoV’ da,
HBGA baglanma bolgeleri, VP1” in P bdlgesinin P2 alt iinitesinde bulunmaktadir (Tan vd.
2004, Liu vd. 2019). Bu baglanma bdlgesi, farkli noroviriis genogruplarinda degismektedir.
Bunun nedeni, her HuNoV genogrup/genotipinin farklit HBGA’ lara baglanmasidir (Huang vd.
2005, Cao vd. 2007, Cannon vd. 2009). In-vitro bir ¢alisma, HuNoV’ un HBGA ile
etkilesiminin diisiik afiniteye sahip oldugunu ve VP1’ de Onemli bir yapisal yeniden

diizenlemeye neden olmadigini gostermistir (Hansman vd. 2012).

Bazi insanlarin HuNoV enfeksiyonuna kars1 direngli oldugunu gosteren duyarlilik
caligmalar1 yapilmistir (Lindesmith vd. 2003). HBGA olusumuna, fut2 geni tarafindan kodlanan
fukosiltransferaz 2 (FUT2) enzimi aracilik eder. Bu fonksiyonel geni sunan kisilere “sekretuar”
denir ve HuNoV enfeksiyonuna karsi hassastir. Buna karsilik, bu fonksiyonel gene sahip
olmayanlara “nonsekretuar” denir ve HuNoV enfeksiyonuna direnglidirler (de Graaf vd. 2016).
HBGA, bireylerin virlis enfeksiyonuna duyarliliginda 6nemli bir faktor olarak, rotaviriis gibi
diger enterik viriislerde de bildirilmistir. Sekretuar (FUT2+) bireylerin, nonsekretuar bireylere
gore rotaviriis tarafindan enfekte olma olasiliginin 26,6 kat daha fazla oldugu bulunmustur (Bull

vd. 2007, Hemming vd. 2013, Ramani ve Giri, 2019).

HBGA degiskenligi ve HuNoV enfeksiyonu arasindaki ilk baglanti, viriisiin belirli bir
HBGA grubunu tamidiginin gosterildigi, NoV ile enfekte goniilliilerin klinik ¢alismalarindan
elde edilmistir (Marionneau vd. 2002). Tiikiirik donérlerinin ABO, sekretuar ve Lewis kan
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tiplerine dayali olarak HuNoV suslarinin en az dort spesifik baglanma modeli vardir (Huang
vd. 2003).

1.5. HuNoV Replikasyonu

Replikasyon dongiisii, spesifik reseptorlerin ve bazi durumlarda diger hiicresel
bilesenlerin taninmasi yoluyla viriisiin hedef hiicre ile etkilesimiyle baglar. HuNoV s6z konusu
oldugunda, ana reseptor hala bilinmemektedir. HBGA ve safra asitleri dahil olmak iizere bazi

ko-reseptorler ve hiicre baglama faktorleri bildirilmistir (Marionneau vd. 2002).

VP1’ in hiicre reseptorleri ile etkilesiminden sonra, viriisiin hiicre igine girer ve ardindan
viral kapsid ayrilir, RNA hiicre sitoplazmasina birakilir. Bu iki islemin kesin mekanizma heniiz
aciklanmamistir (Campillay-Véliz vd. 2020). Viral genom serbest birakildiginda, viral
genomun 5’ ucunda kovalent olarak baglanan VPg proteini, elF3 gibi hiicresel translasyon
baglatma faktorleri ile etkilesime girerek bir translasyon kompleksi olusturur (Daughenbaugh
vd. 2003). Bu aktivitenin birka¢ Caliciviriiste daha tanimlanmasi fonksiyonun yiiksek oranda
korundugunu gostermistir (Daughenbaugh vd. 2003, Shirato vd. 2008). Takiben, biiyiik ve
kiiciik ribozomal alt birimler bir araya gelir, bu da viriisiin yapisal olmayan poliproteinin
translasyonu ile sonuglanir (Daughenbaugh vd. 2003, Hosmillo vd. 2019). HuNoV’ un yapisal
olmayan poliproteini olusturulduktan sonra, proteaz otomatik olarak boliintir. Daha sonra,
proteaz translasyon sonrasi poliproteinin geri kalanini bolerek ii¢ protein dnciisii olusturur:
p48/NTPaz, p22/VVPg ve Pro/Pol (Belliot vd. 2003-2005, Huang vd. 2005). ProPol 6nciisiiniin
proteaz ve polimeraz aktiviteleri olmak tizere iki islevi vardir. ProPol kompleksinin her iki
proteinin ayr1 ayr1 aktivitesine kiyasla daha yiiksek bir enzimatik aktivesi s6z konudur (May
vd. 2013, Medvedev vd. 2017, Viskovska vd. 2019). ProPol kompleksinin etkisiyle bu {i¢ 6ncii

ayrilir ve kendi kendine boliiniir. Sonug olarak alt1 ayr1 yapisal olmayan proteini iiretir.

Replikasyon islemi Pol, VPg ve NTPaz proteinlerinin etkisiyle gerceklestirilir. NTPaz’
mn l¢ aktivitesi vardir: helikaz, NTP hidrolaz ve saperon (Pfister ve Wimmer, 2001, Li vd.
2018). Daha sonra, p48 proteini, Pol aktivitesini artiracak olan bu siirece dahil edilir (Subba-
Reddy vd. 2011). Viral genomun ve alt genomlarin, 5’ uglarina kovalent olarak bagli VPg

proteini ile sentezi gerceklesir. Boylece tim genom, NTPaz proteininin saperon aktivitesi ile
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mobilize edilir (Shirato vd. 2008, Li vd. 2018). Viral genomun translasyonundan bir viral
poliprotein ve alt genomlardan VP1 ve VP2 proteinleri iretilir (Cao vd. 2007, Thorne ve
Goodfellow, 2014).

Bu siire¢ gerceklesirken, p48 proteini endoplazmik retikuluma ve trans-Golgi agina go¢
eder ve konagin bagisiklik tepkisi icin 6nemli olan NFkB, MAPK ve PI3K-Akt sinyal yollarina
miidahele eder (Ettayebi ve Hardy, 2003, Lateef vd. 2017). p48, SNARE-aracili vezikiiler
tasinmaya katilan ve hiicre protein tasinmasinda bir tikanmaya neden olan VAP-A ile iliskili
protein A’ ya baglanir (Ettayebi ve Hardy, 2003, Roth ve Karst, 2016). p48’ in neden oldugu
etkiye (trans-Golgi aginin ¢oziilmesine) p22’ nin hareketi de katkida bulunur. P22, ayrica ER’
den gelen bir disa aktarma sinyaline benzer motife sahip oldugu i¢in COPII kaplh vezikiillerin
trafigini de bloke eder (Sharp vd. 2010). p22 ve NTPaz, hiicrenin proapoptotik aktivitesini
destekler ve HuNoV viryonlarinin konakg1 hiicreden salinmasini kolaylastirir (Hutson vd. 2002,
Cao vd. 2007, Thorne ve Goodfellow, 2014). Insan enterositlerinde HuNoV replikasyon

dongiisliniin bir modeli Sekil 1.5 te sematize edilmistir.
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1.6. HuNoV’ a Karsi immiin Cevap

HuNoV’ a kars1 kisa siireli bagisiklik kanitlanmistir. Yapilan calismalar sonucunda dogal
bagisiklik ve edinilmis bagisiklik ile ilgili ¢esitli yanitlar elde edilmistir. Fakat bu yanitlarin

arkasindaki kesin molekiiler mekanizma agikliga kavusturulmamistir.

Dogustan gelen bagisiklik sisteminin iki ana hiicre yolu vardir. Viral replikasyonu kontrol
eden tip | ve Il interferon (IFN) sistemleri HUNoV gibi RNA viriisleriyle karsilastiginda
bagisiklik sitemi tarafindan yiikseltilir (Jensen ve Thomsen, 2012, Lee ve Baldrigde, 2017).
Ozellikle, RNA viriisleri Toll-benzeri reseptor (TLR) ve patern tanima reseptorleri (PRR’ ler)
tarafindan tespit edilir. TLR3; hem makrofajlarda, B lenfositlerinde, dendiritik hiicrelerin (DCs)
icinde hem de dogal katil (NK) hiicrelerin, epitel hiicrelerin ve fibroblastlarin ylizeylerinde
bulunur. Ayrica RNA viriislerinin temel sensorlerinden biri olarak karakterize edilmistir. RLR
(retinoik asit ile indiiklenebilen reseptorler) ailesine ait olan RIG-I1 ve melanom farklilagsmasi
ile iligkili antijen 5 (MDAJS) de ayni sekilde hiicre igi RNA viriislerini tespit eden sitoplazmik
sensorlerdir. Mevcut anlayis, TLR3’ iin endozom boliimlerindeki herhangi bir ¢ift zincirli RNA
(dsRNA)’ y1 tanidigini, MDAS’ in ise uzun dsRNA”’ y1 tanidigin1 ve RIG-I" nin sitoplazmada
dsRNA igeren trifosfati algiladigini gostermektedir (Jensen ve Thomsen, 2012).

IFN-a’ nin Huh-7 hiicrelerinde ve hamster bobrek (BHK21) hiicrelerinde HuNoV
replikasyonunun kontrol edilmesinde spesifik olarak, rol oynadigi rapor edilmistir. Bu da IFN
tiretiminin HuNoV enfeksiyonunu kontrol etmede konakg¢i antiviral mekanizmalardan biri
olabilecegini diisiindiirmektedir (Chang vd. 2006). Ayrica, bazi, tip | ve Il IFN sistemlerinin
HuNoV enfeksiyonlarinin kontroliinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gdstermektedir; bir
GI1.4 susu ile asilanmis domuzlarin bagirsak iceriklerinde ve serumunda yiiksek IFN-a sitokin
tiretimi tespit edilmistir (Souza vd. 2007); Murin Noroviriis-1 (MNV-1)’ in replikasyonunun,
hem in-vivo hem de in-vitro tip I ve 1l IFN sistemlerine duyarli oldugu bulunmustur. (Karst
vd. 2003, Wobus vd. 2004).

Dang vd. (2018) bir HuNoV replikon sistemi kullanarak, farkli IFN tiirlerinin antiviral
aktivitelerini degerlendirmislerdir. Bu ¢alisma HuNoV replikasyonunun ii¢ tip IFN” ye duyarl
oldugunu gostermistir: tip I IFN (IFNa), tip IT IFN (IFNy) ve tip III IFN (IFNA1 ve 3). Ek
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olarak, RIG-I ve MDA-5 ile transkripsiyon faktorii IRF-1" in, tip I ve III IFN” ler ile tedavi
edilen HuNoV replikon (HG23) hiicrelerinde indiiklendigi bulunmustur. ilging bir sekilde, bu
arastirmacilar, farkli IFN sistemlerinin sinerjik bir etkisinin oldugunu goéstermistir. Bu
interferon ile uyarilan genlerin, HuNoV replikasyonunu etkin bir sekilde kontrol etmede ti¢ IFN
sistemi tarafindan koordineli olarak indiiklendigi gozlemlenmistir. NOV’ nin bu farkli IFN
tipleri tarafindan indiiklenen antiviral yanit1 engellemedigi de bulunmustur (Dang vd. 2018).
Bu, HuNoV replikasyonunu inhibe etmek i¢in {i¢ IFN sisteminde yer alan anahtar molekiilleri

gosteren ilk rapordur.

HuNoV’ a kars1 adaptif bagisiklik tepkisi tam olarak anlagilamamistir. Fakat yapilan bazi
calismalar, insanlarda bu viriislere kars1 hiimoral ve hiicresel bagisiklik tepkilerinin nasil ortaya
ciktigina dair bilgiler saglamistir. GI1.4 HuNoV gibi hizla gelisen RNA viriisleri, 6nceki
maruziyetle iligkili karmasik hiimoral tepkiler ortaya ¢ikarmaktadir. Literatiirdeki pek cok
calisma, yetiskinlerde NoV’ ye kars1 yliksek serum antikor diizeylerinin, bu viriisiin (GI.1)
gelecekteki enfeksiyonlara karst koruma ile iliskili oldugunu gostermektedir (Johnson vd.
1990, Okhuysen vd. 1995). Yetiskin goniilliilerde yiiriitiilen bir ¢alismaya gore, enfeksiyondan
once NOV igin spesifik antikorlarin yiiksek serum veya fekal titrelerinin varliginin, 6nceden
mevcut antikorlarin diisiik titrelerine sahip goniilliilere kiyasla bu viriis tarafindan enfekte olma
olasiligini azalttigini ortaya koymustur (Baron vd. 1984, Johnson vd. 1990, Gray vd. 1994).
Ayrica, cocuklarda yiliksek serum antikor seviyeleri, kisa siireli bagisiklik ve bu viriislere yakin
zamanda maruz kalma nedeniyle koruma ile iliskili goriinmektedir (Lew vd. 1994, Chacku vd.
2008). Yapilan c¢aligmalar, HuNoV’ a sik maruz kalmanin HuNoV’ un neden oldugu
hastaliklara kars1 direnci uyarabilecegini gostermektedir (Johnson vd. 1990, Okhuysen vd.
1995). Bu gozlemlerin arkasindaki olasi mekanizmalardan biri, HuNoV’ a bir defadan fazla
maruz kalmanin, viriislere kars1 kisa siireli bagisiklik korumasinda rol oynadig: bilinen IgA
antikor {retimini de indiikleyebilmesidir (Wyatt vd. 1974). Agus vd. (1973) bu goriisii
desteklemek i¢in, NOV ile enfekte goniilliilerin ince bagirsak dokularinda mukozal IgA’ nin
tiretildigini gostermislerdir. HuNoV” a kars1 kisa siireli bagisikligin arkasindaki mekanizmay1

tam olarak aydinlatmak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Bu virlisler i¢in uzun siireli koruyucu bagisiklik kanitlanmamistir. Bir NoV

enfeksiyonundan sonra hastalanan bazi goniilliller, 6-14 hafta sonra yeniden maruziyet
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durumunda hastaliga karst kismi bagisiklik gostermislerdir. Ancak bu kismi bagisiklik
korumast 2- 3 yil sonra tamamen kaybolmustur (Parrino vd. 1977). Uzun vadeli koruyucu
bagisiklik tepkisi, diinyanin farkli bolgelerinden gelen ve yeni GII.4 suslarimin ortaya
¢ikmasiyla iligkili olan “yiiksek noroviriis aktivitesi” donemlerini gosteren ¢ok sayida
epidemiyolojik rapordan kanitlanabilir (Adamson vd. 2007, Okada vd. 2007, Johansen vd.
2008, Reuter vd. 2008, Tu vd. 2008). Popiilasyonda GII.4 HuNoV enfeksiyonlarina karsi
koruma saglayan bir siirii bagisikligini diisiindiiren, azaltilmis sayida HuNoV salginlarinin
oldugu bir déonem takip eder. (Siebenga vd. 2007, Lindesmith vd. 2008). Fakat, GI1.4’ iin yeni
bir susu ortaya c¢ikarsa, bireylerin hastalia yeniden duyarli hale gelebilecegini goz ardi

etmemek gerekir.

Notralize edici antikor titreleriyle gelecekteki enfeksiyonlara karsi koruma arasindaki
iliski belirsizdir. Goniillillerdeki serum antikorlariin, NoV VLP’ lerin HBGA’ lara
baglanmasini bloke edebildigi gosterilmistir. Anti-NoV antikorlarina sahip kisilerin sadece
%20- 30’ unun 6nceden mevcut bloke edici antikor titrelerine sahip oldugu goézlemlenmistir.
Ayrica, bu goniilliilerin % 90- 100° iiniin NoV ile miicadeleden sonra bloke edici antikor
titreleri tirettigi bulunmustur (Reeck vd. 2010, Lindesmith vd. 2010). Yapilan ¢alismalarin
hi¢birinde, bloke edici antikor titreleri ile klinik sonuglar arasinda bir korelasyon test
edilmemistir. Baska bir ¢alismada, su kaynakli bir akut gastroenterit salgini sirasinda enfekte
olmamis ¢ocuklarin serumunda GII.4 VLP’ lerin HBGA H tip 3’ e baglanmasini bloke etmede

yiiksek bir aktivite gosterdigi bulunmultur. Bu da giiclii bloke etme aktivitesinin HuNoV’ a
kars1 koruma ile iligkili oldugunu diisiindiirmiistiir (Rockx vd. 2005, Nurminen vd. 2011).

HuNoV’ a kars1 ortaya ¢ikan bagisiklik tepkisini anlamaya yonelik yapilan ¢aligmalarin
¢ogu, antikor aracili tepkiye odaklanmistir (Lindesmith vd. 2003, Hutson vd. 2005). HuNoV’ a
kars1 adaptif bagisikligr incelemek igin uygun kiigiik bir hayvan modeli yoktur. Bu nedenle, bu
viriislere kars1 hiicresel bagisiklik tepkisi ile ilgili sinirli bilgi mevcuttur. Fakat HuNoV” a kars1
0zel bir hiicresel bagisiklik tepkisinin arttigina dair kanitlar vardir. G1.1 ile enfekte olmus
saglikli goniilliilerin serum Orneklerinde, hiicresel bagisiklik tepkisi sirasinda tiretilen diger
sitokinler arasinda interlokin (IL)-10 ve IL-12p70° in yani sira artan IFN-y seviyeleri

bulunmustur (Newman vd. 2015).
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Hizla gelisen RNA viriislerinden biri olan HuNoV’ larin neden oldugu bagisiklik
tepkisinin elde edilmesi zordur. HuNoV’ a kars1 hiimoral ve hiicresel bagisiklik tepkilerinin tam
olarak anlasilmasi hala aydinlatilmay1 beklemektedir. Ote yandan HuNoV enfeksiyonlarimi

Onlemeye yonelik as1 adaylarinin gelistirilmesi ile ilgili calismalar devam etmektedir.

Bu ¢alismada as1 adayi olabilecek Noroviriis antijenik proteinleri E. coli’ de rekombinant
olarak ftretilmis ve elde edilen proteinler saflastirilarak indirekt ELISA yontemiyle bunlarin
immiinojeniteleri arastirllmistir. Tez kapsaminda izlenen yol haritasi ve literatiire iliskin bilgiler

asagida kisaca agiklanmustir.

1.7. Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi farkli disiplinlerin kullanimina girmis olup giderek
yayginlagan bir teknoloji alanidir. Yabanci DNA pargasinin bir DNA igine yerlestirilmesi, ilk
kez 1972 yilinda Paul Berg tarafindan basarilmistir. Berg SV40 viriisiinii restriksiyon enzimiyle
keserek icerisine bakteriyofaj genlerini eklemistir. Bu basarist 1980 yilinda Nobel 6diilii ile
onurlandirilmistir. Boyer ve Cohen ise plazmid igerisine DNA fragmani ekleyip bakterilere
aktararak aktarilan genin kodladigi proteinin sentezinin miimkiin oldugunu 1973’ te
gostermislerdir. Boyer genetik teknoloji alaninda Genentech adiyla ilk sirketi kurmus ve
Rekombinant DNA teknolojisinin ticari anlamda kullanimi1 1978 yilinda bu sirketin Humalin

ad1 altinda insiilini E. coli’ de sentezlemeleri ve pazarlamalariyla baglamistir (Russo, 2003).

Rekombinant DNA teknolojisi, rekombinant DNA molekiilii olusturabilmek igin
kullanilan yontemler serisi olup; bir gen pargasinin klonlanmasi ve klonlanan genden protein
ekspresyonu islemidir. Gen klonlama sistemi DNA’y1 tasiyan ve kendini esleyip,
cogalabilmesini saglayan bir ekspresyon vektorii ve vektoriin kendini esleyip, ¢ogalabildigi
ekspresyon siteminden (konakgi hiicreden) olusmaktadir. Bakterilerin rekombinant protein
sentezi i¢in kullanimlar1 oldukca yaygindir. Genetik degisiklik olusturularak bakterilerin
biyofabrika islevi gormeleri saglanabilmistir. Rekombinant teknolojinin kullanildig1 alanlar
arasinda; molekiiler tani, ikame tedavisi, tedavi, ticari triinler, as1, biyoremediasyon,

biyodegradasyon, alkol ve enerji iiretimi yer almaktadir.
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1.8. Rekombinant Proteinlerin Saflastirilmasi

Rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilen proteinler de diger (rekombinant olmayan)
proteinlerin saflagtirilmasi ig¢in gelistirilmis olan ayristirma teknikleri ile saflastirilabilirler.
Pratikte ise genellikle, rekombinant proteinlerin saflagtirillmasi, hedef proteinin yiiksek
diizeylerde ekspresyonunun saglanabilir olmasi nedeni ile daha az sayida basamak iceren
saflagtirma protokolleri ile gergeklestirilebilmektedir. Hedef rekombinant proteinin ekspresyon
diizeyinin yiiksek olmasi, ham protein oziitii igerisindeki hedef proteinin oraninin, kirleticilere
oranla daha yiiksek olmasina yol a¢gmaktadir. Bu nedenle, saflagtirma protokoliiniin ilk
asamalarinda uygulanan yontemler, ham protein Oziitlerinin yogunlastirilmast i¢in gereken

adimlar1 azaltacak ya da tamamen ortadan kaldiracaktir (Tuncer, 2008).

Gilintimiizde gen miihendisligi sayesinde hedef rekombinant proteine, 6zgiil peptid veya
protein etiketlerinin eklenmesi de miimkiin olmaktadir. Hedef proteine eklenecek olan etiket,
etiketin eklenmis oldugu rekombinant hibrit proteinin saflastirilmasinda kolaylik saglayan bazi
fizikokimyasal 6zellikler tasiyacak sekilde se¢ilmektedir. Etiket eklenmis hibrit bir molekiiliin
sentezi, etiketin sentezinden sorumlu olan DNA dizisinin, hedef proteinin sentezinden sorumlu

olan DNA dizisinin bir ucuna eklenmesi ile basarilmaktadir.

Affinite  kromatografisinde saflastirilacak olan  biyomolekiillerin  biyolojik
fonksiyonlarindan veya kendilerine 06zgli kimyasal yapilarindan yararlanilmaktadir.
Ayristirilacak olan biyomolekiil, kolon materyaline kovalent olarak baglanarak tutuklanmais bir
baglama materyaline komplamenter olarak, 6zgiil ve geri donilisiimlii bir sekilde adsorbe
edilmektedir. Saflastirma ise genellikle tek bir adimda birka¢ bin kat artirilmakta ve
saflagtirllmak istenen molekiiliin geri kazanimi ise oldukga yiiksek verimlilikte olmaktadir.
Affinite kromatografisi ayn1 zamanda, ¢ok fazla hacimlerdeki 6rneklerin kolona yiiklenmesine

izin vermesi nedeni ile yogunlastirma etkisi de gdstermektedir.

Baslangigta enzimlerin saflastirilmasi i¢in gelistirilmis olan affinite kromatografisi, daha
sonralar1 antikorlarin, antijenlerin, niikleotidlerin, niikleik asitlerin, DNA baglayic1 proteinlerin,
immiinoglobilinlerin, membran reseptorlerinin ve hatta hiicrelerin ve hiicre fragmentlerinin

saflastirilmasinda kullanilmaya baglanmaistir.
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Ik defa 1975 yilinda Porath ve arkadaslar tarafindan uygulanan “metal selat affinite
kromatografisi”, protein saflastirma tekniklerinden birisi olarak kullanilmaktadir. Cu?*, Zn?*,
Hg?* veya Cd?* gibi immobilize edilmis metal iyonlarinin ya da Fe?*, Co?*, Ni?* veya Mn?* gibi
gecis metal iyonlarinin, histidin kalintilarinin imidazol gruplariyla, sistein kalintilarinin stilfidril
gruplariyla veya triptofan kalintilarinin indol gruplariyla olusturdugu reaksiyonlarla, proteinleri
ve peptidleri segici olarak tutuklu metal liganda baglamak i¢in kullanilan 6zel bir affinite
kromatografisi seklidir. Bu kromatografi sekli, 6zellikle poli-histidin, poli-sistein veya poli-
triptofan fiizyonlar1 olusturulmus olan rekombinant proteinlerin saflagtirilmasinda oldukca
onemlidir. Metal selat affinite kromatografisi ile ayristirilmasi gergeklestirilen proteinler
arasinda fibrinojen, siiperoksit dismutaz ve histon olmayan niiklear proteinleri iceren bir grup

protein sayilabilir.

Genellikle, bir iminodiasetat (IDA), tris (karboksimetil)-etilendiamin (TED) veya nitrilo
triasetik asitin (NTA) kovalent olarak baglandigi agaroz matriksleri, metal ligandlarin
tutuklanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Sekil 6). Metal selat affinite kromatografisi
i¢in gerekli olan kolon materyalleri ise hem HPLC (HiTrap Chelating ve Chelating Superose)
hem de LPLC (Chelating Sepharose) igin bulunmaktadir.
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Sekil 1.6 immobilize metal iyon selatdr ligandlarindan iig tipinin yapisi. IDA, iminodiasetat;

NTA nitrilo triasetik asit; TED tris (karboksimetil)- etilendiamin.

Ticari olarak temin edilen kolon materyalleri selatlanmis metal igermediklerinden, bu

matriksler kullanilmadan 6nce arzu edilen metal iyonu ile yiiklenmelidirler. Kolon materyalinin
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metal iyonlar ile yiiklenmesi ise genellikle, 50 mM uygun metal tuzunu (ZnClz, CuSOg4 v.b.)
iceren su ile kolonun yikanmasi seklinde gergeklestirilir. Metal iyonlari ile yiiklenmis olan
matriks ise Ornek materyalinin yiiklenmesinden oOnce, fazla metal iyonlarinin kolondan
uzaklastirilmasi i¢in baslangi¢ tamponu ile yikanmalidir. Ayrica, zayif olarak baglanmis metal
Iyonlarinin aktif olarak kolondan uzaklastirilmasi gerektigi durumlarda ise 1-10 mM imidazol

veya 500 mM glisin gibi zayif kompleks olusturan ajanlarla kolonun yikanmasi gerekebilir.

Ornek materyal kolona yiiklenirken baslangic tamponu icinde ¢dziinmelidir. Iyi bir
baglanmanin elde edilmesi i¢in ise notral veya hafif alkali pH’ daki tamponlarin kullanilmasi
gerekmektedir. Bu amagcla kullanilabilecek tamponlar ise tris asetat (50 mM), sodyum fosfat
(20-50 mM) ve Tris—HCI (20-50 mM)’ dir. Tris—HCI, baglanmayi azaltma egiliminde
oldugundan bu tampon, sadece metal—protein affinitesinin oldukga yiiksek oldugu durumlarda
kullanilmalidir. Baslangi¢c tamponunda yiiksek derisimlerde tuz veya deterjanlarin bulunmasi,
normalde proteinlerin baglanmasini etkilemez. Bu nedenle, yliksek tuz derisimleri istenmeyen
iyon-degisimi etkisinin Onlenmesi i¢in yiiksek iyonik giiciin olusturulmasina katkida

bulunurlar.

Proteinin kolon igerisindeki tutuklanmasi, proteinin liganda tutturulmasina izin vermeye
yetecek kadar ve liganda baglanmamis kontaminatlarin eliisyonu sirasinda ise proteinin
kolonda alikonmasini saglayacak kadar kararli, ortak bir bagin olusturulmasi ile saglanir.
Kirleticilerin kolondan yikanmasindan sonra, metal-liganda baglanan proteinin eliisyonu,
birka¢ yolla saglanabilir. Bu yollarin hepsinde de iyonik etkilesimlerin baskilanmasini

saglamak amaci ile eliisyon tamponu 0,5—-1 M NaCl i¢ermelidir.

Bagli molekiillerin 6zgiil eliisyonu, ya hedef molekiil ile ya da ligand ile yarismact olan
ajanlarin gradient seklinde kolona uygulanmast ile saglanabilir. Amonyum klorid (0-150 mM),
imidazol (0-50 mM) veya histamin ve glisin gibi, selatlanmis metal i¢in affinitesi olan diger

maddelerin artan derigimlerdeki gradientleri de kullanilabilir.

Molekiillerin baglama bolgelerindeki yiiklii gruplarin iyonizasyon derecesi ise pH

tarafindan kontrol edildigi i¢in, baghh molekiillerin 6zgiil-olmayan eliisyonu, pH gradienti ile
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saglanabilir. Dolayisiyla, protein-metal kompleksinin zayiflatilmasiyla ya da eliisyon
tamponunun iyonik giicliniin artirilmasi ile proteinlerin eliisyonu gergeklestirilebilir. pH
degisimi ile bagli molekiillerin ligandan ayrilmasi, pH’nin lineer gradient ya da basamakli
olarak diisiiriilmesi ile saglanabilir. Proteinlerin ¢ogunun eliisyonu, pH 6,0 ile 4,2 arasinda
gerceklestiginden, pH gradientinin 7,0—4,0 arasinda uygulanmasi normal bir sonug vermektedir

(Tuncer, 2008).

1.9. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Antijen-antikor iliskisini aragtirmak i¢in, antikora baglanmis bir enzimin aktivitesini tayin
etmeye yonelik kantitatif bir 6lgiim yontemidir. Antijene karsi antikor ya da antikora karsi

antijen aramak miimkiindiir. Viriis ve parazit enfeksiyonlarinda kullanilan bir tan1 yontemidir.

Antikor aramak i¢in Mikro-Elisa sisteminde antijen ile kuyucuklarin yiizeyi kaplanir. Bu
antijenle bagisiklanmis hayvanlarin kanindan elde edilen serum kuyucuklara aktarilir. Bir siire
beklendikten sonra yikanir. Eger serumda uygun antikor varsa antijenle birlesir. Bir enzim ile
isaretlenmis sekonder antikor eklenir. Bir siire beklenir ve yikanir. Incelenmekte olan serumda
antijene uygun antikor var ise antijene baglanmis olacagindan bu son eklenen enzim ile
isaretlenmis ilgili proteini de baglayacak ve yikama ile uzaklastirillamayacaktir. Enzime uygun
bir kromojen substrat eklenir. Sisteme baglanmis enzim bu substrati parcaladiginda ortaya
cikan renk, yapilacak kolorimetrik yontemlerle dlgiilerek baglanmis olan enzim dolayisiyla

baglanmis olan antikor hakkinda fikir verecektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

NoV’ {in neden oldugu bir gastroenterit salgininin epidemiyolojik 6zellikleri iizerine
yapilan ¢aligsmalar, patojenlerin gida kaynakli maruziyet, gida isleme, kisiden kisiye temas ve
kontamine su yolu ile bulagsmasini igerir (Burch, 2019). Birgok aragtirmada NoV’ iin 5 yasindan
kiiglik ¢ocuklarda akut gastroenteritin 6nde gelen nedenlerinden biri oldugu bildirilmistir
(Chhabra vd. 2013). NoV, gelismekte olan iilkelerde morbidite, ekonomik maliyetler ve
mortalite agisindan insan refahi iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. NoV” ler on genogruba (G1—
GX) ayrilir, ancak yalnizca GI, GII ve GIV’ iin insanlar1 enfekte ettigi bilinmektedir. Kirk sekiz
farkli HUNoV genotipi tanimlanmis olmasina ragmen (Chhabra vd. 2019), GIL.4 kiiresel
gastroenterit pandemileri ile iliskili tek genotiptir (Tu vd. 2008, Sienbenga vd. 2009). Gll.4
viriisleri, son yirmi yilda alt1 ana NoV pandemisinin tiimiine neden olmustur. Bu alt1 pandemik
GII.4 varyanti, 1990’ larin sonunda bir pandemiye neden olan US 96 (Noel vd. 1999, White vd.
2002) Farmington Hills 2002 (Loopman vd. 2004, Widdowson vd. 2004), Hunter 2004 (Bull
vd. 2006), Den Haag 2006b (Tu vd. 2008, Eden vd. 2010), New Orleans 2009 (Yen vd. 2011)
ve son olarak Sydney 2012 (Eden vd. 2013-2014)’ dir. Alt1 pandemik GII.4 varyantindan, ilk
dordii muhtemelen 6nceki GIL.4 viriislerinden kapsidin P alan1 (antijenik siiriiklenme) igindeki
mutasyonlar yoluyla evrimlesmistir (Bull vd. 2010, Donaldson vd. 2010, Debbink vd. 2012).
Bununla birlikte, en son iki GII.4 pandemik varyanti, New Orleans 2009 ve Sydney 2012,
ORF1-ORF2 ortiismesinde (overlap) hem antijenik kapsid varyasyonunu hem de Gl1.4 genotipi
igindeki rekombinasyonunu (antijenik siiriiklenmeyi ve antijenik kaymayi) gosterir. (Eden vd.
2013). Son yillarda iilkemizden de Noroviriis vakalari bildirilmeye baglamistir. 2018 yilinda
Sakarya’ nin Karasu il¢esinde alt1 giinde 4.500 kisi, 2019 yilinda Burdur’ un Bucak il¢esinde
3.366 kisi ve Aydin’ i Cine ilgesinde 2.500 kisi ishal ve kusma sikayeti ile hastaneye

bagvurmustur.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2016 yilinda bir HuNoV asis1 gelistirmenin mutlak bir
oncelik olmast gerektigini belirtmis olsa da, ne yazik ki su anda lisanslt bir HuNoV asis1
bulunmamaktadir. Etkili bir HuNoV asisinin gelistirilmesinin 6niindeki en biiyiik engel, saglam
ve tekrarlanabilir in-vivo ve in-vitro enfeksiyon modellerinin olmamasidir. HuNoV’ un in-vivo
ve in-vitro kdiltiir sistemlerinin gelistirilmesine yonelik arastirmalarla, HuNoV’ un B hiicrelerini

(Jones vd. 2005-2014, Kolawole vd. 2016) ve insan bagirsak enteroidlerini (Etteyabi vd. 2016,
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Constantini vd. 2018, Alvarado vd. 2018) in-vitro olarak verimli bir sekilde enfekte edebildigi
bildirilmistir. Hayvan modelleri ile ilgili olarak, at kuyruklu makak su anda HuNoV i¢in en
umut verici insan dis1 primat enfeksiyon modelidir (Subekti vd. 2002). Bununla birlikte,
yetigskin ve emziren fareler, yavru kediler, kobaylar veya tavsanlar gibi hayvan modellerinde
birgok HuNoV enfeksiyonu denemesi yapilmasina ragmen, higbiri basarili olmamistir (Wyatt
vd. 1978, Todd ve Tripp, 2019). Bugiine kadar, yalnizca rekombinasyon aktivasyon geni ve
yaygin gama zinciri eksikligi (Rag—/—yc—/—) olan mutant BALB/c faresinin, intraperitoneal
enfeksiyon yoluyla GII HuNoV replikasyonunu destekledigi gosterilmistir (Taube vd. 2013).
Zebra baligi ve pluripotent kok hiicre kaynakli organoidler, HuNoV replikasyonu igin yeni
modeller olarak rapor edilmistir (Van Dycke vd. 2019, Sato vd. 2019).

Tan1 ve as1 gelistirme ¢alismalarinda rekombinant viral antijenlerin uygulanmasi 6nemli
bir yaklagim olmustur. Yapisal ve iglevsel 6zellikleri nedeniyle VLP’ lere veya P partikiillere
dayali olarak bir dizi HuNoV agis1 tasarlanmistir. VLP’ ler dogal viriislerin organizasyonunu
ve konformasyonunu taklit eden ancak viral genomdan yoksun, potansiyel olarak daha giivenli
ve daha ucuz as1 adaylari saglayan yapilardir. VLP’ ler antijenik olarak viral partikiile benzerdir
ve herhangi bir enfeksiyon riski olmaksizin hem enteral hem de parenteral yollarla
uygulandiginda spesifik bir antikor yanitt uyandirabilir (Richardson vd. 2013). NoV igin
spesifik reseptorler tam olarak bilinmemektedir, fakat VLP’ leri kullanan ¢aligmalar, konak¢i
mukozal hiicreleri iizerinde eksprese edilen HBGA’ larin NoV’ lerin baglanma ve giris
stirecinde yer aldigin1 géstermistir (Choi vd. 2002, Ward, 2009, Donato vd. 2012).

Klinik 6ncesi ¢aligmalar parenteral, oral veya intranazal agilar olarak farelere uygulanan
VLP’ lerin yiiksek oranda immiinojenik oldugunu gostermistir (Periwal vd. 2003). Goniilliiler
arasinda, transgenik bitkilerde eksprese edilen ve oral olarak verilen rekombinant VLP’ ler ile
bakuloviriis i¢inde eksprese edilen ve oral olarak verilen VLP’ler hem giivenli hem de
immiinojenik olmustur (Ball vd. 1999, Tacket, 2003). Transgenik patateslerde tiretilen GII.4
VLP asisin1 tiikketen goniilliilerin %95’ i, kontrol grubuna gore daha yiiksek sayida spesifik IgA
salgilamistir, deneklerin %20’ si spesifik serum IgG ve %30’ u spesifik diski IgA gelistirmistir
(Tacket vd. 2000). Tiitiin mozaik viriisii (TMYV) tiirevli gegici ekspresyon sistemi kullanilarak
Nicotiana benthamiana’ da bitki bazli HuNoV VLP asis1 tiretilmistir. Tiitiin tiirevli HuNoV

VLP’ ler farelerde sistemik ve mukozal immiin yanitlar1 indiiklemistir (Santi vd. 2008). Baska
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bir Nicotiana benthamiana tarafindan tiretilen HuNoV GII.4 VLP, intranazal olarak asilanmis

farelerde 56 giin boyunca VLP’ ye 6zgii serum IgG’ yi indiiklemistir (Mathew vd. 2014).

HuNoV GIL.4 VLP’ leri eksprese eden bir rekombinant adenoviriis asisi, Cin Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi tarafindan gelistirilmistir. Rekombinant adenoviriis tarafindan
eksprese edilen HuNoV GII.4 VLP’ lerin intranazal uygulamasi, farelerde spesifik hiicresel,
hiimoral ve mukozal immiin yanitlart uyarmistir (Guo vd. 2008). Adenoviriis eksprese eden
HuNoV GII.4 VLP’ leri kullanan bir ag1 hazirlanmis ve rekombinant adenoviriis asis1 tarafindan
gelistirilmis korumanin indiiklenip indiiklenemeyecegi test edilmistir. Rekombinant
adenoviriisiin tatmin edici sonuglarina dayanarak Vaxart Sirketi, NoV Gll.4 ve GI.1’ i
kullanarak oral as1 tableti gelistirmistir. Faz Ib denemesi, bu oral bivalent noroviriis asisinin
giivenligini, immiinojenisitesini ve immiin etkilesimini degerlendirmek i¢in tasarlanmistir. Bu
asinin hem HuNoV GI.1 hem de GII.4 bileseni, bagisiklanmayan deneklerin ¢cogunda giiglii
mukozal bagisiklik tepkilerini indiiklemistir (Vaxart, 2019). Vaxart Sirketi tarafindan

gelistirilen bu oral HuNoV bivalan as1 adayr umut verici bir as1 aday1 olmustur.

Tekada ilag Firmasi intranazal yoldan verilen bir GI.1 VLP bazli as1 iizerinde insan
denemeleri gergeklestirmistir (El1-Kamary, 2010, Atmar vd. 2011). Faz 1 ¢alismalarindaki tiim
katilimcilarin, 100 pg VLP as1 aday: ile agilandiginda IgA ve IgG hafiza B-hiicre cevaplarinda
onemli artis oldugu bulunmustur (Ramirez vd. 2012). Calismanin bir sonraki asamasinda
katilimcilara 3 hafta arayla 2 doz as1 uygulanmistir. Bu calismadan elde edilen sonuglar
asilanmis grupta hem gastrointestinal hastaligin hem de NoV enfeksiyonunun kontrol grubuna

gore sirastyla %47 ve %26 oraninda azaldigin1 gostermistir (Atmar vd. 2011).

Takeda firmasinin bagka bir ¢calismasinda ise, GI.1/GIl.4c genotipli divalent VLP bazli
bir noroviriis as1 adayr gelistirmiglerdir (TAK-214). Adjuvan olarak aliiminyum hidroksit
(Al(OH)3 - 0,5 mg) ile birlikte verilen TAK-214, HBGA’ ya kars1 inhibitor antikorlarin
gelistirilmesine dayanan tek dozluk intramiiskiiler bir a1 adayidir. Klinik deneyler, TAK-214
aday formiilasyonunun saglikli yetiskinlerde giivenli, iyi tolere edilen ve immiinojenik
oldugunu goéstermistir (Atmar vd. 2016, Leroux-Roels vd. 2018, Sherwood vd. 2020). Ayn1 as1
adayi, 1-8 yas araligindaki saglikli ¢ocuklara da uygulamistir. TAK-214’ {in uygulanan tiim

dozajlar1, 1-8 yasindaki ¢ocuklarda kabul edilebilir reaktojenite sergilemistir ve bir dozdan
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sonra, iki dozdan sonra daha da artan, giiclii bagisiklik tepkileri sergilemistir (Vesikari vd.
2022).

Prokaryotik ekspresyon sistemleri kullanilarak tiretilen P partikiillerin VLP’ lerle bir dizi
yiizey 6zelligini paylastigi, bu nedenle konak/patojen etkilesiminin karakterizasyonunda VLP’
ler i¢in faydali bir ikame olabilecegi kanitlanmistir. VLP’ ler sadece daha karmagik ve zaman
alic1 olan Okaryotik ekspresyon sistemlerinde iiretilebilirken P partikiillerinin E. coli’ de
tiretilmesi daha diisiik maliyetli ve ¢ok daha kolaydir (Tan ve Jiang, 2005, Tan vd. 2006, Tan
vd. 2008).

P parcaciklari, NoV kapsid proteininin ¢ikint1 yapan (P) alaninin kopyalarindan olusan
nanoparcaciklardir. Viral reseptorlerle etkilesime girmek i¢in gerekli tiim Ogeleri igerirler.
Sonug olarak, yiiksek oranda immiinojeniktirler ve hem dogustan hem de uyarilabilir bagisiklik
sistemini aktive ederek hiimoral ve hiicresel bagisikligi ortaya ¢ikarirlar. Dahasi, kararlidirlar
ve kolaylikla E. coli’ de tiretilebilirler. Tiim bu nedenlerden dolayi, potansiyel olarak etkili as1
aday1 olarak kabul edilirler. GI1.4 VA387 susundan iiretilen VLP’ lerin ve P partikiillerinin
intranazal preparatini alan bir grup yeni dogan hayvanin ve daha 6nce ayni virilisle enfekte
olmus bir grup kontroliin kullanildig1 karsilastirmali bir ¢alisma Kocher vd. (2014) tarafindan
yaymlanmistir. GI1.4 ile tekrar karsilasma durumunda, asilanmis hayvanlarda diyare riskinin,
dogal enfeksiyonu olanlara gore (% 82,9) daha diisiik oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ayrica, P
partikiillerinin kullanilmasi, diger virlislerden tiiretilen antijenleri de igeren asilarin
hazirlanmasina yol agabilir ve agilarin ¢oklu potansiyel enfeksiyonlari hedeflemesine izin verir.
Klinik 6ncesi denemelerdeki bir dizi HuNoV asisi, yalnizca HuNoV’ a degil ayn1 zamanda
rotaviriis (RV), enteroviriis 71, hepatit E virlisii veya astroviriis gibi diger viriislere karsi
koruma saglamak icin ¢ok degerlikli asilar olarak tasarlanmistir. RV VP8’ in NoV VP1 P
alanma dahil edilmesinin farelerde her iki viriise kars1 potansiyel olarak koruyucu antikorlari
indiikleyebildigi bulunmustur (Tan vd. 2008). influenza M2e geni NoV VP1 P alanina
eklendiginde benzer pozitif sonuglar bulunmustur (Xia vd. 2011). Huo vd. (2018) kullandiklari
soguk sok ekspresyon sisteminin E.coli' de NoV VLP’ leri tiretmek igin yeni bir yaklagim
oldugunu ve bu sistemin gelecekte diisiik maliyetli NoV asis1 gelistirmek i¢in giivenli bir arag

oldugunu gostermislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Trypto-Casein Soy Broth (TSB) (Biokar), Trypto-Casein Soy Agar (TSA) (Biokar), Agar-Agar
(Condolab), Ampisilin (Penbisin), Kanamisin (Kanovet), Tripton (Condalab), Yeast Extract
(Maya Oziitii) (Biokar), NaCl (AppliChem), Skim-milk (Oxoid, ABD), EDTA (AppliChem),
Tris Base (Merck), Borik asit (Bioshop), Tris-HCI (Bioshop), Agaroz (Sigma), SafeView
(A.B.M, Kanada), Izopropil B-D-1 Tiyogalaktopiranosid (IPTG) (Thermo Scientific), Fenol-
Kloroform-izoamilalkol (Fluka), CaCl..2H,O (Sigma), MgCl..6H.O (Sigma), Gliserol
(Merck), Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Merck), Amonyum Persiilfat (Merck), Akrilamid
(AppliChem), N,N’-Metilen-Bis-Akrilamid (AppliChem), p-Merkaptoetanol (Merck),
Bromfenol blue (Merck), Glisin (Biorad), TEMED (Fluka), Coomasie Blue (Merck), Etil Alkol
(Tekkim), Fosforik Asit (H3PO4) (Tekkim), Sigir Serum Albumin (BSA) (Biotium), Glasiyel
Asetik Asit (Tekkim), isopropil Alkol (Tekkim), Sodyum Hidroksit (Merck), Hidroklorik Asit
(Merck), Monosodyum Fosfat (NaH2PQO4.2H20) (Sigma), Imidazol (Sigma), Amonyum Siilfat
(Merck), Siikroz (Carlo-Erba), Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) (Biomatik), Tween-20 (Sigma),
Kazein (Sigma), Taq Polimeraz, dNTP, MgCl,, PCR Tamponu (Thermo Scientific), FastDigest
Hindlll, FastDigest EcoRlI, FastDigest BamHI, FastDigest Notl, FastDigest Xhol ve FastDigest
Xbal, FastDigest Tamponu, T4 DNA Ligaz ve T4 DNA Ligaz Tamponu (Thermo Scientific)

3.1.2. Klonlama Vektorleri ve Kompetan Hiicre

Klonlamada kullanilmak iizere pET30-a (+) ekspresyon vektorii ile kompetan hiicre olarak
Escherichia coli DH10B ve BL21 kullanilmustir.
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3.1.3. Besiyerleri

Trypto-Casein Soy Broth (TSB)

Tripton 17 g/L
Soya pepton 3,0g/L
Glukoz 2,50/L
K2HPO4 2,5 g/L
NaCl 5,009/L

40 g ortam 1 L distile suda ¢oziiliir. 121°C’ de, 1 atm basing altinda, 15 dakika otoklavlanir.

Bakteri kiiltiiriiniin gelistirilmesinde kullanilmistir.

Trypto- Casein Soy Agar (TSA)

Tripton 15 g/L
Soya pepton 5,009/L
NaCl 5,00/L
Agar 15 g/L

40 g ortam 1 L distile suda ¢oziliir. 121 °C’ de, 1 atm basing altinda, 15 dakika otoklavlanir.
45 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiiliir. Bakteri kiiltliriiniin

gelistirilmesinde kullanilmistir.

AXI Secici Besiyeri

Onceden hazirlanmis TSA besiyeri 50 °C” ye kadar sogutulduktan sonra final konsantrasyonu
ampisilin (100 pg/mL), IPTG (1 mM) ( Thermo Scientific, ABD), X-Gal (50 ug/mL) (Thermo
Scientific, ABD) olacak sekilde ampisilin, IPTG ve X-Gal eklenmistir. lyice karistirildiktan
sonra steril petrilere 20-25” ser mL olacak sekilde dokiilmiistiir. Mavi-beyaz koloniler i¢in

secici besiyeri olarak kullanilmistir.

Kanamisin Secici Besiyeri

TSA’ dan 12 g tartilip 300 mL distile suda ¢6ziildiikten sonra 121 °C’ de, 1 atm basing altinda,
15 dakika otoklavlanir. 50 °C” ye kadar sogutulduktan sonra 300 pL 50 mg/mL’lik kanamisin
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sollisyonundan eklenir ve homojenize edilir. Steril petrilere 20-25° ser mL olacak sekilde

dokiiliir. Rekombinant kolonilerin goriintiilenmesi ve izolasyonunda kullanilmistir.

2X YT Ortam

Tripton 169
Maya 6ziitii 109
NaCl 590

Besiyeri icerigindeki maddeler, 1 L distile suda ¢oziiliir. 121°C’ de, 1 atm basing altinda, 15
dakika otoklavlanir. Protein iiretim denemelerinde bakterilerin iretilmesi amaciyla

kullanilmustir.

3.1.4. Cozeltiler ve Ayiraclar

Skim milk cozeltisi
Skim milk tozu distile su igerisinde %10’ luk bir karisim olarak hazirlanir. Hazirlanan ¢ozelti
110 °C’ de 5 dakika siireyle otoklavda steril edilir. Izolatlarin -20 ve -80 °C’ de muhafaza

edilmesinde kullanilir.

EDTA (0,5M)

186,1 g disodyum EDTA iizerine 800 mL distile su eklenerek manyetik karistiricida ¢oziilene
kadar karistirilir. NaOH ile pH 8’ e ayarlandiktan sonra 1000 mL’ ye tamamlanip 121 °C’ de
15 dakika otoklavlanir.

Tris (1M)

121 g Tris Base 800 mL distile suda eritilip, HCI asit ilave edilerek pH:7,4” e ayarlanarak
karisim 1000 mL’ ye tamamlanir. 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanir.

NaCl (5M)

146,1 g NaCl tartilip 450 mL distile suda ¢oziiliir. Son hacim 500 mL’ ye tamamlanur.
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TBE (Tris-Borik Asit-EDTA, pH:8) Tamponu (10x)

Tris Base 1211 g
Borik Asit 61,83 ¢
EDTA 5849

Tris base, Borik asit ve EDTA tartilarak {izerine 800 mL distile su eklenir. Manyetik
karistiricida ¢oziinen karisimin pH’ s1 8’ e ayarlanir ve lizeri 1000 mL’ ye tamamlanir. 121 °C’
de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. Agaroz jel elektroforezinde 20 kat sulandirilarak

kullanilir.

Agaroz jel (%1)

Agaroz 19
0.5XTBE tamponu 100 mL
Safeview 10 uL

1 g agaroz tizerine 100 mL 0.5X TBE tamponu eklenerek mikrodalga firinda ¢6ziilmesi igin
kaynatilir. 50-60 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra, igerisine 10 pL Safeview eklenir, jel

tablasina dokiiliir. Genomik/ plazmid DNA ve amplikonun goriintiilenmesinde kullanilir.

Marker

Marker olarak Pstl enzimi ile kesilmis lambda faj DNA’s1 kullanilmstir.

Pstl Enzimi ile Kesilmis Lambda Faj DNA sinin Hazirlanigi:

A DNA (Fermentas) 30 uL
10X Buffer 30 uL
Pstl enzimi (Fermentas) 4 uL
Enjeksiyonlu distile su 236 pL

Karisim, 1 saat 37 °C’ de bekledikten sonra 30 pL loading dye eklenir. Her elektroforez
reaksiyonu i¢in 5 pL kullanilir (Anderesson, 2009).
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Tris-EDTA (TE) Tamponu (10mM Tris+ 1mM EDTA)

Tris-HCI (1 M, pH:8) 0.5mL
EDTA (0,5 M, pH:8) 0,1 mL
Distile su 49,4 mL

Tris-EDTA tamponu, 45 mL distile su iizerine stoktan alinan Tris ve EDTA ¢o6zeltileri
eklendikten sonra 50 mL’ ye tamamlanir. 121 °C’ de, 1 atm basing altinda 15 dakika
otoklavlanir. TE tamponu, izolasyonun son agsamasinda DNA veya RNA’ y1 ¢ozdiirmek igin

kullanilir.

IPTG Stok Cézeltisi (0.1M)

1,2 g IPTG tartilarak {izerine son hacim 50 mL olana kadar distile su ilave edilir. Karigim
tamamen ¢oziindiriildiikten sonra 0.22 pm por ¢apl filtreden siiziilerek, 4 °C’ de saklanr.

Rekombinant protein {iretiminin indiiklenmesi i¢in ve AXI besiyeri igeriginde kullanilir.

CaCl2 Stok Cozeltisi (1M)

CaCl..2H20 58,8 ¢
Distile su 500 mL

Karigimin ¢6ziinmesi saglandiktan sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanir. 0.1mM

konsantrasyonunda seyreltilerek kimyasal transformasyon i¢in kullanilir.

MgCl2 Stok Cozeltisi (1M)

MgCl2.6H20 101,65 g
Distile su 500 mL

Karigimin ¢6ziinmesi saglandiktan sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanir. 0,1mM

konsantrasyonunda seyreltilerek kimyasal transformasyon i¢in kullanilir.
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Gliserol Cozeltisi (%010)

Gliserol 100 mL
Distile su 900 mL

Karigimin ¢6ziinmesi saglandiktan sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanir. Kimyasal

transformasyon i¢in kullanilir.

SDS-PAGE Ayirma jeli tamponu (1,5M Tris- HCI)

Tris- baz 9,085¢
Distile su 50 mL

9,085 g Tris 45 mL saf suda ¢oziiliir ve pH’ s1 8,8’ e ayarlanir. Hacmi 50 mL’ ye tamamlanir

ve +4 °C’ de saklanir. SDS-PAGE elektroforezinde ayirma jelinin hazirlanmasinda kullanilir.

SDS-PAGE Yogunlastirma jeli tamponu (1M Tris-HCI)

Tris-HCI 6,057 g
Distile su 50 mL

6,057 g Tris 45 mL saf suda ¢oziiliir ve pH’ s1 6,8’ e ayarlanir. Hacmi 50 mL’ ye tamamlanir
ve +4 °C’ de saklanir. SDS-PAGE elektroforezinde yogunlastirma jelinin hazirlanmasinda

kullanilir.

SDS Stok Cozeltisi (%610)

SDS 1lg
Distile su 10 mL

1 g SDS tartilip 10 mL distile su igerisinde ¢6ziiliir. pH’ s1 6,6 olacak sekilde ayarlanir. SDS-

PAGE elektroforezinde ayirma (seperation) ve yogunlastirma (stacking) jelinde kullanilir.
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APS (%10)

APS 1g
Distile su 10 mL

1 g APS tartilip 10 mL distile suda ¢oziiliir. SDS-PAGE elektroforezinde ayirma (seperation)

ve yogunlastirma (stacking) jelinde kullanilir.

Akrilamid/ Bisakrilamid (%030)

Akrilamid 29,2 g
N,N’-metilen-bis-akrilamid 0,89

Akrilamid az miktar distile suda ¢oziliur. Akrilamid tamamen ¢oziildiikten sonra, bisakrilamid

eklenir, ¢oziilmesi saglanir ve son hacim 100 mL’ ye tamamlanir. Cozelti filtre kagidindan

stiziilir. SDS-PAGE yonteminde ayirma ve yogunlastirma jelinin hazirlanmasinda kullanilir.

Gliserol Cozeltisi (%80)

Gliserol 80 mL
Distile su 20 mL

80 mL gliseroliin hacmi 100 mL’ ye tamamlanir. SDS-PAGE yiikleme ¢6zeltisinde kullanilir.

2X Laemmli Ornek Yiikleme Tamponu

1 M Tris-HCI (pH 6,8) 1.25mL
%10 SDS 4.0 mL
Gliserol 2.0 mL
B-merkaptoetanol (14,3M) 0.2mL
Bromfenol blue 4 mg

Son hacim 10 mL’ye tamamlanir. SDS-PAGE -elektroforezlerinde ornek tamponu olarak

kullanilmistir.
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Ornek Yiiriitme Tamponu

Glisin 7,29r
Tris 1,50r
%10 SDS 10 mL

7,2 g glisin ve 1,5 g Tris yaklasik 480 mL saf suda ¢oziildiikten sonra tizerine 10 mL SDS (%10)

cozeltisi ilave edilir. pH 8,3’ e ayarlanir ve ¢ozeltinin hacmi 500 mL’ ye tamamlanir.

SDS-PAGE Ayirma Jeli Icerigi (6 mL) (%612,5)

Distile su 2455 uL
Ayirma jeli tamponu 1500 pL
Akrilamid/Bisakrilamid (%30) 1875 uL
SDS (%10) 60 pL
TEMED 10 uL
Amonyum per siilfat (%10) 100 pL

Tablodaki ¢ozeltiler sirayla eklenerek Falcon tiipte karistirilir. En son TEMED ve amonyum
per siilfat eklenir. SDS-PAGE elektroforezinde (alt jel) ayirma jeli olarak kullanilmstir.

SDS-PAGE Yogunlastirma jeli i¢erigi (4 ml) (%4)

Distile su 2422 uL
Yogunlastirma jeli tamponu 1000 pL
Akrilamid/Bisakrilamid (%30) 488 uL
SDS (%10) 40 uL
TEMED 10 uL
Amonyum per siilfat (%10) 40 L

Tablodaki ¢ozeltiler sirayla eklenerek Falcon tiipte karistirilir. En son TEMED ve amonyum
per siilfat eklenir. SDS-PAGE elektroforezinde (iist jel) yogunlastirma jeli olarak kullanilmistir.
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Coomassie Brillant Blue G250 ¢ozeltisi

Coomassie Brillant Blue G250 100 mg
% 95°1ik etil alkol 50 mL
%85’lik fosforik asit 100 mL

100 mg Coomassie Brillant Blue G250 50 mL % 95’ lik etil alkolde ¢oziiliir. C6zelti daha sonra
100 mL % 85’ lik fosforik asitle karigtirilir ve hacmi distile su ile 1 L’ ye tamamlanir. Boya
¢oOzeltisi daha sonra filtre kagidindan siiziiliir. % 0,025 konsantrasyonda olacak sekilde

seyreltilerek protein tayininde bantlarin boyanmasi i¢in kullanilmustir.

Protein standartlarinin hazirlanisi

Protein standardi olarak BSA (Bovine Serum Albumin) kullanilmigtir. BSA” nin 10 mg/mL’ lik
stok ¢Ozeltisi hazirlanarak, standart ¢ozeltiler bu stoktan 0,05-1 mg/mL olacak sekilde ultra saf

su ile seyreltilerek hazirlanmstir.

SDS-PAGE Boya giderme (destaining) cozeltisi

Asetik asit 100 mL
Distile su 900 mL

SDS-PAGE elektroforezinden sonra, jellerdeki boyanin giderilmesi igin %10’ luk asetik asit

¢ozeltisi kullanilmistir.

NaH2PO4 (1M)

13,799 g NaH2PO4 90 mL distile suda ¢oziiliir. Son hacmi 100 mL’ ye tamamlanir. Protein

saflastirma ¢alismalarinda kullanilmistir.

Imidazol (5M)

17 g imidazol tartilip 40 mL distile suda ¢oziiliir. Uzeri 50 mL’> ye tamamlanir. Protein

saflastirma ¢alismalarinda kullanilmistir.
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IMAC Liziz tamponu

NaCl (5M) 6 mL (300mM)
NaH2PO4 (1M) 5 mL (50mM)
Imidazol (5M) 100 uL (5mM)

Tablodaki ¢ozeltiler 80 mL distile suya eklendikten sonra pH:8’ e ayarlanir. Son hacmi 100

mL’ ye tamamlanir. Protein saflastirma ¢alismalarinda kullanilmistir.

IMAC Yikama tamponu
NaCl (300mM) 24 mL
NaH2PO4 (50mM) 20 mL

Tablodaki ¢ozeltiler 350 mL distile suya eklendikten sonra pH:8’ e ayarlanir. Son hacmi 400

mL’ ye tamamlanir. Protein saflastirma ¢aligmalarinda kullanilmistir.

IMAC Eliisyon tamponu

NaCl (300 mM) 12 mL
NaH2PO4 (50 mM) 10 mL
Imidazol (500 mM) 20 mL

Tablodaki ¢ozeltiler 150 mL distile suya eklendikten sonra pH:8’ e ayarlanir. Son hacmi 200

ML’ ye tamamlanir. Protein saflastirma ¢alismalarinda kullanilmistir.

Fosfat Tamponu (20mM)

NazHPO4 1529
NaH2PO4 1,129

Tablodaki miktarlardaki kimyasallar tartiip 850 mL distile suda ¢ozilir. pH:7” ye

ayralandiktan sonra son hacmi 1 L’ ye tamamlanir. 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanir. Diyaliz

islemi i¢in kullanilmistir.
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PBS (pH:7,4)

10 adet PBS tableti 1L disitile su igerisinde ¢oziilerek pH’ s1 7,4° e ayarlanir. 121 °C’ de 15
dakika otoklavlanir. immiinoanalizlerde (ELISA), protein pH’ 1n1 korumak, proteinleri ve peptit

numunelerini ¢6zmek i¢in kullanilmistir.

PBS- Tween 20 (200,05 v/v) (PBS-T)

Tween-20 0.25 mL
PBS 500 mL

Immiinoanalizlerde (ELISA) yikama amaglh kullanilmugtir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Noroviriis Antijenik Bolgelerin Temini

Norovirus yapisal proteinlerinden Viral Protein-1 (VP1), Viral Protein-2 (VP2) ve

yapisal olmayan proteinin (p22) aminoasit dizilerine https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

sitesinden GU445325.2 numarasiyla ulagilmistir. Norovirlis genomu iizerindeki p22’ nin

aminoasit dizisi yesil, VP1’in sar1 ve VP2’ nin mavi renk ile gosterilmistir.

Norovirus Hu/GI11.4/New Orleans1805/2009/USA, Complete Genome
GenBank: GU445325.2

LOCUS GU445325 7559 bp RNA linear VRL 18-AUG-2011
DEFINITION Norovirus Hu/GII.4/New Orleansl1805/2009/USA, complete genome.
ACCESSION GU445325
VERSION GU445325.2
SOURCE Norovirus Hu/GII.4/New Orleansl1805/2009/USA

ORGANISM Norovirus Hu/GII.4/New Orleansl1805/2009/USA

Viruses; Riboviria; Orthornavirae; Pisuviricota;
Pisoniviricetes; Picornavirales; Caliciviridae; Norovirus.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..7559
/organism="Norovirus Hu/GII.4/New
Orleans1805/2009/USA"
/mol type="genomic RNA"
/strain="Hu/GII.4/New Orleansl1805/2009/USA"

/isolation source="stool"
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=722763

/host="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:722763"
/country="USA"
/collection date="Nov-2009"
5'UTR 1..4
cDs 5..5104

/codon start=1
/product="non-structural polyprotein"
/protein id="ADD10374.2"

/translation="MKMASNDASAAAVANSNDDTAKSSSDGVLSSMAVTFKRALGARP
KOPPPREKPOQRPPRPPTPELVKNIPPPPPNGEDEIVVSYSVKDGVSGLPDLSTVRQPE
ESNTAFSVPPLNQRENRDAKEPLTGTILEMWDGEIYHYGLYVERGLVLGVHKPPAATIS
LAKVELAPLSLYWRPVYTPQYLISPDTLKKLSGETFPYTAFDNNCYAFCCWVLDLNDS
WLSRRMIQRTTGFFRPYQDWNRKPLPTMDDSKIKKVANIFLCALSSLETRPIKDIIGK
IRPLNILNILASCDWTFAGIVESLILLAELFGVFWTPPDVSAMIAPLLGDYELQGPED
LAVELVPVVMGGIGLVLGFTKEKIGKMLSSAASTLRACKDLGAYGLEILKLVMKWEEP
KKEEANELAIVRSIEDAVLDLEAIENNHMTTLLKDKDSLATYMRTLDLEEEKARKLST
KSASPDIVGTINALLARIAAARSLVHRAKEELSSRPRPVVLMISGRPGIGKTHLAREV
AKRIAASLTGDQRVGLIPRNGVDHWDAYKGERVVLWDDYGMSNPIHDALRLQELADTC
PLTLNCDRIENKGKVEFDSDVIIITTNLANPAPLDYVNFEACSRRIDFLVYAEAPEVEK
AKRDFPGOPDMWKNAFSSDEFSHIKLALAPQGGEDKNGNTPHGKGVMKTLTTGSLIARA
SGLLHERLDEFELQ

GKKGKNKTGRGKKHTAFSSKGLSDEEYDEYKRIREERNG
KYSIEEYLQDRDKYYEEVATARATEEDFCEEEEAKIRQRIFRPTRKQRKEERASLGLV
TGSEIRKRNPDDFKPKGKLWADDDRSVDYNEKLSFEAPPSIWSRIVNEGSGWGEWVSP
SLFITSTHVIPQGAKEFFGVPIKQIQVHKSGEFCRLRFPKPIRTDVTGMILEEGAPEG
TVVTLLIKRSTGELMPLAARMGTHATMKIQGRTVGGOMGMLLTGSNAKSMDLGTTPGD
CGCPYIYKRGNDYVVIGVHTAAARGGNTVICATQGSEGEATLEGGDNKGTYCGAPILG
PGSAPTLSTKTKFWRSSTASLPPGTYEPAYLGGKDPRVKGGPSLQQVMREQLKPFTEP
RGKPPKPSVLEAAKKTIINVLEQTIDPPEKWSFAQACASLDKTTSSGHPHHMRKNDCW
NGESFTGKLADQASKANLMFEEGKNMTPVYTAALKDELVKTDKIYGKIKKRLLWGSDL
ATMIRCARAFGGLMDELKAHCVTLPIRVGMNMNEDGPIIFERHSRYTYHYDADYSRWD
STQORAVLAAALEIMVKFSPEPHLAQVVAEDLLSPSVVDVGDFTISINEGLPSGVPCT
SOWNSIAHWLLTLCALSEVTNLSPDTIQANSLESFYGDDEIVSTDIKLDPEKLTAKLR
EYGLKPTRPDKTEGPLVISEDLNGLTFLRRTVTRDPAGWFGKLEQSSILROMYWTRGP
NHGDPSETMIPHSQRPIQLMSLLGEAALHGPAFYSKISKLVIAELKEGGMDEFYVPROQE
PMFRWMRFSDLSTWEGDRNLAPSFVNEDGVE"

CDS 5085..6707
/note="VpP1"

/codon_start=1

/product="major capsid protein"
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=722763
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU445325.2?from=1&to=4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU445325.2?from=5&to=5104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/343796575
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU445325.2?from=5085&to=6707

/protein id="ADD10375.1"

/translation="MKMASSDANPSDGSTANLVPEVNNEVMALEPVVGAAIAAPVAGQ
ONVIDPWIRNNEVOAPGGEFTVSPRNAPGEILWSAPLGPDLNPYLSHLARMYNGYAGG
FEVOVILAGNAFTAGKIIFAAVPPNFPTEGLSPSQVTMFPHITIVDVROQLEPVLIPLPD
VRNNEFYHYNQSNDSTIKLIAMLYTPLRANNAGDDVETVSCRVLTRPSPDFDEFIFLVPP
TVESRTKPEFSVPVLTVEEMTNSRFPIPLEKLEFTGPSSAFVVQPONGRCTTDGVLLGTT
QLSPVNICTFRGDVTHIPGSRNYTMNLASONWNSYDPTEEIPAPLGTPDEVGKIQGVL
TQTTRTNGSTRGHKATVYTGSADEFSPKLGRVOQFATDTDNDEFETNONTKETPVGVIQDG
STTPRNEPQOWVLPSYSGRNIHNVHLAPAVAPTEFPGEQLLFFRSTMPGCSGYPNMDLD
CLLPQEWVQYFYQEAAPAQSDVALLREFVNPDTGRVLFECKLHKSGYVTVAHTGQHDLV
IPPNGYFREFDSWVNQFYTLAPMGNGTGRRRAL"

CDS

6707..

7513

/note="vp2"

/codon start=1

/product="minor capsid protein"

/protein id="ADD10376.1"

/translation="MAGAFFAGLASDVLGSGLGSLINAGAGAINQKVEFENNRKLQOQA
SEFQFSSNLOOASFQHDKEMLOAQIEATKKLOQEMMRVKQAMLLEGGESETDAARGAIN
APMTKTLDWSGTRYWAPDARTTTYNAGRESTPOQPSGALPGRANLRATVPARGSSSTSS
NSSTIATSVNSNQTTSTRLGSTAGSGTSVSSPPSTARTRSWVEDONRNLSPEFMRGAHNI
SEVTPPSSRSSSQGTVSTVPKEVLDSWTGAFNTRRQPLFAHIRKRGESRV"

3'UTR

7514..

7559

Bu aminoasit dizilerinden yola ¢ikarak proteinleri kodlayan niikleik asit dizileri belirlenmistir.

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

gtgaatgaag
caccgcaaaa
cctcggggcg
acctactcca
agtggtttct
gcaaccggaa
agatgctaag
ttatggcctg
cagcctcgcet
tcagtacctc
agcctttgac
gctgagcagg
taggaaaccc
gtgtgctctg
tcttaacatc

cctgatactc

atggcgtcta
tcttcaagtg
cggcctaaac
gaactggtta
tatagtgtca
gaatctaaca
gagccactta
tatgtggagc
aaggttgagc
atctctccag
aacaactgtt
agaatgatcc
cttcccacta
tcctegetgt
ctcaacatct

ttggcagaac

acgacgcttc
acggagtgcect
agcctccccce
aaaatattcc
aagatggtgt
cggccttcag
ctggaacaat
gaggtcttgt
tagcaccact
acactctcaa
atgccttttg
agagaacaac
tggatgactc
tcaccagacc
tagcctcatg
tctttggagt

cgctgccgcet
ttctagcatg
gagggaaaaa
ccctcecceccecca
ttccggcecttg
tgtccctcca
tctggaaatg
attaggtgtg
ctccttgtac
gaaattatcc
ttgctgggtc
tggtttcttc
caaaataaag
cataaaagat
tgattggact
tttctggaca

gttgctaaca
gctgtcactt
ccacaaagac
cccaacggag
cctgaccttt
ctcaatcaga
tgggacgggg
cataaaccac
tggagacctg
ggagaaacgt
ctggacctaa
aggccctacc
aaggtagcta
ataataggga
tttgcaggca

cccccagatg

gcaacgacga
tcaaacgagc
ccccacgacce
aggatgaaat
ccaccgtcag
gggagaatag
aaatctacca
cagctgccat
tgtacactcc
tccectacac
atgactcgtg
aagattggaa
acatattcct
agataaggcc
tagtggagtc
tgtctgcgat
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/289547177
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU445325.2?from=6707&to=7513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/289547178
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU445325.2?from=7514&to=7559

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541

gattgccccce
cgtcccegtg
gaaaatgttg
gctagagatc
gctggctata
ccatatgacc
ccttgaggag
cacaatcaac
ggaggagctt
agggaagacc
ccagcgtgtg
gagggtcgtc
gcaagaactc
aaaggtcttt
ggactatgtc
ccctgaagtc
tttcagttct

gaacgggaac

tgcccgggceca

gaagaacaaa
tgaagagtac
agagtacctt
ggaagacttc
gaaacaacgc
aagaaaccca
ggactacaat
ctttggttca
cataccccag
gtcaggcgag
gatcttagaa
tggggaactc
gcgcactgtt
cctgggtact
tgtggtcatt

ccaggggagt

ttacttggtg
gtgatggggg
tcatctgctg
ctaaagttgg
gtgaggtcta
accttgctca
gagaaagcca
gcccteccectgg
tccagcagac
cacctcgcta
ggcctcatcc
ctatgggacg
gctgacactt
gacagcgatg
aactttgaag
gaaaaggcga
gatttctcac
accccacacg

tcagggctac

actggccgcecg
gatgagtaca
caggacaggyg
tgtgaagagg
aaggaggaaa
gatgacttca
gagaaactca
ggctggggat

ggcgcaaagg
ttctgtcgcet

gaaggcgcac
atgcccctag
ggaggccaga
acaccaggtg

ggagtccaca

gaaggagagg

actacgagct
gaattggttt
cgtccacctt
tcatgaagtg
tcgaggatgc
aagacaaaga
ggaaactctc
cgagaatcgc
caagacctgt
gggaagtggc
cacgcaatgg
attatggaat
gccccecctecac
tcatcattat
catgctcgag
agcgtgactt
acataaaact
gaaagggcgt
tccatgagag

gcaagaagca
agaggattag
acaaatacta
aggaggccaa
gagcctctct
aacccaaggg
gttttgaggc
tctgggtctc
agttctttgg
tgagattccc
ctgagggcac
cagctaggat
tgggcatgct
attgtggctg
cggctgccgce

ctacacttga

acaaggacct
ggtgctagga
gagagcttgt
gttcttceccg
agtcctggat
cagcctggca
aaccaagtct
tgccgcacgt
ggtgttgatg
taagagaatc
cgtcgaccat
gagcaaccct
tctaaactgt
caccactaat
gcgcatcgac
cccaggccag
agcactggcc
catgaagact

gttagatgaa

cacagcattt
agaagaaagg
tgaggaggtyg
gatccggcaa
cggtctggtc
gaaattgtgg
cccaccaagce
ccccagtctg
agtccccatc
aaaaccaatc
cgtggtcaca
ggggacccat
tctgacagga
cccctatatce
acgtggggga
aggtggtgac

gaggaccttg
ttcaccaaag
aaagaccttg
aagaaggagg
ctcgaggcaa
acctatatga
gcctcacccg
tctctggtgce
atatcaggca
gcagcctccc
tgggatgcgt
attcacgatg
gacaggattg
ctggccaacc
ttcctecgtgt
cctgacatgt
ccacagggtg
ctcaccactg

tttgaactac

tcaagcaaag
aatggcaagt
gccattgcca
aggatcttta
acaggctctg
gctgacgatg
atctggtcga
ttcataacat
aaacaaatac
aggactgatg
ctactcatca
gcgaccatga
tccaacgcca
tacaagagag
aacactgtca

aacaagggga

cagtggagct
agaagattgg
gtgcatatgg
aggcaaatga
ttgaaaacaa
gaacacttga
acatcgtggg
atcgagcgaa
ggccaggaat
ttacaggaga
acaaggggga
ccctcaggcet
aaaataaagg
cagcaccact
atgcagaagc
ggaagaacgc
gtttcgacaa
gctcccttat

gtaagaaagg
gcctcagtga
actccataga
gggcgactga
ggccaacaag
aaattaggaa
acaggagtgt
gaatagtcaa
caacccatgt
aggtacacaa
tgacgggcat
aaaggtccac
agatccaagg
agagcatgga
gcaatgacta
tatgtgccac
catactgtgg
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3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181

tgcaccaatc
atcgtccaca
ccctagagtce
cacagagcca
catcaatgtc
cgcgtccectt
ctggaacggg
gtttgaagaa
taaaactgac
gaccatgatc
tgtcacactt
gaggcattcc
acagagagcc
tttggctcag
cacaatatca
catcgcccac
taccatacag
cataaaattg
ccgccctgac
cctgcggaga
aatactcagg
gattccacac
cggcccagca
catggatttt
gagcacgtgg
gtgacgccaa
ttatggcttt
atgtaattga
tatcccctag
atccctacct
aggtaatcct
caaatttccc
tagatgttag
accattataa
ttagggctaa
catccccecga
cattctctgt
tggaaaagtt
gcacgactga
tcagagggga
aaaattggaa
tcgtggggaa
gccacaaagc

aatttgccac

ctaggcccag
gcatcactcc
aagggtggcc

aggggcaagce
cttgagcaaa

gacaagacca
gagtccttca
gggaagaaca
aaaatttatg
cggtgtgctc
cccattagag
aggtacacat
gtgttggcag
gtagtcgcgg
atcaacgagg
tggcttctca
gctaactccc
gacccagaga
aaaactgaag
actgtgaccc
caaatgtact
tcccaaagac
ttttacagta
tacgtgccca
gagggcgatc
cccatctgat
ggagcccgta
cccctggatt
aaacgctcca
ttcccatttg
cgcggggaac
aactgaaggt
gcaattggaa
tcaatcaaat
taatgccggg
ttttgatttc
cccagtttta
gttcacgggc
tggcgtgctc
tgtcacccat
cagttacgat
gattcaaggt
tacagtgtac

tgacacagac

ggagtgcccc
cacctggcac
cttcactgca
caccaaaacc
caattgatcc
cttccagtgg
caggcaagct
tgaccccagt
gtaagatcaa
gggcattcgg
ttggcatgaa
atcactatga
cagctctgga
aagaccttct
gtcttcccte
ctctctgtgce
tcttctettt
aattgacagc
gaccccttgt
gcgacccagce
ggactagggg
ccatacaatt
aaatcagcaa
gacaagagcc
gcaatctggc
gggtccacag
gttggtgccg
agaaacaatt
ggtgaaatac
gccagaatgt
gcgttcaccg
ttgagcccca
cctgtgttga
gactccacca
gacgatgtct
atatttttgg
actgttgagg
cccagtagtg
ctaggtacta
attccaggca
ccaacagaag
gtgctcaccc
actgggagcg
aatgattttg

aacacttagc
ctatgaacca
gcaagtcatg
aagtgtatta
acctgagaaa
tcatccgcac
ggcagaccag
ctacacagct
gaagaggctt
aggcctaatg
tatgaatgag
tgctgattac
aatcatggtt
ttctcctagce
tggggtgcce
gctctctgaa
ttatggtgat
aaagctcaga
catctctgaa
tggttggttt
tcccaaccat
gatgtcccta
attggtcatt
aatgttcaga
tcccagtttt
ccaacctcgt
ccattgcggce
ttgtacaagc
tatggagcgc
acaatggtta
ccgggaaaat
gccaagtcac
tccecttacce
tcaaattgat
tcacagtttc
tgccacccac
agatgaccaa
cctttgttgt
cccaactgtc
gtcgtaacta
aaatcccagc
aaaccacaag
ccgacttttc

aaactaacca

accaagacca
gcctatcttg
agggaacagt
gaagctgcca
tggtcgttcg
cacatgcgga
gcttccaagg
gcgctcaagg
ctctggggcet
gatgaactca
gatggcccca
tctcgatggg
aaattctccc
gtggtggacg
tgtacctccc
gtcacaaacc
gatgaaattg
gaatatgggt
gacctgaatg
ggaaaactgg
ggagacccat
ctgggggagg
gcagagctaa
tggatgagat
gtgaatgaag
cccagaggtc
acctgtagcg
ccctggtgga
gcccttaggce
tgcaggtggt
catatttgca
tatgttcccc
cgatgttagg
agcaatgttg
ttgtcgagtt
agttgaatca
ttcaaggttc
tcaaccacaa
tcctgtcaac
cacaatgaat
ccctctagga
gacaaatggc
tccaaaactg

aaacacaaag

aattctggag
gtggcaagga
tgaagccatt
agaagaccat
cacaagcttg
aaaacgactg
ccaacctgat
atgagttagt
cggacttggc
aagcacactg
tcatcttcga
attcaacaca
cagaaccaca
tgggcgactt
aatggaactc
tatcccctga
ttagcacaga
taaaaccaac
gcctaacttt
agcagagttc
ctgaaacaat
ccgctctcca
aagaaggtgg
tctcagatct
atggcgtcga
aacaatgagg
ggccaacaaa
gagtttacag
cctgatttga
tttgaagtgc
gcagtcccac
cacataatag
aataatttct
tacacaccac
ctcacgagac
agaactaaac
cccattcctt
aacggcaggt
atctgcacct
ttggcctccce
actccagatt
tcgacccgcg
ggtagagttc

ttcaccccag
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6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601

tcggtgttat
caagttactc
tcccgggcga
acatggactt
ccccagcaca
tgtttgagtg
acttggttat

cacttgcccc

ccaggatggt
aggcagaaac
gcagctcctc
ggactgtctg
atctgatgtg
taagcttcat
cccceccccaat

catgggaaat

agtactaccc
attcataatg
ttcttcagat
ctccceccagg
gctctgttaa
aaatcaggct

ggttatttta
gggacggggc

cccgaaatga
tgcacctggc
ctactatgcc
aatgggtgca
gatttgtgaa
atgttacagt
gatttgattc
gtagacgtgc

accccaacaa
ccccgctgta
cggatgcagc
gtacttctac
tccagacaca
ggctcacact

ctgggtcaac

tgggtgctce
gcccccactt
gggtacccca
caggaggcag
ggtagggttt
ggccaacatg

cagttctaca

tgtgaaa agacaaaatt gattatcttt cttttcttca gtgtctttc

VP1, VP2 ve p22 genleri http://sysbio.unl.edu/SVMTriP/result.php online programi

kullanilarak analiz edildikten sonra proteinlerin epitop haritalari elde edilmistir (Sekil 3.1, 3.2
ve 3.3).
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Protein sequence used for prediction:

MEMASSDANPSDGSTANLYVPEVHNEVMALEFVVGARTAR PVAGDONVIDE
WIRNNFVOAPGGEFTVSPENAPGEITWSAPLGEPDLNEYLSHLARMYNGY A
GEFEVOVILAGHAFTAGKIIFAAVPPNFPTEGLSPSOVIMFEPHI IVDVRD
LEPVLIFLPDVENNF YHYNOQSNDSTIKLIAMLYT PLRANNAGDDVETVSC
RVLIRFSPDFDFIFLVEPIVESRTEFPFSVEVLIVEEMINSRFPIPLEKLF
TGPSSAFVVOPONGRCTIDGVLLGTTOLSPVNICTFRGIVTHIPGSRNYT
MNLASONWHNSY¥DFTEEIPAPLGTPDFVGEIQGVLTQTTRTNGSTRGHEAT
VYTGIADFSPRLGEVOFATDTDNDFETHONTKFT PWGVIQDGESTTPENE R
QOWVLEPSYSGRNIHNVHLAPAVAPTFEGEQLLFFRSTHMPGCSGY PNMDLD
CLLPQENVOYFYQERAPAOSDVALLRFVNPDTGEVLFECELHESGYVIVA
TGOHDLVIPPHNGYFREDSWVNQEY TLAPMGNGT GRRRAL

Epitope predicted inside protein below:

Rank Location Epitope Score Recommend”

1 191 -210 AGDDVFTVSCRVLTRPSPDF 1.000 bnd

2 474 - 493 LLRFVYNPOTGRVLFECKLHK 0.989 g

3 372 -39 DNDFETNQNTKFTPVGVIQD 0.266

4 312 -3N DPTEEIPAPLGTPDFVGKIQ 0.252

5 16-35 ANLVPEVNNEVMALEPVYVGA 0.226
* The epitopes recommenedad are labeled by the flags

Sekil 3.1 VP1’ e ait olas1 epitop bdlgeleri ve dizileri
Protein sequence used for prediction:
MAGAFFAGLASDVLGSGLGSLINAGAGAINQKVEFENNRELOQASFQFSS
HLOQASFOHDKEMLOAQTEATKKLOQEMMEVKOAMT. LEGGF SETDARRGR
INAPMTETLDWSGTRYWAPDARTTTYNAGRFSTPQPSGALPGRANLRATV
PARG5S55TSSNSSIATSVNSHOTTSTRLGSTAGSSTSVSSPPSTARTRSW
VEDQNRNLSPFMRGAHNISFVIPP SSRGS SQGTVSTVEREVLDSWIGAFN
TRRQPLEAHIRKRGESREV
Epitope predicted inside protein below:
Rank Location Epitope Score Recommend*

1 105 -124 MTKTLDWSGTRYWAPDARTT 1.000 bod

2 237 - 256 VPKEVLDSWTGAFNTRRQPL 0.647

3 204 -223 QNRNLSPFMRGAHNISFVTP 0.591

* The epitopes recommenedead are labeled by the flags

Sekil 3.2 VP2’ ye ait olas1 epitop bolgeleri ve dizileri
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Protein sequence used for prediction:

MGPALTTFNFDENEVLAFROQLARENKYGLIDTMREVGEQLEDVRTMPELEQ

ALENVSIFECOIVYSGCTY ILESDGEGNVEVDREIQSALVOTNNELAGRLH
LRCARIRYYVHECVOERLYSTIQIAGRAAFVITRITEEMNIODLWSEEQVE
NIEETTSEDGCFEFEDDEEFVISSDDIKTE

Epitope predicted inside protein below:

Rank Location Epitope Score Recommend®
1 108 - 127 RYYVKCVQEALYSIQIAGA 1.000 g
2 T9-98 VEVDRIQSAAVOTHNNELAGA 0923

* The epitopes recommeneded are labeled by the flags

Sekil 3.3 p22’ ye ait olasi epitop bolgeleri ve dizileri

VPI1 ve VP2 i¢in ii¢ (en fazla skorlanandan baslamak iizere ilk ii¢ epitop), p22 i¢in iki

epitop bolgesi alinarak bir polipeptid dizisi olusturulmustur. Her epitop bolgesi arasina glisini

kodlayacak 10 aminoasitlik bir bolge eklenmistir (Sekil 3.4). Boylece iki protein (VP1 ve VP2)

icin her bir epitop 20’ ser aminoasit olmak iizere ii¢ epitopun toplam aminoasit sayisi

2x20x3=120’ dir. Diger protein (p22) i¢in iki epitop 20’ ser aminoasitlik olmak tizere 2x20=40

aminoasit toplamda 160x3=480 bazlik bir bolge tasarlanmistir. Her epitop arasina 10

aminoasitlik glisin bag1 eklendiginden 10X7=70 aminoasit yani sekansi 70x3=210 baz olup

toplamda en az 480+210=690 bazlik bir fragman E.coli’ ye gore kodon optimizasyonu yapilmis

haliyle sentezlenmek tizere hizmet alim1 yapilmistir. Sentezlenen bu fragman baslangi¢ kodonu

icermektedir ve fragmanin sonuna stop kodonu eklenmistir.

VP1

VP2

p22
|

‘ Epitop 1 W—{ Epitop 2 ’_|7‘ Epitop 3 T Epitop 1 T‘Epitop 2 }—|—1 Epitop 3 }T Epitop 1 T Epitop 2

‘Gly‘

Gly |

Sekil 3.4 Epitoplardan olusan polipeptid (EP123) yapisi

Gly ‘ Gly ‘ ‘ Gly ‘
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EP123 protein dizisi;

MAGDDVFTVSCRVLTRPSPDFGGGGGGGGGGLLRFVNPDTGRVLFECKLHKGGGG

GGGGGGDNDFETNQNTKFTPVGVIQDGGGGGGGGGGMTKTLDWSGTRYWAPDAR
TTGGGGGGGGGGVPKEVLDSWTGAFNTRRQPLGGGGGGGGGGQNRNLSPFMRGA
HNISFVTPGGGGGGGGGGRYYVKCVQEALYSIIQIAGAGGGGGGGGGGVKVDRIQS

AAVQTNNELAGA*

Bu gen dizileri E. coli tiirtine gore kodon optimizasyonu yapilmustir.

VP1 Optimize Dizisi (Optimize dizi uzunlugu:1623, %GC:58.81)

ATGAAGATGGCGAGCAGCGATGCGAACCCGAGCGATGGTAGCACCGCGAACCTGGTTCCGGAAGTGAACAACGAG
GTGATGGCGCTGGAACCGGTGGTTGGTGCGGCGATTGCGGCGCCGGTTGCGGGTCAGCAAAACGTGATCGACCCG
TGGATTCGTAACAACTTTGTTCAAGCGCCGGGTGGTGAATTTACCGTGAGCCCGCGTAACGCGCCGGGTGAAATC
CTGTGGAGCGCGCCGCTGGGTCCGGACCTGAACCCGTACCTGAGCCACCTGGCGCGTATGTACAACGGCTATGCG
GGTGGCTTCGAAGTGCAGGTTATCCTGGCGGGTAACGCGTTCACCGCGGGTAAAATCATTTTTGCGGCGGTGCCG
CCGAACTTTCCGACCGAAGGTCTGAGCCCGAGCCAGGTTACCATGTTTCCGCACATCATTGTGGATGTTCGTCAG
CTGGAACCGGTGCTGATTCCGCTGCCGGATGTTCGTAACAACTTCTACCACTACAACCAAAGCAACGACAGCACC
ATTAAGCTGATCGCGATGCTGTACACCCCGCTGCGTGCGAACAACGCGGGTGATGACGTGTTTACCGTTAGCTGC
CGTGTTCTGACCCGTCCGAGCCCGGACTTTGACTTCATCTTTCTGGTTCCGCCGACCGTGGAAAGCCGTACCAAG
CCGTTTAGCGTTCCGGTTCTGACCGTTGAAGAGATGACCAACAGCCGTTTTCCGATTCCGCTGGAAAAGCTGTTC
ACCGGTCCGAGCAGCGCGTTCGTGGTTCAGCCGCAAAACGGTCGTTGCACCACCGACGGTGTTCTGCTGGGCACC
ACCCAACTGAGCCCGGTTAACATCTGCACCTTCCGTGGTGATGTGACCCACATCCCGGGTAGCCGTAACTACACC
ATGAACCTGGCGAGCCAAAACTGGAACAGCTACGATCCGACCGAAGAGATCCCGGCGCCGCTGGGCACCCCGGAT
TTTGTGGGCAAGATCCAGGGTGTGCTGACCCAGACCACCCGTACCAACGGTAGCACCCGTGGTCACAAGGCGACC
GTGTATACCGGTAGCGCGGACTTCAGCCCGAAACTGGGTCGTGTTCAATTTGCGACCGATACCGACAACGATTTC
GAGACCAACCAGAACACCAAGTTCACCCCGGTTGGTGTGATCCAGGATGGTAGCACCACCCCGCGTAACGAACCG
CAGCAATGGGTTCTGCCGAGCTATAGCGGTCGTAACATCCACAACGTTCACCTGGCGCCGGCGGTTGCGCCGACC
TTTCCGGGTGAACAACTGCTGTTCTTCCGTAGCACCATGCCGGGTTGCAGCGGTTACCCGAACATGGACCTGGAT
TGCCTGCTGCCGCAGGAATGGGTGCAATACTTCTACCAAGAAGCGGCGCCGGCGCAAAGCGATGTGGCGCTGCTG
CGTTTCGTGAACCCGGATACCGGTCGTGTTCTGTTCGAATGCAAGCTGCACAAAAGCGGCTACGTGACCGTTGCG
CACACCGGTCAACACGATCTGGTGATCCCGCCGAACGGCTACTTCCGTTTCGACAGCTGGGTTAACCAATTCTAC
ACCCTGGCGCCGATGGGCAACGGCACCGGTCGTCGTCGTGCGCTG-

VP2 Optimize Dizisi (Optimize dizi uzunlugu: 807, %GC:61.61)

ATGGCGGGTGCGTTTTTCGCGGGTCTGGCGAGCGATGTTCTGGGCAGCGGTCTGGGTAGCCTGATCAACGCGGGT
GCGGGCGCGATCAACCAGAAGGTTGAGTTCGAGAACAACCGTAAACTGCAACAGGCGAGCTTTCAGTTCAGCAGC
AACCTGCAGCAAGCGAGCTTCCAGCACGACAAGGAAATGCTGCAGGCGCAAATTGAGGCGACCAAAAAGCTGCAA
CAGGAGATGATGCGTGTGAAGCAAGCGATGCTGCTGGAAGGTGGCTTTAGCGAAACCGACGCGGCGCGTGGTGCG
ATTAACGCGCCGATGACCAAAACCCTGGACTGGAGCGGCACCCGTTATTGGGCGCCGGACGCGCGTACCACCACC
TACAACGCGGGTCGTTTTAGCACCCCGCAACCGAGCGGTGCGCTGCCGGGTCGTGCGAACCTGCGTGCGACCGTT
CCGGCGCGTGGTAGCAGCAGCACCAGCAGCAACAGCAGCATCGCGACCAGCGTTAACAGCAACCAGACCACCAGC
ACCCGTCTGGGTAGCACCGCGGGTAGCGGCACCAGCGTTAGCAGCCCGCCGAGCACCGCGCGTACCCGTAGCTGG
GTTGAGGATCAGAACCGTAACCTGAGCCCGTTTATGCGTGGTGCGCACAACATTAGCTTCGTTACCCCGCCGAGC
AGCCGTAGCAGCAGCCAGGGCACCGTTAGCACCGTTCCGAAGGAAGTGCTGGATAGCTGGACCGGTGCGTTCAAC
ACCCGTCGTCAACCGCTGTTTGCGCACATCCGTAAGCGTGGCGAAAGCCGTGTT-

p22 Optimize Dizisi (Optimize dizi uzunlugu: 543, GC%:54.56)

ATGGGCCCGGCGCTGACCACCTTCAACTTTGACCGTAACAAGGTTCTGGCGTTTCGTCAGCTGGCGGCGGAAAAC
AAGTACGGTCTGATCGATACCATGCGTGTTGGTAAACAGCTGAAAGACGTGCGTACCATGCCGGAACTGAAACAG
GCGCTGAAGAACGTGAGCATCAAAAAGTGCCAGATCGTGTACAGCGGTTGCACCTACATCCTGGAAAGCGATGGT
AAAGGCAACGTGAAGGTTGACCGTATCCAAAGCGCGGCGGTTCAGACCAACAACGAGCTGGCGGGTGCGCTGCALC
CACCTGCGTTGCGCGCGTATCCGTTACTATGTGAAGTGCGTTCAAGAGGCGCTGTACAGCATCATTCAGATCGCG
GGTGCGGCGTTCGTTACCACCCGTATCACCAAGCGTATGAACATCCAGGATCTGTGGAGCAAACCGCAGGTTGAG
AACACCGAAGAGACCACCAGCAAAGACGGTTGCCCGAAACCGAAGGATGACGAAGAGTTCGTGATCAGCAGCGAT
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GACATCAAGACCGAGHER

EP123 Optimize Dizisi (Optimize dizi uzunlugu: 696, GC%:65.18)

BE8GCGGGTGACGATGTGTTCACCGTTAGCTGCCGTGTTCTGACCCGTCCGAGCCCGGACTTTGGTGGCGGCGGT
GGTGGCGGCGGTGGCGGTCTGCTGCGTTTCGTTAACCCGGACACCGGTCGTGTGCTGTTTGAGTGCAAGCTGCAC
ARAGGTGGCGGCGGCGGCGGTGGCGGTGGCGGTGATARCGACTTCGAGACCAACCAGAACACCARATTCACCCCG
GTGGGCGTTATTCAGGACGGTGGCGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGCGGTATGACCAAGACCCTGGACTGGAGCGGC
ACCCGTTACTGGGCGCCGGATGCGCGTACCACCGGCGGTGGCGGCGGTGGTGGTGGCGGTGGTGTTCCGARAGAG
GTGCTGGACAGCTGGACCGGTGCGTTTAACACCCGTCGTCAACCGCTGGGTGGCGGTGGTGGCGGTGGCGGCGGC
GGTCAGAACCGTAACCTGAGCCCGTTTATGCGTGGCGCGCACAACATTAGCTTTGTGACCCCGGGTGGTGGCGGC
GGTGGTGGCGGTGGCGGTCGTTACTATGTTAAGTGCGTGCAAGAAGCGCTGTATAGCATTATCCAGATCGCGGGT
GCGGGCGGCGGTGGCGGCGGCGGTGGTGGTGGCGTGAAGGTTGATCGTATCCAGAGCGCGGCGGTTCAGACCAAC
AACGAACTGGCGGGTGCGIHER

Optimize edilmis gen dizilerini gosteren kisimlar yukarida belirtilmistir. Start kodonu
olan ATG yesil, stop kodonu TAA kirmizi ve primer dizileri i¢in kullanilan bolgeler sar1 renk
ile gosterilmistir. Olusturulan final DNA dizileri “Triogen Biyoteknoloji” firmasina
sentezlettirilmistir. Noroviriis (HuNoV/ GlI.4) antijenlerinden VP1 ve EP123’ e ait DNA
dizileri pEX- A258 vektori i¢inde, VP2 ve p22’ ye ait DNA dizileri ise pEX- Al128
vektoriinde temin edilmistir (Sekil 3.5).

Xhbal (10)
Nhel (16)

Ascl (2437) VP11 523bp EcoRl (22) pEX-Rev

EP123-696bp — " lac promoter

Xhaol (2430)

Sall (2424)

Mfel (2418)
pEX-For ™~
pEX-A258
AmpR promoter ____pucC ori
2446 bp
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BamHI (zo)

Nodl (za41)  VP2-807bp EcoRI (26) pEX-Rev
Sael ms&zﬂabp (’\/Ec promoter
Kpnl (2432) /
MpT (2423) N
pEX-For >~
AmpR promoter PEX-A128 . pUC ori

2450 bp

AmpR

Sekil 3.5 Standart vektor i¢ine yerlestirilen VP1, VP2, p22 ve EP123’¢ ait sentetik DNA’lar
3.2.2. Noroviriis antijenlerinin klonlanmasi

Liyofilize halde gelen Noroviriise ait gen dizilerinin her biri iiretici firmanin talimatina
gore TE (10mM) tamponunda ¢oziilmiistiir. DNA” nin 10 puL’ si 100 pL E. coli DH10B
kompetani igerisinde nazikge karistirildiktan sonra kompetan hiicre/DNA karisimi 20-30 dakika
buz tizerinde inkiibasyona birakilmistir. Her bir transformasyon tiipti 1 dakika boyunca 42°C’
lik su banyosuna alinarak 1s1 sokuna maruz birakilmistir (Sambrook vd. 2001) Siire bitiminde
tiipler 2 dakika tekrar buz ilizerine alinmistir. Buzdan alian tiiplerin iizerine 900 mL TSB
eklenerek homojenize edilmis ve 37°C’ de calkalamali inkiibatérde 1 Saat inkiibe edilmistir.
200 puL’ st AXI besiyeri plaklar lizerine yayma ekim yontemiyle tiim yiizeye yayilmistir.
Plaklar 37°C’ de gecelik inkiibasyona birakilmistir.

3.2.2.1. pEX-A258 ve pEX-A128 Plazmidlerinin izolasyonu

E. coli DH10B susuna aktarilan pEX-A258 ve pEX-A128 plazmid DNA’ larini izole
etmek i¢in, bu plaklardan alinan bir koloni ampisilin iceren 5 mL TSB siv1 besiyerine ekilmis
ve 37 °C’ de gecelik inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin GeneAll-Exprep™-Plasmid SV
markali plazmid ekstraksiyonu kiti ile {iretici firmanin talimatina gére plazmid izolasyonu
yapilmistir. Izolasyon igin kisaca, 10 mL gecelik siv1 kiiltiir oda sicakliginda 10,000 x g’ de 5

dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kism1 atildiktan sonra pellet, 250 uL S1 tamponu ile
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homojenize edilmistir. Homojenat yeni bir 1,5 mL mikrosantrifiij tiipline alinarak iizerine 250
uL S2 tamponu eklenmis ve 4 defa alt-iist edilmistir. Karigimin tizerine 350 pL S3 tamponu
ilave edilerek 6 kere alt-iist edilmis ve homojen hale gelmesi saglanmistir. 13,000 x g’ de 10
dakika santrifiij edildikten sonra silipernatant kismi dikkatli bir sekilde SV kolonuna
yiiklenmistir. 13,000 x g’ de 30 saniye santrifiij edilerek kolona tutunmasi saglanmustir.
Kolonun altina gegen kisim atilmis, tekrar koleksiyon tiipiine yerlestirilen SV kolonuna 500 pL
AW tamponu eklenmis ve 13,000 x g’ de 30 saniye santrifiij edilmistir. Kolonun altina gegen
kisim uzaklastirilmis ve SV kolonu koleksiyon tilipiine yeniden yerlestirilmistir. 700 uL PW
tamponu uygulanmis ve 13,000 x g” de 30 saniye santrifiij edilmistir. Kolondan alta gegen kisim
atilmis ve SV kolonu koleksiyon tiipiine tekrar yerlestirilmistir. Yikama tamponundan gelen
artiklar uzaklastirmak i¢in 13,000 x g’ de 1 dakika santrifiij edilmistir. Kolon yeni bir
mikrosantrifiij tiipline alinarak 50 pL EB tamponu eklenmis ve 1 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Siire bitiminde 13,000 x g’ de 1 dakika santrifiij edilerek plazmid DNA’s1

mikrosantrifijj tiiptinde toplanmistir. Uzun siire saklamak i¢in -20 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.2.2.2. pEX-A258 ve pEX-A128 Plazmidlerinin Restriksiyonu

izole edilen plazmidlerin icindeki gen fragmanlarinin varligm dogrulamak igin
restriksiyon igslemi uygulanmistir. VP1 ve EP123 igin; 10 pL plazmid DNA (pEX-A258), 6 uL
distile su, 2 uL 10X FastDigest tamponu, 1 pL FastDigest Xhol ve 1 uL FastDigest Xbal enzimi
kullanilarak reaksiyon kurulmustur. VP2 ve p22 igin; 10 pL plazmid DNA (pEX-A128), 6 uL
distile su, 2 uL 10X FastDigest tamponu, 1 uL FastDigest BamHI ve 1 pL FastDigest Notl
enzimi kullanilarak reaksiyon kurulmustur. Kesim reaksiyonlar1 37 °C’ de yaklasik olarak 30
dakika inkiibe edildikten sonra her birinden 5 pL alinarak %1 w/v’lik agaroz jelde

incelenmistir.

3.2.2.3. Hedeflenen Gen Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

Klonlamada kullanilmak iizere restriksiyon kesim bdlgeleri de eklenmis primerler
optimize gen dizilerinden yola ¢ikarak tasarlanmistir (Cizelge 3.1). Klonlanmasi hedeflenen
insert, izole edilen pEX-A258 ve pEX-A128 plazmidlerinin PCR’ da kalip DNA olarak ve
tasarlanan primerlerin kullanilmasiyla ¢ogaltilmistir. Restriksiyon kesim bdlgeleri italik olarak

yazilmistir.
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Cizelge 3.1 Restriksiyon kesim bolgeleri eklenmis VP1, VP2, p22 ve EP123 primerleri

Primer adi Sekansi Referans
VP1F 5’-ATGAATTCATGAAGATGGCGAGCAGCGA-3° Bu calisma
VP1R 5’-ATAAAGCTTTTACAGCGCACGACGACGA-3’ Bu calisma
VP2F 5’-ATGAATTCATGGCGGGTGCGTTTTTCGC-3” Bu ¢alisma
VP2R 5’-ATAAAGCTTTTAAACACGGCTTTCGCCA-3’ Bu ¢alisma
p22F 5’-ATGAATTCATGGGCCCGGCGCTGACCAC-3° Bu ¢alisma
p22R 5’-ATAAAGCTTTTACTCGGTCTTGATGTCA-3’ Bu ¢alisma
EP123F 5’-ATGAATTCATGGCGGGTGACGATGTGTT-3’ Bu ¢alisma
EP123R 5’-ATAAAGCTTTTACGCACCCGCCAGTTCG-3’ Bu ¢alisma
T7-F 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ Addgene
T7-R 5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’ Addgene

(GAATTC: EcoRI, AAGCTT: HindllIl)

PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢in PCR amplifikasyonu 50 pL toplam hacimde, son
konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon ¢ozeltisi 1X, ANTP 0,2 mM, primer (her biri i¢in) 0,4
pmol, Tag DNA polymerase 0,3 nL/50 uL olacak sekilde reaksiyon kurulmustur. Kullanilan

malzemeler ve hacimleri Cizelge 3.2’ de belirtilmistir.

Cizelge 3.2 PCR karisiminin icerigi

Malzeme Istenen Son Konsantrasyon 1 6rnek i¢in (pL)
(Konsantrasyon)

Deionize steril su 41,3 uL
Buffer with MgCl; (10X) 1X 5

dNTP (10 mM) 0,2 mM 1
Primer-F (100 pmol) 0,4 pmol 0,2
Primer-R (100 pmol) 0,4 pmol 0,2

Taq Polimeraz (5 U) 0,3 ulL/ 50 uL 0,3

DNA 2
TOPLAM 50
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PCR karigimin hazirlanmasinin ardindan 0,2 mL PCR tiiplinde yer alan 50 pL PCR
karigimi tizerine 2 pL. DNA eklenmis ve Termal Cycler cihazina (LONGGENE A300)
yerlestirilmistir. PCR, Cizelge 3.3’ te verilen kosullarda gergeklestirilmistir. PCR {irtinleri 1%’
lik agaroz jelde yiiriitiildii ve GeneMark™ Plus PCR Cleanup Kiti ile saflastirilmistir.

Cizelge 3.3 VP1, VP2, p22 ve EP123 geninin amplifikasyonundaki 1sil dongii ve siire diyagrami

PCR Sicaklik (°C) Siire Do
Dongiisii ngii
Ik 95 5 dk 1
denatiirasyon
Denatiirasyon 95 30sn
Baglanma VP1 VP2 p22 EP123 30sn
60 57 53 60 35
Uzama 72 VP1 VP2 P22 EP123
1,5dk 1dk 1dk 30sn
Son uzama 72 10 dk 1

3.2.2.4. Ekspresyon Vektorii pET30-a’ min izolasyonu

PCR ile ¢ogaltilan genlerin klonlanmasi amaciyla ekspresyon vektorii olan pET30-a
secilmistir. E. coli BL21 igerisinde yer alan pET30a plazmidi, GeneAll-Exprep™- Plasmid SV

plazmid ekstraksiyon Kiti kullanilarak daha 6nce anlatildigi gibi izole edilmistir.

3.2.2.5. pET30-a Plazmidi ve Klonlanacak Genleri Iceren Amplikonlarin

Restriksiyonu

PCR yontemiyle ¢ogaltilan amplikonlar ve saflastirilan vektor (pET30-a) ayri tiiplerde
restriksiyona tabi tutulmustur. Bu amagla 10 uLL DNA, 6 pL distile su, 2 uL 10X FastDigest
tamponu 1 pL FastDigest EcoRI ve 1 pL FastDigest Hindlll enzimi kullanilarak reaksiyon
kurulmus ve 37 °C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda her bir
ornekten 5’er pL alinarak agaroz jelde goriintiilleme yapilmistir. Kalan 15 pL iirtine 85 pL
distile su eklenerek 100 uL’ye tamamlanmis ve iizerine 1:1 hacimsel oran1 saglayacak sekilde

100 pL  Fenol-Kloroform-izoamilalkol ~ (25:24:1) eklenmistir. Sonrasinda hafifce
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vortekslenerek ve 13000 rpm’de 5 dakika +4 °C’de santrifiijlenmistir. Ust fazlar yeni bir
ependorfa alinarak birlestirilmis ve 10:1 hacimsel oran1 saglayacak sekilde 20 pL 3 M Sodyum
Asetat (pH:5.2) eklenip karistirildiktan sonra 1:1 hacimsel orani saglayacak sekilde 200 pL saf
etanol eklenerek karistirildiktan sonra -20 °C’de 30 dakika bekletilmistir. inkiibasyondan sonra
30 dakika boyunca 15 000 rpm’de +4 °C’de santrifiijlenmistir. Supernatant atilarak pellet
tizerine 400 uL %70’lik etanol eklenmis ve 5 dakika 15 000 rpm’de +4 °C’de santrifiijlenmistir.

Supernatant atilip pellet kurutulduktan sonra 17 pL distile su ile ¢oziilmiistiir.

3.2.2.6. Saflastirilan Restriksiyon Uriinlerinin Ligasyonu

Ligasyon reaksiyonu igin 17 pL restriksiyon tiriinlerinin tizerine 2 uL 10X T4 DNA ligaz
tamponu ve 1 pL T4 DNA Ligaz (5 U/uL) eklenmis ve gece boyu 22 °C’ de inkiibe edilmistir.
Ertesi giin, T4 DNA ligazin inaktivasyonu i¢in ligand 70 °C’ de 5 dakika inkiibe edilmistir.

3.2.2.7. Ligandn E.coli BL21 Susuna Transformasyonu

Transformasyon isleminden once E. coli BL21 susu kompetan hale getirilmistir. Bu
amagla Sambrook vd. (2001)’ un gelistirdigi kimyasal transformasyon yontemi kullanilmistir.
BL21 susunun TSA besiyerine ekimi gergeklestirilmistir ve 37 °C’ de gecelik inkiibasyona
birakilmistr. Ertesi giin, TSA plakta biiyliyen bakterilerden tek koloni alinmis ve 10 mL TSB
besiyerine ekilerek gecelik inkiibasyona birakilmistir. 10 mL besiyeri icerisinden 1 mL alinarak
50 mL TSB besiyerine ekimi gergeklestirilmistir. Hiicrelerin logaritmik biiylime (log) fazina
ulagmasi icin yaklasik 3 saat boyunca 37 °C’ de inkiibe edilmistir. Log fazina ulagmis BL21
kiiltiirii 30 dakika boyunca buzda bekletilmis ve bu siire sonunda 5000 rpm’ de 10 dakika +4
°C’ de santrifiijlenmistir. Stipernatant uzaklastirilmis ve 10 mL soguk distile su ile resiispanse
edilmistir. Tekrar su ile yikamanin ardindan elde edilen pellet 10 mL 10%’luk gliserollii su ile
resiispanse edildikten sonra 5000 rpm’ de 10 dakika +4 °C’ de santrifiijlenmistir. Stipernatant
atilmig ve 30 mL 80 mM MgCl2>-20 mM CaCl> soliisyonu ile resiispansiyon yapilmistir.
Sonrasinda, 5000 rpm’ de 10 dakika +4 °C’ de santrifiijlenmistir. Pellet 1 mL 0,1M” lik CaCl;
cozeltisinde resiispanse edilmis ve 100’ er uL olacak sekilde eppendorflara dagiltilmistir. 100
uL kompetan hiicre tizerine 10 uL ligand eklenmis ve karistirtlmistir. Kompetan hiicre-ligand
karisimi 20 dakika boyunca buzda bekletilmistir. Siire bitiminde 1 dakika boyunca 42 °C’ de
tutulmus ve sonrasinda hemen buza alinip 2 dakika boyunca buzda bekletilmistir. 900 pL TSB
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eklenip 37 °C’ de 250 rpm’ de calkalanarak bir saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasi, kiiltirden 200 pL alinarak 50 pg/mL kanamisin igeren TSA besiyerine ekim
yapilmustir. Gece boyu 37 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin, biiyliyen kolonilerden

rastgele 16 koloni se¢ilmistir.

3.2.2.8. Segilen Kolonilerin PCR ile Dogrulanmasi

Secilen kolonilere hem T7 primerleriyle hem de klonlama i¢in kullanilan primerler
(Cizelge 3.1) ile koloni PCR kurulmustur. Amplikonlar %1,5° luk agaroz jelde yiiriitilmiistiir.
T7 primerleri ile elde edilen amplikonlardan VP1’ in 1913 bp, VP2’ nin 1097 bp, p22’ nin 833
bp ve EP123” iin 986 bp’ lik bant olusturmasi beklenmistir. PCR sonucunda pozitif olan
koloniler 50 pg/mL kanamisin igeren secici s1v1 besi yerlerine inokiile edilmistir. Inokiile edilen
ve biyliyen transformantlardan plazmid ekstraksiyonu yapilarak, EcoRI ve HindIII
endoniikleaz enzimleri ile kesilmistir. Elektroforez yapilarak, insert alan koloniler tespit
edilmistir. Kolonilerden kanamisinli segici besi yerine ekim yapilarak, uzun siireli saklama i¢in

gliserol stoklar1 hazirlanmig ve -20 °C” de muhafaza edilmistir.

3.2.2.9. Sekans Analizi

Kolonilerin dogrulanmasi yapildiktan sonra elde edilen klonlardan ekspresyon vektoriine
ait T7 primerleri ile PCR yapilmis ve sekans analizi igin Medsantek firmasina (Istanbul)
gonderilmistir. Fasta formatinda tarafimiza gonderilen sekanslar Gen Bankasi veritabaninda yer
alan diziler ile karsilastirilmistir. Bunun igin nucleotide-nucleotide BLAST programi

kullanilmistir.

3.2.3. Rekombinant Proteinlerin Uretimi ve Saflastiriimasi

Antijenik genleri tasidigi dogrulanan rekombinant kolonilerden ilgili proteinlerin

tiretimi ve saflastirilmasi igin yapilan islemler sirastyla asagida anlatildigi gibidir.
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3.2.3.1. Rekombinant Protein Uretimi

Biiyiik 6l¢ekli protein tiretimine gegmeden dnce rekombinant protein tespiti yapilmustir.
Plazmid igeren her bir koloni (VP1, VP2, p22 ve EP123) 50 png/mL Kanamisin igeren 10 mL
2X YT besiyerinde siispanse edildikten sonra 37 °C’ de gecelik inkiibasyona birakilmistir.
Ertesi sabah gecelik kiiltiirden 1:100 oraninda 50 pg/mL Kanamisin igeren 30 mL taze 2X YT
besiyerine transfer edilmistir. 37 °C’ de ge¢ logaritmik faza (ODsoo 0,8) gelene kadar (~6 saat)
inkiibe edilmistir. 6 saatlik inkiibasyon sonrasi kiiltiir i¢erisinden 1 mL eppendorf tiipiine
alinmigtir. 2 dakika 15000 rpm’ de santrifiij yapilmistir. Siipernatanti uzaklastirilan pelletin
tizerine 50 puL 1X PBS eklenerek +4°C’ ye kaldirilmistir. Kalan kiiltir igerisine son
konsantrasyonu 0,5 mM olacak sekilde Izopropil B-D-1-tiyogalaktopiranosid (IPTG) eklenerek
oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. IPTG eklendikten sonra 24, 36, 48, 60. saatlerde
icerisinden 1 mL eppendorf tiipline alinarak ayni kosullarda santrifiij edilmistir. Pelletin tizerine
50 uL 1X PBS eklenerek +4 °C’ ye kaldirilmustir. 0, 24, 36, 48, 60. saatlerde alinan ornekler
stispanse edilerek tizerlerine 50 uL 6rnek tamponu eklenmistir. Vortekslenen 6rnekler 100 °C’
de 10 dakika inkiibe edilmistir. Siire bitiminde 6rnekler buza alinarak sogutulmustur. Ardindan
15000 rpm’ de 2 dakika santrifiij edilerek hiicre kalintilar1 ¢oktiiriilmiistiir. Ustte kalan sivi
¢oziinebilir denatiire proteinlerdir. Onceden hazirlanan SDS-PAGE jeline 20 pL iist stvidan
alinarak yiikleme yapilmistir. SDS-PAGE jel goriintiisiinden yola ¢ikarak ekspresyonun en
yiiksek oldugu saat belirlenmistir (Crowe vd. 1994).

Biiyiik 6lcekli iiretim i¢in rekombinant (VP1, VP2, P22 ve E123 genlerini tasiyan)
plazmidleri igeren koloniler ilk basamaktaki gibi ekilerek kiiltiirlenmistir. 1:100 oraninda 50
ng/mL Kanamisin igeren 1 L taze 2X YT besiyerine transfer edilmistir. Hiicreler geg logaritmik
faza ulasana kadar 37 °C’ de inkiibe edilmistir. Takiben igerisine son konsantrasyonu 0,5 mM
olacak sekilde IPTG eklenmistir. Bakteri kiiltiirii havalandirmali besiyerinde indiiklemeyi
takiben 24 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler 5000 rpm’ de 10
dakika santrifiij edilerek toplanmistir. Pelletin iizerine 1X PBS eklenerek hiicreler bir kere

yikanmigtir ve -80 °C” ye kaldirilmistir.
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3.2.3.2. Protein Tayini

Protein tayinleri Bradford yontemi kullanilarak yapilmistir (Bradford, 1976). Protein

standard1 olarak sigir serum albumini (BSA) kullanilmistir. Bradford yontemi Coomassie

Brillant Blue G250 boyasinin proteinlere baglanmasi esasina dayanan bir yontemdir. BSA’ nin

10 mg/mL’ lik stok ¢ozeltisi hazirlanarak, standart ¢ozeltiler bu stoktan 0,05-1 mg/mL olacak

sekilde ultra saf su ile seyreltilerek hazirlanmistir.

Hazirlanan standart ¢ozeltilerden tiiplere 100’ er pL aktarilmis, kore ise 100 pL ultra saf

su koyulmustur. Biitiin tiiplere 5’er mL hazirlanan Coomassie Brillant Blue G250 ¢6zeltisinden

eklenerek karistirilmustir. Iki dakika sonra standartlar 595 nm dalga boyunda kore karsi

okunmus ve protein standart grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 Protein standart grafigi

Protein tayini yapilacak Ornekler, yukarida belirtildigi sekilde Coomasie Blue ile

karistirildiktan sonra, 2 dakika beklenmis ve 595 nm’de absorbans 6l¢iilmiistiir. Bulunan deger

formiilde yerine konularak, protein miktar1 mg/mL cinsinden hesaplanmaistir.

56



3.2.3.3. SDS-PAGE Yontemi ile Proteinlerin Elektroforezi

Proteinlerin goriintiilenmesi icin SDS-PAGE jeli hazirlanmistir. Ornekler yiiklenerek
proteinler jelde dikey elektroforez cihaziyla yiiriitiilmiistiir. Daha sonra jel boyanarak proteinler

goriintiilenmistir.

Alkol ile iyice temizlenmis iki cam (biri spacer 0zellikte) {ist iiste yerlestirilerek jel dokme
diizenegine yerlestirilmistir. ilk olarak %12,5” luk ayirma jeli icin karisim hazirlanarak iki cam
arasina hava kabarcig1 olusturmamaya dikkat ederek pipetlenmistir. Jelin {ist kisminda diizgiin
bir yiizey olusturmak ve hava ile temasini kesmek i¢in lizerine 1 mL %70 etil alkol yavasga
pipetlenmistir. Ayirma jeli polimerlestikten sonra iist kisimdaki etil alkol dikkatlice dokiilmiis
ve %4’ lik ylikleme jeli karigsimi ayirma jeli lizerine pipetlenmistir. Son olarak ytlikleme jelinini
ist kismina 1 mm tarak yerlestirilerek jel polimerlesmeye birakilmigtir. Boylece kuyucuklarin

olusmasi saglanmuistir.

Elektroforez islemi icin Oncelikle hazirlanan jel dikey elektroforez tanki igerisine
yerlestirilmis ve jel kuyucuklarinin {izerini kapatacak sekilde tankin i¢i yliriitme tamponu ile
doldurulmustur. Mikropipet yardimi ile yiiriitme tamponu kuyucuktan alinip birakilarak jel
kuyucuklart yikanmigtir. Yikleme isleminden Once hazirlanan proteinlerden 10 pL
mikrosantriflij tiipii i¢erisine alinarak {izerine 10 puL yiikleme tamponu (2X) ilave edilmistir ve
wsiticida 100 °C’ de 10 dakika isitilmigtir. Poliakrilamid jelin ilk kuyucuguna 4 pL protein
marker (Opti-Protein XL Marker, G266), daha sonra diger kuyucuklara sirasiyla ornekler
yiiklenmistir. Orneklerin protein igerigi Bradford ydntemi ile tayin edilmis ve hepsinin son
konsantrasyonu 15 pg/kuyu olacak sekilde ayarlanarak kuyucuklara yiiklenmistir. Yiikleme
isleminin ardindan dikey elektroforez tankinin kapag: kapatilarak elektrotlar gii¢ kaynagina
dogru bir bicimde yerlestirilmistir ve ¢alistirilmistir. Ornekler ayirma jeline gecene kadar
(yaklasik 30 dk) 100 V, ayirma jeline gectikten sonra 200 V’ da yaklasik 45 dakika boyunca
yiiriitiilerek proteinlerin ayrilmasi saglanmistir. Yiikleme boyalarmin yiiriime mesafesi kontrol

edilerek jelin alt kismina geldiklerinde yiiriitme islemi sonlandirilmistir (Laemmli, 1970).

Proteinleri goriintiilemek icin, jel dikkatlice boyama yapilacak kiivete alinmistir.

Yikleme jeli kism1 uzaklagtirildiktan sonra jel su ile yikanmistir. Jeli boyamak i¢in, Commasie
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blue boyasi kap igerisindeki jel iizerine dokiilmiis, kabin kapagi yarim kapatilarak, 1 dakika
mikrodalga firinda yiiksek derecede isiya tabi tutulmustur. Daha sonra 15-20 dakika
calkalayicida yavasca inkiibe edilmistir. Boya geri toplanip destaining soliisyonu jelin iistiine
dokiilmiistiir ve mikrodalgada 1 dakika isitilip sonra 20-30 dakika karistiricida yavasga inkiibe

edilmistir. Bu son islem bantlar net goriinene kadar tekrar edilmistir.

3.2.3.4. Immobilize Metal Afinite Kromatografi (IMAC) Kolonu ile Saflastirma

Rekombinant proteinler (VP1, VP2, p22 ve EP123) vektoriin (pET30a(+)) omurgasinda
yer alan His-tag kuyrugu igerdigi i¢in oncelikle bu kuyrugu yakalayabilen Immobilize Metal
Afinite Kromatografi (IMAC) kolonu ile saflastirma yoluna gidilmistir. Bio-Rad EconoFit
IMAC Ni-NTA kolon saflagtirma protokoliine goére; -80°C’ deki rekombinant protein
orneklerinin 6nce buz lizerine alinarak kontrollii bir sekilde ¢oziinmesi saglanmistir. Ardindan
~5 gr pellet tizerine 15 mL IMAC Lizis Tamponu eklenerek siispanse edilmistir. Hiicreler prob-
tip sonikator ile 1 dk pargalanip 1 dakika buzda bekletilmistir. Ayni islem 3 kere daha tekrar
edilmistir. 15000 rpm’de +4 °C’ de 30 dakika santrifiij edilen 6rneklerin siipernatant kismi1 0.45

u filtreden gegirilerek kolonda olusabilecek tikaniklik dnlenmistir.

Kromatografi kolonu yukarida bahsedilen yikama tamponuyla (25 mL =5 kolon hacmi )
yikanmis ve dengeleme yapilmistir. Kolon hacminin 5 mL olmasindan dolayi, 10 mL 6rnek
kullanilarak iki kere yiikleme yapilmistir. Kolon ilk olarak imidazol olmadan, ardindan 20 mM
ve son olarak 40 mM imidazollii yikama tamponuyla yikanmistir. Her bir uygulamada 250 mM
imidazollii eliisyon tamponu kullanilmistir. Eliisyon OD2go ~0,1° e diisene kadar devam

ettirilmistir (Crowne vd. 1995).

3.2.3.5. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi ve diyaliz

Siv1 kiiltiirden elde edilen hiicresiz Ust fazlardaki proteinleri ¢oktiirmek amaciyla
amonyum siilfat ¢oktlirmesi yapilmistir. Amonyum siilfat ¢oktlirmesini optimize etmek
amaciyla %20, %40, %60, %80 oraninda doygun amonyum siilfatla yarim saat boyunca (+4
°C), manyetik karistirictida muamele edilen ornekler 5000 rpm’de (+4 °C) 30 dakika
santrifiijlenmistir. Olusan pelletler fosfat tamponunda (20 mM, pH 7.0) ¢oziilmistiir. Cokelti,
14000 Da’luk diyaliz membrani (Sigma-Aldrich, D9777-100FT) kullanilarak, ayn1 fosfat
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tamponuna kars1 +4 °C’de manyetik karistiricida 24 saat boyunca diyaliz edilmistir (Tuncer,
2008).

3.2.4. Rekombinant Proteinlerin Deney Hayvanlarina Uygulanmasi

Proteinler deney hayvanlarina uygulanmadan 6nce adjuvan (Sigma Adjuvan Sistemi-
S6322) iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak PBS i¢inde ¢d6ziilerek hazirlanmistir.
Tavsiye edilen antijen konsantrasyonu (0.05-0.25 mg/mL) goz 6niinde bulundurularak 50
png/hayvan olacak sekilde antijen-adjuvan (1:1) karigimi 200 pL/hayvan uygulama yapilmstir.
18 adet Balb/C faresinin kas igine 2’ser hafta araliklarla 3 kere uygulama yapilmistir. Kontrol

grubuna sadece PBS uygulanmustir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Rekombinant proteinlerin deney hayvanlarina uygulanmasi

Hayvan gruplar Hayvan Sayis1 Uygulanan Miktar
1. Grup (VP1) 4 200 puL/hayvan
2. Grup (VP2) 4 200 puL/hayvan
3. Grup (p22) 3 200 pL/hayvan
4. Grup (EP123) 4 200 pL/hayvan
5. Grup (Kontrol) 3 200 puL/hayvan

Deneysel asamanin sonunda (son doz verildikten 2 hafta sonra) hayvanlar sakrifiye
edilerek kalpten EDTA’ 1 tiiplere hayvanlarmn tiim kani1 alinmigtir. Daha sonra bu kanlardaki
antikor miktar1 ELISA yo6ntemiyle incelenmistir (Xia vd. 2007, Huo vd. 2018).

3.2.5. Antikor Diizeyinin ELISA ile Belirlenmesi

Sakrifiye edilen farelerden alinan kanlardan serum elde edilmistir. Serum o6rnekleri
incelemeler yapilana kadar -20 °C’ de saklanmistir. (Xia vd. 2007). Serum ornekleri IgG
acisindan test edilmistir. ELISA plagina kaplanacak olan antijen ¢ozeltisi, 10 pg/mL (VP1/PBS,
VP2/PBS, p22/PBS ve EP123/PBS) olacak sekilde fosfat tamponunda (PBS, pH=7,4)
hazirlanmistir. 96 kuyuluk ELISA plaklar1 100 pL antijen ¢ozeltisi ile kaplandiktan sonra gece
boyu +4 °C’ de inkiibe edilmistir. Baglanmayan antijenleri uzaklastirmak i¢in, plak 3 defa PBS-
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Tween 20 tamponu ile yitkanmistir. % 0,2 derisimdeki kazein ¢dzeltisi her kuyuya 200 uL
olacak sekilde eklenmis ve 1 saat 37 °C’ de bekletilmistir. Plak kuyularindaki baglanmayan
kazein ¢ozeltisi dokiilmis ve kuyular 3 defa PBS-Tween 20 tamponu ile yikanmustir.
Bagisiklanan fare serumlar1 (primer antikorlar): 1/20, 1/80, 1/160 ve 1/320 oranlarinda PBS
icerisinde seyreltilerek, negatif kontrol i¢in de bagisiklanmayan bir fareden alinan kan serumu
da ayni sekilde hazirlanarak kuyulara 100 pL eklenmis ve 1 saat 37 °C’ de bekletilmistir.
Kompleks olusturmadan kalan kisimlar dokiilmiis ve plaklar yikama tamponu ile 3 defa
yikanmustir. 1/1.000 diliisyonla seyreltilmis anti-mouse IgG konjugati (sekonder antikor) her
kuyuya 100 pL olacak sekilde ilave edilmis ve 1 saat 37 °C’ de bekletilmistir. 1 saat
inkiibasyondan sonra kuyular 6 defa yikama tamponu ile yikanmistir. Substrat tamponu her
kuyuya 100 pL olacak sekilde ilave edilmis ve plak karanlik bir ortamda 30 dakika
bekletilmistir. Mikroplaklar ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda negatif kontrole karsilik
absorbans degerleri okunmustur. Pozitif kontrol olarak enfekte olmus fare serumu, negatif
kontrol olarak ise kazein buffer kullanilmistir. Pozitif (p) ve negatif (n) serum 6rneklerinin
absorbans oranlart (p/n) hesaplanmistir. P/n oran1 2 ve 2’den biiyiik degerler pozitif olarak

degerlendirilmistir (Savigny and Voller, 1980).
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4. BULGULAR

4.1. VP1, VP2, p22 ve EP123 Genlerinin Klonlanmasi

4.1.1. pEX-A258+VP1, pEX-A128+VP2 ve PpEX-A128+p22 Plazmidlerinin

Restriksiyonlar:

Hizmet alim1 yoluyla standart vektor pEX-A258 ve pEX-A128 i¢inde temin edilen VP1,
VP2, p22 ve EP123 gen dizileri E.coli DH10B’ ye aktarilmis ve bakterilerden plazmid
izolasyonu yapilmistir. Bu plazmidlerin igindeki gen fragmanlarinin varligini dogrulamak
amactyla yapilan restriksiyon islemlerinin sonuglari asagida verilmistir (Resim 4.1). 1 numarali
kuyuda 4069 bp boyutundaki restriksiyon enzimleriyle kesilmemis standart vektor pEX-
A258+VP1 bulunmaktadir. 2 numarali kuyuda ise Xbal ve Xhol enzimleriyle kesilmis pEX-
A258 ve VP1’ in sirasiyla 2446 bp ve 1623 bp’ lik iki ayr1 bant olusturdugu goriilmektedir. 3
numarali kuyuda enzimle kesilmemis 3257 bp boyutundaki pEX-A128+VP2, 4 numarali
kuyuda ise BamHI ve Notl enzimleriyle kesilmis 2450 bp’ lik pEX-A128 ve 807 bp’ lik VP2
bulunmaktadir. 5 numarali kuyuda 2993 bp boyutundaki enzimle kesilmemis pEX-A128+p22,
6 numarali kuyuda BamHI ve Notl enzimleriyle kesilmis 2450bp’ lik pEX-A128 ve 543bp’ lik
p22 goriilmektedir. Marker olarak A-Pst kullanilmistir. pEX-A258+EP123 plazmidinin Xbal ve

Xhol enzimleriyle kesim reaksiyonu gerceklesmedigi icin gdsterilmemistir.

Resim 4.1 Restriksiyon sonras1 VP1, VP2, p22’ye ait agaroz jel gortintiileri
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4.1.2. Rekombinant Plazmidlerdeki insertlerin PCR ile Dogrulanmasi

Plazmid DNA’ larinin kalip olarak kullanildigi, Cizelge 3.1’ de bulunan her gene 6zgii
spesifik primerlerle PCR reaksiyonu kurulmustur. PCR {iriinii olan amplikonlar, %1.,5 agaroz
jel elektroforeziyle goriintiilenerek teyit edilmistir. VP1, VP2 ve p22 amplikonlari PCR-Clean-
up kitiyle piirifiye edildikten sonra elde edilen temiz ve giiclii bantlar ile klonlama islemine
devam edilmistir. Fakat EP123 amplikonlarindaki non-spesifik bantlar, PCR Clean-up Kit ile
temizlenemedigi i¢cin amplikonlar jelden ekstrakte edilmistir (Resim 4.2). Sagdan ikinci resim

purifiye edilmis EP123 amplikonuna aittir.

696 bp

Resim 4.2 EP123 amplikonlarinin jel ekstraksiyonuyla piirifiye edilmesi
EP123’ ten elde edilen 696 bp’ lik bu temiz bant ile klonlama islemine gegilmistir.

Amplikonlar ve saflastirilan vektorler ayn1 enzimlerle (EcoRI ve HindlIII) kesilmistir (Resim

4.3). Boylece vektoriin sirkiiler yapisi linear hale gelmistir.

1623 bp
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5422 bp

696 bp

Resim 4.3 Gen fragmanlarinin (VP1, VP2, p22 ve EP123) ve ekspresyon vektoriiniin (pET-
30a) EcoRI ve HindlIII enzimleriyle kesimi. M: A-Pstl Marker

4.1.3. Transformasyon Sonucu Olusan Rekombinant Koloniler

Restriksiyon islemini takiben presipitasyon, ligasyon ve transformasyon islemleri
yapilmustir. Transformasyonun ardindan kanamisin igeren segici besiyerlerine ekimler
gerceklestirilmigtir. Resim 4.4” te p22’° nin, Resim 4.5’ te VP1” in, Resim 4.6’ da VP2’ nin ve
Resim 4.7’ de EP123’ iin klonlama sonrasi kanamisin segici besiyerindeki goriintiisii yer

almaktadir.

Resim 4.4 pET-30a ve pET+p22 i¢eren kolonilerin kanamisinli besiyerindeki goriintiileri
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Resim 4.7 pET-30a ve pET30a+EP123 i¢eren kolonilerin kanamisinli besiyerindeki goriintiileri
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4.1.4. Koloni PCR Sonuclari

Transformasyonlar1 dogrulamak amaciyla segici besiyeri plaklarinda {ireyen
transformantlardan rastgele koloniler se¢ilerek hem T7F&T7R primerleriyle hem de genlere
O0zglii primerler (VP1; VPIF&VPIR, VP2; VP2F&VP2R, p22; p22F&p22R, EP123;
EP123F&EP123R) ile koloni PCR islemi yapilmistir. PCR sonucunda pozitif olan koloniler,
VPI i¢in 5, 7, 13 ve 16; VP2 i¢in 20, 21, 29, 30 ve 32; p22 i¢in 1, 2 ve 15; EP123 i¢in 4, 5, 9
ve 11 numarali koloniler se¢ilmistir (Resim 4.8) Se¢ilen pozitif koloniler kanamisin igeren sivi

besiyerlerine inokiile edilmistir.

1623 bp -
M VP2-20 21 29
807 bp - .
EP123-4 5
696 bp -

Resim 4.8 VP1, VP2, p22 ve EP123 i¢in gene 6zgii primerler ile yapilan koloni PCR sonuglari
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Gecelik inkiibasyon sonucu biiyliyen transformantlardan plazmid ekstraksiyonu
yapilarak, plazmidler EcoRI ve HindIIl endoniikleaz enzimleri ile kesilmistir. Elektroforez
islemiyle plazmid ve insertler goriintiilenmistir (Resim 4.9). Her iki yontemle de dogrulanan
transformantlardan elde edilen (VP1-5-7-13-16; VP2-21-32; p22-1-2-15; EP123-4-5-9-11) en

giiclii bant secilerek tekrar antibiyotikli sivi besiyerine inokiile edilmistir. Koloniler ileri

caligmalar i¢in skim milk igerisinde stoga alinmistir ve -20°C” de muhafaza edilmistir.

VP1-K16

5422 bp
1623 bp 5422 bp
805 bp — 696 bp

Tl 5422bp

— 807 bp
— 514 bp

Resim 4.9 Klonlarin restriksiyon analiz sonuglari. ECORI ve HindlIl enzimleriyle kesim sonucu
1623 bp’ lik VP1, 696 bp’ lik EP123, 543 bp’ lik p22, 807 bp’ lik VP2 ve 5422 bp’
lik pET30a vektorii iki ayr1 bant gorintiisti olugmustur. M:A-Pstl Marker
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4.2. VP1, VP2, p22 ve EP123 Gen Dizilerinin Sekans Analiz Sonuclar:

Koloni PCR ve restriksiyon analizleri ile teyit edilen genlere ait birer adet amplikon
dogrulama amaciyla Medsantek firmasina sekans analizi i¢in gonderilmistir. Fasta formatinda
tarafimiza gonderilen sekanslar gen bankasi ile karsilastirnlmigtir. Bu amacla Nucleotid-
nucleotide BLAST programi kullanilarak VP1, VP2, p22 ve EP123 genlerine ait sekans sonrasi
degerlendirme sonuglar1 sirasiyla yer almaktadir. VP1 dizisi, VP1 (Noroviriis GII)
QXU65775.1 tiirtine maksimum %91.89 benzerlik gostermistir (Resim 4.10). VP2 dizisi,
capsid protein VP2 (Norovirus Hu/Norwalk/10368/2010/VNM) AFX81251.1 tiirline
maksimum %95.52 benzerlik gostermistir (Resim 4.11). p22 dizisi, non-structural polyprotein
(Norovirus Hu/Gl11.4/New Orleans 1805/2009/USA) ADD10374.2 tiirtine maksimum %98.90
benzerlik gostermistir (Resim 4.12). EP123 dizisi, repetitive protein BP68 (synthetic construct)
ABR68643.1tiiriine maksimum %85.11 benzerlik gostermistir (Resim 4.13).

Program BLASTX@ Cilation v Organism only top 20 will aopear [ | exclude
) ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Database nr See details v
4+ Add organism
Query ID IcljQuery_816320
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘

Query Length 984

Other reports (2] m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Select columns ¥ Show 1
select all 100 sequences selected GenPept  Graphics
. _— Max  Total Query E Per. | Acc
DESCI'Ipl\Gn SCIenhﬁf tame Score | Score Cover value ldent  Len Accession
v = - - - v
VP1 [Morovirus GIIl Morovirus Gl 447 447 Te%  2e-135 91.8%% 235 CQXUGITT4.1
capsid [Morovirus Hu/GH-4NFL1903VR13/02-2005/CAN] Morovinus HWGI-4MFLI903WVR1302-2005/CAN 446 446  T8%  2e-155 91.15% 260 ABQOS56391
VP1 [Morovirus Hu/Gl. 4CGMH29/2010/TW] Norovirus Hu/GIL &CGMHZ9/20 10/ 445 445 T8%  5e-155 9115% 285 AGT39163.1

putative capsid protein VP1 [Morovirus Hu/GIL4MNIHIC1.22010/USA]

445 448 8% 4e-154 9189% 410 AGITE0EA1

a@Eeoo

capsid [Morovirug Hu/GIAPH143-00VG2/2008/BE] Norovirus Hu/GIVIPH143-08VG2/2009/BE 448 448 T8%  Be-154 91.80% 410 AEKITS2E1

Resim 4.10 Rekombinant VVP1 dizisine ait sekans sonucu
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Job Title Nucleotide Sequence

Filter Results

RID SNMK3DAZ013 Search expires on 11-11 02:56 am Download All v
Organism  only fop 20 will appear D EEEE
Program BLASTX @ Citation v
; Type common name, binomial, taxid or group name |
Database nr See details v e row
+ Add organism
Query ID Icl|Query_3077
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna | ‘ to | | | | to | | ‘ | to | |
Query Length 1143
otmerrepors @ (=]
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download “ [&J Selectcolumns ~ Show e
selectall 100 sequences selscted GenPept  Graphics
. - Max Total Query E Per. | Acc. i
Dasulplmn SCIEI’IlI'ﬁE Name Score | Score Cover walue Ident  Len Accession
> v - - - -
capsid protein VP2 [Morovirus Hu/MNorwalk10368/2010/VMM] Morovirus Hu/Nonwalk/ 103657201 0/AMM 442 442 T0%  5e-153 9552% 268 AFX812511
VP2 [Norovirus Gl Morovirus Gll 442 442 TO%  Te-153 95.52% 268 AWQI6946.1
capsid protein VP2 [Norovirus Hu/GI/104062010/VNM] Morovirus HufGII10406/2010/VNIM 442 442 T0% Te-153 95.90% 2685 ACES9446.1
VP2 [Morovirus Hu/Gll.4/Hiroshimas20114JP] Morovirus HufGllL 4/Hiroshimas2011/.JP 442 442 T0%  Te-153 9590% 268 BAS303421
capsid protein YP2 [Morovirus Hu/GLI104052010ANM] Morovirus HufGIIA0405/20 10/ VNI 442 442 T0% Te-153 95.80% 265 AGES94431
Resim 4.11 Rekombinant VP2 dizisine ait sekans sonucu
Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID SNNMOOW1016  Search expires on 11-11 03:13am Download All v
Organism only fop 20 will appear D BlEE
Program BLASTX @ Citation v
Type common name, binomial, taxid or group name |
Database nr o See details v ype : group
<+ Add organism
Query ID Icl|Query_95939
Description Naone Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna | ‘ 1o | | ‘ ‘ to ‘ ‘ | | to | |
Query Length 872
Other reports (2] m

Taxonomy

Graphic Summary Alignments

Sequences producing significant alignments

Download ~ [Cg Select columns ~ Show (7]

select all 100 sequences selected GenPept  Graphics

st =l = T Tl e
v hd A d - - -

p22 [Nonwalk-like virus] Nonwalk-like virus 348 348 61% 1e-118 89.94% 179 YP 0092384881

polyprotein [Morovirus Hu/GIL 4/Hireshima1/2009/JP] MNorovirus Hu/Gll. 4/Hiroshima 12009/ 376 378 62% 3e-116 098.90% 1699 BAS30310.1

non-structural polyprotein [Norovirus HufGllL 4/Mew Orleans 1505/2009/USA] Morovirus Hu/Gll 4MNew Oreans18052008/US4A 378 378  62% 3e-116 98.90% 1699 ADD103742

non-structural polyprotein [Norovirus HufGIl-4/CGMH23/2010/TW] Morovirus Hu/GIl-4/CGMH23/201 0 TW 378 378 B62% 3e-116 98.90% 1699 AFMN09933.1

al in [N HufGIlL4/GZ2010-L87/Guangzhou/CHN2.. . Horovirus Hu/GIL4/GZ2010-L67/Guangzhow'C... 376 376 62% 2e-115 98.35% 1699 AGC96531.1

Resim 4.12 Rekombinant p22 dizisine ait sekans sonucu
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Job Title

Nucleotide Sequence

Filter Results

RID FWBA1U12013 Search expires on 08-19 20:14 pm Download All v
. organism only top 20 will sppear | exclude
Program BLASTX@ Citation v Y : L
‘ T}“[?E‘ common name, binomial, taxid or group name ‘
Database nr  See details v
<+ Add organism
Query ID IcljQuery_48404 =
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna ‘ I to ’ j l I to I ‘ l ‘ to ' ‘
Query Length 760
;
Other reports
Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download Selectcolumns ' Show (2}
selectall 100 sequences selected GenPept  Graphics
5 Max Total Query E Per.  Acc
ic N A :
Desulphon SC(enhﬁf 2Me  Score Score Cover value  Ident Len GHEESSIN
~ - v ~ v -
Alginate lyase AlgATS from Polysaccharide Lyase family 7 [Defluviitalea] Defluviitalea 920 920 25% T7e-18 7059% 277 5ZQI A
repetitive profein BP6S [synthetic construct] synthetic construct 85.1 851 18% 9e-17 85.11% 111 ABR68643.1
hypothetical protein [Salmonella enterica] Salmonella ente... 832 832 25% 1e-16 68.75% 66 WP 253820407.1
Mannosyl-3-phosphoglycerate synthase from Rubrobacter xylanophilus [synthetic construct] synthetic construct 88.6 886 18% 5e-16 89.36% 387 3F1Y A
Chain A _Ubiquitin-conjugating enzyme E2-25 kDa [Homo sapiens] Homo sapiens 86.7 867 17% 5e-16 91.11% 253 3E46 A

Resim 4.13 Rekombinant EP123 dizisine ait sekans sonucu

4.3. VP1, VP2, p22 ve EP123 Proteinlerinin Saflastirilmasi

Sekans analizi sonuglari ile dogrulanan koloniler ileri ¢aligmalar i¢in Skim milk iceren
besiyerinde — 20 C°’ de saklanmistir. SDS-PAGE analizi i¢in her bir geni tasiyan koloniler, ayr1

ayr1 segici besi yerlerine ekilmistir. Uremenin ardindan IPTG indiiklemesi yapilmis ve total

protein izolasyonu gergeklestirilmistir. Saflagtirma asamasinda kullanilmak {izere ekilen kiiltiir

icin inkiibasyona siiresi olarak 24 saatin yeterli oldugu goriilmiistiir. Rekombinant proteinlerin

kismi saflastirma basamaklari sirasiyla su sekildedir;

4.3.1. VP1 Rekombinant Proteinin Saflastirma Sonuclari

VP1 rekombinant proteini, IMAC kolonuyla imidazol gradiyenti uygulamasi sonucu tek

adimda kismi olarak elde edilmistir (Resim 4.14).
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Resim 4.14 imidazol grandiyenti uygulamasi ile elde edilen VP1 proteini. 1-5; 20 mM imidazollii
yikama tamponu (1; 6rnek yiikleme, 2-5; eliisyon) ve 250 mM imidazollii eliisyon tamponu
uygulamasi. 6-10; 40 mM imidazollii yikama tamponu (6; 6rnek yiikleme, 7-10; eliisyon)
ve 250 mM imidazollii eliisyon tamponu uygulamasi. 11; Indiiklenmis BL21 lizat1, 12;
Indiiklenmemis BL21 lizatinin SDS-PAGE gériintiisii

Uygun boyuttaki (64,8 kDa) rekombinant antijen VP1’ e, imidazol gradiyenti
uygulamasi sirasinda kolondan gegirilen 10 ml 6rnegin ii¢ konsantrasyona (0, 20 ve 40 mM
imidazol) boliindiigli goéz oOnilinde bulundurulmustur. En giicli bant, 7 numarali kuyuya
yiiklenmis olan 40 mM imidazollii yikama tamponu ve 250 mM eliisyon tamponundan gegirilen
ornektir. Resim 4.14° te goriilen 6rnek hacmi ~3 ml’ dir. Bu nedenle az miktarda 6rnegin
gectigi dislintilerek 10 ml Ornegin tamami 40 mM imidazollii yikama tamponundan

gecirilmistir. Elde edilen konsantre 6rnegin SDS-PAGE goriintiisii Resim 4.15’ te verilmistir.

—» 75kDa
63kDa

25kDa
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Resim 4.15 VP1’ in 40 mM imidazollii yikama ve 250 mM imidazollii eliisyon tamponuyla kismi

saflagtirilmasi (1-yikama, 2-3 eliisyon)

4.3.2. VP2 Rekombinant Proteinin Saflastirma Sonuclari

VP2 rekombinant proteini, IMAC kolonuyla imidazol gradiyenti uygulamasi sonucu
elde edilememistir. Bu nedenle hem pellete hem de siipernatanta amonyum siilfat ¢oktiirmesi
uygulanmistir. Rekombinant VP2 proteininin boyutu 34,4 kDa’ dir. Siipernatantin %40
(NH4)2S04 ile ¢oktiiriilmesi sonucu daha temiz bir bant elde edilmistir. Bu yiizden VP2 proteini
bu yontemle daha biiyiik hacimde iiretildiginde daha yogun bir goriintii elde edilmistir (Resim
4.16). 20 mM fosfat tamponu iginde ¢oziilmiis olan protein 6rnegi gece boyu +4°C’de ayni

tampona kars1 diyaliz edilmistir.

1 2 3 4 M 6 T 8 9 10 11 M

Resim 4.16 Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu VP2 proteinine ait jel goriintiileri . 1-4; Sirasiyla
stipernatantin %20, %40, %60, %80 (NH4):SOs ile ¢oktiirilmesi. 6; VP2 lizat1 7-10;
Sirastyla pelletin %20, %40, %60, %80 (NH.).SO0: ile ¢oktiiriilmesi. 11; Yogunlastirilmig
(500 mL) VP2 siipernatantinin %40 (NH4)2SOs ile ¢oktiiriilmesi.

4.3.3. p22 Rekombinant Proteinin Saflastirma Sonuclari

p22 rekombinant proteini, iki asamali olarak elde edilmistir. 26 kDa’ lik rekombinant p22
proteini, ilk olarak IMAC kolonundan gegirilmistir. Ardindan amonyum siilfat ¢oktiirmesi

yapilmistir (Resim 4.17). Rekombinant proteine imidazol gradiyenti uygulanmasi sonucu
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imidazolsiiz yitkama tamponu ve 250 mM imidazollii eliisyon tamponuyla muamele edildikten

sonra uygun boyuttaki bant (26 kDa) SDS-PAGE ile goriintiilenmistir (Resim 4.17-A).

Ikinci asamada ise eliisyondan elde edilen proteinler toplanmis (10 mL) ve amonyum
stilfatla ¢oktlirme islemi uygulanmistir. %80 doygunluktaki (NH4)2SOj ile ¢oktiiriilen protein
orneginden elde edilen bant (Resim 4.17-B) ile ileri ¢alisma adimina gecilmistir. 20 mM fosfat

tamponu i¢inde ¢ozlilmiis olan rekombinant protein p22, gece boyu +4 °C’de ayn1 tampona

)

' 2 y
A) M 1 2 3 4 B) 1 2 3 4 M

kars1 diyaliz edilmistir.

N
T3

Y B
1

25kDa <—

i E —» 26kDa

Resim 4.17 A) IMAC uygulamasi sonucu p22 rekombinant proteinin SDS jel goriintiileri. imidazolsiiz
yikama (Al; lizat ve A2-A4; eliisyon ) ve 250 mM imidazollii eliisyon tamponu ile
eldesi. B) p22’ nin Amonyum Siilfatla ¢oktiiriilmesi. 1-4; p22’ nin sirastyla %20-%40-
%60-%80 (NH4).SO; ile ¢oktiiriilmesi.

4.3.4. EP123 Rekombinant Proteinin Saflastirma Sonuclar:

EP123 rekombinant proteini, iki asamali olarak elde edilmistir. Rekombinant protein,
IMAC kolonundan gegirildikten sonra %80 doygunluktaki amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde
edilmistir (Resim 4.18). Rekombinant proteine imidazol grandiyenti uygulanmasi sonucu
imidazolsiiz yitkama tamponu ve 250 mM imidazollii eliisyon tamponuyla muamele edildikten

sonra uygun boyuttaki bant (27,9 kDa) SDS-PAGE ile goriintiilenmistir (Resim 4.18-A).
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Ikinci asamada ise eliisyondan elde edilen proteinler toplanmis (10 mL) ve amonyum

stilfatla ¢oktiirme islemi uygulanmistir. %80 doygunluktaki (NH4)2SOs4 ile ¢oktiiriilen protein

orneginden elde edilen bant (Resim 4.18-B) ile bir sonraki agamaya gecilmistir. 20 mM fosfat

tamponu i¢inde ¢6ziilmiis olan EP123 proteini gece boyu +4 °C’ de ayni tampona kars1 diyaliz

edilmistir.

25kDa <—

B)

(L

0

M

27.9 kDa

Resim 4.18 A) IMAC uygulamas:t sonucu EP123 rekombinant proteinin SDS jel goriintiileri.

imidazolsiiz yikama (Al; lizat, A2-A6; eliisyon) ve 250 mM imidazollii eliisyon tamponu
ile eldesi. B) EP123’iin Amonyum Siilfatla ¢oktiiriilmesi. 1-4; EP123’ nin sirasiyla %20-
%40-%60-%80 (NH4)2SO4 ile ¢oktiiriilmesi.

VPI1, VP2, p22 ve EP123 proteinleri kismi olarak saflastirildiktan sonra Bio-Rad

EconoFit Desalting (2ml) Kolonu kullanilarak proteinlerin i¢inde bulundugu tampon PBS

(pH:7,4) ile yer degistirmistir. Protein miktarlar1 desalt isleminden 6nce ve sonra Bradford

yontemiyle ol¢lilmiistiir (Cizelge 4.1). Bu islemden sonra VP2 harig protein konsantrasyonunun

diistiigii goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Desalt isleminden 6nce ve sonra proteinlerin miktarlari

Rekombinant Desalt islemi 6ncesi protein
protein miktar1 (mg/mL)
VP1 0.911
VP2 0.347
p22 0.952
EP123 0.670

miktar1 (mg/mL)

0.195
0.341
0.325
0.100

Desalt islemi sonrasi protein
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4.4. VP1, VP2, p22ve EP123 Rekombinant Proteinlerinin immunojenite Diizeyleri

Indirekt ELISA ydntemiyle, immiinize edilen hayvanlarm IgG diizeylerine bakilmis ve

immiinojeniteleri degerlendirilmistir (Cizelge 4.2). p/n oran1 2 ve 2’den biiyiik olan 6rneklerin

pozitif oldugu goz oniinde bulunduruldugunda VP1’ in 1/160 seyreltmeye kadar (p/n= 2.09)

immunojenik oldugu goriilmektedir. VP2’ nin 1/80 seyreltmeye kadar immunojenik (p/n=

2.28), p22’ nin ise 1/20 seyreltmede immunojenik (p/n= 2.17) oldugu sonucuna varilmistir.

Epitoplardan olusan polipeptit (EP123) ise hicbir seyreltmede pozitif sonu¢ vermemistir. Bir

antijenin immiinojen olarak degerlendirebilmesi i¢in 1/160 seyreltmeye kadar pozitif olmasi

gerekir (Shi vd. 2012). Bu sonuglara gore sadece VP1 immiinojen olarak degerlendirilebilir
(Sekil 4.1).

Cizelge 4.2 Indirekt ELISA sonuglari (3 tekrarli deney sonuglarina gore)

1/20 1/80 1/160 1/320 Kazein Buffer
VP1 0.315+0.008 0.243+0.027 0.216+0.012 0.162+0.014 0.1034+0.003
VP2 0.2324+0.010 0.2154+0.015 0.1764+0.024 0.1184+0.018 0.094+0.028
p22 0.207+0.012 0.165+0.013 0.120+0.023 0.084+0.009 0.095+0.026
EP123 | 0.096+0.015 | 0.0884+0.007 | 0.087+0.005 | 0.080+0.002 | 0.082+0.007
Iimmiinojenite
3,5
3
2,5
g
c 2
o
£ 15
o
1
0,5
0
1/20 1/80 1/160 1/320
Dillisyon
VP1 VP2 p22 EP123

Sekil 4.1 VP1, VP2, p22 ve EP123’ {in immiinojenitelerinin degerlendirilmesi
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5. TARTISMA

Diinya ¢apinda milyonlarca insani etkileyen akut, su kaynakli gastroenterit salginlarina
neden olan Noroviriis enfeksiyonuna karsi tiim yas gruplari, ozellikle bebekler, yaslilar ve
bagisiklig1 baskilanmis hastalar oldukca hassastir. Kiiresel olarak, HuNoV her y1l tahmini 699
milyon hastalik vakasina ve 219.000 6liime neden olmakta ve bu da 4 milyar dolarin {izerinde
dogrudan tibbi maliyet ve 60 milyar dolarin {izerinde dolayl1 tibbi maliyetle sonu¢lanmaktadir
(Halowell vd. 2019, Zhang vd. 2021). Son yillarda iilkemizden de Noroviriis vakalari
bildirilmeye baslamistir. 2018 yilinda Sakarya’ nin Karasu il¢esinde alt1 giinde 4.500 kisi, 2019
yilinda Burdur’ un Bucak il¢esinde 3.366 kisi ve Aydin’ in Cine ilgesinde 2.500 kisi ishal ve
kusma sikayeti ile hastaneye basvurmustur. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2016 yilinda bir
HuNoV asis1 gelistirmenin mutlak bir oncelik olmasi gerektigini belirtmis olsa da, heniiz
lisansli bir HuNoV asist bulunmamaktadir. Etkili bir HuNoV asisinin gelistirilmesinin
ontindeki en biiyiik engel, saglam ve tekrarlanabilir in-vivo ve in-vitro enfeksiyon modellerinin

olmamasidir.

Noroviriise ait major kapsid proteini VP1, mindr kapsid proteini VP2, yapisal olmayan
proteini p22 ve VP1, VP2, p22’ nin epitoplarindan olusan polipeptid (EP123) Escherichia coli’
ye basarili bir sekilde aktarilmistir (Resim 4.9). Viriis-konak etkilesiminde, tan1 ve asi
gelistirme calismalarinda rekombinant viral antijenlerin uygulanmasi 6nemli bir yaklasim
olmustur. Viriis benzeri partikiiller (VLPs); viral genomdan yoksun, potansiyel olarak daha
giivenli ve ucuz ag1 adaylaridir. VLP” ler antijenik olarak viral partikiile benzerdir ve herhangi
bir enfeksiyon riski olmaksizin spesifik bir antikor yanit1 baslatabilir (Richardson vd. 2013).
NoV as1 aday1 olarak 6zellikle VLP’ leri olusturan VP1 hem klinik 6ncesi hem de klinik
caligmalarda kullanilmistir (Lucero vd. 2017). Bugiine kadar bocek hiicreleri, P. pastoris, N.
benthamiana ve E. coli de dahil olmak iizere gesitli ekspresyon sistemleri kullanilarak NoV
VLP’ ler basaril1 bir sekilde elde edilmistir (Mason vd. 1996, Xia vd. 2007, Santi vd. 2008,
Thorne&Goodfellow, 2014). NoV ile enfekte bir insan digki1 6rneginden VP1 klonlanmis ve bir
bakuloviriis ekspresyon sistemi kullanilarak eksprese edilmistir (Kim vd. 2015). P. pastoris’ te
eksprese edilen bir NoV rekombinant kapsid proteini (G 11.4, VA387 susu) diger in-vitro
sistemlerde eksprese edilenler gibi kendiliginden VLP’ ler olusturmustur (Xia vd. 2007). N.
benthamiana’ da NoV VLP (Gl.4 ve GII.4-2006a’ ya ait VP1) ve Rotaviriis VP6 proteini
rekombinant olarak iiretilmis ve birlikte etkinlikleri degerlendirilmistir (Malm vd. 2019). NoV
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VP1 geni, bir prokaryotik ekspresyon vektorii olan soguk sok ekspresyon vektoriine (pCold-
IIT) klonlanmistir (Huo vd. 2018). Ayrica VP1 geninin bir parcasi olan P partikiiller de hem

prokaryotik hem de 6karyotik ekspresyon sistemleri kullanilarak ifade edilmistir.

Noroviriis proteinleri VP1, VP2, p22 ve EP123 HisTrap™ HP kolonuyla ve amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ile kismi olarak saflastirilmistir (Resim 4.15, 4.16, 4.17, 4.18). VP1 ve VP2
proteinleri tek adimda, p22 ve EP123 proteinleri ise iki adimda kismen elde edilmislerdir. P.
pastoris tarafindan NoV GII.4 susunun P proteini ve major kapsid proteini VP1 rekombinant
olarak ftretilmis ve saflastirilmistir. P proteini, HisTrap ve iyon degisim kromatografisi
kullanilarak dogrudan saflastirilmistir. Benzer sekilde, NoV kapsid proteini VP1’ de HisTrap
ve jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak yiiksek saflikla elde edilmistir. Hem saflastirilmis
NoV P partikiilleri hem de VPI1, doku-kan grubu antijen baglama kabiliyetini korumustur.
Taramal1 Elektron Mikroskop (TEM) analizi ve bir tiikiiriik baglama deneyi, hem saflastirilmis
NoV P kompleksinin hem de NoV VLP’ lerin stabilitelerini ve biyolojik islevlerini korudugunu
gostermistir (Chen&Huang, 2020). Huo vd. (2018) bakteride iirettikleri VLP’ leri, amonyum
stilfatla ¢oktiirme, boyuta bagli kromatografi (SEC), amonyum siilfatla ¢oktiirme yontemlerini
sirastyla uygulayarak yiiksek saflikta elde etmislerdir.

Rekombinant VP1, VP2, p22 ve EP123 proteinleri Ribi adjuvanla birlikte intramuskiiler
olarak Balb/c farelerine uygulanmistir. Farelerin serumlarindaki IgG diizeyleri incelendiginde
E. coli’ de iiretilen NoV proteinlerinden sadece VP1 proteini immiinojenik 6zellik gostermistir
(Sekil 4.1). E. coli’ ye ait soguk sok ekspresyon vektorii pCold-III" te iretilmis ve saflagtirilmig
VLP’ lerle, rekombinant bakuloviriis ekspresyon sisteminden saflagtirllan VLP’ ler
karsilastirildiginda E. coli’ den elde edilen VLP’ nin daha yiiksek IgG antikor titreleri ve bloke
edici antikor titreleri sergilemistir (Huo vd. 2018). Bocek hiicrelerinden saflastirilmis VLP’
lerle immunize edilmis fareler, GII.17’ ye 6zgii serum iiretmis ve GII.17 VLP’ lerin doku-kan
grubu antijenlerine baglanmasini etkili bir sekilde bloke etmistir (Chen vd. 2020). VA387
rekombinant kapsid proteini i¢geren ham maya ekstraktlar oral immiinizasyon yoluyla farelere
verildiginde serumda IgG ve diskida IgA antikor yanitlarinin kinetigi incelenmistir. Adjuvansiz
0.1 mg VLP igeren maya hiicresi lizatlarinin oral yoldan verilmesi, farelerde sistemik ve
mukozal bagisiklik tepkileri ile sonuglanmistir. Antijenden daha yiiksek bir doz (1 mg/doz) alan

farelerde 6nemli 6l¢iide daha yiiksek ve daha erken tepkiler gozlenmistir. NoV’ lere karsi
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bagisiklik tepkisinin, hayvanlara verilen asinin dozu ve bagisiklama sayilari ile iligkili oldugu
goriilmustiir. Yiiksek dozda asi1 alan farelerde, asinin ii¢ uygulamasindan sonra 6nemli dlciide
yiiksek bagisiklik tepkileri gozlemlenirken on kat daha diisiik dozda as1 alan hayvanlar bile,
besinci bagisiklamay1 takiben VA387 ye karsi serum ve digki antikorlar1 gelistirmistir. Hem
serum hem de digki antikorlari, VA387 VLP’ nin doku-kan grubu antijen reseptorlerine

baglanmasini bloke etmistir. (Xia vd. 2007).

Noroviriis proteinlerinin immiinojenitelerini bireysel olarak degerlendirebilmek igin
deney hayvanlar1 her bir rekombinant proteinle ayri ayri immunize edilmistir. Yapilan ast
calismalarinda genellikle etkili bir sekilde korunmak igin bazi asilar, bir patojenin goklu
antijenlerini veya farkli patojen serotipleri/serogruplarint kombinasyon halinde gerektirir
(multivalan veya polivalan asilar). Vaxart Sirketi, NoV Gll.4 ve GI.1’ i kullanarak oral as1
tableti gelistirmistir. Bu asinin, deneklerin ¢ogunda giiglii mukozal bagisiklik tepkilerini
indiikledigi tespit edilmistir (Vaxart, 2019). Takeda firmasi ise TAK-214 adiyla GI.1/Gll.4c
genotipli divalent VLP bazl1 bir noroviriis as1 aday1 gelistirmislerdir. Intramiiskiiler olarak tez
doz uygulanan bu as1 adayinin saglikli yetiskinlerde giivenli, iyi tolere edilen ve immiinojenik
oldugunu goéstermistir. Ayni1 asi aday1 1-8 yasindaki ¢ocuklarda kabul edilebilir reaktojenite ile
birlikte giiglii bagisiklik tepkileri sergilemistir (Sherwood vd. 2020, Vesikari vd. 2022).
Caligmamizda da immiinojen 0zellik sergileyen VP1’ in farkli kombinasyonlar1 iizerine as1

calismalar1 yogunluk kazanmistir.

Norovirtis proteinlerden VP1, VP2 ve p22’ nin epitoplarindan sentezlenen bir polipeptid
laboratuvar ortaminda bugiine kadar test edilmemistir. VP1 ve VP2’ ye ait iicer adet ve p22° ye
ait iki adet epitop kullanilarak multi-epitop as1 adayr belirlenmistir (Sekil 3.4).
Immiinoinformatik ydntemlerle in-silico ortamda noroviriis proteinlerinden multi-epitop ast
adaylar1 tasarlanmigtir. Azim vd. (2019) immiinoinformatik yaklasimlari kullanarak insan
norovirlisiine karst VP1 ve VP2’ nin epitoplarindan olusan bir multi-epitop yapili as1
tasarlamiglardir. Ancak bu asinin etkinligini deneysel olarak kanitlamamiglardir. Eltilib vd.
(2020) bagisiklik sistemini uyaran, giivenli ve etkili a1 gérevi goren kapsid VP1 proteinlerinin
epitoplarint tespit etmek icin yirmi bir noroviriis susu taramiglardir. Farkli programlar
kullanarak antijenik, alerjik ve toksik olmayan on yedi adet epitop belirlemislerdir. Fakat diger

in silico ¢aligmalar gibi laboratuvar ortaminda test etmemislerdir. Bagka bir ¢alismada Ahmad
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vd. (2020) biitiin proteomu tarayarak VP1, VP2 ve proteazdan olusturduklart multi-epitop as1
adayinin etkinligini in-silico ortamda test etmislerdir. Multi-epitop as1 yaklasimi ile
rekombinant olarak elde edilen EP123 immiinojenik 6zellik géstermemis olsa bile laboratuvar

ortaminda test edilmis olmasi olduk¢a onemlidir.

Calismamizda NoV’ e ait genler basarili bir sekilde E. coli’ ye klonlanmistir ve sekans
analiziyle dogrulanmistir. IPTG ile indiiklenen rekombinant proteinler farkli protein saflastirma
teknikleri kullanilarak kismi olarak elde edilmislerdir. Immiinojeniteyi belirlemeye yarayan
ELISA yonteminde kullanilmak iizere immunize edilen farelerden serum elde edilmistir.
Adjuvanla birlikte verilen 50 pg/hayvan rekombinant antijen konsantrasyonunun literatiire gore
yetersiz gelmis olabilecegi sonucuna varilmistir. Sadece VP1’ in immiinojen 6zellik gdstermesi
yapilmis olan calismalarla tutarlidir. VP1’in hiicre-konak etkilesiminde ve HBGA’ ya

baglanmasi siirecinde aktif rol aldigi i¢in as1 ¢alismalari bu protein iizerine yogunlagmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada HuNoV ig¢in as1 aday1 epitoplardan olusan bir polipeptit (EP123) tasarlamak
Ve in-vivo ortamda bu polipeptidin immunojen oldugu bilinen NoV antijenleri ile karsilastirmali
olarak immiinojenitesini aragtirmak amaclanmistir. Calisma sonucunda rekombinant olarak
iiretilen epitopun ve VP1 disindaki proteinlerin immiinojen olmadig1 tespit edilmistir. Ileriki
calismalarda ayni1 antijenler i¢in as1 dozu ve bagisiklama sayisi arttirilabilir, adjuvan
degistirilebilir, saflastirilmig rekombinant protein uygulanabilir. Multi-epitop as1 aday1
tasarlanirken immiinoinformatik yaklasimlar g6z éniinde bulundurularak bir aday belirlenebilir.
Bunun sonucunda en etkili aday laboratuvar ortaminda test edilebilir. Bugiine kadar yapilan
aragtirmalardan, E. coli ekspresyon sistemleri kullanilarak elde edilen yapisal NoV

proteinlerinin uygun immiinojenik tepkiler ortaya ¢ikarabilecegi agiktir.

NoV’ lere kars1 bagisiklik tepkisinin, hayvanlara verilen asinin dozuna ve bagisiklama
sayisina bagli oldugu acikga gosterilmistir. Epidemiyolojik ve immiinolojik ¢alismalar, hem GI
hem de GII NoV igeren ¢ok degerlikli asilarin, yeterince genis koruma saglamak i¢in tek ¢oziim
oldugunu gostermistir. Basit, glivenli ve kolay uygulanabilir bir as1i, NoV gastroenteritinin

kontrolii ve 6nlenmesi i¢in anahtar olabilir.
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Ek 2: Amonyum Siilfat Presipitasyon Tablosu. 0°C’ da 1 I soliisyona eklenecek olan amonyum

stilfat miktar1 (g).

Baglangig Son derisim (%)
Derigimi (%) 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

0 27 59 B4 113 144 w6 208 242 277 314 391 390 430 472 816 961 608 657 708 761
5 0 27 56 85 115 146 179 212 246 282 319 357 397 439 481 526 572 621 671 723
10 0 28 57 86 17 149 182 216 251 287 325 364 405 447 491 537 584 634 685
15 0 28 58 88 119 151 185 219 25656 292 331 371 413 456 501 548 596 647
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