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JCV (John Cunningham Virus)
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Agno Protein (71aa)

- T-antijeninin replikasyon orijinine baglanmasini
artarr.

- Sitoplazmik ve peri niikleer alanda lokalizasyon
- Endoplazmik retikulumda viroporin olarak islev

« Agno (-) mutant JCV cogalamiyor.



Neden Agno Protein?
- Basit yapisi
- Perintikleer alanda ve E.R’da lokalizasyonu

- Hicre ici lipit membranlarla iliskisi



» Sonuclarimiz;

o Infekte kiiltiirlerde hiicresiz siipernatant
fraksiyonunda (Media)

= Viral litik infeksiyon olmaksizin agnoprotein
sentezleyen glial hiicre serilerinde

Ekstraseliiler agno proteinin varligini gostermistir.



MATERYAL ve METOD



JCV Genomik suslari, Plazmid yapilar
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Eksozom Saflastirma

« ExoQuick eksozom coktiiriicti soliisyon,

Serum or IP_AgnO
Bio-fluid
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- 10 giin boyunca 24 saat araliklarla media ve
protein ekstraktlar: toplanda.

» 4dpi ve 8 dpi’da 5ml media eklendi.

» Protein Ekstraktlar: WB

» Media IP ve Q-PCR



SONUCLAR
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Agnoprotein Hiicre I¢i Sentez Dinamiginin Belirlenmesi



- Enfeksiyon sonrasi media
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Agnoprotein Hiicre Dis1 Saliniminin Belirlenmesi
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- Bu sonuclar, enfekte hiicrelerden mediaya
agnoprotein salinimimin JCV litik yasam
donguisiinden once oldugunu gostermistir.

- LITIK ENFEKSIYON?



Whole-cell lysates Growth Media: IP-Agno
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Agnoprotein Saliniminda Hiicresel Lizisin Roliiniin Arastirilmasi
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- Agnoprotein ve GFP ayn1 plazmid yapidan
eksprese edilmesine ragmen,

= hiicre disi fraksiyonlarda sadece agnoprotein’e
rastlanmasi

= GFP bulasisi olmamasi
- agnoprotein’in glial hiicrelerden salindigini
diisindirmektedir.



Whole-cel lysates Growth Media: IP-Agno
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Agnoprotein Saliniminda Eksozomlarin Roliiniin Arastirilmasi



Whole cell Growth Media: Whole cell
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Agnoproteinin Enfekte Olmayan Hiicrelerde Tespiti (Agno-Uptake)
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Agno-Uptake, immunohistokimya ile




Sonuc olarak...

- Pekcok okaryotik virus kendi replikasyon
periyotlar1 ve hastaligin seyrinde temel
fonksiyonlar tistlenen kiiciik sekretor proteinler
sentezlemektedir.

- Agnoprotein, JC virusun kiiciik diizenleyici bir
proteinidir ve virusun aktif olarak sentezlendigi
hiicrelerde bulunmak zorundadir.



- Sonuclarimiz enfekte glial kiltirlerin hiicresiz
fraksiyonlarinda da agnoprotein bulundugunu
ortaya cikarda.

- Agnoproteinin mediada bulunmasi sadece
virusun litik enfeksiyonun sonucu degildi.

- VP1 mediada 6dpi goriilmekteyken Agnoprotein
3-4dpi gorulmekte.

- Bu sonuc¢ agnoprotein sekresyonunun virion
salinimindan once meydana gelebilecegini
acikca ortaya koymaktadir.

» Dual-promoter GFP plazmid
+ Adenovirus+Agno infeksiyonu



- Agnoproteinin ekstraseliiler matrikste
bulunmasi, agnoproteinin JCV enfeksiyonunun
molekiiler patogenezinde yeni bir rolii oldugunu
diisindurmektedir.

- Sekrete edilen agnoproteinin olasi rollerinden
biri ekstraseliler modulator olarak virusun
enfekte dokuya girisini kolaylastirmak olabilir.
» Miksomavirus M-T7 (37kDa)
= Vaccinia complement control protein (VCP)



- PML cogu zaman olumcil bir hastaliktir ve
latent periyotdan patolojik evreye gecis
hakkinda cok az sey bilinmektedir.

« PML’de olum oramf

= Tani, hastaligin gec evrelerinde
= Erken tani1 markir1 yok

- JCV agnoproteini sadece enfekte hiicreler
tarafindan sentezlenip ekstraseliiler matrikse
salgilandig icin klinik numunelerde agnoprotein
tespiti erken tan1 markir1 olarak hizmet edebilir.



» Sonuc olarak yaptigimiz calisma agnoproteinin
enfekte glial hiicreler tarafindan sekrete
edildigini ve ekstra seliller matrikste
bulundugunu gostermistir.

- Ayrica agnoproteinin enfekte olmayan komsu
hucreler tarafindan alindigini kanitlayan veriler
de elde ettik.

» Bu durum hastaligin ilerlemesi ve virusun
patogenezi icin onemli roller oynuyor olabilir.

» Bu sonuclar JCV’nin patogenezini anlamakta
yeni arastirmalar icin olanaklar saglayabilir.
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