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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

AMSACTA MOOREI ENTOMOPOKSVIRUSE AIT AMV133 KODLU ACIK OKUMA
ZINCIRININ HOMOLOG REKOMBINASYONLA SiLINMESI ve REKOMBINANT
VIRUS OLUSTURULMASI

Inci CEVHER

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Biyoloji Anabilim Dali
Danigman: Dog. Dr. Remziye NALCACIOGLU
2011, 51 Sayfa

Amsacta moorei Entomopoxviris (AmEV) Poxviridae familyasina ve
Entomopoxviridae subfamilyasina ait bir bdcek virlisiidir. AmEV ‘nin tim genom
analizinin yapildig1 calismada AMV133 kodlu agik okuma zincirinin muhtemel bir lipaz
kodladig: ileri siiriilmiistiir. Onemli bécek zararlilari iizerinde yiiksek derecede patojenik
etki gostermektedir. Bunun yaninda, AmEV gen ekspresyon ve gen terapi vektorii olarak
kullanilabilmekte ve insan virlislerinin mekanizmalarinin anlasilmasinda calisilabilecek
model viriis olmas1 bakimindan biiyiik 6neme sahiptir.

AMV133 genini silmek i¢in transfer vektér ve gecici ekspresyon vektoriin
olusturuldu. Deneyler iki farkli grup halinde yapildi. Birinci grup, hem transfeksiyon hem
de plak deneylerinde sadece transfer vektoriin kullanildig: gruptur. ikinci grup ise, transfer
vektoriinlin yaninda gegici ekspresyon vektoriiniin kullanildigr gruptur.

AMV133 geni homolog rekombinasyon ile AmMEV genomundan silindi.
Olusturulan rekombinant viriis AmALIip/gfp olarak isimlendirildi. Yapilan ¢alismalarda,
ikinci grup transfeksiyon soliisyonunda daha fazla gfp gbzlemlendi, ayn1 zamanda plak
deneylerinde de ikinci grupta daha fazla rekombinant virlis gézlemlendi. Ancak, her iki
grupta olusturulan rekombinant viriisler cogaltilamadi. Bu da, lipazin AmEV i¢in 6nemli

bir gen oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: AmALip/gfp, Amsacta moorei Entomopoxviriis (AmEV), lipaz,
bocek viriisii, homolog rekombinasyon.
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Master Thesis

SUMMARY

DETECTION OF AMV133 ORF OF AMSACTA MOOREI ENTOMOPOXVIRUS BY
HOMOLOG RECOMBINATION AND CONSRUCTION OF RECOMBINANT VIRUS

Inci CEVHER

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Remziye NALCACIOGLU
2011, 51 Pages

Amsacta moorei Entomopoxvirus (AmEV) is an insect virus that belongs to
Poxviridae family and Entomopoxviridae subfamily. After analysis of complete genomic
sequence of AmEV, ORF AMV133 was suggested to be a putative triacylglyceride lipase
gene. It has a high level pathogenic effect on insect pests. Furthermore, AmEV can be used
as gene expression and gene therapy vectors, and has great importance as model virus for
studying the mechanism of human viruses.

Transfer vector and transitory expression vector was constructed to delete AMV133
gene. Assays were made as two different group. First group is that solely transfer vector
was used both transfection and plak assays. Second one is that transfer vector and also
transitory expression vector were used in that assays.

AMV133 gene was deleted from AmEV genom by homolog recombination.
Consructed recombinant virus was named as AmALip/gfp. At works which were made, it
has been observationed that in second group transfection solution has more gfp. At the
same time, second one has more recombinant virus in placque assays. However,
constructing recombinant viruses were not increased, and this is also show that lipase is an

essential gene for AmEV.

Key Words: AmALip/gfp, Amsacta moorei Entomopoxvirus (AmEV), lipase, insect virus,
homolog recombination.
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1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Tanimlanan hayvan tiirlerinin % 97’sini bocekler olusturmaktadir ve bunlarin
%99,5’inin hem dogaya hem de insana faydali oldugu bilinmektedir. Var oldugu bilinen
yaklasik 1 milyon 300 bin bdcek tiirliniin sadece % 0,5’1 doga ve insana zarar vermektedir.
Sayica az gorlilmelerine ragmen oldukga biiyiikk etkileri vardir. Boceklerde dogal
enfeksiyon meydana getiren ¢esitli mikrobiyal etmenler vardir (Tanada ve Kaya, 1993;
Boucias ve Pendland, 1998; Charles vd., 2000). Boceklerin hastalanmalarina ve 6liimlerine
sebep olan bocek viriisleri bu etmenlerin basinda gelmektedir (Hunter-Fujita vd., 1998;
Miller ve Ball, 1998).

Bocek viriislerinin, doga ve insana olumlu etkilerinin yaninda olumsuz etkileri de
vardir. Olumsuz etkileri, bal arilar1 gibi, insanlara ve cevreye faydali olan bdceklerin
viriisler yiizlinden hastalanip 6lmeleri olarak ifade edilebilir. Olumlu etkileri ise, findik
kurdu, sivrisinek gibi, ¢esitli tarirm ve orman iriinlerini aynm1 zamanda insan sagligin
etkileyen zararli bocekler ile viriisler sayesinde miicadele edilebilmesidir. Boylece bocek
virilisleri, zararlt boceklere karsit miicadelede kullanilan 6nemli biyolojik miicadele ajani
materyali haline getirilmistir (Flexner ve Belnavis, 2000; Harrison ve Bonning, 2000;
Sezen ve Demirbag, 2005). Bocek viriislerinin etkili ve hedefi smirlt biyolojik kontrol
iriinleri olarak bilinmeleri (Sezen ve Demirbag, 2005), 6nemli proteinlerin iiretildigi gen
ekspresyon vektor sistemlerini olusturmalar1 (Jarvis., 2003; Ikonomou vd., 2003;
Stanbridge vd., 2003), insan sagligin1 tehdit eden viriislerin enfeksiyon mekanizmalarinin
anlasilmasinda model (Sezen ve Demirbag, 2005) ve gen tedavisinde gen transfer vektorii
(Sezen ve Demirbag,2005) olarak kullanilabilmeleri bilim adamlarinin bocek virtislerini
caligmalarinda 6nemli etken olusturmustur.

Tez konusu olan lipazlar, virlislerde ve hiicre faaliyetlerinde olduk¢a 6nemli rol
oynamaktadir. Viriislerde bulunan lipaz genlerinin kodladiklar1 lipaz enzimleri viriislerin
konaklarinin lipit metabolizmasimi bozarak, bagisik sistemlerinden kurtulmasini
saglayarak, lipit yolu {izerindeki metabolitleri ilgili replikasyonlar1 i¢in kullanabilmelerini,
konaga girmelerini, konaktan ¢ikarken membran kazanmalarini saglayarak veya viral

DNA’y1 ge¢ endozomdan kurtararak par¢calanmalarini engellemeleri gibi roller tistlenmistir



(Baek vd., 1997; Wall vd., 1997; Zadori vd., 2001; Kamil vd., 2005; Grieger vd., 2006).
Ayrica, poksviriislerin biitiin enfeksiyon evresinin sitoplazmada meydana gelmesi bu
virilisleri diger 6karyotik DNA virlislerinden ayiran bir 6zelligidir.

Boceklere 6zel bir grup olan Entomopoksviriisler (EPV), 1963 yilinda ilk kez Vago
tarafindan kesfedilmistir (Vago, 1963) ve yaygin olarak bulunan zirai bakimdan oldukga
zararli olan Lepidoptera, Orthoptera, Coleoptera ve Diptera takimlarina ait boceklerden de
izole edilmeleri, in vitro ve in vivo ¢alismalar1 ve molekiiler biyolojileri iizerinde yapilan
calismalar bu viriislere 6nem kazandirmaktadir (King vd., 1998). Sivrisinekler, ¢ekirgeler
ve agustos bocekleri gibi en dnemli zararlilarin mikrobiyal kontroliiniin bu takimlardan
yeni Entomopoksviriisler’in izole edilip tanimlanmasina bagli olduklar1 belirtilmektedir
(King vd., 1998).

Amsacta moorei Entomopoksviriis (AMEV) Poxvirinae familyasina bagli olan
Entomopoxvirinae altfamilyasina ait, 6nemli bazi tarim zararlis1 bocekleri enfekte edebilen
ve hiicre kiiltiiriinde kolaylikla biiyiliyebilen bir bocek viriistidiir (Googwin vd., 1990; Hall
ve Moyer, 1991; Winter vd., 1995). Ayrica ekonomik éneme sahip boceklerde enfeksiyona
neden olmaktadir. EPV’ler pek ¢ok zararli tiir i¢in, 6zellikle bakiiloviriislerin izole
edilmedigi cekirgeler, agustos bdcekleri ve sivrisineklere karsi biyolojik kontrol ajani
olarak diisiiniiliir. EPV’ler bakiiloviriislerle karsilastirildiklarinda, en 6nemli dezavantaji
konaklarin1 6ldiirme siirelerinin uzun olmasidir. Bu sorunun EPV genomuna yabanci
genler yerlestirilerek genetik olarak degistirilmis EPV’lerin olusturulmasiyla asilmasi
miimkiindiir (Sezen ve Demirbag, 2005).

Poksvirtislerin ¢esitli 6zellikler1 bu virlislere ekspresyon vektorii olarak genis
kullanim alan1 saglamistir (Moss, 1996). Bu o6zelliklerinden bazilari, genis konak
spektrumuna sahip olmalari, oldukca yiiksek ekspresyon saglamalari, biiyiikk miktarda
DNA alma kapasiteleri, rekombinant virlislerin olusturulmast ve kolay izole
edilebilmeleridir (Moss, 2001). Ekspresyon poksviriis promotorlar1 veya bakteriyofaj RNA
polimerazlar1 ve akraba promotorlart kullanilarak basarilmaktadir (Moss, 2001). Son
zamanlarda entomopoksviriisler biyoteknolojik ¢alismalarda ekspresyon vektor sistemi
olarak kullanilmaya da baslanmistir. Bu tiir bir ¢aligmada, A. moorei entomopoksviriisiine
(AMEV) ait sferoidin (sph) kodlama bdlgesi c¢ikartilip yerine kloramfenikol asetil
transferaz (cat) geni yerlestirilmis ve rekombinant AMEV-cat transfeksiyonu, AMEV ile
enfekte olmus Ld652 hiicrelerinde rekombinant proteinin iiretimiyle sonug¢lanmistir (King

vd., 1998). Benzer bu tiir calismalarda, interlokinler, sitokinler, biiyiime faktorleri,



interferonlar, enzimler ve yapisal proteinleri kodlayan genler, biiyilk DNA fragmentlerini
yapisina alabilen poksviriis vektorlerine klonlanip ekspresyonlar1 yapabilmektedir. Bir
diger ¢alismada kanser gen tedavisinde kullanilan interlokin-2 geni (IL-2) vaksinia viriis
ekspresyon vektoriine klonlanip (pMJ601) biiyiik miktarda ekspresyonu saglanmistir
(Hengjun vd., 2001).

Lepidoptera larvalarinin enfeksiyon siiresi hizlidir ve 1 - 3 hafta arasindadir.
Hastalik semptomlar1 konaklar arasinda ¢esitlilik gostermektedir. AMEYV ile enfekte olmus
Estigmene acrea larvalari enfeksiyonun geg¢ saatlerine kadar hareket ve denge eksikligi
gibi ¢ok kiiciik belirtiler gostermesi ornek verilebilir. EPV enfeksiyonlu Elasmopalpus
lignosellus larvalarinda ise renkler kahverenginden kirmiziya dontismektedir ve
hemolenfin sferoidlerle dolmasindan dolayr hemolenf beyazimsi-mavi bir renk almaktadir
(Mitchel vd., 1983).

Son yillarda Entomopoksviriisler Orthoptera grubu boceklerden olan ¢ekirgelerden
de izole edilmektedir ve ayrica bugiine kadar bakiiloviriislerin izole edilmedigi bu grup
bocekler icin entomopoksviriislerin gelecekte potansiyel bir biyolojik kontrol ajani olacagi
diistiniilmektedir. Afrika ve Asya’da ¢ok biiyiikk ekonomik zarara sebep olan Locusta
migratoria’dan izole edilen entomopoksviriisler ¢ok 6nemlidir. Viriisle enfekte olmus
boceklerin larval biliylimesi ve gelisme oraninda Onemli seviyede bir gerileme
gorilmektedir.

Pek c¢ok sivrisinek tiiriinlin de EPV enfeksiyonuna karsi olduk¢a duyarli oldugu
gozlemlenmistir. Henry ve Jutila (1966) tarafindan izole edilen Melanophlus sanguinipes
EPV’nin ayni cinse ait pek ¢ok tiirii enfekte ettigi gézlemlenmistir (Oma vd,. 1986). Bir
cok virlis izolatt 1ps typographus (kabuk bocegi; Wegensteiner vd., 1995), bir ¢ekirge tiirii
olan M. sanguinipes (Beaudoin vd., 1994) ve Adoretus versutus (kakao zararlisi, McGuire
vd., 1991) gibi ¢esitli zararlilar i¢in potansiyel biyokontrol ajan olarak 6nerilmektedir.

Bu tez calismasinda, homolog rekombinasyonla rekombinant AMEV
olusturulmustur ve daha 6nceki biyoinformatik ¢alismalar sonucunda (Bawden vd., 2000)
fonksiyonel bir lipaz olabilecegi ileri siirlilen AMV133 kodlu ORF’nin viriisiin ¢ogalmasi

tizerine etkisi tespit edilmistir.



1.2. Poksviriisler
1.2.1. Poksviriislerin Sistematigi

Uluslararast Virlis Smiflandirma Komitesi’nin (International Committee on
Taxonomy of Viruses, ICTV) yaptigi simiflandirmaya gore Poxviridae familyasi
Chordopoxvirinae (omurgalilar1 enfekte eden poxviriisler) ve Entomopoxvirinae (bocekleri

enfekte eden poksviriisler) olmak tizere iki alt familyadan olugsmaktadir (Tablo 1) (URL-1,
2010).

Tablo 1. Poksviriislerin taksonomik 6zelligi

Familya Altfamilya Cins Prototip

Poxviridae  Chordopoxvirinae  Orthopoxviriis Vaccinia, Variola
Parapoxvirlis Orf, Pseudocowpox
Avipoxviriis Fowlpoxviriis
Carpipoxviriis Sheeppox

Leporipoxviriis ~ Myxoma

Suipoxviriis Swinepox

Molluscipoxviriis Molluscum contagiosum

Yatapoxviriis Yaba maymun tiimor
Entomopoxvirinae ~ Entomopoxviriis A Melolontha melolontha EPV

Entomopoxviriis B Amsacta moorei EPV

Entomopoxviriis C Chrionimus luridus EPV

1.2.2. Poxviridae Familyasinin Genel Ozellikleri

Poksvirtisler, olduk¢a plemorfik, tugla bi¢imli (uzunlugu 220-450 nm, genisligi
140-160 nm, kalinlig1 140-260 nm) veya diizenli spiral filamentlere (¢ap1 10-20 nm ) sahip
ve ovoid (uzunlugu 250-300 nm, c¢ap1 160-190 nm) yapida, genellikle tubiiler veya

globular {initeler iceren lipoprotein ylizey membranina sahiptir (Murphy vd., 1995; Cann,
2005) (Sekil 1).



Sekil 1. Poksviriislere ait genel gortiniim. A) Orthopoksviriisler’in
tugla seklindeki sematik ve elektron mikroskobu
goriintlisti, B) Parapoksviriisler’in ovoid seklindeki
sematik ve elektron mikroskobu goriintiisii (Murphy vd.,
1995).

Virion pargacigiin protein icerigi agirliginin yaklasik %90’1n1 olusturur. Cinslere
gore degisen, viriis genomu tarafindan 150-300 protein kodlanmaktadir ve bunlarin
yaklagik 100 tanesi virionda bulunmaktadir. Viriis pargacigi, RNA transkripsiyonu, DNA
replikasyonu, protein-niikleik asitlerin modifikasyonu igin gerekli birgok enzime sahiptir
(Carter ve Saunders, 2007). Zarfli virionlar, virion par¢aciginin etrafini saran ¢ift tabakali
lipit arasina yerlesmistir ve virlis tarafindan kodlanan polipeptitlere sahiptir. Virion
parcaciginin agirhiginin  yaklasik  %4’i lipitlerden, %3’ ise karbonhidratlardan
olugmaktadir (Murphy vd., 1995). Poksvirlis genomlari, tek parcali, ¢ift zincirli DNA
icermektedir ve virionun genomu agirliginin yaklasik %3’linti olusturmaktadir.

Konak hiicrelere giris, virion hiicreye tutunduktan sonra plazma membrani ve viral
ylizey membran1 arasindaki kaynasma sayesinde gerceklesmektedir. Virlis zarfinin
varliginda, membranlar arasindaki kaynasma, viral 6ziin hiicre sitoplazmasina salinmasi ve
daha ileri derecede viriis zarfinin soyunmasindan sonra meydana gelmektedir. Plazma ve
vakuolar membran arasindaki kaynasma durumunda goriilen endositoz da miimkiin
olmaktadir (Moss, 1991; Murphy vd., 1995).

Poliadenillenmis mRNA transkriptleri, genomun %15’ini olusturmaktadir ve viriis
oziindeki ¢oklu alt tnitelere sahip RNA polimeraz enzimleri sayesinde, her iki DNA
zincirinden de sentezlenmektedir. Transkriptler, konak ribozomlar: tarafindan translasyona
ugratilmak iizere viriis 6ziinden ¢ikarilir. Erken virlis molekiillerinin sentezi esnasinda,

konak makro molekiillerinin sentezi durdurulur. Virtsler, konak hiicre sitoplazmasinda



cogalmaktadir (Sekil 2) ve bunun sonucunda viroplazma veya virilis faktorleri olarak

adlandirilan bazofilik (B-tipi) inkliizyonlar olugsmaktadir.

l Virionlar
Girig  Kapsidin soyulmasi
Sitoplazma —_— ==
l l Replikasyon
—_—
_—
< ::(‘:;:::ﬁ <~ Erkengenler —
immun DNA J T~ RNA
defens Pol.? intermediate PO
molekiilleri transkripsiyon ;
faktorleri ? Intermediate GeglmRNA
mRNA
Geg enzimler, erken genlerin
J/ Transkripsiyonel faktorleri
Geg Yapisal proteinler
transkripsiyon
faktorleri
Olgunlagsma
Golgide membran Golgide membran
kazanilmasi Aktin kuyruk takilmasi K
azanilmasi
Pl S

Sekil 2. Vaksinia viriis replikasyonunun sematik goriiniimii

Genomda, g¢esitli promotorlarin  yonettigi Ag¢ik Okuma Zincirleri (ORF)
bulunmaktadir. Bu promotorlar, zamana bagl olarak, genomun soyunmasi dncesinde veya
esnasinda ifade edilen erken genler, DNA replikasyonu sirasinda ifade edilen ve geg
genlerin transkripsiyonunu ayarlayan ara genler ve replikasyon sonrasinda ifade edilen ve
bircok virion proteinini kodlayan ge¢ genler olmak iizere ii¢ sinif genin transkripsiyonunu
diizenlemektedir (Moss, 1991; Broyles, 2003) (Sekil 2).

Erken protein sentezi, genellikle gec gen ifadesi esnasinda azalmaktadir. Ancak
baz1 genler, ilk 6nce erken promotordan ifade edilmeye baglar ve daha sonra geg

promotordan ifade edilmeye devam etmektedir (Murphy vd., 1995).



1.3. Entomopoksviriisler ve Genel Ozellikleri

Cografik olarak genis bir alana yayilmis olan ve onlarca bdcek tiirlinden izole
edilen Entomopoksviriisler ilk kez Vago (1963) tarafindan “yeni bir bocek viriisii” olarak
aciklanmistir. Uluslararasi Virlis Taksonomi Komitesi (ICTV), Tablo 1’de gosterildigi gibi
poksviriisleri Chordopoxvirinae ve Entomopoxvirinae olmak {iizere iki alt familyaya
ayirmistir (Moss, 2001). Entomopoxvirinae viriis morfolojisi, konak tiirii ve genom hacmi
bakimindan 4 cinsten olusmaktadir ve her bir cins, bir tip tiirle temsil edilmektedir.
Alphaentomopoxviriisler ~ Coleoptera  grubu  (Melolontha  melolontha  EPV),
Betaentomopoxviriisler Lepidoptera grubu (Amsacta moorei EPV) ve Orthoptera grubu
(Melanoplus sanguinipes EPV), Gammaentomopoxviriisler Diptera grubu (Chironomus
luridis EPV) bocekleri enfekte eden viriisleri kapsamaktadir (Arif ve Kurstak, 1991;
Goodwin vd., 1991; Moyer, 1999).

Bocekleri enfekte eden viriisler arasinda yapisal farkliliklar bulunmaktadir. Fakat,
EPV’ler, orthopoksviriislere benzer yapisal 6zelliklere sahiptir ve omurgali poksviriis gen
homolojileri gosterdikleri bulunmustur (Bawden vd., 2000). Bu gen homolojileri iki grup
arasinda gen regiilasyonunda benzerlik saglamaktadir. Amsacta moorei EPV (AMEV)
hiicre kiiltiiriinde replike olabilen sadece birkag EPV’den biri oldugundan dolayi, bu
viriislerin ¢ogunlugunu molekiiler seviyede anlayabilmek agisindan AMEV {izerinde
yapilan c¢aligmalar 6nemli bir yer tutmaktadir (Langridge, 1983; Goodwin vd., 1990).

Entomopoksviriis virionlar1 oval sekle sahiptir, 150-470 nm uzunlugunda ve 165-
300 nm genisligindedir, morfolojik olarak omurgali poksviriislerine benzerlik
gostermektedir (Arif, 1995), ayrica DNA genomu virionun merkezinde bulunmaktadir. A
cinsi viriisler tek yan yapili konkav bir merkez seklinde, B cinsi viriisler iki yan yapi ile
cevrili silindirik bir merkez seklinde ve C cinsi virlisler bikonkav bir merkez seklindedir.

(Sekil 3).



Entomopoksviriisler genellikle konak bocegin yag dokusu hiicrelerinde, bazen de
hemositlerde ¢ogalmaktadir (Lipa, 1975). Entomopoksviriislerin olusturdugu sferoid

yapilart 151k mikroskobunda kolayca ayirt edebilmek i¢in Giemsa ve Buffalo Black B gibi

Merkez
Yiizey Fibrilleri
Tiibiilleri , Dis Zarf
Merkez Zari
Yanal
Yapilar
Palizat Tabakasi1 Merkez

Sekil 3. Entomopoxviriis sematik goriiniimii

basit boyama yontemleri kullanilmaktadir.

1.3.1. Sferoidler

Enfekte olmus hiicrelerin sitoplazmalarinda biiyiik oval sekilli sferoidlerin olusumu
EPV’lerin en 6nemli karakteristik yapisidir. Bu yapilar 5-20 um boyunda ve orijinal olarak
“sferule” olarak adlandirilmaktadir ve sferoidler parakristal bir ag i¢ine gomiilii virtisleri

iceren elektronca yogun yapilardir. Tablo 2°de bazi Coleopteran EPV’lerin morfolojik

ozellikleri gosterilmistir (Arif vd., 1991).

Tablo 2. Baz1 Coleopteran entomopoksviriislerin morfolojik 6zellikleri

Konak Viriis ol¢iileri Inkliizyon  Virlis Merkez Spindil
(nm) yapt (um)  sekli  sekli
Anomala cuprea 440x250 5x8 “ “ var
Aphodius tasmaniae 380-430x250-300 5-12 “ “ “
Demodema boranensis  420x230 8-11 “ « “«
Dermolepida 420-450x220-240 3-5 “ “ yok
albohirtum 330x90 1-5 « « var

Figulus sublaevis 366-416x255-286  3,5-11 “ “




Tablo 2’nin devami

Geotrupes sylvaticus
Mel olontha melolonthal
Melolontha melolontha2
Othnonius batesi

Phyllopertha horticola

450x250
450x250
470x265
400x240

10-24
5,7x11,4
5-10
6-25

Oval

13
(13

(13

TYYK*

(13
(13

(13

*TYYK: Tek yan yapilt konkav

1.3.2. Spindillar

Cins A virlisler ve bazi Lepidoptera grubu iiyelerin EPV’leri ile enfekte olmus
hiicrelerin sitoplazmalarinda ikinci bir protein yapi olarak bulunan spindillar 1-15 pm
boyunda, enfekte olmus hiicrelerin
partikiilleriyle beraber goriilmektedir. Su ana kadar bu yapilar hi¢cbir Orthoptera veya
Diptera konaklarinda gozlemlenmemistir. ilk kez Bergoin vd., (Bergoin vd., 1970)
tarafindan caligilan ve fusolin proteini tarafindan olusturulan bu yapilar sferoidlerden ¢ok

farklidir. Spindillar bilateral simetriye sahip olduklari i¢in sferoidlerden kolayca ayrilirlar.

sitoplazmalarinda veya

sferoid

Spindillarin virion tasimamalar1 sferoidlerden ayrilan diger 6nemli 6zelligidir.

1.3.3. Yapisal Polipeptitler

EPV virionlarinin protein yapist SDS-PAGE ile belirlenmistir ve yaklasik 40
yapisal proteine sahip olan bir virionun 12-250 kDa arasinda degisen agirliga sahip oldugu

gozlemlenmistir (Bilimoria vd., 1980; Langridge vd., 1982; Mitchel vd., 1983; Levin vd.,

1993).

1.4. Entomopoksvir iser de Genom Ozellikleri

Entomopoksvirtsler ¢ift zincirli, biiyiik, dogrusal ve yaklasik 225 kb’lik bir genoma
sahiptir (Hall vd., 1990; Arif, 1995). Viriis genomu, iki membran veya bir ya da iki yan

yap1 ile gevrili niikleotid yap1 i¢inde bulunmaktadir ve bu yapilar dis virion zan ile

icinde viriis
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cevrilidir. Halen daha genom organizasyonu bakimindan ¢ok az sey bilinen EPV genlerinin
birkagi tanimlanmis siralari belirlenmistir (King vd., 1998). Sadece Amsacta moorei
(Lepidoptera: Arctiidae) ve Melanolpus sanguinipes (Orthoptera: Acrididac)’den izole
edilen AMEV ve MsEPV’nin genomlari tamamen aydimnlatilmistir (Afonso vd., 1999;
Bawden vd., 2000). DNA hibridizasyon ¢alismalari neticesinde, 3 Orthoptera EPV
genomunun yliksek oranda baz sirast homolojisi gozlemlenirken MSEPV DNA’s1 ile
vaccinia virlis, Coleoptera ya da Lepidoptera orjinli EPV DNA’lar arasinda ya ¢ok diistik
ya da hi¢ homoloji bulunmadig1 gézlemlenmistir (Landridge vd., 1983).

Arastirmalarda  AMEV protein sentez modeli karakterize edilmistir ve viral
proteinler iki grupta toplanmistir. Enfeksiyondan 3 saat sonra erken proteinler, 12 saat
sonra ise ge¢ proteinler belirlenmistir. Sferoidin sentezinin en erken 15. saatte basladigi ve
72. saate kadar devam ettigi gozlemlenmistir (Winter vd., 1995). Isatin-B-
thiosemikarbazon (IBT), 1- B-D-arabinofuranozilsitozin (Ara-C) ve fosfonoasetik asit
(PAA) Orthopoxviriis inhibitorlerinin timiiniin vaccinia viriis ile enfekte olmus hiicrelerde
ge¢ gen expresyonunu inhibe ettigi gozlemlenmistir ve bu inhibitorler poksviriis
replikasyon dongiisiiniin erken (DNA sentezinden once) ve ge¢ (DNA sentezinden sonra

veya ayni anda) fazlarini belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Winter vd., 1995).

1.5. Entomopoksviriislerde Replikasyon

Entomopoksviriis replikasyonu hem in vivo hem de in vitro ortamlarda ¢aligilmistir.
Viriis ile enfekte edilen hiicrelerin sahip oldugu en 6nemli 6zelligi sferoid yapilar
meydana getiren bir protein yapi igerisinde olgun virionlarin gémiilii olmasidir.

EPV’lerin bocek larvasindaki replikasyonu Sekil 4’te sematik olarak

gosterilmektedir (King vd., 1998).
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Sekil 4. Entomopoksviriislerin replikasyonunun sematik goriintiisii

Larval infeksiyon, inkliizyon yapilarin alkali ortama sahip bagirsakta ¢oziilmesi ile
baslamaktadir (Hengjun vd., 2001). Serbest kalan virionlar, mikrovilluslarin membrani ile
virion dis membrani arasinda gerceklesen flizyon yolu ile bagirsak epitelyum hiicrelerine
gecerek primer enfeksiyonu meydana getirmektedir. Hiicre sitoplazmasindaki viriis
replikasyonundan sonra virionlarin bir kismi, sferoid ig¢ine gdmiilmeden membrandan
tekrar disar1 cikarak diger dokularda enfeksiyon olusturmaktadir. Diger virionlar da
sitoplazmada sferoidin proteininden meydana gelen sferoid igerisine gomiilmektedir.
Replikasyon en ¢ok yag dokusu i¢inde gerceklesmesinin yaninda pek ¢ok dokuda da
gerceklesir (King vd., 1998). Entomopoxviriis DNA’smin replikasyonu erkenci viriis
proteinlerine ihtiya¢ duymaktadir. EPV replikasyonuyla ilgili ilk bilgiler enfekte olmus
konaklardan alinan dokulardan elde edilmistir.

Replikasyonu takiben inkliizyon yapilarin olusumu 8-10 giin almaktadir. Gomiili
virion sayist aynt konagin farkli hiicrelerinde farklilik gosterir. Elektronca yogun bolgeler
viroplazm olarak bilinir ve DNA replikasyon yeri olarak aydinlatilmistir (Granados vd.,
1970).

Coleoptera grubu bdoceklerin EPV  enfeksiyonunda spindil adi verilen ikincil
inkliizyon yapilar da olusmaktadir. Spindillar ya bagimsiz yapi olarak bulunurlar ya da
olgun virionlarla birlikte sferoidlere gomiiliirler (Gauthier vd., 1995). Viral replikasyonun
ilk kismi yag dokusu hiicrelerinin sitoplazmasinda gergeklesirken, inkliizyon yapilar ve
hiicre dis1 virionlar ayn1 zamanda kas ve genital doku hiicrelerinde, sinir hiicrelerinde,

epidermis ve hemositlerde gozlemlenebilir (Robert vd., 1968; Henry vd., 1969). Enfekte
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olmus larvalardaki inkliizyon yapilar, sferoidin matrikse gomiilii halde viral pargaciklar
bulundurur (Arif ve Kurtsak, 1991). Tomurcuklanan viriislerin ¢evreye dagilmasi, bocegin
kusmasi, digskilamasi ve 6lii larvanin etrafa dagilmasiyla meydana gelmektedir (Goodwin
vd., 1991).

Granados ve Naughton tarafindan tespit edilen Estigmena acrea (BTI-EAA) hiicre
susu (Granados vd., 1975) ve Goodwin vd., tarafindan tespit edilen Lymantria dispar
(IPLB-Ld652) hiicre susunun (Goodwin vd., 1990) AMEV ig¢in iki iiretken sus oldugu
tespit edilmistir. E. acrea hiicreleri AMEV ile enfekte edildiginde olgun sferoidler
gozlemlenmektedir. AMEV’nin Spodoptera frugiperda (Sf9) hiicrelerinde de replike
oldugu gosterilmistir (Aloui vd., 1996). Hiicre kiiltiiriinde goriinen replikatif olaylar in
vivo’da goriinenlerle benzerlik gostermektedir. E. acrea hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda,
hiicrelerin yuvarlaklasmasi 12-24 saat sonra, sitoplazmanin tanecikli bir hal almasi1 48 saat
sonra ve sferoid olusumu ise 72 saat sonra meydana geldigi gézlemlenmistir (Marlow vd.,

1993).

1.6. Amsacta moorei Entomopoxviriis (AMEYV)

AMEYV dogal olarak Amsacta moorei’den izole edilen, hiicre kiiltiiriinde rahatga
uretilebilen ve g¢aligilabilen (Becker vd., 2008), cins B’ye ait entomopoksviriislerdendir.
Estigmena acrea (Hall ve Hink, 1990) ve Lymatria dispar (Arif ve Moyer, Basilmamis
sonugclar) gibi tarimsal bakimdan zararli bocekleri de enfekte ettikleri raporlanmustir.

Biyokontrol materyallerine ilginin artmasi ve bakiiloviriislerin izole edilmedigi
(Sezen ve Demirbag, 2005), zirai agidan olduk¢a zararli tiirlerden izole edilmeleri
EPV’lerin replikasyonlarini daha iyi anlama ve potansiyel biyolojik kontrol materyali
olarak gelistirme g¢abalarini artirmaktadir (King vd., 1998). Viriisiin biyolojik kontrol
amacl kullanilabilmesi, gen ekspresyon ve gen terapi vektorii olarak kullanilabilmesi i¢in
virlise ait morfolojik, biyolojik ve molekiiler 6zelliklerinin bilinmesi gerekir. Bu amagla
AMEV’nin tiim genom analizi yapilmistir (Bawden vd., 2000). Genomun 232,392 bazdan
olustugu ve biyoinformatik analizlere gére muhtemel 292 ORF (a¢ik okuma zinciri)
bulundugu ifade edilmistir. Muhtemel genlerin fonksiyonel analizleri bu amag
dogrultusunda gerceklestirilmektedir (Peterson vd., 1997; Becker vd., 2004; Li vd., 2005;
Means vd., 2006; Mitsuhashi vd., 2007; Becker vd., 2008). Go ve Yu (2007) tarafindan

yapilan bir ¢alismada, biyoinformatik analizlerle AMEV ORF’lerinin 38 tanesinin protein
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kodlamadig1 belirlenmis ve protein kodlayan ORF sayisi 254 olarak ifade edilmistir.
Ayrica, yapilan calismalarda A + T igerigi %82.2 olarak hesaplanmis ve AMEV
poksviriisler icerisinde A + T oraninin en yiliksek oldugu viriis olarak ifade edilmistir
(Bawden vd., 2000).

AMEV gen ifadesini saglayan promotor elemanlara sahiptir. AMEV genlerinin
133 tanesinin erken veya potansiyel olarak erken gen olabilecegi diisiiniilmekte ve 158
tanesinin ise ge¢ veya potansiyel ge¢ gen motifine sahip oldugu bilinmektedir. Promotor
veya diizenleyici elemanlar genomu olusturan 179 genden sadece 15’inde
tanimlanmamistir. Erken (E) veya potansiyel erken genler (E?), translasyonal baslangi¢
kodunun 100 baz ¢ifti yukarisindaki TGAATXXXXA veya TGAAAXXXXA siralarini
iceren genler olarak tanimlanmaktadir (Bawden vd., 2000). Ge¢ gen (L) olarak ise
translasyonel baslangi¢c dizisindeki TAAATG sirasim1  tasiyan  AMEV  ORF’leri
diisiiniilmektedir (Weir ve Moss, 1984; Rosel ve Moss, 1985; Bertholet vd., 1986; Davison
ve Moss, 1989a). Potansiyel ge¢ genler ise, baslangic kodonunun 100 bp yukarisinda
TAAAT veya TAAAAT sirasina sahip olan genler olarak diisiiniilmektedir (Roseman ve
Hruby, 1987).

1.7. AMV133

AMV133 ORF’sinin lipit hidroliziyle viriilans bir gen olarak fonksiyon goérmesi
muhtemel bir triagilgliserol lipaz enzimini kodlayabilecegini gostermektedir (Bawden vd.,
2000). AMEV konaklarinda lipitlerin depolandigi (Bawden vd., 2000) yag hiicreleri de
dahil olmak iizere (Arif ve Kurtsak, 1991) bircok bolgede enfeksiyon olusturdugu
gozlemlenmistir.

Poksviriisler, konak savunma mekanizmasina kars1 serpinler ve sitokin reseptorleri
gibi bir grup immunomodiilator proteinleri kodlamaktadir (Turner ve Moyer, 2002), ayrica
membran yapisin1 degistiren 6zel viral bilesenlere sahiptir (Baek vd., 1997). Bu anlamda,
AMV133 viral lipazlar boliimiinde anlatilan fonksiyonlardan birini veya birkacini da
tistlenerek viral enfektivite i¢in dnemli bir gen olabilecegi diigiiniilmektedir. Poksviriislerin
viriis replikasyonu veya enfektif projeni viriislerin iiretilmesine etki etmeyen ¢ok sayida
geni mevcuttur (Wall vd., 1997) ve vaccinia virliste en az 55 gen doku kiiltliriinde
enfeksiyonu etkilemeksizin delesyona ugramasi buna ornek verilebilir. Bu genlerin dogal

konaklarini1 enfekte ettikleri siirecin ilk basinda fonksiyon gordiikleri diistiniilmektedir.
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Lineer viral genomun merkezinde hayati genler, terminal kisimlarinda ise hayati olmayan
genler yer almaktadir ve bu hayati olmayan genlerin 6nemli bir kismmnin kodladiklar
proteinler konagin spesifik anti-viral siirecini blokladiklar1 aciktir (Wall vd., 1997). Bu
proteinler epidermal biiylime faktorlerinin etkilerini taklit eder (Twardzik vd., 1985) veya
tumdr nekrosis faktor, interlokin 1B, interferon- o/f , interferon-y gibi immun sistemde
anahtar rol oynayan sitokinlere baglanip inaktive ederler (Springs, 1994). Bu tip
proteinlerin karakterizasyonu viriis ve konag1 arasindaki karmasik etkilesimleri hakkinda
onemli bilgiler saglamaktadir, ayrica viriis enfeksiyonlarinin atlatilabilmesi i¢in hayati olan
bagisik fonksiyonlarin tanimlanmasina yardim etmektedir (Wall vd., 1997). Biyokontrol
amacglh kullanilacak bir viriis hazirlanirken de bu bagisik sistemi basarili bir sekilde

asabilecek viriisler olusturmak i¢in 6nemli bilgiler vermektedir.

1.8. Viral Lipazlar

Lipaz enzimleri trigliseritlerin rutin metabolizmasindan hiicre sinyalleri ve bagisik
aktivitenin araciligina kadar biyolojik siire¢lerde onemli roller iistlenmektedir (Kamil vd.,
2005). Bombyx mori (ipek bocegi)’nin sindirim sivisindan izole edilen lipazin
nukleopolihedroviriise kars1 antiviral etki gosterdigi (Ponnuvel vd., 2003), yilan zehirinden
(Villarrubia vd., 2004) ve anne siitlinden (Naarding vd., 2006) izole edilen lipazin anti-HIV
etkisi gosterdigi bulunmustur. Buradan da ¢ikarilabilecegi gibi organizmalar lipazi kendi
ithtiyac1 dogrultusunda cesitli amagclar i¢in kullanmaktadir. Viriislerin sahip oldugu lipaz
genleri i¢in hiicrenin lipaz regiilasyonunu degistirmek sartiyla hiicrenin bagisik cevabini
baskilamak (Girod vd., 2002), viriisiin hiicreye girigini ger¢eklestirmek (Baek vd., 1997),
virlis partikiiliiniin hiicre i¢inde sindirilmeden kurtulmasini saglamak (Grieger vd., 2006)
gibi ¢esitli gorevleri oldugu ifade edilmistir.

Literatiirde viriislerde bulunan lipaz genleri ile yapilan ¢aligmalarda bu genlerin
baz1 virlislerin enfektivitesinde olduk¢a onemli role sahip oldugu (Baek vd., 1997; Wall
vd., 1997; Zadori vd., 2001; Grieger vd., 2006), bazilarinda ise hiicre kiiltiiriinde olmasa
bile konaktaki enfeksiyonunda onemli rol oynadigi ifade edilmistir (Kamil vd., 2005).
Vaccinia viriislerde lipaz fonksiyonu gosteren yapisal bir protein olan p37 enfeksiyonun
meydana gelmesinde olduk¢a 6nem tasimaktadir. Bu genin delesyonu yapildiginda viriisiin
enfeksiyonu gergeklestiremedigi gdzlemlenmistir (Baek vd., 1997). p37 viriisiin membran

flizyonunu ve/veya membran kazanmasini saglamaktadir (Baek vd., 1997). p37’nin



15

delesyonu saglandiginda vaccinia viriis dis zar olusumunu tamamlayamamis ve hiicredist
viriis liretilememistir (Blasco ve Moss, 1991), ayrica yaban tip viriisiin hiicreden hiicreye
gecme yetenegi p37°nin delesyonuyla kaybedilmektedir (Blasco ve Moss, 1991). Vaccinia
viriis ile enfekte olmus hiicrelerin plazma membranlar diisilk pH’da birbirleriyle fiizyona
ugramakta, ancak p37 delesyona ugratildiginda bu 6zellik kaybedilmektedir. p37 trans-
golgi membranin sitozolik yiizeyi ile birlesmekte, virionun ¢ift membran kazanmasini
saglamaktadir (Baek vd., 1997) ve bu veriler p37’nin membran flizyon siirecinde rol
oynadigini gostermektedir (Baek vd., 1997).

Poxvirinae familyasindan ektomelia virlisin kodladigi lipaz enzimi viriisiin
enfektivitesi ve konaklar arasi transmisyonunda enfeksiyon boyunca viriise bazi segici
avantajlar saglamaktadir. Hiicrenin bagisik cevabinin olugmasinda gorevli araci
molekiilleri bloke etmesi bu avantajlara ornek olarak verilebilir (Wall vd., 1997).
Lipoksigenaz yolu lipaz enzimlerinin rol oynadigi bir yoldur ve konak i¢in inflamasyon
aracidir. Bu virtisler lipoksigenaz metabolit spektrumunu degistirecek genler icermektedir
ve bu genlerden biri de lipaz genidir. Orthopoxviriislerde lipoksigenaz yolunun viriis
replikasyonu i¢in gerekli oldugu ifade edilmistir (Palumbo ve Buller, 1991) ve bu yol
iriinleri virtiis replikasyonu i¢in kullanilmaktadir (Palumbo vd., 1993). Orthopoxviriislerin
disindaki poksviriislerde enfeksiyon sirasinda membran yapist degismektedir ve spesifik
viral bilesenler bu degisimden sorumludurlar. Vaccinia’da lipaz aktivitesi gosteren p37°nin
bu gorevi de yaptig1 ifade edilmektedir (Baek vd., 1997). Parvoviriislerde ve Adeno-
bagiml virlislerde lipaz aktivitesi gosteren VP1 kapsid proteini viral genomu geg
endozom/lizozomdan kurtararak, nukleusa taginmasimmi saglamakta ve bu genin
delesyonuyla viral enfektivite son derece diismektedir (Zadori vd., 2001; Girod vd., 2002;
Grieger vd., 2006). Viriislerin lipaz enzimlerine olan ilgisine bir baska 6rnek de insan
sitomegaloviriis verilebilir. Virlis genomunda lipaz enzimi kodlayan bir gen
tasimamaktadir, ancak virionda lipaz enzimi bulunmaktadir. Virlis olgunlasirken konak
enzimlerinden secici olarak sadece fosfolipaz 2 enzimini viriona almaktadir (Allal vd.,
2004). Omurgasizlari enfekte eden AMEV ve MsEPV entomopoksviriislerinin tiim genom
analizi yapilmis ve birbirine oldukg¢a benzer amino asit sirasina sahip muhtemel lipaz geni
tasidiklar1 biyoinformatik analiz ile belirlenmistir (Afonso vd., 1999; Bawden vd., 2000).
Diger viriislerde oldugu gibi AMEV’ye ait lipaz geninin de yapisal bir gen olma ve viriis
enfektivitesinde rol oynama ihtimali vardir. Ayrica, bu genin viriis enfektivitesinde rol

oynayabilecegi de diisiiniilmektedir.
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1.9. Calismanin Amaci

Poxviridae familyasina ait Entomopoxvirinae altfamilyasindan Entomopoxviriis B
cinsi tiyesi olan Amsacta moorei entomopoxviriis (AMEV)’iin genom haritasinin 2000
yilinda Bawden vd. tarafindan belirlenmesi sonucunda viriisiin molekiiler biyolojisinin
anlasilmasi icin gereken bilgiler elde edildi.

Bu bilgiler 1s181nda; bu tez ¢calismasinda, viriis replikasyonunda ve enfektivitesinde
o6nemli rolii olabilecegi diisiiniilen AMEV’ye ait lipaz geninin homolog rekombinasyon ile
viriiste delesyona ugratilmasi ve rekombinant viriis olusturulmasi hedeflenmistir. Ayrica,

AMV 133 kodlu ORF’nin viriisiin ¢cogalmasi iizerine etkisi tespit edilmeye ¢aligiimistir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Hiicrelerin ve Viriisiin Temini

Lymantria dispar boceginden gelistirilen Ld652 hiicreleri ve yaban tip Amsacta
moorei entomopoksvirus (AMEV) (Roberts ve Granados, 1968) Prof. Dr. Basil M. Arif
(Great Lakes Forestry Centre, Sault Ste Marie, ON P6A 2ES, Canada)’ten temin edildi.

2.2. Virislerin Cogaltilmasi, Saflastirilmasi ve Konsantrasyonlarinin Tayini

Ld hiicreleri 28 °C’ye ayarlanmis etiivde, %10 Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma,
Kat No: F-0643) igeren besiyeride (%45 Grace’s Insect Medium, GIBCO, Kat No: 11605-
045; %45 Excell (TM) 420, Biosciences, Kat No: 14420C) 6zel hiicre kiiltiirii kaplar
(Corning) igerisinde biyiitiildii ve haftada iki kez hiicrelerin pasajlanmast islemi
gergeklestirildi ve AMEV, Ld hiicrelerinde ¢ogaltildi.

Viriis ¢ogaltma islemi igin, konak olarak Ld652 hiicre kiiltiirii kullanildi. Daha
once, AMEV’nin bu bocek hiicre kiiltiiriinde ¢ogaldig1 gosterilmistir (Goodwin vd., 1990).
Hiicreler AMEYV ile biiyiik 6l¢ekli hiicre kiiltiirii kaplarinda (75 cm2’lik flasklar) enfekte
edildi. Enfekte edilmis hiicreler, 28 °C’de enfeksiyon belirtileri goézleninceye kadar
bekletildi. Elde edilen her bir viriise ait slispansiyondaki viriisiin konsantrasyonu, 60 gozlii
hiicre kiiltiirii kaplar1 (Terasaki kaplari; Corning) kullanilarak EPDA (End Point Dilution
Assay) metoduna gore belirlendi (Darling vd., 1998).

Deneye baslarken, 10 adet mikrosantrifiij tiipii, 1’den 10’a kadar numaralandirildi.
Viriis, 9. tiipe kadar biiylime besiyerisi igerisinde 1/10 oraninda seyreltildi. 10. tiip, kontrol
olarak kullanildi ve buna sadece besiyeri birakildi. Bu arada 1,5-2x10° hiicre/ml olarak
siispansiyon haline getirilen Ld652 hiicrelerinden, 10 tiiptin her birine 90 pl eklendi ve
karigtirildi. Yeni pipet ucu kullanarak, Terasaki kabinin her satirina (A’dan F’ye dogru)
ayn1 konsantrasyonda olacak sekilde, 10 ul hiicre-viriis karisimindan eklendi. Viriissiiz
kuyudan (10. tiip) baslayarak, en yogun viriis slispansiyonun oldugu kuyuya (1. tiip) dogru
bir sira takip edildi. Terasaki kabiin kapagi kapatilarak, 1slatilmis pegetelerle birlikte bir
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kutuya yerlestirildi ve 28°C’lik etlivde inkiibasyona birakildi. Enfeksiyon belirtileri
netlesinceye kadar inkiibe edildi.

EPDA deneyinin sonuglari, her bir gézdeki enfekte olmus tek bir hiicrenin dahi
olup olmamasina goére her kuyuya + (art1) veya — (eksi) deger verilerek kayit edildi. Viriis
konsantrasyonu, asagidaki EPDA formiilii ve elde edilen degerler kullanilarak hesaplandi.

Titer (pfu/ml)=10(a+x) x 100/ml

n = enfeksiyon degerinin %50 veya %50’den biiylik oldugu en yiiksek seyreltme,

a=logn,

b = n. seyreltigin % degeri,

¢ = n. degerin altindaki % degeri,

x = (b-%50) / (b-c).

2.3. AMEV DNA Izolasyonu

T75 flasklarindaki Ld652 hiicrelerine AMEV enfeksiyonu yapildi. Enfeksiyon i¢in
4 giin beklendi. T75 flasklara 15 ml besiyeri konuldu. Hiicreler 1000 g’de 15 dakika
¢oktiirtildii. Stvi kisim atildiktan sonra pellet 9 ml TE ile ¢oziildi. 30 pl B-merkaptoetanol,
100 pl proteinaz K, 0.4 ml 5SM NaCI ve 1 ml % 10 SDS eklendi. 37°C’de 5 saat inkiibe
edildi. Gece boyu +4°C’de saklandi. 15 ml (1:1) oraninda fenol kloroform eklendi.
300g’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz yeni ependorfa aktarildi ve fenol kloroform

uzaklastirilmis oldu. Bu islem iki kere tekrar edildi. Bundan sonraki isleme buz iizerinde

devam edildi. 3M NaOAc pH 7.0’dan siipernatantin 1/10°u kadar eklendi. Son hacmin 2.5
kat1 %100 EtOH eklenip karistirildi. DNA’nin ¢okmesi igin -20°C’de 1 saat bekletildi.
16000 g’de 15 dakika santrifiij edildi ve siipernatant dokiildii. 5 dakika pellet kurutuldu.
200 pl dH20 ‘da ¢oziildii. +4°C’de 1 gece beklettikten sonra homojenize igin karistirildi.
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2.4. Rekombinant Vektorlerin Hazirlanmasi

2.4.1. Gegici Ekspresyon Vektoriiniin Olusturulmasi

2.4.1.1. Promotorunu Tastyan AMV133 Geninin PCR ile Cogaltilmasi

Promotor tasiyan AMV133 geni, dizayn edilen primerler kullanilarak PCR ile
cogaltildi (Tablo 3).

Tablo 3. AMV133- PCR deneyinde kullanilan primerler

Primer Ad1 Siralar
AMV133 Rw 5’-GGAAAATATTTAGAAATTTAA-3’
AMV133 Fw 5 -GGGGATCCGTAATTATTTGTT-3’

PCR reaksiyonu i¢in (fusion);

DNA 1.5l

Fw :1.5 pl 10 X Buffer :S5ul
Rw S 1.5l dNTP S 1.5l
dH,0 0 37,5 ul Taq DNA Polimeraz : 0.5 ul

PCR reaksiyonu 94°C’de 2 dakika’lik ilk denatiirasyonun ardindan, 30 dongi

halinde 94°C’de 30 saniye, 50°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye ve 72°C’de 7 dakika
bekletilerek gerceklestirildi. PCR firiinii % 1°lik agaroz jelde elektroforez edildi

2.4.1.2. Elektrokompotent DH5a Escherichia coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Petriye ekilmis DHSa E. coli hiicrelerinden tek bir koloni alinip, NaCl ihtiva
etmeyen Luria Bertani (LB) Broth besiyerine asilandi ve 37°C’de gece boyunca biiyiitiildii.
Bu taze kiiltiirden, 1:100 oraninda LB Broth besiyerine asilama yapildi. Hiicreler 37°C’de,
yogunluklar1 600 nm dalga boyunda 0,6-0,9 OD olacak sekilde biiyiitiildii. Bakteri
konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca, hiicreler 30 dakika buz tizerinde bekletildi.
Ardindan 4°C’de, 4.000 rpm hizinda, 5 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim dokiildii ve

cokelti iki kez steril soguk su ile yikanarak ayni hiz ve zamanda santrifiij edildi. Cokelti,
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soguk %10’luk gliserolde ¢ozildii ve 5.000 rpm’de, 4°C’de, 15 dakika santrifiij edildi.
Tekrar st kisim dokiildii ve ¢okelti az miktarda %10’luk gliserol i¢inde silispansiyon
haline getirildi. Elde edilen kompotent hiicreler, mikrosantrifiij tiiplerine boliindii (50ul’lik

hacimlerde) ve -80°C’de saklandi.

2.4.1.3. AMV133 Geninin Agaroz Jelden Temizlenmesi ve pJET-2T
Vektoriine Klonlanmasi

Elektroforez edilen PCR irilinlerinin olusturduklart bantlar jelden kesilip
mikrosantrifiij tiiplerine alind1 ve {irliniin jelden temizlenmesi “Nucleospin Extract 1| DNA
Saflagtirma kiti (Macherey-Nagel)” ve kitin igindeki kullanma yontemi kullanilarak
gerceklestirildi. Mikrosantrifiij tiiplerine birakilan jel parcalarinin lizerlerine, her 10 mg jel
pargasi igin 30 ul baglanma tamponu (NT1) ilave edildi. Karisim 50°C’de 15 dakikadan az
olmayacak sekilde jel eriyinceye kadar bekletildi. Her 3 dakikada bir alt iist edilerek
karistirildi. Bu siire sonunda erimis soliisyon toplama tiiplerinde bulunan kolonlara
aktarildi, 14.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi ve toplama tiipiinde biriken siv1 atildi.
Kolonlara 600 pl yikama tamponu (NT3) ilave edildi. Toplama tiiplinde biriken siv1 atildi.
Kolonlara 200 pl NT3 ilave edildi ve 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Toplama
tiipline biriken sivi atildi. Kolon temiz bir mikrosatrifiij tiipiine aktarildi. 25 ul “Elution
tamponu” (NE) eklendi. 1 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 1 dakika en yiiksek
hizda santrifiij edildi. Kolonlar atildi. Mikrosantrifiij tliplinde toplanan DNA nin saflig1 ve

konsantrasyonu % 1°lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
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Sekil 5. Gegici ekspresyon vektoriiniin olugturulmasi
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Jelden temizlenen DNA fragmentleri, pJET-2T vektoriine klonlandi. Reaksiyon;
1wl pJET-2T vektori

1,5 ul 10x% ligasyon tamponu
1 ul T4 DNA ligaz
11,5 ul DNA fragmenti biraraya getirilerek 15 ul’lik hacim iginde gerceklestirildi.

Karigim 22°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi ve elektrotransformasyon yapildi.

2.4.1.4. Elektrotransformasyon

Lipaz geninin translasyona ugramayan DNA siralarinin klonlandigi plazmidleri
hiicreye aktarmak igin, elektrokompotent DHS5a hiicreleri kullanildi. Kompotent E. coli
hiicrelerinin bulundugu tiipler, -80°C’den buz iizerine alind1 ve bu hiicrelerin iizerlerine, 1-
3 ul ligasyon karisimindan konuldu ve karistirildi. Karisim elektroporasyon kiivetlerine
aktarild1 ve kiivetler elektroporator cihazina (BioRad) yerlestirildi. Kiivetler, cihazda 200
ohm, 1,5-2K ve 25mF’de 3-4 sn bekletildi. Ardindan kiivetin igerigi 1ml LB broth
besiyerine transfer edildi ve 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda
hiicreler 6.000 rpm’de, 2 dakika santrifiij edilerek c¢oktiiriildi. Cokelti haline gelen
hiicreler, 200 pl LB Broth besiyerisinde siispanse edildi ve petri kaplarinda bulunan,
1/1000 oraninda ampisilin antibiyotigi igeren LB Agar besiyerisi iizerine cam bagetle
yayildi. Petriler 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda olusan
beyaz kolonilerden gece kiiltiirleri hazirlandi. Hatali olabilecek kolonileri de gz 6niinde

bulundurarak her bir klonlama igin yaklagik 10 koloni segildi.

2.4.1.5. AMV133 Genini Tasiyan Klonlarin Elde Edilmesi

Plazmit DNA’lariin izolasyonu ic¢in hizli miniprep metodu kullanildi. Gece
kiiltiirleri 14.000xrpm’de 2 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Hiicrelerin {izerindeki
siipernatant geride 50 ul kalacak sekilde dokiildii ve ¢okelti bunun i¢inde vortekslenerek
¢oziildii. Uzerine 300 pl TENS tamponu (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0,1 mM EDTA, 0,1 N
NaOH, % 0,5 SDS) ilave edilerek karistirildi. Bunu takiben tizerine 150 ul 3 M sodyum
asetat (pH5.2) ilave edildi ve 10 dakika buz iizerinde bekletilerek 5 dakikada bir alt st
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edilerek karistirildi. 14.000xrpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Siipernatant temiz tiipe alindi
ve lizerine 900 pl %96’lik etanol ilave edilerek 14.000xrpm’de 3 dakika santrifiij yapilip
stipernatant dokiildii. Cokeltiye % 70’lik 500 ul etanol ilave edilerek 14.000xrpm’de 2
dakika santrifiij yapildi ve siipernatant dokiildii. Pellet 37°C’de 10 dakika kapaklar1 agik
bir sekilde kurutuldu. Kuruyan ¢ékelti 50 pl ddH,O’da ¢oziildii.

2.4.1.6. AMV133 Genini Ihtiva Eden Klonlarin Restriksiyon Analizleri

Izole edilen plazmit DNA’larin hedef DNA fragmentlerini icerip icermedigini tespit
etmek i¢in bu plazmit DNA’lar1 Bgl 11 restriksiyon enzimi ile muamele edildi. 8 ul DNA,
0,5 ul Bgl 11, 2,5 ul enzime ait 10X tamponu ve 14 ul dH,0 olacak sekilde 25 ul’lik
hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan % 1’lik

jelde elektroforez yapildi. Klonlanan DNA fragmentlerini i¢eren klonlar belirlendi.

2.4.1.7. AMV133 Genini ihtiva Eden Klonlarin Dizi Analizi

AMV133 i¢in dogru oldugu goézlenen klonlar tespit edildi. Bu klonlardan kit
(Wizard Plus SV Minipreps DNA purification System, Promega) kullanilarak saf plazmit
DNA’lar izole edildi. Bunun i¢in 5 ml kiiltiir 14.000xrpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Sivi kisim uzaklastirildi, ¢okelti 250 pl resiispansiyon tamponunda vortekslenerek ¢oziildii,
tizerine 250 pl parcalama tamponu (cell lysis) ilave edilip alt iist edildikten sonra 10 pl
alkalin proteaz ilave edildi. Oda sicakhiginda 5 dakika bekletilip iizerine 350 pl
notralizasyon solusyonu ilave edildi. 10 dakika en yiiksek hizda santrifiij edildi. Cokelti
uzaklastirildi ve sivi kisim, kitte bulunan ve i¢lerinde filtre ihtiva eden kolonlardan
stizildi. Siizme isleminin ardindan kolonlar 750 pl yikama tamponu ile 1 dakika 14000x
rpm’de santrifiij edilerek yikandi. 250 pl yikama tamponu ile 2 dakika dakika 14000x
rpm’de santrifiij edilerek yikandi Kolonlar temiz mikrosantrifiij tiiplerine gegcirildi.
DNA’nin kolonlardan ayrilarak mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmasi ic¢in kolonlarn
tizerlerine 50 pl ddH,O ilave edildi 2 dakika oda sicakliginda bekletildi ve 14.000xrpm’de

1 dakika santrifiij yapildi. DNA Kolonlardan siiziilerek alttaki temiz tiipte toplandu.

Boylece, viriisiin ¢ogalmasi i¢in Onemli oldugu diisiiniilen lipaz, homolog
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rekombinasyonla viriisten silindiginde replikasyonun gerceklesmesini saglamak amaciyla
olusturulan rekombinant gecici ekspresyon vektorii transfeksiyonda kullanilmak igin
stokland1. Izole edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 spektrofotometrede olgiildii. Tiim
DNA’lardan 20 ul’lik hacim iginde 100-200 ng/ul konsantrasyonlarinda hazirlandi.
Uzerleri dikkatli bir sekilde etiketlenerek Macrogen Firmasma (Kore) DNA bazlarinin

otomatik analiz edilmesi i¢in gonderildi.

2.4.2. Homolog Rekombinasyonda Kullanilacak Vektoriin Hazirlanmasi

2.4.2.1. US-DS Aski Bélgelerini Thtiva Eden Rekombinant pBluescript SK(-)
Klonlarin Elde Edilmesi

US-DS aski bolgelerini ihtiva eden klonlardan kit (Wizard Plus SV Minipreps
DNA purification System, Promega) kullanilarak saf plazmit DNA’lar izole edildi.
Bunun i¢in 5 ml kiltir 14.000xrpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim
uzaklastirlldi, ¢okelti 250 pl siispansiyon tamponunda ¢o6ziildili, {izerine 250 pl
parcalama tamponu ve 10 pL alkalin proteaz ilave edildi. Oda sicakliginda 5 dakika
bekletildikten sonra {izerine 350 pl nétralizasyon solusyonu ilave edildi. 10 dakika en
yiiksek hizda santrifiij edildi. Cokelti uzaklastirildi ve sivi kisim, kitte bulunan ve
i¢lerinde filtre ihtiva eden kolonlardan siiziildii. Stizme isleminin ardindan kolonlar iki
kez yikama tamponu ile santrifiij edilerek yikandi. Kolonlar temiz mikrosantrifiij
tiiplerine gecirildi. DNA’nin kolonlardan ayrilarak mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmasi
icin kolonlarin iizerlerine 50 pl H,O ilave edildi, 2 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi ve 14.000xrpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Boylece, DNA kolonlardan

stizlilerek alttaki temiz tiipte toplanmis oldu.

24.2.2. Gfp’nin PCR ile Cogalilmas1 ve pGEMT-Easy Vektoriine
Klonlanmasi

pDU20gfp transfer vektoriinden PCR yontemiyle, sferoidin promotoruyla beraber
cogaltilan gfp geni, jelden temizlendi ve sferoidin promotoru altinda gfp genini igeren bu
parca, pGEMT-Easy vektoriine klonlandi. Olusturulan yeni vektor, pG-gfp olarak

isimlendirildi.
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pG-gfp klonlarindan 5 ml gece kiiltiirti atildi. Bu Klonlardan kit (Wizard Plus SV
Minipreps DNA purification System, Promega) kullanilarak saf plazmit DNA’lar1 izole
edildi. Bunun igin 5 ml kiiltir 14.000xrpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim
uzaklastirildi, ¢cokelti 250 pl siispansiyon tamponunda ¢oziildii, tizerine 250 ul parcalama
tamponu ve 10 ul alkalin proteaz ilave edildi. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten
sonra lizerine 350 pl noétralizasyon solusyonu ilave edildi. 10 dakika en yiiksek hizda
santrifiij edildi. Cokelti uzaklastirildi ve sivi kisim, kitte bulunan ve i¢lerinde filtre ihtiva
eden kolonlardan siiziildii. Siizme isleminin ardindan kolonlar iki kez yitkama tamponu ile
santrifiij edilerek yikandi. Kolonlar temiz mikrosantrifiij tiiplerine gecirildi. DNA’nin
kolonlardan ayrilarak mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmasi i¢in kolonlarin iizerlerine 50 pl
H,O ilave edildi ve 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Boylece, DNA kolonlardan
stiziilerek alttaki temiz tiipte toplanmis oldu.

PCR islemi igin, 3’— 5’ ekzoniikleaz (hatalar1 dogrulama) aktivitesine sahip olan
Phusion (FINNZYMES, Kat No: F-530S) marka DNA polimeraz enzimi kullanildi. PCR
tirtinleri, %1,2’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve goriintiilendi (Tablo 4).

PCR Karisimi PCR Kosullari
1 ul Kalip DNA 95°C’de 3’
1,5 pl Fw

1,5 ul Rw 95°C’de I’
1,5 ul ANTP 65°C’de 30’
1 ul MgC12 50mM 72°C’de I’
10 pl HF Tampon 5x

0,5 pl Phusion DNA polimeraz 72°C’de 7
33 ul ddH,0 4°C

2, 3, ve 4. basamaklar 35 dongii halinde yapilmistir.
Klonlama islemi i¢in, AMV133GFPFw ve AMV133GFPRw primerlerindeki kesme
bolgeleri degil, pPGEM-T Easy vektordeki ECoR I kesme bdlgesi kullanildi.
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Tablo 4. Homolog rekombinasyon igin kullanilan primerler. Alt1 ¢izili kisimlar enzim
kesme bolgelerini gostermektedir

Primer Ad1 Primer Sirasi

AMV133GFPFw  Sac | 5’-GCATCGAGAGCTCTACTGTCGAAACATCTAACG-3’
AMV133GFPRw Pacl 5’GCATCGATTAATTAAAATTCTCACTTGTACAGCTC-3’

2.4.2.3. Gfp Tasiyan pGEMT-Easy Ihtiva Eden Klonlarin Restriksiyon
Analizleri

Izole edilen plazmit DNA’larin hedef DNA fragmentlerini icerip icermedigini tespit
etmek icin bu plazmit DNA’lar1 EcoRI restriksiyon enzimi ile muamele edildi. 7 pl DNA,
0,5 ul EcoRI (promega), 2 ul enzime ait 10X tamponu ve 10,5 ul RNAz’li H,O (1:25
oraninda RNaz:H;0) olacak sekilde 20 ul’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve
37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Ardindan % 1’lik jelde elektroforez yapildi. Klonlanan
DNA fragmentlerini igeren klonlar belirlendi.

Elektroforez edilen kesim reaksiyonunun olusturdugu gfp bandi jelden kesilip
mikrosantrifiij tliplerine alindi ve iiriiniin jelden temizlenmesi “Nucleospin Extract Il DNA
Saflagtirma kiti (Macherey-Nagel)” ve kitin igindeki kullanma yontemi kullanilarak
gerceklestirildi. Mikrosantrifiij tliplerine birakilan jel parcalarinin iizerlerine, her 10 mg jel
pargasi i¢in 30 pul baglanma tamponu (NT) ilave edildi. Karisim 50°C’de 15 dakikadan az
olmayacak sekilde jel eriyinceye kadar bekletildi. Her 3 dakikada bir alt {ist edilerek
karistirtldi. Bu siire sonunda erimis soliisyon toplama tiiplerinde bulunan kolonlara
aktarildi, 14.000xrpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve toplama tiiplinde biriken siv1 atildi.
Kolonlara 600 pl yikama tamponu (NT3) ilave edildi. Toplama tiipiinde biriken siv1 atild1.
Yikama islemi iki kere tekrarlandi. Kolon temiz bir mikrosatrifiij tlipiine aktarildi. “Elution
tamponu” eklendi. 1 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 1 dakika en yiiksek hizda
santrifiij edildi. Kolonlar atildi. Mikrosantrifiij tiipiinde toplanan DNA’nin saflifi ve
konsantrasyonu % 1’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. DNA dizi analizi

yaptirilarak gfp’nin DNA’s1 dogrulandi.
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2.4.2.4. US -DS Aski Bolgelerini Tasiyan pBluescript SK(-) Vektoriine gfp
Geninin Klonlanmasi

Izole edilen rekombinant plazmit DNA’larma gfp geninin ligasyonunu saglamak
i¢cin, her iki DNA siras1t da ayni enzimle kesilmek zorundadir. Bunun i¢in uygun olan,
EcoRl enzim kesme bolgesidir. Kesim i¢in kullanilan EcoRI bolgesi, pSK-
AMV133USDS’de pSK (-) vektor ve pG-gfp icin de pGEMT-Easy vektor ¢oklu klonlama
bolgesinde mevcuttur. Bu yiizden, primerlerde kesme bolgeleri bulunan enzimler
kullanilarak degil, ECORI enzimi kullanilarak kesim yapildi. Kesim reaksiyonu her iki
vektor igin ayr1 ayri yapildi ve hacim olarak, 7 ul DNA (birinci kesim i¢in ask1 bolgelerini
tastyan rekombinant vektor, diger kesim i¢in gfp tasiyan vektor), 0,5 ul ECoRI (promega),
2 ul enzime ait 10X tamponu ve 10,5 ul RNAz’It HO (1:25 oraninda RNaz:H,0) olacak
sekilde 20 ul’lik reaksiyonlar hazirlandi ve 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Ardindan % 1°lik
jelde elektroforez yapildi. Klonlanan DNA fragmentlerini igeren klonlar belirlendi.

Jelden temizlenen kesilmis US-DS aski bolgelerini tasiyan rekombinant plazmit
DNA’sina, 3:1 oraninda gfp (0,3 ug DNA fragmenti ve 0,1 ug US-DS + pBluescript)
klonlanda.

Reaksiyon;

1 ul US-DS + pBluescript

5 ul 2 x ligasyon tamponu

1 ul T4 DNA ligaz ve

3 wl gfp biraraya getirilerek 10 ul’lik hacim iginde gerceklestirildi. Karisim
16°C’de 1 gece inkiibasyona birakildu.

2.4.2.5. Elektrotransformasyon

US-DS + pBluescript plazmitine gfp geninin klonlandig1 plazmitleri hiicreye
aktarmak icin elektrokompotent E. coli DH10B hiicreleri kullanildi. Kompotent E. coli
hiicrelerinin bulundugu tiipler buz {izerine alindi ve bu hiicrelerin {izerlerine 1-3 pl
ligasyon karistmindan konuldu ve karstirildi. Karisim elektroporasyon kiivetlerine
aktarild1 ve kiivetler elektroporator cihazina (BioRad) yerlestirildi. Kiivetler cihazda 200
ohm, 1,5-2K ve 25 mF’de 3-4 saniye bekletildi. Ardindan kiivetin icerigi 1ml LB broth
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besiyerine transfer edildi ve 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda
hiicreler 6.000xrpm’de 2 dakika santrifiij edilerek coktiiriildii. Cokelti haline gelen
hiicreler 200 ul LB Broth besiyerisinde siispanse edildi ve petri kaplarinda bulunan amp”,
X-gal, IPTG tasiyan LB-Agar besiyerisi lizerine cam bagetle yayildi. Petriler 37°C’de 1

gece inkiibasyona konuldu. Inkiibasyon sonucunda olusan kolonilerden gece kiiltiirleri

hazirlandi.

2.4.2.6. US-DS Aski Bolgelerini ve gfp Genini Tasiyan pBluescript Klonlarimin
Elde Edilmesi

Plazmit DNA’larinin izolasyonu i¢in hizli miniprep metodu kullanildi. Gece
kiiltiirleri 14.000xrpm’de 3 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Hiicrelerin lizerindeki
siipernatant geride 50 pl kalacak sekilde dokiildii ve ¢okelti bunun i¢inde vortekslenerek
¢oziildii. Uzerine 300 ul TENS tamponu (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0,1 mM EDTA, 0,1 N
NaOH, % 0,5 SDS) ilave edilerek karistirildi. Bunu takiben tizerine 150 ul 3 M sodyum
asetat (pH 5.2) ilave edildi ve tekrar 5-6 kez alt st edilerek karistirildi. 14.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildi. Siipernatant temiz tiipe alind1 ve tizerine 900 pl %96’lik etanol
ilave edilerek 14.000xrpm’de 3 dakika santrifiij yapildi. Cokelti % 70’lik etanol ile
yikandi ve kurumaya birakildi. Kuruyan ¢okelti 50 pl ddH,0O’da ¢oziildi.

2.4.2.7. US-DS Aski Bolgelerini ve gfp Genini Tasiyan pBluescript Klonlarin
Dizi Analizi
US-DS aski bolgeleri ile Gfp tasiyan rekombinant plazmitin gozlendigi klonlar
tespit edildi. Bu klonlardan kit (Wizard Plus SV Minipreps DNA purification System,
Promega) kullanilarak saf plazmit DNA’lar1 izole edildi. Bunun i¢in 5 ml kiiltiir
14.000xg’de 3 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim uzaklastirildi, ¢okelti 250 ul stispansiyon
tamponunda ¢6ziildii, tizerine 250 pul parcalama tamponu ve 10 pL alkalin proteaz ilave
edildi. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra iizerine 350 pl noétralizasyon
solusyonu ilave edildi. 10 dakika en yiiksek hizda santrifiij edildi. Cokelti uzaklastirildi ve

sivi kisim, kitte bulunan ve iglerinde filtre ihtiva eden kolonlardan siiziildii. Siizme

isleminin ardindan kolonlar iki kez yikama tamponu ile santrifiij edilerek yikandi.
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Kolonlar temiz mikrosantrifiij tliplerine gecirildi. DNA’nin kolonlardan ayrilarak
mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmasi igin kolonlarin {izerlerine 50 pl H,O ilave edildi ve 2

dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 14.000xrpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Boylece,

DNA kolonlardan siiziilerek alttaki temiz tiipte toplanmis oldu.

2.4.2.8. US-DS Aski Bolgelerini ve gfp Genini Tasiyan pBluescript Klonlarin
Restriksiyon Analizleri

Izole edilen plazmit DNA’larinin hedef DNA fragmentlerini icerip icermedigini
tespit etmek igin iki farkli kesim yapildi. Birinci kesimde; bu plazmit DNA’lari EcoRl
restriksiyon enzimi ile muamele edildi. 7 pl DNA, 0,5 ul EcoRI (promega), 2 ul enzime
ait 10X tamponu ve 10,5 ul dH,O olacak sekilde 20 ul’lik hacimlerde reaksiyonlar
hazirlandi. Ikinci kesimde ise bu plazmit DNA’lar1 Kpnl ve BamH1 restriksiyon enzimleri
ile muamele edildi. 8ul DNA, 1ul Kpnl, 1 ul BamH1, 2 ul TA tamponu ve 8 ul dH,0
olacak sekilde 20 pl’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve 37°C’de 3 saat inkiibe
edildi. Ardindan % 1°lik jelde elektroforez yapildi. Klonlanan DNA fragmentlerini igeren
Klonlar belirlendi.

Belirlenen klonlardan pSK-AMV133USDSgfp-1 kodlu klon ayrildi, pSK-
AmALip/gfp olarak adlandirildi ve stoklandi. Boylece lipaz geninin aski bolgelerine ve
isaret olarak GFP’yi tireten, gfp genine sahip rekombinant plazmit olusturuldu. Plazmitler,

E. coli DH10p hiicrelerinde bol miktarda iiretildi ve daha sonra transfeksiyon deneyinde
kullanildi.

2.5. Rekombinant Viriisiin Olusturulmasi

Boylece, vektordeki gfp geni ile, yaban tip AMEV virlisiindeki AMV133 kodlu
genin homolog rekombinasyonla silinmesi islemi gergeklestirildi. Rekombinant transfer
vektoriiniin olusturulmasi ile ilgili tim klonlama, enfeksiyon, transfeksiyon ve homolog

rekombinasyon asamalar1 Sekil 6°’da gosterilmektedir.
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Sekil 6. Rekombinant viriisiin olusturulmasi

2.5.1. pSK-AmALIip/gfp, Gegici Ekspresyon Vektorii ve Yaban Tip AMEV’nin
Ld Hiicrelerine Transfeksiyonu

pSK-AmALip/gfp vektoriintin transfeksiyonu igin, 35 mm’lik (8 cm2’lik) kiiltiir
kabma 9,4x10° Ld652 hiicresi birakildi. Hiicrelerin tutunmasi i¢cin, oda sicakliginda 4-5
saat bekletildi. Daha sonra hiicrelerin tizerindeki sivi alindi ve MOI = 5 olacak sekilde, 600
ul enfeksiyon sivisi (FBS’siz besiyeri ve 6 pl virlis (7,76x10° pfu/ml AMEYV viriis) ilave
edildi. Hiicreler, enfeksiyon sivisi ilave edildikten sonra, 2 saat oda sicakliginda 2,5 rpm’de
salland1. iki saatin sonunda, iki ayr tiipte transfeksiyon karigimi hazirlandi. Tiiplerden
birinde, 5 pg DNA (pSK-AmALip/gfp) son hacim 100 pl olacak sekilde FBS’siz
besiyeriyle seyreltildi. Diger tiipe ise 85 ul FBS’siz besiyeri ve 15 ul selfektin birakildi.
Her iki tiip oda sicakliginda 20 dakika bekletildi ve bekleme siiresinin sonunda, tiip
igerikleri birbirine karistirildi. Bu transfeksiyon karisimi, karistirildiktan sonra 20 dakika
daha bekletildi. Ayni sekilde, transformasyonda kullanmak igin olusturulan gegici
ekspresyon vektoriinden de bagka bir tiipe 5 pg eklendi ve son hacim 100 pl olacak sekilde
FBS’siz besiyeriyle seyreltildi. Diger tiipe ise 85 pl FBS’siz besiyeri ve 15 pl selfektin
birakildi ve bu iki tiipe ek olarak 5 pg DNA (pSK-AmALip/gfp) son hacim 100 ul olacak
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sekilde FBS’siz besiyeriyle seyreltildi. Her ti¢ tiip oda sicakliginda 20 dakika bekletildi ve
bekleme siiresinin sonunda, tiip icerikleri birbirine karigtirildi. Bu transfeksiyon karigimi,
kanistirildiktan sonra 20 dakika daha bekletildi. Diger yandan, hiicrelerin {izerinden
enfeksiyon sivisi alindi ve hiicreler FBS’siz besiyeriyle yikandi. Hazirlanan 200 pl’lik
birinci transfeksiyon karisimi ve 800 pl FBS’siz besiyeri 6 gozlii kabin bir goziindeki
hiicrelerin iizerine birakildi. Gegici ekspresyon vektoriinii ve homolog rekombinasyonda
kullanilacak vektorii tasiyan 300 pl’lik transfeksiyon karisimi ve 700 pl FBS’siz besiyeri 6
g0zl kabin baska bir goziindeki hiicrelerin iizerine birakildi. Tekrar 5 saat oda
sicakliginda 2,5 rpm’de sallandi. 5 saatin sonunda eski besiyeri ¢ikarildi ve 2 ml FBS’li
besiyeri eklenerek 28 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sirasinda, Auxovert
floresan inverted mikroskop ile bakilarak hiicrelerde yesil rengin olusumu, yani sferoidin
promotoru sayesinde sentezlenen GFP proteininin ortaya ¢ikisi beklendi.

Yaklagik 5 giin sonra, ortamdaki GFP proteinin ¢okluguna bakilarak yeterince
rekombinant viriis tretildigi tahmin edildi. Hiicreler, besiyeriyle toplandi ve 1.000xg’de 5
dakika santrifiij edilerek rekombinant viriisler hasat edildi.

Plak deneylerinde rekombinant viriisler cogaltilamadigi igin sadece transfer
vektoriiniin  kullanildigi, ayn1 zamanda transfer vektoriin yaninda gegici ekspresyon
vektoriiniin de kullanildig1 ilk transfeksiyon soliisyonu olusan rekombinant viriisleri
artirmak amaciyla tekrar transfeksiyonla cogaltild. Ilk transfeksiyonda gegici ekspresyon
vektorli kullanilan transfeksiyon soliisyonuna bu vektor tekrar eklendi, sadece transfer
vektori ile yapilan transfeksiyon soliisyonunda ise gegici ekspresyon vektorii kullanilmadi

ve plak deneylerine devam edildi (Sekil 7).
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Sekil 7. Hem transfer vektoriiniin hem de gegici ekspresyon vektoriiniin kullanildig:
transfeksiyon iglemi

2.5.2. Plak Deneyi ile Rekombinant AMEV’nin Secimi

Transfeksiyon isleminden sonra elde edilen virlis silispansiyonu, rekombinant
virtislerin (gfp genini ve lipaz geninin aski bdlgelerini igerenleri) yani sira, yaban tip
AMEV’leri de icermektedir. Karigik siispansiyondan rekombinantlart segmek igin, viriis
siispansiyonu Ld652 hiicrelerine inokiile edildi ve rekombinant viriisler "plak deneyi" ile
secilerek saflastirildi (Dulbecco ve Vogt, 1953). Plak deneyi i¢in, Ld652 hiicreleri, 1,7x10°
olacak sekilde son hacim 1,5 ml’ye ayarlanarak, 6 gozli kiiltiir kaplarina yerlestirildi.
Hiicrelerin tabana tutunmasi icin yaklasitk 4-5 saat 28 °C etiivde bekletildi.
Transfeksiyonda sadece aski bolgeleri ile gfp tasiyan vektoriin kullanilmasiyla tiretilen
rekombinant AMEV (vAmALip/gfp) viriisten, besiyeri kullanarak son hacim 900 ul olacak
sekilde seyreltikler (10°, 10, 10, 10°) hazirlandu. Ayn1 sekilde, transfeksiyonda aski
bolgeleri ile gfp tasiyan vektoriin yaninda gecici ekspresyon vektoriiniin kullanilmasiyla
tiretilen rekombinant AMEV (vAmALIip/gfp) viriisten, besiyeri kullanarak son hacim 900
ul olacak sekilde seyreltikler (10°, 107, 10, 10°) hazirlandi. Her bir seyreltik viriis

soliisyonu, farkli bir gozdeki hiicrelerin {izerine birakildi. Hiicre-viriis karigimi, iki saat 2,5
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rpm’de sallanarak, viriislerin hiicrelere tutunmasi sagland. iki saatin sonunda, enfeksiyon
stvist uzaklastirildi ve hiicreler, FBS icermeyen besiyeri ile yikanarak tutunmayan
viriislerin deney ortamindan uzaklastirilmas: saglandi. Daha 6nceden, %2,5 olacak sekilde
Sea plague agaroz ddH,O’da ¢oziildii. Hazirlanan karisim, mikrodalga firinda eritildi,
otoklavlandi ve 45°C’lik su banyosuna birakildi. Agarozun uygun sicakliga (hiicreleri
yakmayacak ve dokiilmeden 6nce donmayacak) gelmesinden sonra, 1 hacim agaroz : 1
hacim besiyeri olmak {izere yeni bir karisim hazirlandi. Hiicrelerin iizeri, 2 ml agaroz32
besiyeri karigimiyla kaplandi. Agarozun tamamen donmasi ig¢in, kapagi agik sekilde
bekletildi. Agaroz donduktan sonra kapak kapatildi. Hiicre kiiltiir kab1, ddHO ile 1slatilmig
pecetelerle birlikte bir kutuya yerlestirildi ve 28°C’lik etiivde inkiibasyona birakildi. Plak
olusumu Auxovert floresan inverted mikroskopla bakilarak kontrol edildi. Yaklasik li¢iincti
giinde, ancak floresan mikroskop ile goriilebilen GFP igeren plaklar gézlenmeye basladi.
Bir hafta sonra, bu yesil renkli GFP igeren 6beklerden alinan viriisler ¢ogaltildi. Gegici
ekspresyon vektorii eklenmeyen plaktaki viriisler normal ¢ogaltma islemine tabi tutuldu.
Ancak, bu vektoriin eklendigi viriileri ¢ogaltma igleminde, plaktaki yesil renkli GFP igeren
obeklerden alian viriisler ile Ld652 hiicreleri enfekte edildi ve 2 saat enfeksiyondan sonra
transformasyon soliisyonu hazirlanirken yapildigi gibi bir tiipe 5 pg gecici ekspresyon
vektorii eklendi ve son hacim 100 pl olacak sekilde FBS’siz besiyeriyle seyreltildi. Diger
tiipe ise 85 ul FBS’siz besiyeri ve 15 ul selfektin birakildi. Her iki tiip oda sicakliginda 20
dakika bekletildi ve bekleme siiresinin sonunda, tiip igerikleri birbirine karistirildi. Bu
transfeksiyon karisimi, karistirildiktan sonra 20 dakika daha bekletildi. Diger yandan,
hiicrelerin {lizerinden enfeksiyon sivisi alindi ve hiicreler FBS’siz besiyeriyle yikandi.
Hazirlanan 200 pl’lik transfeksiyon karigimi ve 800 pul FBS’siz besiyeri hiicrelerin {izerine
birakildi. Cogaltilan viriis stispansiyonu kullanilarak bir sonraki plak islemi yapildi.

Ardisik sekilde plaklar yapilarak saf vAmALip/gfp viriisii elde edilmeye ¢alisildi.



3. BULGULAR
3.1. Viriislerin Uretimi

Tez caligmasi sirasinda kullanilacak viriislerin iiretimi i¢in, Ld652 hiicre kiiltiirti
kullanild1. Yaban tip AMEV Ld652 hiicre kiiltiiriine enfeksiyonu yapildi. Enfekte edilmis
hiicreler 28°C’de enfeksiyon belirtileri gozleninceye kadar bekletildi. Enfeksiyondan 3 giin
sonra AMEV enfekte olmus hiicrelerin icerisinde, enfeksiyona has belirgin graniillerin ve
niikleus kararmalarinin olustugu goézlendi. Hiicrelerin %100 oraninda enfekte oldugu
gbzlenince (9 giin sonra), her bir farkl viriisle enfekte edilen hiicre sivisi toplandi ve 2.000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen viriis stispansiyonlar1 kullanilarak saglikli
Ld652 hiicreleri, yine her bir viriis igin ayr1 ayri tekrar enfekte edildi. Enfeksiyonlarin
sonucu olarak, deneysel islemler sirasinda kullanilacak viriis stoklari tiretildi.

AMEV’ye ait viriis stoklarmin konsantrasyonlari, EPDA metodu ile yapilan
hesaplamaya gore tespit edildi. Seyreltik viriis slispansiyonu kullanarak, 60 go6zlii hiicre
kiiltir kaplarinda yapilan enfeksiyonlardan elde edilen sonuglar, istatistiksel temele
dayanan EPDA formiiline gore hesaplandi. Yapilan hesaplamaya gore, AMEV
konsantrasyonu 7,76x10° pfu/ml olarak belirlendi. Viriis stoklari, 151k almayacak sekilde
4°C’de muhafaza edildi.

3.2. Gegici Ekspresyon Vektoriiniin Olusturulmasi

AMV133 geninin viris i¢in énemli bir gen oldugu ve homolog rekombinasyonla bu
gen silindiginde viriisiin ¢ogalamayacag: diistintildiigiinden dolayi, viriisiin gogalmasini
saglamak amaciyla gecici ekspresyon vektorii olusturuldu. Yaban tip virlis genomu kalip
olmak iizere, AMV133Fw ve AMV133Rw primerleri kullanilarak AMV133 kodlu gen
promotoru ile birlikte ¢ogaltildi. Cogaltilan siralar pJET-2T vektoriine klonlandi (Sekil 8).
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Sekil 8. Gegici ekspresyon vektoriin jel goriintisi. 1.
Marker, 2 ve 3. Bgl 2 enzimi ile yapilan kesim

Hazirlanan gegici ekspresyon vektorii, AMEV, pSK-AmALIip/gfp ile beraber Ld652
hiicrelerine transfeksiyonundan sonra, hiicrelerde GFP proteininin ortaya ¢ikisi, Auxovert
floresan inverted mikroskopta yesil rengin olusumuyla belirlendi (Sekil 9). Yesil rengin
goriinmesi, gfp geninin AMEV’nin genomuna dahil oldugunu ve GFP proteininin
olusturulan rekombinant virlis (VAmALIip/gfp) tarafindan iiretildigini gostermektedir. Elde

edilen transfeksiyon sivisi ¢ogaltildi ve 4 °C’de muhafaza edildi.

Sekil 9. Transfer vektor ile birlikte gecici ekspresyon vektoriiniin
kullanildig1 transfeksiyon goriintiisii. A. Inverted mikroskop
gorintiisii, B. Isik mikroskobu goriintiisii

3.3. Lipaz Geni (AMV133) Cikartilmis Rekombinant Viriisiin Olusturulmasi

Tez galismasinda, AMV133 kodlu genin AMEYV viriisii i¢in 6nemli olup olmadigini

tespit edebilmek amaciyla, homolog rekombinasyonla genin virlis genomundan silinmesi
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saglanarak rekombinant virlis olusturuldu. Yaban tip viriis genomu kalip olmak {izere,
AMV133’tn aski bolgelerinin klonlandigr pBlueScript SK(-) vektoriine sferoidin
promotoru altinda 28 kDa’luk GFP proteini iireten genin sirasi, AMVI133GFPF ve
AMV133GFPR adli primerler kullanilarak ¢ogaltildi ve bu iki aski bolgesinin arasina
klonland1 (Sekil 10).
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Sekil 10. Homolog rekombinasyonda kullanicak olan
Transfer vektoriin jel goriintiisi. 1.Marker, 2.
EcoR1 ile yapilan kesim, 3. BamH1 ve Kpnl ile
yapilan ¢apraz kesim

Hazirlanan transfer vektoriiniin (pSK-AmALip/gfp), AmEV ile enfekte Ld652
hiicrelerine transfeksiyonundan sonra, hiicrelerde GFP proteininin ortaya ¢ikisi, Auxovert

floresan inverted mikroskopta yesil rengin olusumuyla belirlendi (Sekil 11).

A B

Sekil 11. A. Sadece transfer vektoriin kullamildig: transfeksiyonun 1sik
mikroskobu goriintiisii. B. Inverted mikroskop goriintiisii
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Yesil rengin goriinmesi, gfp geninin AMEV nin genomuna dahil oldugunu ve GFP
proteininin  olusturulan rekombinant viriis (VAmALip/gfp) tarafindan iiretildigini
gostermektedir. Elde edilen transfeksiyon sivisi ¢ogaltildi ve 4 °C’de muhafaza edildi
(Sekil 12).

Sekil 12. Transfer vektoriin yaninda gegici ekspresyon vektoriiniin kullanildig: ikinci
kez ¢ogaltilan transfeksiyon soliisyonu goriintiisii

Olusturulan her iki rekombinant vektoriin kullanildigi deneyin sonucu ile gecici
ekspresyon vektorii olmadan transfer vektoriiniin kullanildigi deney sonucunu
karsilastirabilmek amaciyla yapilan deneyde, sadece transfer vektorii kullanildiginda
ikinci kez c¢ogaltilmak istenen transfeksiyon sollisyonunda herhangi bir artis

gozlenmemistir (Sekil 13).

Sekil 13. Sadece transfer vektoriintin kullanildig: ikinci kez ¢ogaltilan transfeksiyon
soliisyonu goriintiisii

GFP proteininin iiretimi, AMV133’e ait olan ilk ATG’den degil, gfp genine ait

ikinci ATG’den, sferoidin promotoru sayesinde gerceklesmektedir.
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atacaataatagttatatagcatcgttagatggaataccaaaaactatagaatatttagatatttataattcgaacattgaaaatataatat

ataaaatccaacaattttcaaatttagaaaaatggaattgttcagttaatattaattatcctgaaaaattgtcaattattaatctaaatattttc
aaaaatttaaaatttttagatttaacagatataataattgattcaaatatttatttaaaaaatacatcgttacaaaaattaataattgattttaat
atgaataataatgatatagaaattcaattaccattatctttagaatttattcatattaaaaacaataaaaatataaataattattattatatatct
gatttgcaattaaaaaaaataatattagacgaatgtgttgttgaatatttatttacacaaaaaaattattcagtcgaaacaatattatttattt
caacaaaatatagtctttcgtcatacaatttcaaatgtttaaataatttaaaaaatttaaaaaaattaatattagatacacacaacgaatac
aatattaacaaaataaatatgccagatactataaatcatattataatatcagatatatgtttattgaaaaatattaattatataaaaaaattaa
aaaatttatataaatttgaaattaataatatgcatgttgaagatgaaataaattatgaatttaataatattattattgatttaagttcaacaaat
ataaaacacattaaaataaattataatattaataataaaaatattataaatagaattttatatatgttccctttticgattgaaataatagaata
tcttgattgtgataattatectttatttttacaaatttctcatgaaaatttaaaaaaaataataattgatagtaattatttgtttagagaatatata
atagattattatcaatgtaaaaaaataataatccaacaaatatgtgctagaaataatatagaagacgatgatatagaaacagtagatat

ataaattatttattttatttactaacatataataaataataaatgacaatatttgaaatattaatatggataattgttttattagcttttatgtttata
atatttttatatqtggttitatatattaaaagaagaatatacgaaatattaaatgaaaatattcccattgaaataaatatagataatgtaaatt
atccaagtgaatt i o o t g tagattattaagattattgatggccaatacatcataaata
cattataatattattataatatcaatcataatttttatatatattttatctaaaaggactttttattttttatatattaataataata

aattcgatatcaagcttgataaattagttttttgtaaataatatgaaattttatatatatattatataatgaatacgcatatcataaattacaat
ataaaaaataattattggtgtttacatataaatgattttaatttaatatataacaaaaaattaaatttatataatgcatctagggtatgtgatat
ttatgaaaaaaatattcacatatggttggaagaaaattatgattatactataaaatatttaaaaataaaagaaattaatgatcatgtttctat

Sekil 14. Homolog rekombinasyondan sonra olusan DNA dizisi. Sar1 ve alt1 ¢izili siralar,
AMV133F ve AMV133 UsFw primerlerini, mavi ve koyu siralar
AMV133GFPFw ve AMV133GFPRw primerlerini ve yesil siralar gfp genini
gostermektedir.

3.4. Plak Deneyleri ile Rekombinant Viriisiin Se¢imi

Transfeksiyon isleminden sonra elde edilen viriis siispansiyonu, rekombinant
viriislerin (gfp genini ve lipaz geninin aski bodlgelerini igerenleri) yani sira, yaban tip
AMEV’leri de icermektedir. Karigik siispansiyondan rekombinantlart segmek igin, viriis
stispansiyonu Ld652 hiicrelerine inokiile edildi ve "plak deneyleri” yapildi (Dulbecco ve
Vogt, 1953). Sadece transfer vektoriin kullanildigi plak deneyleri ile transfer vektoriin
yaninda gecici ekspresyon vektoriiniin de kullanildigi plak deneylerinde farkli sonuglar

elde edilmistir.
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3.4.1. Sadece Transfer Vektor ile Yapilan Plak Deneyleri

Rekombinant viriisii se¢mek i¢in yapilan tekrarli plak deneylerinde, pSK-
AmALip/gfp ile transfeksiyonundan sonra sadece tek bir bolgede plak gozlemlendi ve
olusan rekombinant viriis segilip trasnfeksiyon islemine tabi tutulduktan sonra sekil 15°de
goriilen iki hiicre halindeki plagin dagilmis halde oldugu ve yine iki hiicre olarak
bulundugu goézlemlendi. Tekrarli plaklar yapilmasina ragmen olusan rekombinant viriis

cogaltilamadi.

A B

Sekil 15. pSK-AmALip/gfp ile transfeksiyondan sonra Ld652 hiicreleri. Floresan
lamba altinda GFP ifadesinin belirlenmesi. A. 1. plak, B. 2. plak
gorlntiisiidiir

3.4.2. Transfer Vektoriin Yaninda Gegici Ekspresyon Vektoriiniin Kullanildig:
Plak Deneyleri

Yapilan plak deneylerinde, pSK-AmALip/gfp‘nin yaninda gecici ekspresyon
vektoriiniin de (pJET-promotor + AMV133) kullanildig: transfeksiyondan sonra, 6 gozlii
kabin ayni goziinde farkli bolgelerde plaklar gézlemlendi ve olusan rekombinant viriis
secilip trasnfeksiyon islemine tabi tutulduktan sonra yapilan ikinci plakta, sekil 16°da
gortldiigli gibi plak halindeki toplu hiicrelerin dagildig1 gézlemlendi ve tekrarli plaklar

yapilmasina ragmen olusan rekombinant viriis ¢ogaltilamadi.
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A B

Sekil 16. pSK-AmALip/gfp ile pJET-promotor + AMV133’iin
transfeksiyonundan sonra Ld652 hiicreleri. Floresan lamba
altinda GFP ifadesinin belirlenmesi. A. 1. plak, B. 2. plak
goriintiistidiir



4. TARTISMA

Amsacta moorei’den (Lepidoptera; Arctiidae) izole edilen AMEV nin (Roberts ve
Granados, 1968) bocekler smifi igerisindeki konak spektrumu incelenmis ve bu viriisiin,
zirai acidan oldukga zararli bocekleri iceren Lepidoptera ve Orthoptera cinslerine ait bocek
tiirleri tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir (Linda vd., 1998). 2000 yilinda tim genom
analizine sahip olan AMEV 292 ORF igermektedir ve bunlardan biri AMV133 olarak
kodlanan lipaz geni olarak ileri siirilmiistiir (Bawden vd., 2000). Bu genin gercekten bir
lipaz enzimi olup olmadiginin bilgisine ulasilmasi, entomopoksviriislerin enfektivitede
kullandiklart mekanizmalarin agiga ¢ikmasini saglayacak bilgilerdendir ve bu enzime olan
bagliligimin bilinmesi konak ile viriis arasindaki etkilesimi anlamamiz1 arttiracaktir. Bu
gibi bilgiler ise bu viriise kars1 herhangi bir tedbir alinmasi gerektigi veya bu viriisiin
kullanilmas1 gerektigi durumlarda viriisiin kontrol edilmesini saglayacaktir.

Poksviriisler, Chordopoksviriisler ~ (omurgalilar1  enfekte  eden) ve
Entomopoksviriisler (omurgasizlart enfekte eden) olmak tiizere iki alt familyadan
olusmaktadir. AMEV’in dahil oldugu Entomopoksviriislerde, genlerin transkripsiyonu iki
asamada gerceklesir ve transkript olan genler erken ve ge¢ genler seklinde
simiflandirilmaktadir. Erken genler, DNA replikasyonundan oOnce, ge¢ genler ise
transkripsiyona ugrayan genler seklinde ayrim yapilmaktadir. Genellikle erken proteinler
enfeksiyondan ii¢ saat sonra ve gec proteinler ise on iki saat sonra tespit edilmektedirler
(King vd., 1998). Bawden vd., (2000)’lar1 tarafindan yapilan biyoinformatik analizlerde 5’
UTR’sinde TAAATG motifini igeren genler, ge¢ gen olarak siniflandirilmis. Yine ayni
calismada, AMV133’iin translasyon baslangi¢ noktasini da i¢ine alan TAAATG ge¢ gen
motifi gézlemlenmis ve AMV133 gec gen olabilecek genler icerisinde siniflandirilmigtir.
Chordopoksviriislerin i¢inde yer alan Orthopoksviriislerde ise, genlerin siniflandirilmast,
erken, ara (intermediate) ve ge¢ genler olarak yapilmistir. CIV (Chilo iridescent
viriis)’lerde ise, erken gen grubu en erken ve gecikmis erken genler olarak ikiye
ayrilmistir. En erken ve erken genler DNA replikasyonundan once gergeklesmektedir
(Williams, 1998). En erken genler protein sentezine ihtiyag duymazken, erken genler, en
erken genlerin kodladig1 proteinlere ihtiya¢ duymaktadir.

AMV133’{in {riiniiniin, vaksinia viriisiin sahip oldugu lipaz aktivitesi gosteren p37

geninin yaptig1 islev gibi, membrana flizyonunda fonksiyon gosteren virlis kapsidinde
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bulunan yapisal bir protein olmasi halinde (Back vd., 1997) projeni viriisler zarf
kazanamayacak ya da diger hiicrelere penetre olamayacaktir. Vaksinia virliste bu genin
delesyonu durumunda viriis enfeksiyon olusturamamaktadir. AMEV’de ise enfeksiyon
gozlemlenmistir. Hem seyreltilmis hem de seyreltilmemis transfeksiyon soliisyonu
kullanilarak yapilan plak deneylerinde bir rekombinant viriisiin sadece bir hiicreyi enfekte
etmesi, burada ¢ogaldiktan sonra hiicrenin par¢alanmasi, agiga ¢ikan yavru virlislerin yakin
cevredeki hiicreleri enfekte etmesi ve bu sekilde biiyiilk plak Obeklerinin olusmasi
beklenmektedir. Neticede lipaz geni ¢ikarilmis yerine gfp geni sokulmus rekombinant
viriisiin elde edilmis olacaktir. Yapilan plak deneylerinde gozlemlenen plaklardan homolog
rekombinasyonun gerceklestigi ve rekombinant virlis olustugu ancak viriislerin
cogalamadigi yani hiicreden disar1 ¢ikamadigi gozlemlenmistir. Bu durumda, viriisiin
yayilamamasi, genin virlis i¢in 6nemli bir role sahip oldugunu gostermektedir. Benzer
sonug vaccinia viriisiin G1L geninin silinmesiyle elde edilmistir. TET represoriiniin (TetR)
varliginda, TET ile G1L ekspresyonunu diizenlemek i¢in G1L ORF’nin tetO yerlestirilen
upstream bolgesini igeren G1L stop kodonundan G3L stop kodonuna kadar olan 233 bp’lik
genomik DNA sekansmni tagiyan plazmit gelistirilmis ve viriiste G1L geninin silinmesi
basarilmis, ancak hem tetR genini hem de G1L kodonunun tetO upstream bolgesini igeren
rekombinant viriisler izole edilememistir ve vaccinia virlinliniin replikasyonunda bu genin
onemli oldugu ifade edilmistir.

Vaccinia viriisiine ait BSR geninin silinmesi {izerine yapilan bir ¢alismada homolog
rekombinasyon i¢in gfp geni yerine elektron mikroskobunda segiciligi saglayan gpt geni
kullanilmistir. BSR geni silindiginde olusan rekombinat viriisin zarf olugturamadigi ve
hiicreden disar1 ¢ikamadigi elektron mikroskobuyla gbzlemlenmistir. Lipaz ile benzer bir
calisma yapilarak, AMEV’den lipaz silindiginde, viriisiin replike olamadigi mi, yoksa
¢ogalan viriisiin hiicreden mi ¢ikamadigina dair kesin sonuca ulasilabilir. Yine vaccinia
viriise ait, giintimiizde biitiin prokaryot ve 6karyotlarda en azindan bir formu ekspres edilen
uracil DNA glycosylase enzimi iizerine yapilan benzer bir ¢alismada, bu enzimi kodlayan
genin vv i¢in hayati bir dneme sahip oldugu gézlemlenmistir.

Parvoviriis ve Adeno-iligkili viriiste lipaz enziminin virionla iliskili yapisal bir
protein oldugu ve enfeksiyon igin olduk¢a 6nemli oldugu gézlemlenmistir (Zadori vd.,
2001; Girod vd., 2002). AMEV’ye ait lipaz geninin de yapisal bir gen olma ihtimali vardir.
lipaz geni hiicre kiiltiiriinde bu gorevleri yapmiyor olsa bile, Marek hastalik viriisiinde

goriildiigii gibi dogal konagini enfekte ederken kullanilan bir gen olabilir (Kamil vd.,
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2005). Marek hastalik viriisiinde lipaz enzimine uygun domainleri igeren bir genin in
vitro’da lipaz aktivitesi gostermedigi ve viriis replikasyonunu etkilemedigi gosterilmistir.
Ancak lipaz enziminin amino asid sirasindaki GXSXG korunmus motifindeki serinin bagka
bir amino asitle degistirildiginde viriisiin dogal konagi {izerindeki patojenitesini onemli
derecede azalttigi gozlemlenmistir (Kamil vd., 2005). Bolim 1.7°de de belirtildigi gibi
poksviriislerin in vitro’da hayati olmayan birgok gene sahip oldugu goézlemlenmistir ve bu
genlerden bazilarmin viriisiin dogal konagini1 enfekte ederken konagin savunma sistemine

kars1 kullanildigina dair ¢aligmalar bulunmaktadir (Twardzik vd., 1985; Spriggs, 1994).



5. SONUCLAR

Sadece transfer vektoriin kullanildigi transfeksiyon soliisyonunda gfp oraninin az
oldugu, transfer vektoriin yaninda gegici ekspresyon vektoriiniin de kullanildig
transfeksiyon soliisyonunda digerine gore daha yogun gfp oldugu gézlemlendi.
Olusan plaklardan homolog rekombinasyonun gerceklestigi ve AMV133 yerine
GFP tasiyan rekombinant viriisiin olustugu gézlemlendi.
Sadece transfer vektoriin kullanildigr transfeksiyon soliisyonundan yapilan
plaklarda en fazla iki hiicreden olusan plak Obeginin oldugu, bunun yaninda
transfer vektor ile birlikte gegici ekspresyon vektoriiniin de kullanildigr deneylerde
daha fazla plak 6beklerinin olustugu gozlemlendi.

. Plak olusmasina ragmen hem sadece transfer vektoriin kullanildigt hem de bu
vektorle birlikte gegici ekspresyon vektoriiniin kullanildigi deneylerde olusan
rekombinant viriislerin ¢ogalamadig1 gézlemlendi.

Bu genin viriis cogalmasi i¢in 6nemli bir gen oldugu belirlendi.



6. ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, lipaz genini kodlayan AMV133’iin homolog rekombinasyonla
viriisten silindiginde viriisiin ¢ogalamadigi ve virlis ¢ogalmasi i¢in Snemli oldugu
gbzlemlenmistir. Genin fonksiyonu hakkinda bilinmeyen hala ¢ok fazla sey bulunmaktadir.
Bilinmeyenlerin aydinlatilabilmesi i¢in yapilmasi gereken bazi ¢alismalar basliklar halinde
siralanabilir.

1. AMV133 virlisten silindiginde replikasyonun mu gergeklesmedigi Yyoksa,
viriisiin replike oldugu ancak hiicre disina ¢ikamadigi icin mi ¢ogalamadigi
arastirilmalidir.

2. Lipaz’m yapisal bir protein kodlayip kodlamadig1 arastirilmalidir.

3. Lipaz enzimi kodlayip kodlamadigi arastirilmalidir.

4. Yaban tip viriis ile rekombinant viriisiin enfektivite oranlari karsilastirilabilir.
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