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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

AMSACTA MOOREI ENTOMOPOKSVIRUS’E AIT AMV197°NiIN
TRANS-AKTIVASYONU VE KONAK SECICILIGINDEKI ROLU

Duygu BEKIRCAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2013, 55 Sayfa

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda Amsacta moorei entomopoksviriis’e ait AMV197
kodlu agik okuma zincirinin Serin/treonin protein kinaz (pk) kodladigi belirlenmistir ve
virlis genomundaki bu gen yesil floresan protein geni (gfp) ile yer degistirilerek
rekombinant virlis (AmApk/gfp) olusturulmustu. Bu ¢alismalara dayanilarak pk’mn viriisiin
replikasyonunda ve gen regiilasyonunda rol oynadig: diigiiniilmiistiir. Konak hiicrenin ve
virlis proteinlerinin virlis replikasyonundaki roliinii anlayabilmek i¢in bu yiiksek lisans
tezinde protein kinaz (pk) geninin trans-aktivasyonunda rol alan proteinlerin belirlenmesi
ve rekombinant virlis ve yaban tip viriisiin enfeksiyonlarmin farkli konaklarda
karsilastirilmasi hedeflenmistir. pk geninin trans-aktivasyonunda rol oynayan proteinlerin
belirlenmesi i¢in South-Western Hibridizasyon deneyi gergeklestirildi. Caligma sonucunda
isaretli proba baglanabilen bes farkli protein bandi (50, 38, 35, 27 ve 16 kDa) belirlendi.
Sonuglar, pk’nin transa-ktivasyonunda rol oynayan proteinlerin viriis kdkenli degil hiicre
kokenli oldugunu gosterdi. pk geninin virlis genomundan silinmesinin farkli konaklarda
replikasyonu nasil etkiledigini belirlemek i¢in rekombinant viriis ve yaban tip viriisiin
farkli bocek hiicrelerindeki (Lymantria dispar, Ld652 (kontrol); Bombyx mori, Bm;
Spodoptera frugiperda, Sf9) DNA replikasyonlar1 Slot — Blot Hibridizasyon yontemiyle ve
enfektivitesi End Point Dilution Assay (EPDA) ile karsilastirildi. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda, konak faktorlerinin pk genini kontrol ederek viriis replikasyonunda etkili

oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Amsacta moorei entomopoksviriis, serin/treonin protein kinaz,
transaktivator proteinler, AMV197, rekombinant viriis
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SUMMARY

TRANS-ACTIVATION OF AMV197 BELONG TO AMSACTA MOOREI
AND ITS ROLE IN THE HOST RANGE OF VIRUS
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Supervisor: Prof. Zihni DEMIRBAG
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Previous researches suggests that Amsacta moorei entomopoxvirus open reading
frame AMV197 encodes a serine/threonine protein kinase, and a recombinant virus
(AmApk/gfp) was created by changing this gene with green fluorescent protein. Based on
these studies it is thought that pk plays an important role in virus replication and gene
regulation. In order to understand the the role of pk gene in host specificity and virus proteins
in the virus replication, | have studied the transactivators of AMV197 and compared wild type
and recombinant viriis replication in various cell lines. In order to determine proteins that has
role in the transactivation of pk, South-western hybridization assay was performed. This study
showed that cell proteins (50, 38, 35, 27 ve 16 kDa) play role in the transactivation of pk. In
order to determine the role of pk in virus replication, wild type and recombinant virus were
assayed in different cell lines (Lymantria dispar, Ld652 (control); Bombyx mori, Bm;
Spodoptera frugiperda, Sf9) for virus yield and DNA replication. Slot-Blot Hybridization and
End Point Dilution Assay (EPDA) showed that host factores play importans role during virus

replication.

Key Words: Amsacta moorei entomopoxviriis, serin/treonin protein kinase, trans-activator
proteins, AMV197, recombinant virus
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Dogada yagamini siirdiiren boceklerin %99,5’inin dogaya ve insana faydali oldugu
ve yaklasik 1 milyon 300 bin bdcek tiirliniin, sadece %0,5’nin doga ve insana zarar verdigi
bilinmektedir (Demirbag vd., 2008). Bocek viriisleri, ¢esitli boceklerden izole edilmis ve o
boceklerde hastalik olusturan veya boceklerin dliimlerine sebep olan biyolojik varliklardir
(Sezen ve Demirbag, 2005). Bocek viriislerini, dogaya ve insanlara yaptiklari olumlu ve
olumsuz etkilere gore iki agidan ele almak gerekir. Bu etkilerden bir tanesi, ugur bocegi ve
bal arilar1 gibi, insanlara ve ¢evreye faydali olan boceklerin, viriisler nedeni ile hastalanip
dlmeleridir. Ikinci etki ise, findik kurdu, ladin kabuk bdcegi, amerikan beyaz kelebegi gibi,
cesitli tarim ve orman iirlinlerini veya insan sagligini etkileyen zararli bocekler ile viriisler
sayesinde miicadele edilebilmesidir. Boylece, bocek viriisleri tarim ve ormancilikta zararl
boceklerle miicadelede kullanilan 6nemli biyolojik miicadele materyali haline gelmistir
(Flexner ve Belnavis, 2000; Harrison ve Bonning, 2000; Sezen ve Demirbag, 2005). Bunun
yaninda, bocek viriisleri gen ifade vektorii (Anderson vd., 1996; Ciccarone vd., 1997) ve
gen terapi vektorii (Merrihew vd., 2001; Stanbridge vd., 2003) olarak kullanilma
potansiyeline sahip olduklarindan biyoteknolojik bakimdan da biiyiik 6neme sahiptirler.

Amsacta moorei entomopoksviriis (AMEV) Poxviridae familyasina bagli olan
Entomopoxvirinae alt familyasina ait bir bocek viriisiidiir. Entomopoksviriisler (EPV), ilk
kez Vago (1963) tarafindan kesfedilmislerdir. Cok sayidaki bocek takimindan
(Lepidoptera, Orthoptera, Coleoptera ve Diptera) izole edilmeleri ve bakiiloviriis
caligmalarinin tamamlanmasi EPV’lerin mikrobiyal miicadele ajani1 olarak kullanilma
potansiyelini arttirir. Artan in vitro, in vivo ve molekiiler biyoloji ¢alismalar1 nedeni ile
EPV’ler ¢ok 6nem kazanmistir. EPV’lerin birgok zararl tiir, ¢ekirgeler, agustos bocekleri
ve sivrisinekler ile miicadelede biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmasi
diistintilmektedir. Bu boceklerden hi¢ bakuloviriis izole edilmemistir. Biyolojik kontrolde,
EPV’lerin bakiiloviriislere kiyasla en 6nemli dezavantaji, konaklarini dldiirme siirelerinin
uzun olmasidir. Bu problem, EPV genomuna yabanci genlerin yerlestirilmesi sonucu

genetik olarak degistirilmis EPV’lerin olusturulmasiyla asilabilir. Ozellikle, son yillarda



entomopoksviriisler biyoteknolojik ¢alismalarda ekspresyon vektor sistemi olarak
kullanilmaya da baslanmistir. Ornegin, Amsacta moorei entomopoksviriise (AMEV) ait
sferoidin (sph) kodlama bolgesi ¢ikartilip yerine kloramfenikol asetil transferaz (cat) geni
yerlestirilmistir. Daha sonra rekombinant AMEV-cat transfeksiyonu, AMEV ile enfekte
olmus Ld652 hiicrelerinde rekombinant proteinin iiretimiyle sonuclanmistir (King vd.,
1998).

AMEV 06nemli baz1 tarim zararlist bocekleri enfekte edebilen ve hiicre kiiltiiriinde
kolaylikla biiyiiyebilen bir EPV’dir (Goodwin vd., 1990; Hall ve Moyer, 1991; Winter vd.,
1995). AMEV genomunda bulunan AMV197 kodlu agik okuma zinciri, serin/treonin
protein kinaz bdlgesine sahip potansiyel bir protein kinaz (pk) genidir. Protein kinazlar,
ATP’deki bir fosfati hedef substrat proteinin serin/treonin veya tirozin aminoasidine
taginmasini saglayan biiylik bir enzim grubudur. Bu enzimler, protein fosfatazlarla birlikte
hiicresel sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. Boylece, AMEV
protein kinaz geninin viriis replikasyonu {izerinde Onemli etkisinin oldugu
diistiniilmektedir.

Genler, faaliyetlerini gergeklestirmek icin, diger genler tarafindan liretilen proteinlere
ihtiya¢ duyabilir. Uriinleri kullanilan genlerin tespit edilmesi, viriis genomundaki genlerin
birbirleriyle gorev iliskisini agiklamak bakimindan énemlidir. Serin/treonin protein kinaz
urettigi bilinen AMV197 kodlu ORF, tiim genler gibi baska bazi gen iirlinlerinin
promotoruna baglanmasi sonucunda aktif olarak transkriptlenen bir gendir. Bu proteinler,
genellikle transkripsiyonun aktivasyonunu sagladigindan ve transkripsiyonunda gorev
yaptig1 gen tarafindan degil de baska genler tarafindan iiretildikleri i¢in, genel anlamda
trans-aktivatorler olarak bilinirler.

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen arastirmalarla, daha 6nceki caligmalar sonucunda
fonksiyonel bir protein kinaz oldugu ileriye siiriilen AMV197°nin regiilasyonu ve viriisiin

konak seciciligindeki rolii arastirilmstir.



1.2. Poksviriisler

1.2.1. Poksviriislerin Sistematigi

Uluslararas1 Viriis Siniflandirma Komitesi (International Committee on Taxonomy
of Viruses, ICTV) tarafindan yapilan smiflandirmaya gore Poxviridae familyasi
Entomopoxvirinae ve Chordopoxvirinac olmak flizere iki alt familyaya ayrilmaktadir
(URL-1). Omurgali konaklardan elde edilen izolatlar, Chordopoxvirinae alt familyasina
aitken, omurgasiz konaklardan elde edilen izolatlar, Entomopoxvirinae alt familyasina
aittir (Murphy vd., 1995) (Tablo 1).

Tablo 1. Poksviriislerin taksonomik 6zelligi

Familya Poxviridae

Alt Familya Chordopoxvirinae (Konaklar: omurgali) 10 cins
Cins Avipoxvirus 10 tiir
Cins Capripoxvirus 3 tiir
Cins Cervidpoxvirus 1 tiir
Cins Leporipoxvirus 4 tiir
Cins Molluscipoxvirus 1 tiir
Cins Orthopoxvirus 10 tiir
Cins Parapoxvirus 4 tiir
Cins Suipoxvirus 1 tiir
Cins Yatapoxvirus 2 tiir
Cins Tanimlanmamig 1 tiir

Alt Familya Entomopoxvirinae (Konaklari omurgasiz) 3 cins
Cins Alphaentomopoxvirus 7 tir
Cins Betaentomopoxvirus 13 tiir
Cins Gammaentomopoxvirus 6 tiir

Cins Tanimlanmamig 2 cins




1.2.1.1. Poksviridae Familyasimin Ozellikleri

Poksviriisler, olduk¢a degisken sekilli, genellikle tubuler veya globuler {initeler
iceren lipoprotein ylizey membranina sahip, tugla bigimli (220-450 nm uzunluk, 140-260
nm genislik, 140-260 nm kalinlik) veya diizenli spiral flamentlere (10-20 nm ¢apinda)
sahip ve ovoid (250-300 nm uzunluk, 160-190 nm ¢ap) yapidadir (Murphy vd., 1995;
Cann, 2005) (Sekil 1).

Virion parcacigin agirligiin yaklasik % 90’nin1 proteinler, % 4’nii lipitler, % 3’nii

ise karbonhidratlar olusturur (Murphy vd., 1995).

Sekil 1. Poksviriislere ait genel goriiniim.

Viriisiin  ¢ogalmasi, konak hiicre sitoplazmasinda meydana gelir ve sonucunda
viroplazma veya viriis faktorleri olarak adlandirilan bazofilik (B-tipi) inkliizyonlar olusur.
Genomda, cesitli promotorlar tarafindan yonetilen Ac¢ik Okuma Zincir (ORF)’leri
mevcuttur. Bu promotorlar, zamana bagli olarak {i¢ sinif genin transkripsiyonunu diizenler.
Erken genler, genomun soyunmasi oncesinde veya sirasinda ifade edilir. Bunlar, yapisal
olmayan birgok RNA ve proteini kodlar. Ara genler, DNA replikasyonu sirasinda ifade
edilir ve ge¢ genlerin transkripsiyonunu ayarlar. Geg genler, replikasyondan sonra ifade
edilir ve birgok viriyon proteinini kodlar (Moss, 1991; Broyles, 2003) (Sekil 2).
mRNA’larin, 5° uglarn sapkali, 3’ uclar1 ise poliadenillenmistir ve intronlar1 yoktur
(Murphy vd., 1995).
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Sekil 2. Vaksinya viriisiin enfeksiyon dongiisii

1.2.1.2. Poksviriislerin Konak Segiciligi

Poksviriislerin ¢ogu tiire has se¢ici olmalarina ragmen, dar bir konak spektrumuna
da sahiptirler. Cok az sayida EPV Kkiiltiir sartlarinda biiyiimeye adapte oldugu i¢in, in vitro
replikasyonlar1 hakkinda hiicresel ve molekiiler seviyede ¢ok az sey bilinmektedir. AMEV
icin iki tretken hiicre susu tespit edilmistir. Bunlar E. acrea (BTI-EAA) hiicre susu
(Granados ve Naughton, 1975) ve L. dispar (IPLB-Ld652) hiicre susudur (Goodwin vd.,
1990). E. acrea hiicreleri AMEV ile enfekte edildiginde olgun sferoidler goriilmektedir.
AMEV’nin Spodoptera frugiperda (Sf9) hiicrelerinde replike oldugu da gosterilmistir
(Aloui vd., 1990). Ayrica Bombyx mori ve Pseudaletia separata hiicre suslarinin, PSEPV
(Pseudaletia separata entomopoksviriis) i¢in iiretken olduklart da ispatlanmistir (Hukuhara
vd., 1990).

Werden vd. (2008) tarafindan yaninlanan bilgilere gore, konak genleri biiyiik
olasilikla tiim virlislerde vardir ve viral replikasyon i¢in optimum hiicresel sartlar
olusturmak igin spesifik konak proteinlerinin hedeflenmesi ile i¢ ortamin diizenlenmesinde

rol oynarlar. Ayrica poksviriisler biiylik ve kompleks bir genoma sahip olduklarindan



spesifik bir avantaja sahiptirler. Konak secicilik genleri farkli bir dizi kinaz, posfataz,
apoptozis inhibitorleri ve antiviral yollar gibi hiicresel siireglerle iliskilidir. Poksviriislerde
konak segiciliginde rol oynadigi bilinen proteinlerin ¢ogu biyokimyasal ve yapisal olarak
farklidir (Johnston ve McFadden, 2003).

Poksviriislerin konak segiciligi ve replikasyonu tam olarak anlasilamamasina
ragmen, artan protein protein etkilesim (PPI) ¢alismalari ile aydinlatilmaya galisiimaktadir.
PPI tiim biyolojik siireclerde 6nemli bir role sahiptir. Viriis ve konak proteinleri arasindaki
etkilesimin  belirlenmesi  viriis replikasyonu ve konak segiciligi konularinin
aydinlatilmasina katkida bulunacaktir (Vilient vd., 2009). Ornegin, vaksinya viriislerde
yapilan PPI etkilesim ¢aligmalarinda konak hiicreye tutunmay1 saglayan A34 ve A33’iin

membran glikoproteini olan B5 ile etkilesim halinde oldugu bulunmustur.

1.2.2. Entomopoksviriisler

Entomopoksviriisler (EPV) ilk kez boceklere 6zel yeni bir viriis grubu olarak Vago
tarafindan kesfedilmislerdir (Vago, 1963). EPV’ler zirai bakimdan olduk¢a zararli olan
boceklerden izole edilmis ve tanimlanmustir (Arif, 1984). Uluslararasi Viriis Taksonomi
Komitesi (ICTV), poksviriisleri Tablo 1’de gosterildigi gibi Chordopoxvirinae
(Omurgalilar1 enfekte eden poksviriisler) ve Entomopoxvirinae (Bocekleri enfekte eden
poksvirtisler) olmak tizere iki alt familyaya ayirmistir (Moss, 2001). Entomopoxvirinae
viriis morfolojisi, konak tiirli ve genom hacmi bakimindan 4 cinse ayrilir. Her bir cins, bir
tip tiirle temsil edilmekte ve Alphaentomopoxvirusler Coleoptera grubu (Melolontha
melolontha EPV), Betaentomopoxvirusler Lepidoptera grubu (Amsacta moorei EPV) ve
Orthoptera grubu (Melanoplus sanguinipes EPV), Gammaentomopoxvirusler Diptera
grubu (Chironomus luridis EPV) (Arif ve Kurstak, 1991; Goodwin vd., 1991; Moyer,
1999) bocekleri enfekte eden viriisleri kapsarken, bazi viriisleri kapsayan tanimlanmamisg

bir bagka Entomopoxvirinae cinsi de bulunmaktadir.



1.2.2.1. Entomopoxvirinae Familyasimin Ozellikleri

Entomopoksviriis virionlar1 oval sekilli 150-470 nm uzunlugunda ve 165-300 nm
genisligindedir (Arif, 1995). Sekil 3’te tipik bir entomopoksviriis sematik olarak
goriilmektedir. Entomopoksviriis virionlari morfolojik olarak omurgali poksviriislerine
benzerlik gosterir. DNA genomu virionun merkezinde bulunur. Entomopoksviriisler konak

bocegin yag dokusu hiicrelerinde, bazen de hemositlerde ¢ogalirlar (Lipa, 1975).
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Sekil 3. Tipik bir Entomopoksviriisiin sematik gortiniimii

EPV ile enfekte olmus hiicrelerin sitoplazmasinda biiyiik oval sekilli sferoidler
olusur ve bunlar EPV’ler icin en Onemli karakteristik yapilardir. Sferoidler, 5-20 pum
boyunda ve orijinal olarak “sferule” olarak adlandirilir. Ultra yapisal caligmalar
sferoidlerin parakristal bir ag ig¢ine gomiilii viriisleri igeren elektronca yogun yapilar
oldugunu gostermistir (Arif vd., 1991). Molekiiler agirhig: yaklasik 110-115 kDa olarak
bilinen sferoidin proteininden olusur (Bilimoria ve Arif, 1979). Entomopoksviriislerin
olusturdugu sferoid yapilart Giemsa ve Buffalo Black 12 B gibi basit boyama

yontemleriyle 151k mikroskobunda kolayca ayirt edilebilirler.



Spindillar alfaentomopoksviriisler ve bazi Lepidoptera grubu iiyelerin EPV’leri ile
enfekte olmus hiicrelerinin sitoplazmalarinda ikinci bir protein yapi olarak bulunurlar. Bu
yapilar su ana kadar higbir Orthoptera veya Diptera konakta gézlenmemistir. Spindillar 1-
15 wm boyunda, enfekte olmus hiicrelerin sitoplazmalarinda veya bir sferoid iginde viriis
partikiilleriyle beraber goriilebilirler. Fusolin proteini tarafindan olusturulan bu yapilar
sferoidlerden ¢ok farklidir ve ilk olarak Bergoin ve arkadaslar1 (1970) tarafindan
calistlmigtir. Spindillar bilateral simetriye sahiptirler, bu 6zellik onlar1 kolayca
sferoidlerden ayirmayi saglar. Sferoidlerden diger bir Onemli farki ise spindillarin
virionlara sahip olmamasidir.

Bocek gruplarini enfekte eden viriisler arasinda yapisal farkliliklar olmasina ragmen,
EPV’ler, orthopoksviriislere benzer yapisal ozelliklere sahiptirler ve omurgali poksviriis
gen homolojileri gosterdikleri bulunmustur (Bawden vd., 2000). Bu homolojiler sayesinde,
iki grup arasinda, gen regiilasyonunda benzerliklerin olmasi da miimkiindiir. Bu viriislerin
¢ogunlugunu molekiiler seviyede anlamak igin, Amsacta moorei EPV (AMEV) {izerinde
yapilan c¢aligmalar 6nemli yer tutmaktadir. Cilinkii, AMEV, hiicre kiiltiirlinde replike
olabilen sadece birkag EPV’den biridir (Langridge, 1983; Goodwin vd., 1990).

1.2.3. Amsacta moorei Entomopoksviriis (AMEYV)

Amsacta moorei entomopoksviriis (AMEV) hiicre kiiltiiriinde rahatga iiretilebilen ve
caligilabilen bir entomopoksviriistiir ve dogal olarak Amsacta moorei’den izole edilmistir
(Becker vd., 2008). Ayrica, Estigmena acrea (Hall ve Hink, 1990) ve Lymantria dispar
(Arif ve Moyer, 1984) gibi tarimsal bakimdan zararli bocekleri enfekte ettigi rapor
edilmistir. Ayrica bu avantajindan dolay1 entomopoksviriis cins B grubunun temsilcisidir.

AMEV’nin 232,392 bp’lik genomunun dizisi tamamen belirlenmistir (Bawden vd.,
2000) ve biyoinformatik analizine gore 292 benzersiz a¢ik okuma zinciri (ORF) bulundugu
ortaya konulmustur. Daha sonra, yapilan biyoinformatik analizlere gore yapilan bir
calismada, AMEV ORF’lerinden 38 tanesinin protein kodlamadig belirlenmistir (Guo ve
Yu, 2007) ve protein kodlayan ORF sayis1 254 olarak son halini almigtir.

Daha once yapilan ¢alismalarda, AMEV genomunun adenin ve timin (A+T) icerigi
%81.5 olarak tahmin edilmistir (Langridge, 1983). Belirlenen dizinin A+T igeriginin

yeniden hesaplanmasi sonucunda, bu oran %82.2’ye yiikselmis ve bdylece, AMEV



poksviriisler i¢inde en yiiksek A+T oranina sahip viriis olarak belirlenmistir (Bawden vd.,
2000).

Diger poksviriislerde bulunanlara benzer olarak AMEV, gen ifadesini saglayan
promotor bolgelerine sahiptir. AMEV genlerinden 133 tanesinin, erken veya potansiyel
olarak erken gen olabilecegi diisiiniilmektedir. Diger genlerden, 158 tanesi ise, ge¢ veya
potansiyel ge¢c gen motifine sahiptir. Genomu olusturan 179 genden sadece 15’1 igin,
promotor veya diizenleyici elemanlar tanimlanamamistir. Translasyonal baslangi¢
kodonunun 100 bp yukarisinda TGAAAXXXXA veya TGAATXXXXA siralarini igeren
genler, erken (E) veya potansiyel erken genler (E?) olarak tanimlanir (Bawden vd., 2000).
Ayrica, genin 3’ ucuna yakin bir yerde vaksinya viriis (VV) erken terminasyon dizisine
(TTTTTNT) sahip olan genler, erken grubu gen olmaya adaydir (Yuen ve Moss, 1987,
Gruidl vd., 1992; Sriskantha vd., 1997). Translasyonal baslangi¢c dizisinde TAAATG
sirasini tastyan AMEV ORF’leri, ge¢ genler (L) olarak diisiiniiliir (Weir ve Moss, 1984;
Rosel ve Moss, 1985; Bertholet vd., 1986; Davison ve Moss, 1989). Bu ge¢ promotor
sirasi, Siferoidin gibi diger EPV ge¢ genlerinde gozlenmistir (Hall vd., 1996). Baslangi¢
kodonundan 100 bp kadar yukarida TAAAT veya TAAAAT sirasina sahip olan genler ise
potansiyel ge¢ genler olarak diisiiniilmektedir. Bu diziler, diger omurgali poksviriis gec

genlerinde de bulunmustur (Roseman ve Hruby, 1987).

1.3. Protein Kinazlar

Protein kinazlar ATP’deki bir fosfati hedef substrat proteinin serin, treonin veya
tirozin aminoasidine fosforilasyon yolu ile aktarilmasini saglayan biiyiik bir enzim
grubudur. Bu enzim grubu hiicresel sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde, hiicre-viriis
etkilesiminde, viriis replikasyonunda rol oynar. Saflagtirilan ilk protein kinaz, fosforilaz
kinazdir (Krebs vd., 1959) ve daha sonra yapilan c¢aligmalar ile farkli protein kinazlar
saflagtirilmistir. Bilinen protein kinazlarin sayisindaki bu artis, gen klonlamasi ve dizi
analiz tekniklerinin avantaji sayesinde meydana gelmistir. Bu sayede, proteine ait
niikleotid dizilerinden aminoasit dizileri elde edilir. Eger, bu siralarda protein kinaz
katalitik bolgeleri i¢in yiiksek bir sekilde korunmus belirli anahtar diziler mevcutsa, bu

proteinin protein kinazlar1 temsil ettigi diistiniiliir.
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1.3.1. Viral Protein Kinazlar

Herpesviriisler, poksviriisler ve bakiiloviriisler gibi biiyik DNA viiriisleri
serin/treonin veya tirozin protein kinazlarla (pk) iligkili proteinleri kodlarlar. Viral protein
kinazlar ilk kez 1970’lerde calisilmis ve en iyi karakterize edilmis viral tirozin kinaz
onkojenik tirozin kinazdir.

Tiim herpesviriisler (HSV) serin/treonin protein kinaz kodlar. HSV’de UL13 ve US3
olmak {izere iki tip korunmus serin/treonin protein kinaz tanimlanmistir. Herpesviriislerde
protein kinazlar otofosforilasyon, zar birlesmesi, viriis replikasyonu ve gen ifadesinde
gorevlidirler (Jacob, 2011).

Bakiiloviriislerde, tiim genomda tek bir protein kinaz (pk1) geni bulunmaktadir. Bu
kinazin viriisiin konaga girisi sirasinda viriyondan viral DNA’nin serbest kalmasi i¢in
onemli oldugu, polihedrin ve P10 promotoru gibi ge¢ promotorlarda transkripsiyonu
diizenlemek igin gerekli oldugu diisiiniilmektedir (Jacob vd, 2011).

Poksviriislerin tiimii serin/treonin protein kinaz kodlar. Vaksinya viriisler, B1 kinaz
ve F10 kinaz olmak {izere iki tip protein kinaza sahiptirler. B1 kinaz DNA replikasyonu,
gen ekspresyonu ve ara viral protein tretiminde gorevlidir. F10 kinaz ise DNA
replikasyonu ve gen ekspresyonu igin hayati 6nem tagimazken virion morfogenezisi igin
onemlidir. F10 ikili secici kinaz olarak karakterize edilir ve B1 kinazdan farkli olarak

hem serin/treonini hemde tirozin aminoasidini fosforiller (Jacob vd, 2011).

1.4. Amsacta moorei Entomopoksviriis Serin/Treonin Protein Kinaz Geni
(AMV197)

Biyoinformatik analizler, AMEV genomunda bulunan, 900 niikleotid ve 299
aminoasit biiylikliiglinde olan AMV197 kodlu agik okuma zincirinin (ORF), bir
serin/treonin protein kinaz kodlayabilecegini gostermektedir. Bu bilgi, AMV197’ye ait
niikleotid ve aminoasit siralariin incelenmesi sirasinda, protein kinazlara ait korunmus

siralarin ve domainlerin tespit edilmesiyle belirlenmistir (Bawden vd., 2000)
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1.4.1. Protein Kinaz Geni (AMV197) Cikarilmis Rekombinant Viriis

Daha 6nce yapilan bir ¢alismada AMV197 geni viriis genomundan silindi yerine bir
isaret geni (Green flouescent protein, GFP) homolog rekombinasyon ile yerlestirildi.
AmApk/gfp’nin enfektivitesinin, yaban tip viriise gore yaklasik %61 oraninda azaldig1 ve
viral DNA replikasyonunun yaban tip viriise gore, yaklagik 6 saat daha erken meydana
geldigi tespit edildi. Yaban tip viriiste AMV197 kodlu genin transkripsiyon analizi yapildi
ve genin transkripsiyonunun Ld652 hiicre kiiltiiriinde enfeksiyonu takip eden 2. ve 4.
saatler arasinda basladigi, enfeksiyondan sonraki 7. saatte, yogunlastigi ve daha sonra
azalarak devam ettigi belirlendi.

Olusturulan rekombinant viriisiin konsantrasyonu, yaban tip ve AmAshp/gfp viris ile
karsilagtirildi. Yaban tip virlis ile AmAshp/gfp viriisiin konsantrasyonu arasinda fark
belirlendi.  Ancak, bu durumun gergekte dogru olmadigi, yapilan c¢alismalarda
AmAshp/gfp viriisiin, yaban tip (AMEV) viriise gore herhangi bir enfektivite farki
sergilemedigi belirlenmistir (Palmer vd., 1995). Bu calismada elde edilen bu yiiksek
degerin, GFP’den dolay1 daha hassas Olgme yapilmasindan kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Bu durumda kontrol olarak kullanilan viriislerden AmAshp/gfp ile
yapilan testin daha giivenilir olma ihtimali g6z Oniinde bulunduruldugunda,
AmApk/gfp’nin enfektivitesinin, kontrol viriise gore azaldigi belirlenmistir. Bu sonuca
gore, pk geni viriis replikasyonu igin zorunlu olmamakla birlikte, bu genin genomdan

silinmesi durumunda, viriisiin enfektivitesinin azaldig tespit edilmistir (Muratoglu 2011).

1.5. Viral Trans-Aktivator Proteinler

Proteinler, genellikle transkripsiyonun aktivasyonunu saglarlar ve transkripsiyonunda
gorev yaptigi gen tarafindan degil de bagka genler tarafindan firetildiklerinden genel
anlamda trans-aktivatorler olarak bilinirler.

Retroviriisler gibi RNA genomlu virlisler enfeksiyondan sonra RNA genomunu
DNA'’ya doniistiiriir ve genlerin transkripsiyonu i¢in hiicresel RNA polimerazi kullanirlar.
Promotor ile birlikte baslangic kompleksinin olugsmasi i¢in hiicresel transkripsiyon
faktorlerine, Kko-aktivatorlere ihtiyag duyarlar. Bu faktorler transkripsiyonu uyarir ve
diizenler. Ayrica DNA viriisleri ve kompleks retroviriisler kendi diizenleyici proteinlerini

kodlarlar ki bu diizenleyici proteinler hiicresel faktorlerin aktivitelerini ayarlar. Viral
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proteinler viral transkripsiyonun uyarilmasina hizmet ederler ve transkripsiyon siirecinde
birden fazla asamada gorevlidirler. Viral faktorler baslangic kompleksinin kararliliginda,
uzamasinda, promotorun uyarilmasinda gorevlidir. Transkripsiyon diizenleyici proteinleri
yani transaktivatdrler DNA’ya direkt baglanirlar. Baz1 viral transkripsiyon faktorleri 6zel
bir DNA dizisini tantyip ve baglanir (Tablo 2). Bazi viral diizenleyici proteinler diziye
0zel bir sekilde DNA’ya baglanmazlar ve diger proteinler ile etkileserek transkripsiyonu

etkilerler (Tablo 3).

Tablo 2. Ozel niikleik asit dizisine baglanan bazi viral transkripsiyonel

regiilatorler
Viriis Protein Gorev ve Fonksiyonu
Domain organizasyonu, enhansir baglayici
Papovavirlis E2 protein olarak bazi BDV-1 den

BPV-1 transkripsiyonun uyarilmasi, in vivo DNA
replikasyonu

Adenoviriis Enfeksiyonun geg¢ fazi boyunca

Va2 transkripsiyonu uyarmak i¢in ge¢
Ad2/5 <
promotorlara baglanir.
- Erken ve ge¢ promotorlardan
Herpesviriis .S )
ICP4 transkripsiyonu uyarir, hiicresel
HSV-1 S . g <
transkripsiyon faktorlerine baglanir.
EBV BZLF-1 Erken gen transkr|p5|¥onunu aktiflestirir,
otoregiilator olarak gorev yapar.
Bakdiloviriis IE-1 Erken promotordan transkripsiyonu
AcCNPV uyarir,enhansir elementlerine baglanir.
Poksviriis TA ca zengin erken promotor sekansina
M VETF baglanir, viral RNA polimeraz ile erken
Vaksinya L . -
promotordan transkripsiyon i¢in gereklidir.
Viral transkripsiyonu uyarmak i¢in HIV-
Retroviriis Tat 1’de spesifik RNA sekansina baglanir,
HIV-1 enfekte olmus hiicrelerde etkili viral gen

ekspresyonu igin gereklidir.
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Tablo 3. Bazi dizi bagimsiz viral transkripsiyonel regiilatorler

Viriis Protein Gorev ve Fonksiyonu

Viral geg transkripsiyonu uyarir, coklu
hiicresel transkripsiyon faktorlerine
baglanabilir

Papovavirlis  Biiyiik T
SV40 antijeni

Hareketsiz konak hiicrede viral replikasyon

Adenovirils 125 (243R) icin gerekli, hiicresel ko-aktivator p300 e

Ad2/5 E1A protein baglanir
135 (289R) V_|raI erk_gn gen transkr.lps.lyonunda"g'(_erekll,
; bir¢ok hiicresel transkripsiyon faktoriine
E1A protein b
baglanir
Herpesviris VP16 Hiicresel proteinlerin etkilesimi ile segici
HSV-1 (ICP25,a-TIF)  promotorlara baglanir
Oncii viriislerin ve spesifik hiicresel genlerin
Retroviriis Tax transkripsiyonunu uyarir, ¢ekirdek
HTLV-1 translokasyonunu uyarir, pol III
iletranskripsiyonu uyarir.
Hepadnaviriis . Hiicresel pol IT ve bir¢ok viral promotorlardan
X protein o
HBV transkripsiyonu uyarir

Transkripsiyonu diizenlemek i¢in hiicresel proteinler ile temas halinde olan {i¢ tane
viral trans-aktivator ayrintili arastirilmis. Bunlardan Adenoviriis EA1 proteini en genis
caligilan gruptur ve RNA pol II yada Il ile transkriptlenen genlerin aktivitesini diizenler.
Trans-aktivatorlerin hareket mekanizmasinin anlasilmasi agisindan en iyi ¢alisilan HSV1

VP16 dir. Ugiinciisii ise insan T hiicresi 16semi hiicresi Tax proteinidir.
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1.6. Calismanin Amaci

Konak hiicrenin, Amsacta moorei entomopoksviriis (AMEV)’iin replikasyonundaki
roliinii anlayabilmek i¢in bu yiiksek lisans tezinde protein kinaz (pk) geninin trans-
aktivasyonunda rol alan proteinlerin belirlenmesi ve rekombinant viriis ve yaban tip
viriisiin enfeksiyonlarinin farkli konaklarda karsilagtirilmasi hedeflenmistir.

Bu hedef dogrultusunda, protein kinaz geninin trans-aktivasyonunda rol oynayan
proteinlerin belirlenmesi i¢in South-Western c¢alismalart yiiriitiilmiistiir. Cesitli konak
hiicrelerde virlis replikasyonunun karsilastirilmas: igin daha Onceki ¢alismalarda
olusturulan pk (AMV197) delesyonlu virlis (AmApk/gfp) ile yaban tip viriis arasindaki
DNA replikasyonu, Slot-Blot Hibridizasyon yontemiyle ve yavru viriis tiretimi farkliliklari,
End Point Dilution Assay (EPDA) ile arastirilmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Hiicrelerin ve Viriislerin Temini

Bu ¢alismada kullanilan Lymantria dispar boceginden gelistirilmis Ld652 hiicre
kiltirt (%45 Ex-cell 420, %45 Grace’s Insect Medium, %10 FBS), Dr. Basil Arif’ten
(Centre of Forestry, Molecular Virology Laboratory, Sault Ste. Marie, Canada) temin
edilmistir. Ayrica rekombinant viriisiin  konak yelpazesini belirlemek amaci ile
laboratuvarimizda bulunan Spodoptera frugiperda boceginden gelistirilmis Sf9 hiicre
kiltiri (TNMFH, %10 FBS) ve Bombyx mori boceginden gelistirilmis Bm hiicre kiiltiirii
(TNMFH, %10 FBS ) kullanildi. Sferoidin proteini yerine, 28 kDa’luk GFP proteini {ireten
ve rekombinant olmasina ragmen yaban tip virlisiin replikasyon ozelliklerini gdsteren
AmAshp/gfp (Palmer vd., 1995), Dr. Richard Moyer’den (Florida University, School of
Medicine, Department of Molecular Genetics and Microbiology, Gainesville, FL, USA)
saglandi. AmApk/gfp Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG’dan (Karadeniz Teknik Universitesi,
Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvari) saglandi. Her bir hiicre tipi, kendine 6zel
besiyerinde ve 28 °C’lik etiivde biiyiitiilerek, virlis enfeksiyon ¢alismalar1 i¢in hazir hale
getirildi. Hiicrelerin pasajlanmasi islemi haftada iki kez gergeklestirildi. Boylece, ¢alismada

kullanilan hiicrelerin siirekli iiretimi saglanmis oldu.

2.1.1. Viriislerin Cogaltilmasi, Saflastirilmasi ve Konsantrasyonlarinin Tayini

Viriis ¢ogaltma islemi icin, konak olarak Ld652 hiicre kiiltiirii kullanildi. Onceki
calismalarda AMEV’nin bu bocek hiicre kiiltiiriinde ¢ogaldigr gosterilmistir (Goodwin
vd., 1990). Hiicreler AmAshp/gfp ve AmApk/gfp ile hiicre kiiltiirii kaplarinda (25 cm?’ lik
flasklar) ayr1 ayr1 enfekte edildi. Enfekte edilmis hiicreler, 28 °C’de enfeksiyon belirtileri
gozleninceye kadar bekletildi. 800 g’de 10 dk santrifiij yapilarak viriis slispansiyonu elde
edildi. Elde edilen her bir virlise ait slispansiyondaki virlisiin konsantrasyonu, 60 gozli
hiicre kiiltiirii kaplar1 (Terasaki kaplari; Greiner) 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, 1. tlipten baslanarak 9. tlipe kadar biiyiime besiyerisi icerisinde 1/10 oraninda
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seyreltildi. 10. tiip, kontrol olarak kullanild1 ve bu tiipe sadece besiyeri koyuldu. Bu arada
1,5-2x10° hiicre/ml olarak siispansiyon haline getirilen Ld652 hiicrelerinden, 10 tiipiin her
birine 90 ul eklendi ve iyice karistirildi. Terasaki kabinin her satirina (A’dan F’ye dogru)
ayni konsantrasyonda olacak sekilde, 10 pl 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, islatilmis pecetelerle birlikte 28
°C’lik etiivde inkiibasyona birakildi. Enfeksiyon belirtileri netlesinceye kadar yaklasik 4-5
giin inkiibe edildi.

EPDA deneyinin sonuglari, her bir gézdeki enfekte olmus tek bir hiicrenin dahi olup
olmamasima gore her kuyuya + (art1) veya — (eksi) deger verilerek kayit edildi. Viriis

konsantrasyonu, asagidaki EPDA formiilii ve elde edilen degerler kullanilarak hesaplandi.

Titer (pfu/ml)=10@*) x 100/ml

n = enfeksiyon degerinin %50 veya %50’den biiyiik oldugu en yiiksek seyreltme,
a=logn,

b = n. seyreltigin % degeri,

¢ = n. degerin altindaki % degeri,

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

2.2. Serin/Treonin Protein Kinazin Trans-Aktivasyonunda Rol Alan
Proteinlerin Belirlenmesi

2.2.1. L.d652 Hiicrelerinin Yaban Tip AMEYV ile Enfeksiyonu

Enfeksiyon islemi igin, 20 adet T-75 hacimli flaske 1x107 olacak sekilde Ld652
hiicresi igeren 10 ml besiyeri birakildi. Yaklasik 2 saat hiicrelerin kabin tabanina
tutunmas1 beklendikten sonra hiicrelerin {iizerinden besiyeri uzaklastirildi. Besiyeri
uzaklastirilan flasklerin 15 tanesi, toplam 2 ml biiylime besiyerinde MOI=10 olacak
sekilde ayarlanan AMEV siispansiyonuyla enfekte edildi. Diger 5 flaskdeki hiicrelerin
lizerine ise yalnizca 2 ml biiylime besiyeri birakildi. Bu son flasklerdeki hiicreler, yalniz
Ld652 proteinlerinin izolasyonu i¢in kontrol olarak kullanilmak {izere hazirlandi.
Viriislerin hiicreye tutunmasi i¢in, viriis-hiicre-besiyeri ve kontrol hiicre-besiyeri i¢eren

flaskler 2 saat 2,5 rpm’de sallandi. ki saatin sonunda, hiicrelerin iizerindeki besiyeri
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uzaklastirildi ve hiicreler FBS icermeyen besiyeriyle yikanarak tutunmayan viriislerin
deney ortamindan uzaklastirilmasi saglandi. Virislerin {izerine 8 ml taze besiyeri eklendi
ve flaskler 28 °C’lik etiivde inkiibasyona birakildi. Daha sonra 4., 24. ve 48. saatlerde
AMEYV ile enfekte olan hiicreler, 4. saatte ise kontrol hiicreler toplandi ve bunlardandan

toplam sitoplazmik protein izolasyonu islemine gegildi.

2.2.2. Toplam Sitoplazmik Protein izolasyonu

Toplam sitoplazmik protein izolasyonu islemi i¢in, ‘ProteoJET Sitoplazmik ve
Niiklear Protein Ekstraksiyon Kkiti (Fermentas)’ kullanildi. Izolasyon islemi igin,
inkiibasyon siiresinin sonunda, kontrol ve yaban tip AMEV ile enfekte edilen Ld652
hiicrelerinin tizerindeki besiyeri uzaklastirildi. Tabandaki hiicreler, 10 ml 1xPBS (pH 7.,4)
yardimiyla toplandi ve 250xg’de 5 dakika santrifiijlendi. Bu asamadan sonraki biitiin
islemler soguk soliisyonlar kullanilarak ve buz i¢inde yapildi. Elde edilen ¢okelti, {izerine
hacminin 10 kat1 kadar hiicre pargalama tamponu (0,1 M Dithiothreitol (DTT) igerir) ilave
edilerek 10 saniye vortekslendi. Sonrasinda, 10 dakika buzda bekletme ve tekrar
vorteksleme isleminden sonra, 500xg’de 7 dakika 4 °C’de bir santrifiigasyon daha yapildi.
Sitoplazmik proteinleri igerdigi diisliniilen iist sivi temiz bir tlipe alindi ve son kez,
20.000xg’de 15 dakika 4 °C’de santrifiigasyona tabi tutuldu. Sitoplazmik proteinleri igeren
yeni st sivi, tekrar temiz bir tiipe alind1 ve konsantrasyonlarini 6lgmek i¢in ayrilan kismi
harig, kiiciik hacimlere boliinerek kullanilincaya kadar -80 °C’de saklandi. Bu islem, hem

kontrol hem de yaban tip AMEYV ile enfekte edilen Ld652 hiicreleri igin yapildi.

2.2.3. Sitoplazmik Proteinlerin SDS-PAGE ile Agirhiklarina Gore Ayrilmasi

Elde edilen toplam sitoplazmik proteinlerin konsantrasyonlari, Bradford metoduna
(1976) gore, spektrofotometre yardimiyla ODsgs nm’de belirlendi. Iki kopya halinde
hazirlanan kontrol ve AMEV ile enfekte hiicrelerden elde edilen toplam sitoplazmik
proteinler, 1sitict blokta 5 dakika kaynatildiktan sonra, hazirlanan %12’lik SDS-PAGE
jelindeki kuyulara 30 pg olacak sekilde yiiklendi. Yiirtitme islemi, 30 mA’lik akim altinda
ve onceden boyanmis protein marker (Thermo) esliginde uygulandi. Yiiriitilen jelin bir

kopyasi, “Coomassie Brillant Blue (R-250)” boyama yontemine gore boyandi. Jelin diger
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kopyasindaki proteinler, elektroblotlama islemi sayesinde PVDF transfer membrana

(Immobilen-P, Millipore) aktarildi.

2.2.4. Jeldeki Proteinlerin Membrana Aktarilmasi

Kontrol ve AMEV ile enfekte hiicrelerden izole edilip, SDS-PAGE jelinin iki
kopyasi iizerinde agirliklarina gore ayrilan toplam sitoplazmik proteinlerin tek kopyasinin
membrana aktarilmasi i¢in, elektroblotlama cihazi, elektroblotlama tamponu (48 mM Tris,
39 mM glisin, % 0,0375 SDS) ve metanol kullanildi. Jelin biiyiikliigiine gore kesilen 4 adet
filtre kagidi (Whatman) 20 ml metanol ile ve PVDF membran metanol i¢ine eklenen 80 ml
blotlama soliisyonu ile 1slatildi. Islatilan 2 adet filtre kagidi, membran, jel ve tekrar 2 adet
filtre kagidi sirasiyla blotlama cihazina yerlestirildi. Kapagi kapatildiktan sonra gii¢
kaynagina baglanan cihaz, 40 mA akim altinda, jeldeki proteinlerin membrana ge¢mesi
icin, 1 saat calistirlldi. Bir saatin sonunda cihazdan c¢ikarilan jel, denatiirasyon ve

renatlirasyon islemlerinden sonra hibridizasyona maruz birakildi.

2.2.5. Membrandaki Proteinlerin isaretli Prob ile Hibridizasyonu

Calismanin bazi kisimlarinda, DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter
Kit | (Roche) igerigindeki bazi soliisyonlar (Anti-DIG, DIG-dUTP, bloklama tozu vs.)
kullanildi. Hibridizasyon islemi i¢in prob sec¢imi sirasinda, daha 6nce yapilan ¢aligmalara
gore elde edilen bilgiler kullanildi. Bunlara gére, AMV197 ATG’sinden 154 baz yukaridan
baslayan ve AMV197 ATG’sini de igeren 157 bp’lik sira (tataatattaatactaaaaataatattact
attagtatgtatataataatcatttattattatataataatatataattgaaaatttattaaaataatttaataataattaaaaataatatatatttg
atataatatataataattaattaaaatg), bu c¢alismada kullanilmak {izere IDT sirketine (Rafigen
Ticaret, Istanbul) prob olarak sentez ettirildi. Temin edilen prob, uygun sekilde sulandirildi
ve DIG-dUTP ile isaretlenmek iizere ayrildi. Eppendorf tiip igerisindeki prob DNA’sinin
denatiirasyonu, kaynamakta olan suda 10 dakika bekletilerek saglandi. Tiip hemen buz
tizerine alinarak DNA’nin kendi i¢inde yeniden sekillenmesi engellendi. Sogutulan
DNA’ya 1/5 oraninda isaretli dUTP ilave edildi ve karistirildi. Bu karisim, isaretleme
isleminin tamamlanmas: igin, 37 °C’de 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra,
karisim 65 °C’de 10 dakika bekletildi ve reaksiyon durduruldu. Hazirlanan prob,
kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.
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Kontrol ve AMEV ile enfekte hiicrelerden izole edilen sitoplazmik proteinlerin
gecirildigi membran, PBS ile hazirlanmig 6 M guanidinium hidroklor soliisyonu i¢inde 20
dakika bekletilerek membrandaki proteinler denatiire edildi. Denatiirasyon isleminden
sonra, membran 3 M, 1,5 M, 0,75 M, 0,37 M ve 0,16 M guanidinium hidroklor soliisyon
serilerinde 20’ser dakika bekletilerek membrandaki proteinlerin renatiirasyonu saglandi.
Renatiirasyon igleminden sonra membran, % 5 yagsiz siit tozu igeren PBS’de bir gece
bekletildi. Sabah, membran % 0,5 yagsiz siit tozu iceren PBS ile yikandi. Yikama
islemlerinden sonra hibridizasyona hazir hale getirilen membran, 0,1 M maleik asit, 0,15
M NacCl ve %1’lik bloklama tozundan olusan (pH 7,5) siispansiyona ilave edilen 5 uL
isaretli probdan olusan karigim iginde gece boyu sallanir durumda birakildi. Sabah
sallayicidan alinan membran, yine % 0,5 yagsiz siit tozu ve % 0,3 tween-20 igeren PBS’de
yikandi. Yikanan membran, oda sicaklifinda 1 saat % 0,5 yagsiz siit tozu iceren PBS’de
sulandirilan anti-DIG (vial 4) ile inkiibe edilerek hibridizasyon tamamlandi. Membran,
baglanmayan anti-DIG’in uzaklastirilmasi igin, 3 kez 10’ar dakika %0,3 tween-20 igeren
PBS ile yikandi. Yikanan membran, 10 ml renk soliisyonunda (0,1 M Tris-HCI (pH 9,5),
0,1 M NaCl, 50 mM MgCl> ve vial 5) renk olusuncaya kadar 15-20 dakika bekletildi.

2.3. 2D- Jel Elektroforezi

Biiytikliigii tespit edilen proteinlerin izoelektrik noktalar1 2D-Jel elektroforezi ile
tespit edildi. 2D-Jel elektroforezi iki basamakli bir iglem olup ilk basamakta proteinlerin
izoelektrik noktalarma gore serit jel iizerinde yerlesmesi saglandi. Ikinci basamakta ise
serit jel SDS-PAGE jelin lizerine birakildi ve izoelektrik noktalarina gore belli noktalara
yerlesmis proteinlerin bu kez agirliklarina gére ayrilmasi saglanda.

ProteoJET Sitoplazmik ve Niiklear Protein Ekstraksiyon kiti’ (Fermentas)
kullanilarak hem yaban tip hemde Ld652 hiicrelerinden daha 6nceden anlatildig1 gibi 4.
saatte izole edilen stoplazmik proteinler kullanildi. Ug farkli pH araliginda serit jeller
secildi.

3-6, 5-8, 7-10 pH araliklarinda (Bio-Rad Ready Strip-IPTG Strip) 11cm’lik serit
jeller kullamildi. Iki asamada proteinlerin izoelektrik noktasina odaklama islemi
gerceklestirildi. Birinci asamada rehidrasyon islemi yapildi. Rehidrasyon igin Tablo 4’de Ki
ornek tamponlar kullanildi. Izole edilen stoplazmik proteinler uygun 6rnek tamponu

icerisinde siispanse edildikten sonra (150pul protein 6rnegi + 50ul 6rnek boya) fokuslama
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kizagina yiiklendi kizaktaki protein numunesinin iizerine hazir olarak temin edilen serit jel
(11cm; BioRad) hava kabarcigi kalmayacak sekilde kapatildi ve {izeri tamamen mineral
yag ile kapatildi. Bu sekilde hazirlanan kizak fokuslama cihazina yerlestirildi ve 50 V’da
20 °C de yaklasik 16 saat aktif rehidrasyona maruz birakildi. Rehidrasyon islemi her ii¢ pH
araligi icinde ayni1 sartlarda gergeklestirildi.

Tablo 4. Ornek Tampon Hazirlanist

Ornek Tampon
pH3-6  8M iire, 2%CHAPS, 50mM DTT, 0.2% 3/10 ampholyte, 0.001 Bromophenol Blue

pH5-8 8M iire, 2%CHAPS, 50mM DTT, 0.2% 3/10 ampholyte, 0.001 Bromophenol Blue
pH7-10 8M iire, 2%CHAPS, 50mM DTT, 0.2% 7/10 ampholyte, 0.001 Bromophenol Blue

16 saatin sonunda kizak fokuslama cihazindan alindi ve serit jelin her iki ucundan
kaldirilarak kizaktaki iletken tel {izerine nemlendirilmis kagit parcasi koyularak serit jel
kapatild1 ve kizak fokuslama cihazina yerlestirilerek ikinci agamaya gecildi. Bu asamada

protein Orneklerinin fokuslanmasi saglandi farkli pH araliklar1 i¢in farkli fokuslama

kosullar1 kullanildi (Tablo 5).

Tablo 5. Odaklama Kosullari

pH Araliklar: Fokuslama Kosullar
S1: 250V 15 dk, 20 °C
pH 3-6 S2:20.000 V-hr, 20 °C

S3:8.000V, 20 °C

S1: 250V 15dk, 20 °C
pH 5-8 S2: 35.000V-hr, 20 °C

S3:8.000V, 20 °C

S1: 250V 15dk, 20 °C
pH 7-10 S2:30.0 OV-hr,2 °C

S3:8.000V, 20 °C

Fokuslama islemi bittikten sonra izoelektrik noktalarina gore serit jel lizerinde

ayrilan proteinler tek kullanimlik kaplara yerlestirilerek -80 °C ye kaldirildi.
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-80 °C den g¢ikarilan ornekler 15-20 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra kurutma
kagidl kullanilarak iizerinde kalan sivi ve mineral yag kalintis1 uzaklastirildi. Bu arada
tampon I ve II hazirlandi. 20 dk’ nin sonunda serit jel 10 dk tampon I (6 M iire, 0,375 M
Tris-HCI pH 8.8, 20% Gliserol, 2% SDS, 2% DTT) igerisinde sallayicida yaklagik 75 rpm
de sallandi. Tampon I’ den alinan serit jel, tampon II (6M iire, 0,375M Tris-HCI pH8.8,
20% Gliserol, 2% SDS, 2,5% lodoacetamide) igerinde 10 dk yaklasik 75 rpm’de salland.
Bu arada izole edilen sitoplazmik proteinler, 1sitic1 blokta 5 dakika kaynatilarak hazirlandi.
Serit jel yaklagik 100ml Tris-Glisin-SDS tamponu igerisinde bir siire bekletildikten sonra
hem serit jel hemde kaynalilan protein hazirlanan %12’lik SDS-PAGE jeline marker
(Thermo) ile yiiklendi ve iizeri agaroz jel ile kaplandi ve yiirtitme islemi 30mA’lik akim
altinda gerceklestirildi.

Yiriitme islemi bittikten sonra daha dnceden anlatilan prosediir kullanilarak jeldeki
proteinler membrana aktarildi. Membrana aktarilan proteinler PBS ile hazirlanmis 6 M
guanidinium hidroklor soliisyonu iginde 20 dk bekletilerek membrandaki proteinler
denatiire edildi. Denatiirasyon isleminden sonra, membran 3 M, 1,5 M, 0,75 M, 0,37 M ve
0,16 M guanidinium hidroklor soliisyon serilerinde 20’ser dakika bekletilerek
membrandaki proteinlerin renatiirasyonu saglandi. Renatiirasyon isleminden sonra
membran, % 5 yagsiz siit tozu iceren PBS’de bir gece bekletildi. Sabah, membran % 0,5
yagsiz siit tozu iceren PBS ile yikandi. Yikama islemlerinden sonra hibridizasyona hazir
hale getirilen membran, 0,1 M maleik asit, 0,15 M NaCl ve %]1’lik bloklama tozundan
olusan (pH 7,5) siispansiyona ilave edilen 5 pl isaretli probdan olusan karisim i¢inde gece
boyu sallanir durumda birakildi. Sabah sallayicidan alinan membran, yine % 0,5 yagsiz siit
tozu ve % 0,3 tween-20 igceren PBS’de yikandi. Yikanan membran, oda sicakliginda 1 saat
% 0,5 yagsiz siit tozu iceren PBS’de sulandirilan anti-DIG (vial 4) ile inkiibe edilerek
hibridizasyon tamamlandi. Membran, baglanmayan anti-DIG’in uzaklastirilmasi igin, 3 kez
10’ar dakika %0,3 tween-20 iceren PBS ile yikandi. Yikanan membran, 10 ml renk
soliisyonunda (0,1 M Tris-HCI (pH 9,5), 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl, ve vial 5) renk
olusuncaya kadar 15-20 dakika bekletildi. Tiim islemler biitiin pH araliklar1 i¢in hem yaban
tip AMEV hemde kontrol i¢in kullanilan Ld652 hiicrelerine ait proteinler i¢in yapildi.
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2.4. AmApk/gfp Rekombinant Viriisiin Konak Spektrumu ve Enfektivitesinin
Belirlenmesi

2.4.1. Farkh Hiicre Kiiltiirlerinin AmApk/gfp ile Enfeksiyonu ve Sitopatik
Etkilerin Gozlenmesi

AmApk/gfp rekombinant viriisiin invitro konak spektrumuna etkisini belirlemek
amaciyla Sf9, Bm ve Ld652 (kontrol olarak) hiicreleri AmAshp/gfp (kontrol olarak) ve
AmApk/gfp viriisleri ile enfekte edildi. Bunun igin hiicreler 2.5x10° hiicre/gdz olacak
sekilde 6 gozlii kiiltiir kaplarina (Grainer) birakildi. Hiicreler tutunmalart igin yaklagik iki
saat 28 °C’ lik etiivde bekletildi. Daha sonra MOI=10 olacak sekilde hiicrelerin bir grubu
AmAshp/gfp ile bir grubuda AmApk/gfp ile enfekte edildi. Viriisiin hiicrelere tutunmasi
icin iki saat boyunca oda sicakliginda diisik hizda sallayicida bekletildikten sonra
inokulum uzaklastirild1 ve 2’ser ml taze besiyeri eklendi. Enfekte olmus hiicreler 28 °C’de
inkiibasyona birakildi. Enfeksiyondan sonra 4 giin boyunca 24 saatlik araliklarla GFP
proteinin ortaya ¢ikisi, Auxovert floresan inverted miktoskopta yesil 151k olusumu ile
belirlendi ve fotograflart ¢ekildi. Elde edilen enfeksiyon sivist +4 °C’de muhafaza edildi.
Daha sonra bu sivi kullanilarak ana konak olan Ld652 hiicreleri listte anlatilan prosediire

gore enfekte edildi ve yine yesil renk olusumu gozlenerek fotograflandi.

2.4.2. AmApk/gfp ile Enfekte Farkh Hiicre Kiiltiirlerinde Uretilen Viriis Miktar

Ld652, Bm ve Sf9 hiicreleri 2,5x10° olacak sekilde 6 gozIli kiltiir kaplarina
yerlestirildi. Hiicrelerin tutunmasi i¢in iki saat beklendi. Tutunma isleminden sonra,
MOI=10 olacak sekilde, yaban tip AmAshp/gfp ve AmApk/gfp ile ayr1 ayr1 enfekte edildi.
Enfeksiyon, viriisiin hiicrelere tutunmasi igin iki saat boyunca oda sicakliginda diisiik hizda
sallayicida bekletilerek gergeklestirildi. Daha sonra enfekte edilen hiicrelerden, 0., 12., 24.,
48., 72., 96. ve 120. saatlerde Ornekler alindi. Bu islemlerin timii Ld652, Bm ve Sf9
hiicreleri icin yapildi. Belirlenen siirelerde, hiicreler ve hiicre sivisi tamamen alinip 4 °C’de
800xg’de, 10 dakika santrifiij edildi ve her saat dilimi i¢in slipernatant alind1 ve yukarida
(2.2) belirtildigi gibi EPDA deneyi yapilarak yavru viriis sayimi yapildi.
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2.4.3. Rekombinant Viriisiin (AmApk/gfp) DNA Replikasyon Zamaninin
Belirlenmesi

Rekombinant viriisiin DNA replikasyonu, Slot-Blot Hibridizasyonu yontemi ile DIG
High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit | (Roche) kullanilarak belirlendi.

Oncelikle, hibridizasyon islemi sirasinda kullanilacak olan prob hazirlandi. Prob
olarak kullanilacak DNA sirasinin, hem AmAshp/gfp ve hem de AmApk/gfp ile homoloji
saglamasi gerekmektedir. Bunun i¢in, rekombinant transfer vektorii hazirlarken kullanilan
pBS-AMV197SDR plazmidinden yararlanildi. Bu vektor, her iki viriis igin de AMV197
acik okuma zincirinin asagi bolgesine ait, 1051 bp’lik DNA sirast icermektedir ve
hibridizasyon ¢aligmalarinda prob olarak kullanilmaya uygundur. Yapilan bu tespitten
sonra, pBS-AMV197SDR plazmidi kit (Fermentas) yardimiyla izole edildi ve Hind 111 ve
Kpn I kesme bolgeleri kullanilarak, kesme islemi saglandi. Kesilen DNA parcalari,
%1,2’lik agaroz jelde yiiriitiildii.

Gereken bant, jelden kesilip mikrosantrifiij tiipline alindi ve {irliniin jelden
temizlenmesi DNA temizleme kiti (Nucleospin) ve kitin ic¢indeki kullanma yontemi
kullanilarak gergeklestirildi. Temizlenen DNA’lar %]1,2’lik agaroz jelde elektroforez
edilerek kontrol edildi.

Kontrol isleminden sonra, probun DIG-dUTP (Digoxigenin-dUTP) ile isaretlenmesi
islemine baglandi. Jelden temizlenen DNA’nin denatiirasyonu, kaynamakta olan suda 10
dakika bekletilerek saglandi. Hemen buz {izerine alinarak DNA’nin yeniden birlesmesi
engellendi. Sogutulan DNA’ya 1/5 oraninda, isaretli dUTP ilave edildi ve karistirildi. Bu
karisim, isaretleme isleminin tamamlanmasi i¢in, 37 °C’de 16 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra, karistm 65 °C’de 10 dakika bekletildi ve reaksiyon durduruldu.
Hazirlanan prob, kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

Diger yandan, Ld652 hiicreleri, 1x10° olacak sekilde 6 gozlii kiiltiir kaplarmna
yerlestirildi. Hiicreler, tutunma islemi tamamlandiktan sonra (yaklasik 2 saat), MOI=10
olacak sekilde, yaban tip AmAshp/gfp ve AmApk/gfp ile ayr1 ayr enfekte edildi. Enfekte
edilen hiicrelerden, 0., 12., 24., 48., 72., 96. ve 120. saatlerde 6rnekler alindi. Bu islemlerin
timii Bm, Sf9 hiicreleri ile de yapildi. Tiim hiicreler ve saat dilimleri i¢in deneyler ii¢
tekrarli yapildi. Belirlenen siirelerde, hiicreler ve hiicre sivisi tamamen alinip 4 °C’de

800xg’de 10 dakika santrifiij edildi.
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Sitipernatant temiz bir tiipe alindi. Geriye kalan pellet, 800 pl, 0,5 M sodyum
hidroksit icinde lizis edildi. Lizis isleminden sonra 80 pl, 10 M amonyum asetat
kullanilarak nétralizasyon saglandi. Elde edilen lizatlar, biitlin 6rnekler biriktirilinceye
kadar 4 °C’de bekletildi. Biitiin ornekler toplandiktan sonra, Orneklerin nitroseliiloz
membrana (Hybond-N+ nylon membrane; Amersham-Biosciences) gegirilmesi islemine
baslandi. Siipernatant temiz bir tiipe alinarak yavru viriis sayimi i¢in 4 °C bekletildi.

Her bir viriisten alinan ve 4 °C’de muhafaza edilen hiicre lizatindan, 150’ser pl alinip
yeni bir tiipe aktarildi. Tiipler, 10 dakika kaynayan suda birakildi ve kaynatma isleminden
sonra hemen buza alinarak sogutuldu. Diger yandan, membran uygun Olciilerde kesildi,
6xSSC (saline-sodium citrate) tamponunda 5 dakika yikandi ve slot-blot aletine
yerlestirildi. Kaynatilan 6rnekler, belli bir diizen i¢inde kuyucuklara yerlestirildi. Vakum
yapilarak, kuyucuklardaki orneklerin membrana gecmesi saglandi. Blotlama cihazindan
¢ikarilan membran, 2xSSC ile 2 dakika yikandi ve ii¢ kat kurutma kagidinin arasinda, oda
sicakliginda 30 dakika kurumasi ic¢in birakildi. Kurutma isleminden sonra, membran 80
°C’de 2 saat bekletilerek 6rneklerin iyice membrana tutunmasi saglandi.

Probun hazirlanmasi ve 6rneklerin membrana emdirilmesi tamamlandiktan sonra, on
hibridizasyon islemine baslandi. Onceden hazirlanan 15 ml’lik hibridizasyon tamponu, -20
°C’den cikarilip eritildi, kaynayan su i¢cinde 10 dakika kaynatildi ve hemen buza alinarak
hizlica sogutuldu. Orneklerin emdirildigi membran, hibridizasyon sisesine alindi.
Sogutulan hibridizasyon tamponu, sisedeki membranin {izerine bosaltildi. Hibridizasyon
firnina yerlestirilen sise, 42 °C’de, 16 saat, doner durumda birakilarak 6n hibridizasyon
saglandi.

On hibridizasyon siiresinin sonunda, yeni bir hibridizasyon tamponu daha -20 °C’den
alindi, eritildi. Eritilen tamponun i¢ine, daha 6nceden hazirlanan isaretli probdan 5 pl
eklendi ve karistirildi. Probun eklendigi tampon, kaynayan su i¢inde 10 dakika kaynatildi
ve tampon-prob karistmi hemen buza alinarak hizlica sogutuldu. Diger yandan,
hibridizasyon sisesinden on hibridizasyon sivisi bosaltildi. Yerine, isaretli probla beraber
hazirlanan hibridizasyon tamponu eklendi ve sise yine 42 °C’de, 16 saat, doner durumda
birakilarak probun membrandaki &rneklerle hibridizasyonu saglandi. Isaretli prob ile viral
orneklerin hibridizasyonu tamamlandiktan sonra, baglanan probun goriiniir hale getirilmesi
islemine baslandi. Hibridizasyon sisesinden alinan membran, yikandi ve baglanmayan
problar uzaklastirildi.  Yikanan membran, bloklama soliisyonundan gegirilerek,

kullanilacak antikora 6zgii olmayan membrandaki baglanma bdlgeleri kapatildi ve
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membran, bu kez antikor soliisyonuna (Anti-Digoxigenin-AP) birakildi. DIG ile
antikorlarin baglanmasi saglandiktan sonra, membran yeniden yikama islemine tabi tutuldu
ve baglanmayan antikorlar uzaklastirildi. Membran, tespit tamponunda yikama isleminden
sonra, renk tamponunda renk olusumu gozleninceye kadar karanlikta birakildi. Renk

olusumu tamamlandiktan sonra, membran tarandi ve kaydedildi.



3. BULGULAR

3.1. Viriislerin Uretimi ve Saflastirllmasi

Tez caligmasi sirasinda kullanilacak viriislerin iiretimi i¢in, Ld652 hiicre kiiltiirii
kullanildi. Yaban tip ile aymi oOzellikleri gosteren ve kontrol olarak kullanilacak
AmAshp/gfp ve protein kinaz geni ¢ikartilmis rekombinant vAmApk/gfp viriislerinin
Ld652 hiicre kiiltiiriine enfeksiyonlari yapildi. Enfekte edilmis hiicreler 28 °C’de
enfeksiyon belirtileri gézleninceye kadar bekletildiler. Enfeksiyondan 3 giin sonra hem
AmAshp/gfp hem de AmApk/gfp viriisleri ile enfekte olmus hiicrelerin igerisinde,
enfeksiyona has belirgin graniillerin ve niikleus kararmalarinin olustugu goézlendi.
Hiicrelerin %100 oraninda enfekte oldugu gozlenince (7-8 giin sonra), her bir farkli viriisle
enfekte edilen hiicre sivilari toplandi ve 2.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen virlis siispansiyonlart kullanilarak deneysel islemler sirasinda kullanilacak viriis
stoklar1 tiretildi. AmAshp/gfp’ye ve AmApk/gfp’ye ait viriis stoklarinin konsantrasyonlart,
EPDA metodu ile yapilan hesaplamaya gore tespit edildi.Elde edilen viriis siispansiyonlari
kullanarak, 60 gozlii hiicre kiiltiir kaplarinda yapilan enfeksiyonlardan elde edilen sonuglar,
istatistiksel temele dayanan EPDA formiiliine gore hesaplandi. Yapilan hesaplamaya gore,
AmAshp/gfp ve AmApk/gfp konsantrasyonlar1 sirasiyla 10,37x107 pfu/ml ve 2,37x10’
pfu/ml olarak belirlendi. Viriis stoklari, 151k almayacak sekilde 4 °C’de muhafaza edildi.

3.2. Serin/Treonin Protein Kinazin Trans-Aktivasyonunda Rol Alan Protein
veya Proteinlerin Belirlenmesi

3.2.1. Yaban Tip AMEY ile Enfekte Ld652 Hiicrelerinden Toplam Sitoplazmik
Protein izolasyonu

15 adet T-75 hacimli Ld652 hiicresi igeren flask yaban tip AMEV ile enfekte
edilirken, 5 adet Ld652 hiicresi i¢ceren T-75 hacimli flask kontrol olarak kullanildi. Daha
once yapilan ¢alismalarda pk gen transkripsiyonunun Ld652 hiicre kiiltiiriinde enfeksiyonu
takip eden 2. ve 4. saatler arasinda basladigi tespit edilmisti. Bu bilgiye dayanilarak enfekte
olmus ve olmamis hiicrelerden 5 tanesinden 4. saatte, diger 5 tanesinden 24. saatte, son 5

tanesinden de 48. saatte ProteoJET Sitoplazmik ve Niiklear Protein Ekstraksiyon Kkiti
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(Fermentas) kullanilarak toplam stoplazmik protein izolasyonu yapildi. Bradford metoduna
gore (1976) Ld652 hiicrelerinden 4. saatte izole edilen proteinlerin konsantrasyonu 0,153
ng/ul, WtAMEV ile enfekte Ld652 hiicrelerinden 4., 24., ve 48. saatlerde izole edilen
proteinlerin konsantrasyonlar: sirasi ile 0,198 ng/ul, 0,142 ng/ul ve 0,181 ng/ul’dir. Yaban
tip AMEV pozitif kontrol olarak diger proteinler ile jele yiiklendi ve SDS-PAGE yapildi.
Yiritiilen jelin bir kopyasi, ‘Coomassie Brillant Blue (R-250)’ boyama yontemine gore
boyand1 (Sekil 4). Boyama sonucuna gore, yaban tip AMEYV ile enfekte hiicrelerden farkli
saat dilimlerinde izole edilen proteinlere ait bantlar ve Ld652 hiicrelerinden izole edilen
protein bantlar1 arasinda farklilik gozlemlenmedi. Pozitif kontrol olarak kullanilan

AMEV’deki protein bantlarinin farkli oldugu sonucuna varildi

M 4sa 24sa  48sa AMEV Ld

170kDa

130kDa ——

100kDa —— s 4 > o

70kDa —— W L b é

55kDa —— W 8 “ t ‘

40kDa — -

35kDa ——

ZSkD& — L “ 4

].SkDa — - — B - — —
10kDa ——

Sekil 4. Enfekte ve kontrol Ld652 hiicrelerinin SDS-PAGE protein profilleri.
M: Markiri, Rakamlar: Yaban tip AMEV ile enfeksiyon sonundaki
protein ekstraksiyon zamanlarimi, AMEV: Sadece viriisli, Ld:
Enfekte olmamis hiicreleri gostermektedir.

3.2.2. South-Western Analizi

Yiiriitiilen jelin bir kopyas1 blotlama islemi i¢in kullanildi. Blotlama islemi bittikten
sonra DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I kullanilarak isaretli prob
ile hibridizasyon yapildi. Hibridizasyon sonrasinda prob ile hibritlesen bes protein bandi

belirlendi (Sekil 5). Bu protein bantlarinin yaklasik 50 kDa, 38 kDa, 35 kDa, 37 kDa, 16
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kDa agirliginda olduklar1 belirlendi. Hibritlesmenin yaban tip AMEV’de olmayip viriisle
enfekte hiicrelere ait proteinlerde ve hiicreye ait proteinlerde olmasi pk geninin
transaktivasyonunda rol oynayan proteinlerin viriis kokenli degil hiicre kokenli oldugunu

gostermistir.

M 4sa  24sa  48sa AMEV Ld

100 kDa
70 kDa

55 kDa

40 kDa

35 kDa

25 kDa

15 kDa

Sekil 5. South-Western Analizi. M: Markiri, Rakamlar: Yaban tip AMEV ile
enfeksiyon sonundaki protein ekstraksiyon zamanlarini, AMEV: Sadece
viriisii, Ld: Enfekte olmamis hiicreleri gostermektedir.

3.3. 2D- Jel Elektoforezi

Hibridizasyon sonucunda, AMEV protein kinaz geninin aktivasyonundan sorumlu 5
farkli protein oldugu belirlenmesine ragmen membran iizerindeki her bir bant, ayn1 agirliga
sahip birden fazla proteinden olusabilir. Aym agirliktaki protein bantlarini ayirmak i¢in en
ideal yontem, proteinlerin elektriksel bir ortamda net yiiklerine gore ayrilmasindan sonra
bu kez de aym proteinlerin agirliklarina goére ayrilmasi metodu olan iki boyutlu jel
elektroforezi (2-D elektroforez) yapildi. Mevcut jel tinitesinin genigligi 11 cm’den kiigiik
oldugu igin, her bir serit ikiye kesilerek ayni zamanda yiiriitiildii. Bunun sonucunda,
AMV197 kodlu ORF tarafindan sentezlenen protein kinazin, Ld652 hiicreleri tarafindan
iiretilen, trans-aktivator proteinlerinden pH’s1 5-8 olan protein bulunmamaktadir. Boylece,

Sekil 6’de belirlenen 5 proteinin AMEV protein kinaz enziminin transkripsiyonundan
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sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Ancak, 3-6 ve 7-10 pH’lart i¢in yapilan deneylerden

blotlama ve renklendirme islemlerinde yasanan sorunlardan dolayi sonug alinamadi.

1 pH 5-8 M
<«— 260 kDa
<«— 160 kDa
<«—110kDa
<«— 60 kDa

~50 kDa —>
~38kDa —» <«— 40 kDa
~35kD

“ «—30kDa
~27kDa —»
~16kDa —» <«—20KkDa

Sekil 6. AMEV protein kinaz trans-aktivatorlerinin pH 5-8 aras1 2D jel elektroforezi.
1: Ld652+AMEV, M: Markir

3.4. Farkh Hiicre Kiiltiirlerinde AmApk/gfp’nin Replikasyon Ozellikleri

3.4.1. Farkh Hiicre Kiiltiirlerinin AmApk/gfp ile Enfeksiyonu ve Meydana
Gelen Sitopatik Etkiler

Yaban tip viris ile aymi replikasyon Ozelligine sahip olan kontrol viriisiin
(AmAsph/gfp) Ld652 hiicrelerinde replikasyonu kontrol olarak kullanilip rekombinant
viriisiin (AmApk/gfp) Ld652, Bm ve Sf9 hiicrelerindeki replikasyon o6zellikleri ortaya
c¢ikarildi. Hiicreler enfeksiyondan sonra 24 saat araliklarla mikroskopta incelendi. Meydana
gelen sitopatik etkiler ve GFP iiretimi kaydedildi.

Ld652 hiicrelerinin AmAsph/gfp ve AmApk/gfp ile enfeksiyonunda enfeksiyondan
24 saat sonra her iki viriisle de enfekte olan hiicrelerde enfeksiyon belirtisine rastlandi.
GFP iiretimi (Sekil 7) Auxovert florasan inverted mikroskopta gozlemlendi. Enfeksiyonun

devaminda 48. ve 72. saatlerde hiicrelerin graniillesmeleri, irilesmeleri ve GFP fiiretimi
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artarak devam etti. 96. saatte hiicrelerin tabandan koptu ve buna bagl olarak GFP iiretimi
azald1 (Sekil 8).

Sf9 (Sekil 9) ve Bm (Sekil 11) hiicrelerinin AmAsph/gfp ve AmApk/gfp ile
enfeksiyonunda her iki viriis i¢inde 24. saatte herhangi bir enfeksiyon belirtisine
rastlanmadi1 ve GFP (Sekil 10-12) iiretimi goriilmedi. Enfeksiyonun devaminda 48. saatten
itibaren enfektiyon belirtileri gozlemlendi. Hiicrelerde irilesme ve graniillesmeler devam
etti. 96. saattede enfeksiyon belirtileri iyice artti, hiicreler tabandan koparak pargalandigi
ve GFP iiretiminin azaldig1 gézlemlendi.

Enfeksiyon belirtilerinin ortaya ¢iktig1 hiicrelerin (Sf9, Ld652, Bm ) iist sivilari ayri
ayr1 alindi1 ve ana konak olan Ld652 hiicreleri yeniden ayni hacimde alinan bu sivilarla
enfeksiyona maruz birakildi (Sekil 13). Bu hiicrelerin tiimiinde enfeksiyon tespit edildi.
Bu yiizden, caligmada kullanilan Ld652, Sf9 ve Bm hiicrelerinin, AmAsph/gfp /
AmApk/gfp ile enfeksiyona uygun konak bocek hiicre kiiltiirleri oldugu ve yaban tip
AMEV’den pk geninin silinmesinin hiicrelerdeki sitopatik etkileri degistirmedigi

anlagilmistir.



Ld652 (Kontrol konak)

24 Saat

48.Saat

72.Saat

96.Saat
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Ld652 + AmAsph/gfp

24.Saat

48.Saat

72.Saat

96.Saat

Ld652 + AmApk/gfp

24 Saat

48.Saat

72.Saat

96.Saat

Sekil 7. AmAsph/gfp ve AmApk/gfp ile enfekte olan Ld652 hiicreleri
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Ld652 (Kontrol konak) Ld652+AmAsph/gfp Ld652+ AmApk/gfp

24.Saat

48.Saat % 48.Saat 48.Saat

72.Saat « 72.Saat

Sekil 8. AmAsph/gfp ve AmApk/gfp ile enfekte olan Ld652 hiicrelerinde GFP ifadesi



Sf9 (Kontrol Konak)

24.Saat

48.Saat

72.Saat

96.Saat
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Sf9+AmAsph/gfp

24.Saat

48.Saat

72.Saat

96.Saat

Sekil 9. AmApk/gfp ve AmAsph/gfp ile enfekte olan Sf9 hiicreleri

Sf9+AmApk/gfp

24.Saat

48.Saat

72.Saat

96.Saat
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Sf9 (Kontrol konak) Sf9+AmAsph/gfp SfO+AmApk/gfp

48.Saat ' 48.Saat ' 48.Saat

72.Saat ; 72.Saat ' ‘ 72.Saat

96.Saat 06.Saat . 96.Saat

Sekil 10. AmAsph/gfp ve AmApk/gfp ile enfekte olan Sf9 hiicrelerinde GFP ifadesi



Bm (Kontrol konak)

24.Saat

48.Saat

72.Saat

96.Saat
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Bm+AmAsph/gfp

24.Saat

48.Saat

72.Saat

96.Saat

Bm+AmApk/gfp

24 Saat

48.Saat

72.Saat

96.Saat

Sekil 11. AmApk/gfp ve AmAsph/gfp ile enfekte olan Bm hiicreleri



36

Bm (Kontrol konak) Bm+AmAsph/gfp Bm+AmApk/gfp

24 .Saat 24.Saat

48.Saat 48.Saat

72.Saat + 72.Saat 72.Saat

96.Saat 96.Saat 96.Saat

Sekil 12. AmAsph/gfp ve AmApk/gfp ile enfekte olan Bm hiicrelerinde GFP ifadesi



Bm Sf9

AmAsph/gfp

AmApk/gfp

Sekil 13. Sf9 ve Bm hiicrelerinde tiretilen viriislerin Ld652 hiicrelerinde GFP tiretimi

3.4.2. AmApk/gfp ile Enfekte Farkh Hiicre Kiiltiirlerinde Uretilen Viriis Miktari

3.4.2.1. AmApk/gfp ile enfekte Ld652 Hiicrelerinde Uretilen Viriis Miktar:

Enfeksiyondan sonraki 0., 12., 24., 48., 72., 96. ve 120. saatlerde hem AmApk/gfp
hemde AmAsph/gfp (kontrol) enfekte hiicrelerden kiiltiir besiyeri alind1 ve ihtiva ettikleri
viriis konsantrasyonu EPDA ile belirlendi. Enfeksiyondan 0 saat sonra hiicrelerde 10°
seviyelerinde temel bir titer belirlendi. Her iki viriis i¢in viriis iiretimi enfeksiyondan 12
saat sonra bagladi. Yaban tip viriis miktar1 rekombinant viriise gore tiim saat dilimlerinde
daha fazla iiretildi ve bu fark yaklasik 96. saatte maksimum seviyeye ulasti (Sekil 14).
Protein kinaz geninin genomdan silinmesinin Ld652 hiicrelerinde yaban tipe gore yaklagik

bir buguk kat viriis enfektivitesini azalttig1 sonucuna ulagildi.
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Sekil 14. AmApk/gfp ve AmAsph/gfp’nin Ld652 hiicrelerinde ¢ogalma kinetigi

3.4.2.2. AmApk/gfp ile enfekte Sf9 Hiicrelerinde Uretilen Viriis Miktar

Enfeksiyondan sonraki 0., 12., 24., 48., 72., 96. ve 120. saatlerde hem AmApk/gfp
hemde AmAsph/gfp (kontrol) enfekte hiicrelerden kiiltiir besiyeri alindi1 ve ihtiva ettikleri
viriis konsantrasyonu EPDA ile belirlendi. Enfeksiyondan 0 saat sonra hiicrelerde 10°
seviyelerinde temel bir titer belirlendi. Her iki viriis i¢in viriis tretimi enfeksiyondan 12
saat sonra basladi. Yaban tip virlis miktar1 rekombinant viriise gore tiim saat dilimlerinde
daha fazla iretildi ve bu fark yaklasik 96. saatte maksimum seviyeye ulasti (Sekill5).
Protein kinaz geninin genomdan silinmesinin Sf9 hiicrelerinde yaban tipe gore viriis

enfektivitesini yaklagik bes kat azalttig1 sonucuna ulasildi
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106 pfu/mi
©

30 24 48 72 96 120

Sekil 15. AmApk/gfp ve AmAsph/gfp’nin S9 hiicrelerinde ¢ogalma kinetigi

3.4.2.3. AmApk/gfp ile Enfekte Bm Hiicrelerinde Uretilen Viriis Miktar1

Enfeksiyondan sonraki 0., 12., 24., 48., 72., 96. ve 120. saatlerde hem AmApk/gfp
hem de AmAsph/gfp (kontrol) enfekte hiicrelerden kiiltiir besiyeri alindi ve ihtiva ettikleri
viriis konsantrasyonu EPDA ile belirlendi. Enfeksiyondan 0 saat sonra hiicrelerde 10°
seviyelerinde temel bir titer belirlendi. Her iki viriis i¢in viriis tretimi enfeksiyondan 12
saat sonra basladi. Yaban tip virlis miktar1 rekombinant viriise gore tiim saat dilimlerinde
daha fazla iretildi ve bu fark yaklasik 96. saatte maksimum seviyeye ulasti (Sekil 16).
Protein kinaz geninin genomdan silinmesinin Bm hiicrelerinde yaban tipe gore viriis

enfektivitesini azalttig1 sonucuna ulasildi.
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Sekil 16. AmApk/gfp ve AmAsph/gfp’nin Bm hiicrelerinde ¢ogalma kinetigi

Ld652, Sf ve Bm hiicreleri i¢in en fazla viriis tiretiminin oldugu olan enfeksiyondan

sonra 96. saatte tretilen viriis miktar1 degerleri ile viriis gogalma egrisi ¢izildi (Sekil 17).

Rekombinant ve yaban tip viriis i¢in ana konak olan Ld652 hiicresinden sonra viriislerin en

iyi cogaldig1 konak Bm hiicre kiiltiirii olarak belirlendi.

30 7 NN
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Ld652 Sf9 Bm

Sekil 17. AmApk/gfp ve AmAsph/gfp
hiicrelerindeki viris tretimi

ile enfekte Ld652, Sf ve Bm
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3.4.3. Farkh Hiicre Kiiltiirlerinde AmApk/gfp’nin DNA Replikasyonu

Rekombinant viriisiin DNA replikasyonu, slot-blot Hibridizasyonu yontemi ile DIG
High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit | (Roche) kullanilarak belirlendi.
Replikasyon isleminde hem AmAshp/gfp (pozitif kontrol) hemde AmApk/gfp kullanildi.
Ld652, Bm ve Sf9 hiicrelerinde DNA replikasyonu incelendi. Bu yiizden, hibridizasyon
islemi igin, her iki tip viriis i¢in de gegerli olan prob se¢ildi. Her bir viriisten, 0., 12., 24.,
48., 72., 96. ve 120. saatlerde alinan hiicre lizati onekleri membrana emdirildi.
Membrandaki DNA’larin, doner durumdaki uygun sicaklik sayesinde, isaretli prob ile
hibridizasyonu saglandi. Membranin renklendirme islemi tamamlandiktan sonra, slot-blot
hibridizasyonundan elde edilen sonuclar kaydedildi.

Sonuglara gore, Ld652 hiicrelerinde hem yaban tip ile aymi Ozellikleri gosteren
AmAshp/gfp’de hem de protein kinaz geni bakimindan kusurlu AmApk/gfp’de, viral DNA
replikasyonu ilk olarak enfeksiyondan sonra 12. saatte goriilmeye basladi ve 24. saatte
replikasyon daha da yogunlasarak devam etti. Protein kinaz geninin ¢ikarilmasi konak olan
Ld652 hiicrelerinde yaban tip viriis ile karsilastirildiginda DNA replikasyon saati
bakimindan farklilik gostermedi (Sekil 18).

0 12 24 48 72 96 120 DNA

AmAsph/gfp !

Ld652

AmApk/gfp

Sekil 18. Ld652 hiicrelerinde virlis DNA replikasyonu. Rekombinant AmApk/gfp’nin
DNA replikasyonu, Slot-Blot Hibridizasyonu yontemi kullanilarak, Ld652
hiicrelerinde AmAsph/gfp ile karsilastirildi. Rakamlar enfeksiyon sonrasi 6rnek
alinan saatleri gostermektedir.



42

Sf9 hiicrelerindeki sonuglara gore, AmAshp/gfp’de viral DNA replikasyonu ilk
olarak enfeksiyondan sonra 48. Saatte goriilmeye basladi 72.saatte replikasyon daha da
yogunlasti. Buna ragmen, AMV197 bakimindan kusurlu olan AmApk/gfp i¢in kullanilan
orneklerde, ilk DNA replikasyonu AmAshp/gfp’ye gore 12 saat daha erken ve 24. saatte
belirlenmeye basladi (Sekil 19).

0 12 24 48 72 96 120 DNA

AmAsph/gfp

AmApk/gfp

Sekil 19. Sf9 hiicrelerinde viriis DNA replikasyonu. Rekombinant AmApk/gfp’nin DNA
replikasyonu, Slot-Blot Hibridizasyonu yontemi kullanilarak, Sf9 hiicrelerinde
AmAsph/gfp ile karsilastirildi. Rakamlar enfeksiyon sonrasi 6rnek alinan saatleri
gostermektedir.

Slot-blot deneyinin sonucuna goére, AmAsph/gfp ve AmApk/gfp viriislerin Bm
hiicrelerindeki DNA replikasyonu, 24. saatte kontrol Ld652 hiicre kiiltiiriindekine gore 12
saat daha gec baglamistir (Sekil 20).
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AmApk/gfp

Sekil 20. Bm hiicrelerinde viriis DNA replikasyonu. Rekombinant AmApk/gfp’nin DNA
replikasyonu, Slot-Blot Hibridizasyonu yontemi kullanilarak, Bm hiicrelerinde

AmAsph/gfp ile karsilastirildi. Rakamlar enfeksiyon sonrasi 6rnek alinan saatleri
gostermektedir.



5. TARTISMA

Poksvirtislerin bir ¢ok genine dair ¢ok fazla bilgi olmasmna ragmen, protein
kinazlarla ilgili sinirli miktarda bilgi bulunmaktadir. Poksviriis protein kinazlariyla ilgili ilk
calismalar, vaksinya virilis grubuna ait BIR (Rempel ve Traktman, 1992; Lin vd.,1992) ve
F10L (Lin ve Broyles, 1994) protein kinazlarma aittir. Bu ¢alismalar1, diger poksviriis
protein kinazlariyla Fowlpoks viriis (FWPV-pk, Poxviridae; Afonso vd., 2000) Myksoma
viriis (MYXV-pk, Poxviridae; Cameron vd., 1999), Molluscum contagiosum viriis alt tip 1
(MOCV1-pk, Poxviridae; Senkevich vd., 1996) ve Variola major viriis (VARV-pK,
Poxviridae; Massung vd., 1993) ile ilgili ¢alismalar takip etmistir. Yapilan bir ¢alismada,
Amsacta moorei entomopoksviriis (AMEV)’tin  AMV197 kodlu agik okuma zincirine ait
genin, protein kinaz motifleri tespit edilmistir (Muratoglu, 2010). Ayrica, transkripsiyon
zamani ve transkripsiyon smift ile genin 5°/3” uclarindaki proteine doniismeyen
bolgelerinin siras1 belirlenmistir. Gen bakimindan kusurlu viriis tiretilmis (AmApk/gfp) ve
bu genin yaban tip viriisiin replikasyonu tizerindeki etkisi arastirilmistir (Muratoglu, 2010).
Yine yapilan bir calismada, sferoidin proteini yerine, 28 kDa’luk GFP proteini iireten
rekombinant viriisiin (AmAshp/gfp) yaban tip ile ayn1 replikasyon 6zelligine sahip oldugu
belirlenmistir (Palmer vd., 1995).

Protein kinaz geninin viriis replikasyonu iizerindeki etkisini belirlemek i¢in, DIG
isaretleme sistemiyle isaretlenmis prob ile birlikte Slot-Blot Hibridizasyon yontemi
kullanildi. Daha O©nceden ayni yontem ile gerceklestirilen, AMEV’ye ait DNA
replikasyonu calismalarinda, AMEV DNA’sinin enfeksiyondan sonraki yaklagik 9. saatte
replike oldugu rapor edilmistir (Winter vd., 1995). Yaklasik 23. saatte en yiiksek seviyeye
ulasan DNA replikasyonu, bu saatten itibaren azalmistir (Winter vd., 1995). Muratoglu
tarafindan yapilan ¢alismada ise, AmApk/gfp DNA replikasyonunun Ld652 hiicrelerinde
ilk kez 12. saatte goriilmeye baslamasi, c¢alismada kullanilan DIG ile isaretleme
yonteminin hassasiyetiyle ilgili bir sorundur. Ancak buna ragmen rekombinant viriisiin
DNA replikasyonunun, kontrol virtislerin DNA (18. saatte) replikasyonuna gore daha
erken meydana geldigi belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismada ise her iki bulgunun aksine,
hem AmApk/gfp hem de AmAsph/gfp viriislerinin Ld652 hiicrelerinde DNA

replikasyonunun 12. saatte basladigi sonucuna varildi.
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AMEYV i¢in E. acrea (BTI-EAA) (Granados ve Naughton, 1975) ve L. dispar
(IPLB-Ld652) hiicre suslari (Goodwin vd, 1990) iiretken Suslar olarak tespit edilmistir.
AMEV’nin Spodoptera frugiperda (Sf9) hiicrelerinde replike oldugu da gosterilmistir
(Aloui vd., 1990). Li vd. (1997) lacZ igeren rekombinant AMEV iiretmis ve bu viriisiin
bocek L.d652 ve omurgali CV-1 hiicrelerindeki replikasyon ozelliklerini aragtirmiglar.
DNA replikasyonun belirlenmesinde dot blot yéntemi kullamlmistir. Uretilen viriis
miktarini ise Ld652 hiicrelerinde plak assay yaparak belirlemisler. Bu ¢alismaya benzer
sekilde, tez kapsaminda AmApk/gfp viriisiin ana konak olan Ld652 disindaki Sf9, Bm
hiicrelerindeki DNA replikasyonu belirlenerek yaban tip viriis ile karsilagtirildi. DNA
replikasyonu slot-blot teknigi kullanilarak arastirildi. Yapilan arastirmalara gore slot blot
ve dot blot tekniginin tek farki blot geometrisidir (Brown 2001). Sonug olarak slot blot
teknigi kullanilarak rekombinant viriisiin DNA replikasyonu, yaban tip viriisiin replike
oldugu bu ii¢ hiicre hattinda da gergeklestigi belirlendi.

Rekombinant viriislerin belirlenmesine yonelik calismalarda gfp proteini genellikle
rekombinant virlislerin takibi ve belirlenmesi asamasinda kullanilir. Popov vd. (2009)
tarafindan yapilan bir ¢alismada rekombinant vaksinya virlis olusturulmus ve gfp markir
gen olarak kullanilmasi buna sadece bir 6rnektir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismada, daha 6nceden olusturulan rekombinant viriisiin
konsantrasyonu yaban tip ile karsilastirildi. Biinyelerinde gfp genini bulunduran viriislerin
EPDA yontemi kullanilarak florasan mikroskop altinda goriilmesi ile karsilastirma yapildi.
Cok fazla sayida ornek ve saat dilimi olmasi plak assay yerine EPDA metodunu
kullanmamiza neden oldu. Yapilan deney sonucunda Ld652, Bm ve Sf9 hiicrelerinde
tiretilen her iki wvirlis arasinda konsantrasyon farki belirlendi. AmApk/gfp’nin
enfektivitesinin, kontrol viriise gore (her iic hiicre i¢inde) azaldigi belirlenmistir. Bu
sonuglara gore, pk geni virlis replikasyonu i¢in zorunlu olmamakla birlikte, bu genin
genomdan silinmesi durumunda, viriisiin enfektivitesinin azaldig: tespit edilmistir. Bm ve
S19 hiicrelerinde iiretilen her iki viriisiin de AMEYV i¢in ana konak olan L.d652 hiicrelerinde
tekrar replike olup olamadigina bakilarak kesin sonuca gidildi. Viriisiin replike olacagi
konagi hangi mekanizmaya gore segtigi konusundaki calismalar protein-protein
interaksiyon caligsmalari ile netlik kazanabilir.

AMEV’nin biyoinformatik analizlerine goére, AMV153 kodlu bir genin de bir
serin/treonin protein kinaz oldugu varsayilmaktadir (Bawden vd., 2000). Bu gen iizerinde

yapilmis heniiz higbir calisma yoktur. Muhtemelen, AMV197 geni silinen viriiste
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(AmApk/gfp), AMV153 kodlu gen, AMV197 kodlu genin eksikligini telafi edecek sekilde
gorev yapmaktadir. Bu yilizden, AmApk/gfp viriis i¢in viriis {iretiminde azalma olmakla
beraber, viriisiin hiicre kiiltliriindeki replikasyonunun mevcudiyeti, bu silinme isleminden
etkilenmemis olabilir (Muratoglu, 2010).

Yapilan literatiir taramasinda, vaksinya viriis erken gen transkripsiyonunda
ATP’nin 6nemli rol oynadigi ve vaksinya virlise ait erken transkripsiyon faktorlerinin
viriisiin 6z bolgesinden izole edildigi belirtilmektedir (Broyles ve Moss, 1988). Flint ve
Shenk (1997) tarafinda yapilan bir yayinda poksviriislere ait vaksinya viriis ailesinde 6zel
niiklesik asit dizisine baglanma yetenegi olan viral transkripsiyonel regiilatorlerden
bahsedilmis ve bunlarin vaksinya viirlis erken transkripsiyon faktorleri (VETF) oldugu
belirtilmistir. Daha sonra Broyles (2003) tarafindan yaymlanan bir derlemede
VETF’lerinin A7L geni tarafindan kodlanan 82 kDa’luk ve D6R geni tarafindan kodlanan
70kDa’luk proteinler oldugu belirlenmis. Gerson ve Moss (1990), A7L erken
transkripsiyon faktoriiniin vaksinya virlis ge¢ genlerinden sentezlendigini belirtilmis.
Broyles ve Fester (1990) tarafindan yapilan ¢alisma D6R erken transkripsiyon faktoriiniin
vaksinya viiriis genomundan sentezlendigini gostermektedir.

Broyles (2003) tarafindan yayimlanan derlemeye gore, erken transkripsiyonda
gorevli proteinler sadece viriis kokenlidir. Erken transkripsiyonun baslamasimi ve
sonlanmasin1 saglayan faktorlerin konaga ait olduguna dair hicbir kanit yoktur. Erken
genlerin aksine bu durum ara ve geg genler i¢in farklidir. Bu genlerin hem baglangicta hem
de sonlanmada Odiing olarak konak hiicrenin proteinlerini kullandigr goriilmiistiir.
Broyles’e gore bu farkliligin nedenleri zamandir. Konak proteinlerinin kullanilmasi
transkripsiyon zamanindan etkilenebilir. Ara ve ge¢ genlerin transkripsiyonu DNA replike
olmadan gergeklesmez. Sitoplazmada yeterli miktarda DNA birikmesi ile konak proteinleri
kullanilabilir. Ornegin, vaksinya viriis ara transkripsiyon faktdrlerinden YY1  konak
proteinidir (Broyles vd., 1999). Aymi sekilde vaksinya virlis ge¢ transkripsiyon
faktorlerinden VLTF-X A2/B1 ve RBM3 konak genlerinin tirtintidiir (Wright vd., 2001).

Tez kapsaminda Serin/Treonin pk geninin trans-aktivasyonunda rol alan trans-
aktivator proteinlerin belirlenmesine yonelik c¢aligmalar yapildi. Muratoglu (2010)
tarafindan yapilan ¢alismada hem DNA sentez inhibitorii hem de protein sentez inhibitori
varliginda meydana geldigi belirlendi. Bu deneyin sonucu olarak AMV197 kodlu genin
erken siifa ait genlerden oldugu tespit edildi. Yapilan bu ¢alismada yaban tip AMEYV ile
enfekte Ld652 hiicrelerinden Muratoglu tarafindan yapilan calisma dikkate alinarak 4.
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saatte toplam sitoplazmik protein izolasyonu yapildi. Ayrica tamamen kontrol amagli
enfekte hiicrelerden 24. ve 48. saatlerde, Ld652 hiicrelerinden 4. saatte stoplazmik protein
izolasyonu yapildi. Bu proteinlerin timii ve saf AMEV jele yiiklenerek SDS-PAGE
yapildi. Jeldeki proteinlerin, dizayn ettirilen prob ile hibridizasyonu saglanarak, 5 tane
protein bandinin hibridizasyonu belirlendi. Bu bes bandin yaban tip AMEV harig, diger
tim proteinlerde goriilmesi, bize hibritlesen proteinlerin pk geninin transaktivasyonunda
rol oynayan proteinlerin viriis kokenli degil hiicre kdkenli oldugunu gosterdi. Broyles’in
aksine, Amsacta moorei entomopksviriis serin/treonin protein kinaz  geninin
transkripsiyonunun bes farkli hiicresel protein (50 kDa, 38 kDa, 35 kDa, 27 kDa, 16 kDa)

tarafindan trans-aktive edildigi belirlendi.



5. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasi sonucunda, AMEV’nin AMV197 kodlu ORF’sine ait genin, konak
seciciligindeki rolii ve regiilasyonu belirlenmistir. Daha onceki ¢alismalarda {iretilen bu
gen bakimindan kusurlu virlisiin yaban tip viirise gore farkli hiicrelerde DNA
replikasyonu tizerindeki etkisi ve enfektivitesi belirlenmistir. Ayrica bu genin trans-

aktivasyonunda rol oynayan proteinler arastirilmistir.

1. AMV197 kodlu ORF’ye ait serin/treonin  protein  kinaz  geninin
transaktivasyonunda rol alan proteinler belirlendi.

a. SDS-PAGE ile yapilan protein profili karsilastirmasinda hiicre proteinleri
(4.saat) ve yaban tip viris (AMEV) enfeksiyonu sonucu elde edilen
proteinlerin (4., 24., 48. saat) protein sentez profilinde herhangi bir farklilik
tespit edilemedi. Pozitif kontrol olarak kullanilan AMEV’de ilave bantlar tespit
edildi.

b. Hibridizasyon sonucu tiim saat dilimlerinde hem hiicreden hemde yaban tip
viriisle enfekte edilen hiicreden izole edilen protein bantlarinda bu gene ait,
prob ile hibritlesen yaklasik 50 kDa, 38 kDa, 35 kDa, 27 kDa, 16 kDa
agirhiginda ortak 5 protein bandi tespit edildi.

c. Hibritlesemenin yaban tip AMEV’de olmayip hem viriisle enfekte hiicrelere
hem de enfekte olmayan hiicreye ait proteinlerde olmasi pk geninin trans-
aktivasyonunda rol oynayan proteinlerin viriis kokenli degil hiicre kokenli
oldugunu gosterdi.

2. Kontrol  (AmAshp/gfp) ve rekombinant  (AmAshp/gfp)  virlis  stok
konsantrasyonlar1 EPDA metodu ile sirasiyla 10,37x107 pfu/ml ve 2,37x10’
pfu/ml olarak belirlendi.

3. Ld652 hiicrelerinde iiretilen rekombinant virlis miktarinda kontrole gore yaklasik
1,5 kat azalma belirlendi.

4. S9 hiicrelerinde iiretilen rekombinant virlis miktarinda kontrole gore yaklasik 5
kat azalma belirlendi.

5. Bm hiicrelerinde {iretilen rekombinant viriis miktarinda kontrole gore yaklasik 1,7

kat azalma belirlendi.
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6. Daha onceden olusturulan rekombinant AmApk/gfp viriis ile AmAsph/gfp viriis
DNA replikasyonu ve enfektivite bakimindan Kkarsilastirildi. Karsilastirma
sonucunda;

a. Ld652 hiicrelerinde viral DNA replikasyonununun hem kontrol viriiste hemde
rekombinant viriiste 12. saatte meydana geldigi tespit edildi. Her iki viriistede
GFP ifadesi 24. saatte belirlendi.

b. Sf9 hiicrelerinde viral DNA replikasyonunu rekombinant viriiste 24. saatte
meydana gelirken kontrol viriiste 48. saatte meydana geldigi tespit edildi. Her
iki viriiste de GFP ifadesi 48. saatte belirlendi.

c. Bm hiicrelerinde viral DNA replikasyonunu hem kontrol viriiste hem de
rekombinant viriiste 24. saatte gergeklestigi sonucuna varildi. Her iki viriiste de

GFP ifadesi 48. saatte gozlemlendi.



6. ONERILER

Bu ¢alismada, AMEV’in AMV197 kodlu geninin transkripsiyonunun aktivasyonunu
saglayan proteinler Ve bu genin farkli konaklar iizerindeki enfektivitesine etkisi ve DNA
replikasyonu belirlendi. Calisma sonuglarindan hareketle, gelecek ¢alismalara yonelik

olarak asagidaki hususlar belirlenmistir.

1. AMV197°nin transkripsiyonunu aktive ettigi dugiiniilen bes hiicre kokenli
proteinin ileri seviyede analizleri yapilip hangi proteinler oldugu belirlenebilir.

2. Sonuca ulasilamayan pH araliklar i¢in 2D jel elektroforezi tekrarlanip, sonuglar
degerlendirilerek proteinlerin pH’lar1 belirlenebilir.

3. Sf9 hiicre kiiltiirlerinde verimin diisiik olmasina neden olan viral/hiicresel

faktorler arastirilabilir.
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