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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

CHILO IRIDESCENT VIRUS’E AIT 337L VE 295L GENLERININ IFADESI VE
PROTEINLERININ BIRBIRLERIYLE ETKILESIMLERI

Eray KUCUK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. ismail DEMIR
2014, 66 Sayfa

Chilo Iridescent Virlis (CIV) Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera ve
Orthoptera ordolarina ait ¢ok sayida bocegi enfekte eden genis konak spektrumuna sahip
bir bocek viriistidiir. CIV virionlart endositosis ile konak hiicrelerine girer ve viral genom
bir sinyal ile nukleusa yonlendirilir. CIV 337L geni a¢ik okuma zinciri (412 amino asit)
glikoprotein hormonu beta zincir sinyalini ve 295L geni a¢ik okuma zinciri (1343 amino
asit) ise iki yonlii niikleer lokalizasyon sinyalini kodlamaktadir. Askoviriislerde bulunan,
337L proteininin homologlar1 ile yapilan g¢alismalar, bu proteinin viral enfeksiyonun
baslayabilmesi i¢in konak hiicreye tutunmay1 sagladigini gostermistir. 295L proteininin
diger Frog Viriis 3 (FV3)’te bulunan homologu ile yapilan ¢alismada ise bu proteinin viral
genomun niikleusa iletilmesinde rol oynadigi tespit edilmistir. Bu iki proteinin
etkilesimleri viral enfeksiyonun hizli ve verimli bir sekilde gerceklesmesi agisindan
onemlidir. Bu caligmada, 337L HA-taq ve 295L His-taq igerecek sekilde Bac-to-Bac
ekspresyon sisteminde Spodoptera frugiperda (Sf9) hiicrelerinde ifade edildi. Yapilan
Western Blot analizleriyle 337L’ye ait proteinin yaklasik 46 kDa ve 295L ye ait proteinin
ise yaklasik 95 kDa oldugu belirlendi. Pull down analizi ile 337L ve 295L proteinleri
arasindaki etkilesim, HA antikorlar1 kullanilarak Western Blot ile analiz edildi ve 46
kDa’luk bant gosterildi. Sonug¢ olarak, saflagtiritlan 295L°ye baglanarak 337L’nin de

saflastirildigini ve boylece 337L ve 295L gen iiriinleri arasindaki etkilesim kanitladi.

Anahtar Kelimeler: 337L, 295L, Pull Down, Protein Etkilesimi, CIV
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Master Thesis

SUMMARY

PROTEIN INTERACTION AND EXPRESSION OF 337L ORF AND 295L ORF
BELONGS TO CHILO IRIDESCENT VIRUS

Eray KUCUK

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Dog. Dr. Ismail DEMIR
2014, 66 Pages

Chilo Iridescent Virus (CIV) belongs to Iridoviridae family and has large host spectrum
because it infects insects belong to Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera and
Orthoptera. After the entry of CIV virions to host cells via endocystosis, viral genome is
directed to nucleus. CIV of 337L ORF (412 amino asids) encodes glycoprotein beta hormones
signal and 295L ORF (1343 amino asids) encodes bipartitate nuclear localization signals.
Study of homologous of 337L protein belong to ascoviruses showed that the encoded protein
facilitate attachment of virus and beginning of viral infection. Another study on homolog of
295L protein in Frog Virus 3 (FV3) showed that expressed protein plays a role for delivering
of viral genome to nucleus. Interaction of these proteins is important in frame of making the
viral infection quick and efficient. In this study, 337L and 295L were expressed in Sf9 cells
using Bac-to-Bac system containing HA-tagq and His-taq respectively. Western Blot analysis
showed that 337L and 295L encoded proteins about 46 kDa and 95kDa, respectively. Protein-
protein interaction between 337L and 295L proteins were demonstrated with pull down assay
by using HA-antibody. The band that has a 46 kDa size was shown. As a result, 337L protein
also purified with binding to purified 295L and thus the interaction between 337L and 295L

gene products was demonstrated.

Key Words: 337L, 295L, Protein Interaction, Pull Down, CIV
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Bocek viriisleri, bocekleri enfekte eden patojenik formlardir. Bunlar, diinya {izerinde
calisilan en dikkat ¢ekici enfektif yapilardandir. Bu formlar boceklerin yasamlarindaki gesitli
metabolik olaylara entegre olarak bocek biyolojilerini etkilerler. Viriisler tiim hiicreler ve
organizmalarda oldugu gibi, boceklerde de hastalik etmeni olarak bulunur. Bu viriisler
faydali boceklerde hastalik yaparak ekonomik zarar olustururken, zararli boceklerde
enfeksiyon olusturarak zararli boceklerle miicadelede kullanilmalarina imkan saglarlar.

Gelisen teknolojiler boceklerde bulunan viriislerin kolaylikla tanimlanip, yararli
bigimde kullanilmalarini saglamistir. Bocek virtisleri model organizma, tedavisi zor olan
hastaliklara kars1 gen terapi vektorii, arzu edilen genlerin ifadesinde ekspesyon vektorii ve
biyolojik miicadele amaciyla kullanilmaktadir.

Tip alaninda ve 6zellikle hastaligin kaynaginin ulagilmasi zor olan durumlarda, bécek
viriisleri ormugali canlilarda enfektif olmadiklarindan dolayr rahatlikla kullanilmaktadir.
Bocek viriislerinden yararlanilarak olusturulan gen terapi vektorleri gen susturulmasi, yararl
mutasyon ve nokta protein iiretimi 6rneklerinde toksin etkiler olusturmadan tedaviye yardim
amacl kullanilabilmektedir.

Gen dizileme yontemleri gelistik¢e insanlarin spesifik diziden protein iiretme ¢abalari
takdirle karsilanmig ve bu amagla okaryotik, prokaryotik veya viral sistem olarak model
organizmalar kesfedilmistir. Bocek hiicre kiiltiirlerinde istenilen dizilerden protein tiretimini
saglamak icin en yaygin kullanilan sistem bir bocek viriisii olan bakiiloviriisii temel alan
ekspresyon yontemleridir.

Bocek viriisleri kullanilarak yapilan zirai miicadale gelecegi parlak olan bir
biyoteknolojik yontemdir. Bocek virlislerinin  biyolojik miicadele etmeni olarak
kullanilmalarinin pek ¢ok avantaj1 vardir. Dar konak spektrumuna sahip olduklari i¢in direkt
olarak hedef iizerinde etkilidirler. Insanlarda hastalik olusturmadiklar1 i¢in laboratuvar
ortaminda rahatlikla ¢alisilabilirler ve kolaylikla degrede olabilmektedirler. Viriisler birgok
bocek takimiyla baglantilidir. Bunlarin biiyiik bir kismi Lepidoptera (%83), Hymenoptera
(%10) ve Diptera (%4) takimlarinda bulunmaktadir. Boceklerde enfeksiyon olusturan

viriisler 14 grup altinda toplanmuistir.



Boceklerden elde edilen bu viriislerin ¢alisilmasi ve kullanilabilir hale getirilmesi i¢in
bocek viriislerinin in vitro sartlarinda ¢ogaltilmasi ve devamliligi gergeklestirilmektedir. Bu
calismalarin yapilabilmesi i¢in bocek hiicrelerinin in vitro sartlarda devamliligi
saglanmalidir. Bocek hiicrelerinin in vitro ortamda daimi sekilde kullanimimin kesfi 1962
yilinda Grace tarafindan yapilmistir (Grace, 1962). Bu kesifle birlikte in vitro ortamda
klonlanan genlerin ifadeleri uygun goriilen bocek hiicre kiiltlirlerinde kolayca
yapilabilmektedir. Bocek hiicre kiiltiirii genlerin ifadelerinin yani sira birgok avantajlara da
sahiptir. Zor bulunan ve yanina yaklasilamayan havyanlarla calisilmamasinin Oniine
gecilmis oldu. Ayrica bocek hiicrelerinin ortam sartlari istenildigi gibi ayarlanabilmektedir.
Ortam kosullarindan pH, Oz ve CO. orani 6ncelikli ayarlanabilen elemanlardir. Deney
kosullarina gére hem kimyasal olarak hem de fiziksel olarak kiiltiir ortamlarina miidahale
edilmesi oldukga kolaydir.

Virtisler enfekte ettikleri ister omurgali, ister omurgasiz hayvan olsun, her zaman
onlarin niikleik asit yapilari ile siki bir iligki i¢indedir. Viriislerin genomu diisiik diizeydeki
bir canli ile karsilastirildigi zaman oldukca kiiciik boyuttadir. Viriislerin konaklar1 biiyiik
genomlari ile virtislerin saldirilarina karsi gen regiilasyon ve replikasyon sistemlerinde
karmasgik, ancak bir o kadarda etkili savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Viriisler, bu
savunma sistemlerine karsi kendilerine ait genomlarin limitlerini zorlamaktadir. Bu zorlama
hususu; tist tste binmis gen gruplarinin kullanimi, savunma mekanizmalarini durdurucu
maddelerin sentezi (cis yerine trans molekiil) gibi olaylar ile ¢oziimlenmektedir (Cann,
1993).

Genlerin ifade ettigi proteinlerin genis Olgekte tretimini ve karakterizasyonunu
yapabilmek olduk¢a onemlidir. Bu nedenle, bocek hiicre kiiltiirlerinde protein {iretimi
yapmak icin cesitli sistemler gelistirilmistir. Bakiiloviriis ekspresyon sistemi (BEVS) en ¢ok
tercih edilenlerinden biridir. BEVS’in ¢esitli avantajlar1 ve dezavantajlari bulunmaktadir.
Avantajlari; bliylik bir gen parcasinin kolaylikla klonlanabilmesi, giliclii promotorlarin
olmasi, genlerin yiiksek oranda ifade edilmesi, temporal faktorlerin olmasi, giivenilir olmasi
ve kullanim kolayligi saglamasi seklindedir. Dezavantajlart ise glikolisilazyon ve kesintili
ekspresyondur. Bu avantajlarla iiretilen proteinler, biyolojik miicadele etmeni olarak hem
dogal dengenin siirekliligi agisindan hemde insanlarda hastalik yapabilen ve toksin

birikimine sebebiyet veren kimyasallara kars1 6nemli bir koz olarak kullanilmalidir.



Proteinler in vitro sistemlerde iiretilirken, dogal metabolizma sirasinda olusan ve
birbirleri ile etkilesimde olan proteinlerden mahrum kalirlar ve diizgiin sekilde
sentezlenemezler. Istenilen dizilere ait olan proteinler in vivo sistemlerde yaptiklari
etkilesimleri inceleyen bilim insanlar1 Ozellikle viral enfeksiyon kokenli hastaliklarin
tedavilerinde ilerlemeler saglamislardir. Enfeksiyon baslangici ve sonrasinda olusan
proteinlerin tanimlanmasi, ayrica birbirleri ile hangi etkilesim sonucunda enfeksiyonun nasil

ilerledigini anlamak hem tip alaninda hem de molekiiler ¢alismalarda olduk¢a 6nemlidir.

1.2. Bocek Viriisleri

Bocek viriisleri 20°den fazla gruba ayrilmis ve bunlar da 14 viral familya altinda
smiflandirilmislardir (Evans ve Shapiro,1997). Bocek viriisleri gomiilii ve gomiilii olmayan
seklinde iki gruba ayrilir. Gomiilii viriislerde protein bir matriks i¢inde gomiilii iken, gdmiilii
olmayanlarda bdyle bir protein yapi yoktur. Gomiili yapi, bakiiloviriislerde polihedral
inkliizyon yap1 (PIB) olarak adlandirilir. Bu yap1 virionlarin zor kosullara karg1 dayanikli
olmasin1 saglamaktadir. Bocek virlislerinin enfeksiyon olusturabilmeleri i¢in bdcekler
tarafindan yenilmeleri gerekmektedir. Bocek tarafindan yenilen viriis, protein matriks igine
gomiilii ise gomiilii oldugu yap1 bocegin orta bagirsagindaki alkali ortamda ¢6ziiliir. Serbest
kalan virionlar bocegin bagirsak hiicrelerinden gecerek viicuda yayilmakta ve zararlinin

oliimiine sebep olmaktadir (Sekil 1).
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Sekil 1. Bocek larvasinin gémiilii bir viris ile enfeksiyonu (URL-1)



Dogal ortaminda kristalize durumda bulunan bakiiloviriise ait PIB yapilar1 yaprak
lizerinde veya bocegin beslendigi ortamda bulunurlar. Beslenen bdcek dogal yollar ile
viriislerin gomiilii yapilarin1 da yemektedir. Sindirim yolundan gegerek aktiflesmek igin
alkali ortam arayan PIB’ler vrionlarini orta bagirsakta salarlar ve peritrofik membrandan orta
bagirsak hiicrelerine girisleri gergeklesir. Bu sekilde enfeksiyon ilerlemektedir ve ¢esitli
fiziksel degisiklikler olusturmaktadir.

Niikleopolihedroviriisler ile enfekte olan larvalar beyaz renge doniistiikten sonra
parcalanir veya simsiyah bir renge doner. Graniilozis viriis enfeksiyonlar1 bécek viicudunu
stitlii beyaz renge dontistiiriir. Entomopoksviriis enfeksiyonlari siyah bocekte beyaz noktalar
ile gdzlemlenir. iridoviriis enfeksiyonlar1 bocegin mavi-yesil goriilmesini saglar (Sekil 2).
Bocek patojeni viriisler ile ilgili ¢alismalar 6zellikle son zamanlarda hizlanmis ve halen
devam etmektedir. Diinya iizerinde bdcek viriislerinin izolasyonu ve karakterisyonu lizerine

yapilan ¢alismalarda boceklerde enfeksiyon olusturan viriisler hala kesfedilmektedir.

Sekil 2. Galleria mellonella ve Costelytra zealandica’da iridoviriis
enfeksiyonu (URL-2,3)

Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera ve Orthopera basta olmak tizere 10
farkli omurgasiz familya lizerinde enfektif olan bocek viriisleri, konaklarini farkli sathalarda
enfekte ederler. Iridoviridae tiyeleri konaklarini larva sathasinda enfekte ederlerken,

reoviridae {iyeleri ise larva, pupa ve ergin donemlerde enfektif olurlar (Tablo 1).



Tablo 1. Bocek viriisleri*

Viriis Gruplar Genom Konak tiirii Konak Safhasi
Baculoviridae dsDNA Coleoptera Larva, bazen pupa
NPV ve GV Diptera veya ergin
Hymenoptera
Lepidoptera
Neuroptera
Siphonaptera
Thysanura
Trichoptera
Reoviridae dsRNA Diptera Larva, pupa ve ergin
CPV Hymenoptera
Entomopoxvirinae dsDNA Coleoptera Larva ve ergin
EPV Diptera
Hymenoptera
Lepidoptera
Orthoptera
Iridoviridae dsDNA Tiim Bocekler Larva
v Diger Omurgasizlar
Ascoviridae dsDNA Lepidoptera Larva
(Noctuidae)
Polydnaviridae dsDNA Hymenoptera Ergin
Parvoviridae sSDNA Diptera Larva, pupa ve
DNV Lepidoptera ergin
Odonata
Orthoptera
Birnaviridae dsRNA Diptera Ergin
Caliciviridae SSRNA Lepidoptera Larva
Nodaviridae SSRNA Diptera Larva ve ergin
Coleoptera
Lepidoptera
Picornaviridae SSRNA Diptera Larva ve ergin
Lepidoptera
Orthoptera
Rhabdoviridae SSRNA Diptera Ergin
Tetraviridae SSRNA Lepidoptera Larva
Nudiviriis dsDNA Lepidoptera Larva, pupa ve
Coleoptera ergin
Orthoptera

*Evans ve Shapiro, 1997



1.3.  Iridoviriislerin Kesfi

Claude F. Rivers adli bilim adami 1954 yilinda Cambridge Universitesi'nde
caligmalarini  siirdiiriirken yaptig1 arazi c¢alismalarinda Tipula paludosa larvalarinda
epidermisin hemen altinda parlak mavi bir renk oldugunu gozlemistir. Rivers, bu larvalardan
bol miktarda toplayarak Nick Xeros adli baska bir aragtirmaciya vermis ve Xeros bu
larvalardan ilk iridoviriisti (Tipula paludosa Iridovirus; IV1) izole etmistir. Boylece, Xeros
tarafindan 1954 yilinda iridoviriisler ile ilgili ilk yayin Nature dergisinde “Tipula paludosa
larvasinda ikinci bir viriis hastalig1’” bashigi ile gergeklestirilmistir (Xeros, 1954).
Iridoviriis’iin karakteristik enfeksiyon belirtilerinin diger viriislerden farkli ve renkli
olmasindan dolay1 ilk karakterizasyondan sonra bilim insanlar1 arasinda oldukca yanki
uyandirmistir. Ayrica iridoviriisler, bocek larvalarinda yiiksek oranda kolay sekilde
tiretilebilmeleri ve bir¢cok izolatinin da hiicre kiiltiiriine uygulanabilir olmas1 bakimindan
laboratuvar galismalari agisindan da birgok avantaja sahiptir. Iridoviriislerin enfekte ettigi
boceklerin biiylik ¢ogunlugunu zararli boceklerin olusturmasi ise biyolojik miicadele
asamasinda viriislere ait genlerin yapisinin bilinerek, viriislerin konak iizerinde ¢esitli

metabolik yollar lizerinde modifikasyonlar yapilmasina oldukga elverislidir.

1.3.1. Iridoviridae Familyasinin Olusturulmasi

Iridoviridae familyasi, gilinlimiize kadar gelen ve zamanla omurgali, omurgasiz
canlilardan rapor edilen ve karakteristik olarak viriisii olusturacak olan yapilarin birlesme
islemini konak sitoplazmasinda gergeklestirdigi “ikosahedral” yapidaki DNA viriislerini
icine almak iizere 1976 yilinda olusturulmustur (Fenner, 1976). Biiyiik 6karyotik DNA
virlislerinin en bilyiik 4 grubundan birisi olan Iridoviridae, Megavirales grubu altinda diger
biiyiik {iyeler ile yeniden toplanmistir. Viriisleri siniflandiran bir kurulus olan “Uluslararasi
Viriis Siniflandirma Komitesi” (International Committee on Taxonomy of Viruses)
tarafindan yapilan son aciklamalara gore bugiin Iridoviridae familyas: altinda Iridovirus,
Chloriridovirus, Lymphocystivirus, Ranavirus ve Megalocytivirus olmak iizere 5 cins
bulunmaktadir (Colson, 2013, Tablo 2). Omurgasiz konaklardan elde edilen izolatlar
Iridovirus (6rnek tiir: Chilo iridescent viriis) ve Chloriridovirus (6rnek tiir: Mosquito
iridescent viriis) cinsleri altina dahil edilmislerdir. Omurgalilar1 enfekte eden izolatlar da

Lymphocystivirus (6rnek tiir: Flounder viriis), Ranavirus (6rnek tiir: Frog viriis 3) ve



Megalocytivirus (6rnek tiir: red sea bream Iridoviriis) cinsleri altina dahil edilmislerdir.

Iridoviriisler ile ilgili ¢alismalarin ¢ogunlugu Frog viriis 3 (FV3) iizerinde yapilmustir.

Tablo 2. Iridoviridae familyasinin siniflandiriimasi (Williams, 1998, Colson, 2013).

Cins

Kullanilan isim

Konak tiri

Cinsin iiyesi

Iridovirus

Chloriridovirus

Kiigiik iridescent
Bocek Viriisleri

Biiyiik Iridescent
Bocek iriisleri

Cesitli omurgasiz

takimlar

Sivri sinekler

Tipula paludosa IV (IVI)
Sericesthis pruinosa 1V (IV2)
Chilo suppressalis IV (1V6)
Wiseana cervinata IV (1V9)
Witlesia sabulosella 1V (I1V10)
Costelytra zealandica IV (1V 16)
Pterosticus madidus IV (IVI7)
Opogoniasp. 1V (1VI18)
Odontria striata IV (1V19)
Simocephalus expinosus IV (1V20)
Helicoverpa armigera 1V (1V21)
Simulium sp. 1V (IV22)
Heteronychus arator IV (1V23)
Apis cerana IV (IV24)

Tipula sp. IV (IV25)
Ephemopteran (1V26)

Nereis diversicolor (1V27)
Lethocerus columbiae 1V (1V28)
Tenebrio molitor 1V (1V29)
Helicoverpa zea IV (IV30)
Armadillidium uulgare 1V (IV31)
Porcellio scaber IV (1V32)
Aedes taeniorhynchus IV (1V3)
Aedes cantans IV (IV4)

Aedes annulipes IV (1V5)
Simulium ornatum IV (IV7)
Culicoide's sp. IV (IV8)

Aedes stimulans (IV11)

Aedes cantans (1V12)
Corethralla brakeleyi 1V (1VI13)
Aedes detritus 1V (1V14)

Aedes detritus IV (1VI5)
Chironomus plumosus 1V




Tablo 2’nin devami

Ranavirus Kurbaga Virtisii ~ Amfibiler Frog Viriis 1, 2
Frog Viriis 3 (FV3)
Frog Viriis 5-24
Frog Viriis L2, L4, L5
Tadpole Edema viriis
Xenopus virtis T21
Lucke triturus viriis LT1-LT4
Newt viriis T6-T20

Lymphocystivirus Lenfosit Cesitli baliklar Lymphocystivirus type 1 (LCDV-1)
Hastalig1 Viriisii Lymphocystivirus type 2 (LCDV-2)
Octopus vulgaris disease virus
Megalocytvirus  Kizil Deniz Capak Cesitli baliklar Spleen and kidney necrosis
Viriisii virus (ISKNV)

Red sea bream iridovirus (RSIV)
Turbot reddish body
iridovirus (TRBIV)

1.3.2.  Iridoviridae Familyasimin Ozellikleri

Iridoviridae familyasina ait viriisler genellikle soguk kanli ormurgalilardan ve cesitli
bocekleri de igine alan poikilotermik hayvanlardan izole edilmislerdir. Bu familyaya ait
virtislerin canlilar tizerinde olusturdugu enfeksiyonun belirlenmesinde, viriisiin karakteristik
0zelligi olan mavi tonlardan yesil tonlara kadar uzanan bir renk dizgisi olduk¢a 6nemlidir.
Enfeksiyonun son asamalarinda 1sik ile bakildiginda ise renk yelpazesi parlamaktadir.
Enfeksiyon belirtileri, diger viriis familyalarina gore daha farkli olan Iridoviridae familyasi
ismini Ingilizce’deki gok kusagi anlamina gelen ¢ iridescence © kelimesinden almistir

(Williams, 1996).


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Infectious_spleen_and_kidney_necrosis_virus&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Infectious_spleen_and_kidney_necrosis_virus&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Red_sea_bream_iridovirus&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Turbot_reddish_body_iridovirus&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Turbot_reddish_body_iridovirus&action=edit&redlink=1

Iridoviridae familyasina ait viriisler biiyiik ikosahedral viriislerdir ve boyutlari
izolatlarin ozelliklerine gdre 120-300 nm boyutlarindadir. Ikosahedral yapilari T=147
seklinde olusmaktadir. Viriislerin morfolojisi kapsid, zarfsiz virionlarda i¢ lipid membrani,
zarfli virionlarda dis membran ve kordan meydana gelmektedirler. Zarf yapis1 genellikle
hiicre kiiltiirindeki enfeksiyonlar sonucu olusan viriislerin tomurcuklanmasi sonucu
olugmaktadir. Genomlari ¢ift sarmalli DNA’ya sahiptir ve boyutlar1 100-210 kbp arasinda
degismektedir. Iridoviriislerde, bakiiloviriisler ve entomopoxviriislerde oldugu gibi gémiilii
virlis yapilari bulunmamaktadir (Sekil 3). Virionu olusturan yapi ve elemanlar gomiilii bir
yapt olusturmadiklari i¢in virion birlesmesi tamamen sitoplazmada gergeklesmektedir. Bu

nedenle olusan yeni viriisler sitoplazmada toplanmaktadir.

dsDNA

3
L/f ;
Zarfsiz Virion Zarfli Virion

Sekil 3. Iridoviriis’e ait virion yapisi ve kapsid sayis1 (URL-4, 2009)

1.3.3. Iridoviriislerde Genom Ozellikleri

Genomlar1 omurgali ve omurgasiz konaklarma gore farklilik gdsterir. Genomlarini
oldukca verimli kullanmay1 terminal redundansi ad1 verilen ve genom replikasyonu sirasinda
parental genomun kopyasinin yaklasik %10-12 arasinda sahip oldugu genleri ard arda
ekleyerek uzatmaktadir (Sekil 4).
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Sekil 4. Iridoviriislerde terminal redundansinin sematik gosterimi (URL-3, 1998)

1.3.4. Iridoviriislerin Replikasyonu

Iridoviriislerin replikasyonlar1 genellikle konagin cinsine gore cesitlenmektedir
(Tajbakhsh, 1996). iridoviriislerde replikasyon hem niikleusta hem de sitoplazmada
gerceklesmektedir. Fakat virionlar1 olusturacak yapilarin  birlesmesi sitoplazmada
gerceklestigi igin sadece sitoplazma kabul edilmektedir. Frog virus 3 (FV3) DNA’si
incelediginde, enfeksiyondan sonraki ilk 3 saatinde FV3 DNA’s1 sadece niikleus igerisinde,
genomik boyutun iki kat1 oraninda sentezlenir ve genomik DNA’nin 10 kat1 kadar olan yeni
DNA pargalari sitoplazmaya gegmektedirler (Goorha, 1982).

Replikasyon modeli olarak FV3 DNA’s1 kullanilmistir ve replikasyon Sekil 4’te
gosterilmistir. Buna gore, viriisler pinositoz yolu ile konak canlinin hiicrelerine girer ve
hiicreler igerisinde niikleokapsid yap1 ayrilir ve DNA serbest kalir (1). Kapsitten ayrilan
virlis DNA’s1 niikleusa transfer olur ve niikleusta konak RNA polimeraz II’sini kullanarak
transkripsiyonu baslatir. Ana DNA kullanilarak viriis DNA’sinin kopyasi olusturulur (2, 3).
Yeni olusan DNA niikleustan sitoplazmaya geger ve sitoplazmada %10-12 biiylimiis
konkatemer olusumu gerceklesir (4). Olusan konkatemerler viriis kapsiti igerisine paketlenir
(5). Virionlarin hiicreden ayrilmalar1 ise hiicre kiiltiiriinde tomurcuklanma yontemi ile

normal konak hiicrelerinde ise hiicrenin pargalanmasi ile gergeklesir (Sekil 5).
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Sekil 5. Frog virilis 3 (FV3) DNA’sinin replikasyon modeli (URL-3, 1998)

1.3.5. Iridoviriislerde Gen Ifadesi

Gen, anlaml1 bir RNA ve bunun 6nciiliigiinde bir protein yap1 sentezi i¢in gerekli ve
yasamsal bakimdan onemli bilgileri igeren niikleotid dizileridir. Genel olarak bir genin
yapisina bakildiginda, genin kodlayan bolgesinin bas ve asagi kisimlarinda translasyona
ugramayan bolgeler (5’-UTR, 3’-UTR) ve translasyon baslangi¢ noktasi olan ATG’nin
yukarisinda da promotor bolgesi bulunur (Sekil 6).

v Promotor | Kodlama Bélgesi J
I-\ 7 I ~ - ,/]]
|

L— 5 U | /

Sekil 6. Bir genin 6rnek modellemesi, UTR: okunmayan bolge (URL-5, 2012)
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Genlerin replikasyonlarindan sonra, metabolik yollarda islem goéren transkripsiyon ve
translasyon mekanizmalar1 devreye girmektedir. Tek bir DNA zincirinin kalip olarak
kullanilmasi ve RNA polimeraz enziminin polimerizasyonu sonucu RNA molekiilleri
sentezlenir. RNA zincirinin sentezinin baslamasi, zincirin uzamasi ve zincir sentezinin sona
ermesi olaylarinin hepsine birden “transkripsiyon” denilir.

Irodoviridae familyasinda transkripsiyon ve translasyon mekanizmalari en cok FV3 ve
CIV’de calisilmistir. FV3 replikasyonu ornek olarak kullanildigi zaman, replikasyonun
konak hiicrenin nukleusuna bagimli oldugu ve replikasyon sirasinda mekanizmaya gerekli
olan proteinlerin replikasyonun ilk asamalarinda konak RNA polimeraz II’nin viral
transkripsiyonunun yardimiyla sentezlendigi ortaya cikarilmistir (Goorha, 1977, 1978,
1979).

Iridoviriislerde gen ifadesi basamakli bir sekilde diizenlenmekte olup ifade edilen
genler en erken (o, IE), erken (B, DE) ve geg (v, L) olmak {izere 3 sinifa ayrilmaktadir (Sekil
7). Her sinifin tirtinleri bir sonraki sinifin iiriinlerini 6nemli bir sekilde etkilemektedir. En
erken ve erken grubu genler DNA sentezinden 6nce sentezlenir. Fakat en erken grubu genler
protein sentezine ihtiya¢ duymaz iken, erken grubu genler protein sentezine ihtiya¢ duyar.

Geg grubu genler ise hem protein sentezine hem de DNA replikasyonuna ihtiyag duyar.

N Y

a-proteinler / B-proteinler / S-proteinler i

IE" mBNAs DE’ mRN&s L mBMNAs
o

e
Genomun ik ik
enfeksiyonu \
an;g;!?' =5 IO [ e

Sekil 7. Iridoviridae familyasinda transkripsiyon modellemesi (URL-3, 1998)
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1.4. Chilo Iridescent Viriis (CIV, 11V-6)

1.4.1. CIV’nin Genel Ozellikleri

Chilo iridescent virus (11V-6) ilk olarak piring kok kurtlarindan, Chilo suppressalis
(Lepidoptera; Pyralidae) izole edilmistir. Iridescent terimi agir enfeksiyon sirasinda turkuaz
renk olusumundan dolay1 verilmistir. Chilo Iridescent Virus diger ismi ile bocek Iridoviriis
6, ikosahedral bir viriis yapisina sahip olan CIV bir kapsid, ara lipid tabakas1 ve uclardan
uzamis ve halkasal yapiya sahip viral genomdan olugmaktadir (Fischer, 1990). CIV gomiilii
olmayan virlislere sahiptir ve viral partikiiller elektron mikroskobu ile incelendiginde,
kapsidin 185 nm boyutunda oldugu belirlenmistir. Bu kapsid 12 pentamer igeren T=147
kafesten meydana gelmektedir. Ayrica, CIV kapsidleri 12 pentasimetron ve 20 trisimetron
icermektedir. Bu 0Ozellikler Iridoviridae familyasindaki diger viriislerle benzerlik
gostermektedir. CIV’nin sahip oldugu ¢ift zincirli DNA genomu 212,482 bp’den
olusmaktadir (Willis, 1990). Giiniimiize kadar 12 tane iridovirlis genomunun tam
sekanslanmasi gergeklestirilmistir (Williams, 2005; Delhon, 2006). Baz igerigi, %71.37
A+T ve %28.63 G+C olarak bulunmustur. CIV genomu 468 tane acik okuma ¢ergevesi
icermektedir.

Chilo iridescent virus iin 6 ordonun (Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
Hemiptera ve Orthaptera) ig¢inde bulunan yaklasik 100 bocek tiiriinii enfekte ettigi
bulunmustur (Fukuda, 1971; Hama, 1968; Henderdon, 2001; Mclaughlin, 1972; Mitsuhashi,
1967; Ohba, 1975, 1979). CIV ziraatte bitkilere zarar veren bir¢ok bocegi enfekte ettigi i¢in
hem ekolojik bakimdan dengenin korunmasi amaci ile hem de ziraat ekonomisi agisindan
bilim insanlarn tarafindan calisilmasi tercih edilmis ve zararli bocekler igin biyolojik
miicadele amacli ¢esitli deneylerde kullanilmiglardir. Enfekte ettigi Oonemli zararhlar
arasinda Anthonomus grandis (Coleoptera; Pamuk g6z kurdu), Nephotettix cincticeps
(Homoptera; Piring kurdu), Colladonus montanus (Homoptera; Dag kiraz1 kurdu),
Diaprepes abbreviatus (Coleoptera; Kok kurdu), Bemisia tabaci (Homoptera; Pamuk beyaz
sinegi), Drosophila melanogaster (Diptera; Sirkesinegi), Galleria mellonella (Lepidoptera;
Biiyiik balmumu giivesi), Trichoplusia ni (Lepidoptera; Lahana kurdu) bulunmaktadir.
CIV’nin replikasyonunun tespit edildigi ¢ok cesitli hiicre kiiltiirleri mevcuttur. Bunlar

Choristoneura fumiferana, Drosophila melanogaster, Pierris rapae, Spodoptera
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frugiperda, Heliothis virescens, Helicoverpa zea, Trichoplusia ni, Anticarsia gemmatalis,
Aedes aegypti, Plutella xylostella, Aedes albopictus, Bomxy moorei hiicreleridir.

1.4.2. CIV’nin Replikasyonu ve Transkripsiyonel Regiilasyonu

Chilo iridescent virus’in replikasyonu, Iridoviridaec familyasindaki replikasyonu
anlatmak i¢in kullanilan Frog viriis 3 (FV3) ile benzer olmakla birlikte, kiigiik farkliliklar
gostermektedir. CIV sitoplazmik viriis olarak bilinmesine ragmen, replikasyon nukleusta
baslar ve sitoplazmada tamamlanmaktadir. Virilis partikiilleri konak hiicrenin hiicresel
reseptorlerine baglanir. Bu tutunmadan sonra, zarfli viriisler reseptor yardimli endositoz ile
hiicreye girerken zarfsiz viriisler ise plazma membranina fiizyon yaparlar. CIV’ye ait olan
096L geni bu tutunma i¢in ornek baglanma proteini kodlayan dizilere sahiptir. FAS1
domainine sahip olan bu protein virion hiicre tutturulmasinda rol oynamaktadir.

Penetrasyondan sonra viral DNA hiicre nukleusuna transfer edilir ve replikasyonla
birlikte viral genom miktarinda artis meydana gelir. Bu replikasyon sirasinda erken viral
transkriptlerin iki smifi olan en erken (IE) ve erken (DE) genler kalip DNA’dan
sentezlenmektedir (Williams, 2005). Daha sonra DNA viral dongii i¢inde sitoplazmaya
genomik boyuttan 10 kat biiyiik konkatemerler olusturmak i¢in gonderilir (Willis, 1984).
DNA’nin konkatemerik formu sitoplazmik viral birlesme bolgelerinde bulunmaktadir. Bu
olay viral olarak kodlanmis yeni RNA polimeraz II tarafindan ya da modifiye edilmis
hiicresel RNA polimeraz tarafindan katalizlenmistir. Virionlar hiicreden ya tomurcuklanma
ile ya da hiicresel lizis ile disar1 ¢ikmaktadir (Sekil 3).

CIV transkriptlerinde ve enfekte hiicre spesifik polipeptitlerinde yapilan ¢alismalarda,
CIV mRNA'ar1 en-erken (IE, o), erken (DE, B) ve ge¢ (L, y) olmak iizere 3 temporal sinifa
ayrilmislardir (Barray, 1987; Delius, 1984). Enfeksiyon sirasinda olusan CIV mRNA
molekiillerinin ti¢ sinifinin gecici ekspresyonu, mRNA’larin transkripsiyonunu baglatmak
icin post enfeksiyonun belirli zamanlarinda hem cis DNA dizilerinin hem de trans regiilator
faktorlerinin farkli etkilesimlerini gostermektedir. Post enfeksiyonun ilk 30 dakikasinda
goriilen orta erken sinifi 38 transkript icermektedir ve virion ilgili protein sentezleri
gerekmektedir. En erken sinifi post enfeksiyondan 3 saat sonra 34 transkript goriilmiistiir ve
ekspresyonlari i¢in en az 1 tane erken gen iirlinli gerekmektedir (D’Costa, 2001).

Yaklasik 100 kDa boyutunda bulunan protein DNA polimerazin promotorunun aktif

bolgesi ile etkilesim yaptigi ve transaktivator protein olarak calistigi diistiniilmektedir
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(Nalgacioglu, 2007). Bu proteinin ekspresyon siirecinde liriinlerin ne zaman olustugunu

belirlemek amaci ile kullanildig1 belirlenmistir. Geg sinifi post enfeksiyondan 6 saat sonra,

sadece inhibitorlerin eksikliginde viral RNA’larin tam diizenlenmesini i¢eren 65 transkript

gbzlemlenmistir. Dizin analizi sonucunda CIV genomunda 468 adet genin kodlandig: tespit

edilmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. Chilo Iridescent viriis’tiniin transkripsiyon haritasi

1.5. Bakiiloviriisler

Bakiilovirtisler, genis bir virus grubu olup, 6zellikle boceklerde bulunur (Theilmann,

2005). Genomlar1 prokaryotik ve dkaryotik organizmalardan daha kiiciik olmasina ragmen,

bakiilovirusler, gen yap1 ve diizenleyicileri bakimindan bu organizmalarin ve memelilerde

enfeksiyon yapan viriislerin genomlarina kismen benzerlik gosterdiklerinden, molekiiler

biyoloji ve rekombinant DNA ¢alismalari igin iyi bir model olusturmaktadir (Bilimoria,

1991). Rekombinant bakiiloviriisler, farkli 6karyotik genleri arastirmak ve biyoteknolojik
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uygulamalarini arttirmak i¢in bdcek kiiltiirlerinde iiretilirler (Luckow, 1991; O’Reilly, 1992;
Yin, 2007). Bakiiloviriis ekspresyon vektor sistemi (BEVS) kullanilarak, tibbi ve
endiistriyel ag¢idan 6nemli olan c¢esitli prokaryotik, 6karyotik ve viral genlerin bu viriisler
aracilign ile ekspres edilmeleriyle {iretilmesi, besin ve ilag hammadde eksikliginin
giderilmesi ve biyolojik miicadele igin gerekli ¢esitli toksinlerin iiretilmesi saglanmigtir
(Beljelarskaya, 2002; Demir, 2000; Demirbag, 1998; Summers, 2006; Van Oers, 1994).
Ayrica, bakiiloviriisler gen tedavi metodu ile ¢esitli hastaliklarin tedavisinde gen
transfer vektorii olarak kullanilmaktadir (Ghosh, 2002). Bu viriisler bocek kaynakli olduklari
icin insan bagisiklik sistemine cevap olusturmama ve insanlarda patojen olmama gibi
ozellikleriyle diger viriis vektorlerine gore gen tedavisinde kullanilmalar1 agisindan
avantajlara sahiptirler (Kost, 2002; Van Oers, 2006). Yukarida bahsedilen 6zelliklerden
dolay1, bakiilovirlisler son yillarda yogun sekilde calisilan arastirma ve gelistirme

materyalleri haline gelmisler ve 6nemli alanlarda da kullanilmaktadirlar.

1.5.1. Bakiiloviriislerin Biyolojisi

Bakiiloviriisler doga igerisinde bocek popiilasyonunu diizenleyen bocek patojeni
virislerdir. Bu nedenle, zararli boceklerin biyolojik miicadelesinde kullanilmaktadir.
Bakiiloviriisler bocek popiilasyonlarinda sik sik 6liime sebebiyet veren viriis grubudur. Chilo
iridescent viriislerin aksine bu viriislerin virionlar1 gomiilii yapilar icerisinde bulunmaktadir
ve Hymoneptera, Diptera ordolarina ait bdceklerin larval donemlerinde enfekte etme
ozelliklerine sahiptirler (Federice, 1999).

Yapilan ¢alismalar sonucu ve eklenen yeni gruplar ile smiflandirma degismistir.
Baculoviridae familyasi, alfabaculovirus, betabaculovirus, deltabaculovirus ve

gammabaculovirus olmak iizere dort cins altinda toplanmustir (Tablo 3).

Tablo 3. Bakiiloviruslerin sistematigi (URL-6)

Genus DNA Boyut Kodlanan Protein
Alfabaculovirus ds, halkasal 80-180 kb 100-180
Betabaculovirus ds, halkasal 80-180 kb 100-180
Deltabaculovirus ds, halkasal 80-180 kb 100-180

Gammabaculovirus ds, halkasal 81-86 kb 90
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1.5.2. Bakiiloviriislerin Replikasyonu

Bakiilovirtislerin hiicre kiiltiirlerinde yapilan ultrayapisal ve histokimyasal ¢alismalar,
viral DNA replikasyonunun, nukleus i¢inde ‘virojenik stroma’ olarak adlandirilan bolgede
meydana geldigini gostermistir  (Kelly, 1982; Slack, 2007; Volkmann, 1990).
Backiiloviriislerde replikasyon siireci iki asamada meydana gelmektedir (Sekil 9 ).

Birinci safha (A): in vitro sistemde veya konakta hiicreler arasinda meydana gelen
BV(Budded Virus) enfeksiyonu (sekonder enfeksiyon): Zarfli BV’ler hiicre yiizeyindeki
reseptorlere tutunur (1. Adim) ve endositosiz ile hiicreye girerler (2. Adim). Viral zarf ile
endozomun fiizyonu (3. Adim). Sonucunda niikleokapsidler nukleusa dogru ilerler (4. Adim)
ve niikleer por ile intreksiyona girerler (5. Adim). DNA, nukleusta viriondan salinir (6.
Adim) ve transkripsiyona baglar (7. Adim). Yeni olugmus virojenik stroma ile birlesme
gerceklesir, viral DNA replike olur ve niikleokapsidler nukleustan ¢ikar (8. Adim). Geg
fazda, nukleustan ¢ikar (9. Adim), plazma membranina dogru hareket eder ve ekzositozis ile
buradan tomurcuklanma ile salinirlar (10. Adim). Boylece, viriis zarf proteini saglanmis olur
ve enfektif BV’ler de iiretilmis olur (11. Adim). Olusan bu zarfli virlisler konak
organizmalarda ve hiicre kiiltiiriinde, hiicreler arasinda enfeksiyon yapma 6zelligine sahip,
comak seklinde viriis formlaridir ¢ok ge¢ fazda, niikleokapsidler tekrar nukleusa doner,
burada zarf kazanir (12. Adim) ve OV olusturmak {izere bir polihedrin matriksine gomiiliir
(13. Adim). Hiicrenin parcalanmasiyla OV’ler ortama yayailir.

Ikinci safha (B): OV ile bir orta bagirsak hiicresinin enfeksiyonu (primer enfeksiyon):
Bocek tarafindan beslenme yoluyla alinan OV’ nin kristal yapist orta bagirsak liimeninde
alkali ortam nedeniyle ¢oziiliir (1. Adim). ODV’ler limene yayilir ve bagirsak epitel
hiicrelerine girmek iizere peritrofik membrani gegerler (2. Adim). ODV zarfi ile mikrovillus
membrani fiizyon olay: ile kaynasir (3. Adim). Niikleokapsidler sitoplazmaya dagilir ve
buradan nukleusa hareket ederler (4. Adim). Diger replikasyon adimlar1 (5-11. Adimlar)
kiiltiir hiicrelerindeki gibi gergeklesir (Sekil 9).
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Sekil 9. Bakiiloviriis enfeksiyon dongiisii (Demir ve ark, 2008)

1.5.3. Bakiiloviriis Ekspresyon Sistemi (BEVS)

Bakiiloviriisler dogada bdcek popiilasyonunu kontrol eden bdcek viriisleridir. Bu

ozelliklerinin yan1 sira bakiiloviriisler, onlar1 yabanci gen ekspresyonu icin vektor olarak

kullanilmalarin1 saglayan yiiksek seviyede ge¢ gen ekspresyonuna sahiptirler. Bu anlamda

giinlimiizde iki tane bakiiloviriis vektor olarak rekombinat protein iiretmek i¢in yaygin

olarak biyoteknoloji sahasinda kullanilmaktadir. Bunlar Autographa californica MNPV
(ACMNPV) ve Bombyx mori NPV (BmNPV)’dir. Bakiiloviriis vektorleri, prokaryotik

ekspresyon sistemlerinin aksine posttranslasyonel modifikasyonlar1 saglayarak ve

rekombinant proteinlerin yiiksek seviyede iiretimini saglayarak bocek larvalari ve bocek

hiicre kilturlerinde kullanilmaktadir.
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1.5.4. BEVS Genel Ozellikleri

Bakiiloviriislerde larval popiilasyonlarda horizontal yayilma ile enfeksiyon
dongiisiinlin tamamlanabilmesi i¢in pl0 ve polihedrin proteinine ihtiya¢ vardir fakat,
BV’lerin iiretimi i¢in bu olay gerekli degildir. BV’ler hiicre kiiltiiriinde ve larvalarda
sistemik enfeksiyondan sorumludurlar, bundan dolay1 enfeksiyon sirasinda polh ve p10
promotorlar1 gerekli degildir ve bu promotorlar hiicre kiiltiiriindeki yabanci genlerin
ekspresyonu igin kullanilmaktadir (Sekil 10).

Bu ge¢ promotorlar, standart TAAG transkripsiyon baslatma bolgelerini igcermektedir.
Ayrica, polh ve pl0 promotorlar1 varliginda bakiiloviriis genomuna farkli promotorlar
eklenerek bocek larvalarinda protein iiretimi de hizlandirilabilmektedir. iki bakiiloviriis tiirii
olan Alfabakiilovirus genusunun tip tiirii ve BmNPV yabanci gen ekspresyonunda yaygin
olarak kullanilmaktadir. ACMNPV vektorleri ile protein {iretimi i¢in 1000 L’lik genis ¢aplt
tiretim yapilmaktadir fakat, BmNPV sadece hiicre kiiltiirii ve larvalarda kullanilmaktadir

(Usami, 2010).
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Sekil 10. Yaban tip, rekombinant tip bakiiloviriislerin viral dongiisii (Van Oers, 2011)

1.5.5. BEVS’te Bakiiloviral Vektorler

Bakiiloviriisler biiyiik genoma sahip olduklarindan, yabanci genler igin direkt olarak
klonlama gegerli bir metod olarak kullanilamamaktadir. Rekombinant viriis yapmanin klasik

yolu viral genom ve p10 ya da polh promotor kontrolii altinda yabanci gen tasiyan transfer



plazmidi arasindaki homolog rekombinasyondur (Sekil 11, A,B) (Smith, 1983; Vlak, 1990).
Olusan yabanci gen kaseti, bakiiloviriis genomunda bulunan ayni bolgelerden degisim
yaparak rekombinasyonu kolaylastirmaktadir. Transfer plazmid ve viral DNA’nin bocek

hiicresi i¢ine transfeksiyonu sonrasinda homolog rekombinasyon gergeklesmektedir

(O’Reilly, 1992).

B
Viral DNA Linear DNA
polh ;;’a

gene X gene X
Transfer Vektorii Transfer Vektori
Homolog lRekombin:s_\'on Homolog lRekomhin:s_\-on

Rekombinant Viriis Rekombinant Viriis
gene X gene X

Sekil 11. Klasik (A) ve lineer (B) bakiiloviriis vektorleri (Van Oers, 2011).

Bakiiloviriis vektorleri arasindaki ana faktor ise bakmid olarak adlandirilan ve viral
genomun Escherichia coli igerisinde islenmesine izin veren, ayrica AcCMNPV genomu
iceren yapay bakteri kromozomal iiriinlerdir (Luckow, 1993). Yabanci genler, bakmidlere
(DH10BAC hiicreleri) bolgeye 6zel transpozisyon ile aktarilir ve bunu Tn7-rekombinaz
yardimli transpozisyon ile saglamaktadirlar (Sekil 12, C). Bakmidler olusturuldugu zaman
PCR ile dogrulanmaktadir. Transfeksiyon igin Spodoptera frugiperda (Sf9) ve Trichoplusia
ni (Tn-5B1-4) hiicreleri kullanilmaktadir. Enfeksiyondan sonra BV partikiilleri kolaylikla
kiltiir siipernatantindan toplanmaktadir. Bir ya da iki proteini BEVS ile ekspres etmek icin
ticari vektorler mevcuttur (pFastBacl ve pFastBacDual; Invitrogen).

Bakmidlerin yani sira yabanci genlerin yliksek verimli ekspresyonu i¢in rekombinant
viriisler yapilarak, cDNA kiitiiphanelerini kullanan yari1 otomatik metot gelistirilmistir
(flashbac; Oxford Expression Technologies Ltd.). Bu metot, lineer vektér metodunda oldugu
gibi insersiyon bolgesindeki gerekli orf1629 geninin diizeltimesini temel alan rekombinant

virlis seciminin yapildig1 bir transfer plazmidi ile in vivo rekombinasyonu ve bakmid
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teknolojisinin kombinasyonundan olusmaktadir ( Posse ve ark, 2008), (Sekil 12, D). Ayrica,
viral (bakmid) DNA’nin kolayca saflastirilmasi ve bakiiloviriis genomunda degisiklikler

yapilmasini da saglamaktadir. Ticari olarak BacMagic (Merck) ve BaculoOne (PAA) yari

BAC

lef2 gene X orf1629

otomatik vektor sistemleri bulunmaktadir.

C D

Transfer Vektorii

Homolog lRekombinasyon

C-’- Rekombinant Bakmid 5 Rekombinant Viriis
BAC —| gfp. — gene X gene X

Sekil 12. Bakmid (C) ve yar1 otomatik (D) bakiiloviriis vektorleri (Van Oers, 2011)

1.6. Protein Etkilesimleri

Yasamin en bastan beri gelistigi yeserdigi ve son buldugu diinyamiz milyonlarca
canliya ev sahipligi yapmaktadir. Canliy1 olusturan en temel yap1 birimi hiicreden itibaren
evrimsel gelisim ile baslayan bu siire¢ ileri diizey canlilarin meydana gelmesiyle devam
etmektedir. Canlilarin birbirleri arasindaki etkilesimler ekolojik diizen geregi olmasi gereken
bir olaydir. Canlilarin arasinda gerceklesen biiyiik boyuttaki etkilesimi genis bir halka olarak
diisiinmeliyiz. Bu sayede de molekiiler ve biyokimyasal anlamda canlilar arasindaki
etkilesimleri kolay bir sekilde kavrayabiliriz. Canlilardan itibaren baslayan bu etkilesim,
canliyr olusturan sistemler arasinda, sistemleri olusturan organlar arasinda, organlari
olusturan dokular arasinda, dokular1 olusturan hiicreler arasinda da mevcuttur. Daha da
ayrintili olarak incelenirse, hiicrelerin devamliligi i¢in gerekli olan hiicresel metabolizmada
bliyiik rol oynayan proteinler ve ayrica hiicrelerin hastalanmasina sebebiyet veren canli
olarak degerlendirmeyen virlislere ait viral proteinler arasinda da bu etkilesim

gerceklesmektedir.
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Protein-protein interaksiyonlari (PPI), biyokimyasal olaylar sonucu veya elektrostatik
kuvvetlerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan en az aym veya farkli iki protein arasindaki
fiziksel temas kurma egilimidir. Aslinda proteinler, hem hiicresel hem de sistemik
seviyelerde onemli roller iistlenmelerine ragmen nadiren de olsa tek bagslarina hareket
ederler. Bir hiicre igindeki temel metabolizma olaylari, hiicre i¢inde meydana gelen protein-
protein etkilesimlerinden olusmaktadir. Protein-protein interaksiyonlar1 farkli agilardan
degerlendirilerek ¢alisilmistir (Westermarck, 2013).

Ornegin, biyokimyasal, kuantum kimyasal, molekiiler hiicre dinamiklerinin
anlasilmasi, sinyal aktarimi gibi alanlarda kurtarict rol oynamaktadir. Protein-protein
interaksiyonlariin secigiligini ve derecesini belirleyen biyofiziksel o6zellikler, protein
yogunlugu ve baglanma afinitesidir. Iki protein arasindaki bu olay, baglanip ¢dziilme
seklinde diisiiniilebilir ve bir sekilde baglanan proteinler kompleks olusturabildigi gibi

kompleks olusturmadan da kisa siireli bir baglanma gerceklestirebilir.

1.6.1. Protein-Protein Etkilesimlerinin Cesitleri

Proteinler karmasik yapilarda olabildikleri gibi ¢ok basit yapida da olabilmektedirler.
Karmagik yapilar olustururken, homo-oligomer ya da hetero-oligomer seklinde karmasik
yapilar olustururlar. Protein-protein interaksiyonlari geleneksel oldugu gibi antijen-antikor
veya enzim-inhibitor seklinde olabilir. Nadir olarak, etki alanina bagli olarak peptidler
arasinda PPI’ler kurulabilmektedir. Ayrica, bu etkilesimleri, sabit veya gecici sekilde
siiflandirabildigimiz gibi proteinler arasinda kurulan kimyasal baglarin yapisina goére de
ayirmak miimkiindiir.

Homo-oligomer protein yapisi, ayni alt {inite proteinlerden olusan dort boyutlu yapidir.
Bu yap1 kimyasal baglanma ile yonetilmektedir. Protein yapisi tek bir alt {initenin dénmesi
araciligr ile denatiire olabilmektedir. Cesitli enzimler, tasiyic1 proteinler, yerlesme
proteinleri ve transkripsiyon diizenleyici faktdrler homo-oligomer yapida islev goriirler.
Hetero-oligomer protein yapisi, farkli alt {inite proteinlerden olusan dort boyutlu yapidadir.
Farkli alt iiniteden olusan bu karmasik yapilar, hiicresel sinyal olaylarinda ¢ok daha belirgin
olarak ortaya ¢cikmaktadirlar (Jones, 1996).

Sabit etkilesimlere sahip olan kompleksler, homo-oligomer ve hetero-oligomer
yapilarinin kendi aralarinda ya da ayr1 sekilde interaksiyon olusturmasi seklinde meydana

gelir. Diger yandan, belli bir protein ya da protein kompleksi belli bir bolgede bulunan
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proteinlerle biyokimyasal sekilde geri doniisiimli olacak sekilde bag kurabilir. Kurulan bu
bag gegici etkilesim olarak adlandirilir.

Kovalent etkilesimlerini en giiclii sekilde distilfit baglar1 ve elektron paylasimi
olusturmaktadir (Campell, 2006). Kovalent olmayan baglar ise, hidrojen baglari, iyonik
etkilesimler, Van Der Waals baglar1 veya hidrofobik etkilesimler seklinde olabilmektedir
(Ansyln, 2004).

1.6.2. Protein-Protein Etkilesimlerinin Analizleri

Hiicre sinyal mekanizmalar1 hastaliklarda oldugu gibi pek ¢ok biyolojik olaylarda da
biiyiik 6neme sahiptir ve hiicre sinyallesmesinde pek ¢ok protein-protein interaksiyonu,
iskeletler ve enzim-subsrat iliskisi kilit role sahiptir. Bu nedenle, sinyallesme sistemi olduk¢a
yogun bir sekilde calisilmis ve pek cok protein yerlesme bolgesi ve ya baglanma bolgeleri
incelenmistir (Sharrocks, 2000). Bazi protein-protein etkilesimleri maya ikili melez,
immiinolojik ¢okeltmeler, pull down analizleri ve floresan rezonans enerji transferi (FRET)
olarak siralanan teknikler ile belirlenebilmektedir.

Pull down ve immiinolojik g¢okeltmeler birbirlerine ¢ok benzerlerdir. Pull down
analizleri genellikle, glutatyon S-transferaz (GST) enzimi ile birlikte klonlanmis ve iiretime
hazir plazmidlerle yapilmaktadir. GST enzimi, kullanilan substrata yogun baglanma
afinitesine sahiptir ve ¢apraz baglanmalari dnleyerek enzim-substrat iliskisini temel alarak
gorevini gerceklestirir. Immiingdkeltmelerde, proteine 6zel antikorlar kullanilmaktadir. Bu
sayede antikor-antijen prensibine dayanan mekanizma gergeklesir ve etkilesim belirlenir.

Her iki yontemin de en biiylik dezavantaji, proteinlerin dogal olmayan bir ortamda
bulunmas1 ve dolayisiyla dogru katlanmamis olabilmeleridir. Proteinlerin dogru
katlanmalari, ylizey amino asitlerinin etkilesime dogrudan katkilarinin bulunmasindan 6tiirti,
etkilesimlerin dogrulugu agisindan ¢ok oOnemlidir. Ayrica etkilesimler tiip igersinde
gerceklesmekte oldugundan, etkilesimi saglayici saperon molekiiller mevcut olmayabilir, bu
da deney sonuclarinin dogru yorumlanamamasina neden olabilir.

Maya ikili hibrit sisteminde, transkripsiyon faktorlerinin modiiler dogasi olan DNA’da
spesifik dizileri tantyan bir DNA baglanma bolgesi (DBD — DNA binding domain) ve ilgili
promotor’dan gen ifadesine neden olan bir transaktivasyon bolgesi (AD — Activation
Domain) degistirilmektedir. Transaktivasyonun modiiler dogasina ve DBD ile AD’nin bagka

proteinlere eklendiginde 6zelliklerini o proteinlere tasidiklarma (hibritlendiklerine) dair
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oncii caligmalar, 1988 yilinda GAL4 transkripsiyon faktorii iizerinde Maniatis ve arkadaslari
tarafindan yapilmstir.

Bu ikili-melez sisteminde bu iki bolge birbirinden ayrilarak etkilestiginden
stiphelenilen iki proteine ayr1 ayr1 eklenmektedir. Bu proteinlerden bir tanesi yem (bait)
olarak kullanilir. Bu yem proteinin pek ¢ok olasi av (prey) proteini arasindan hangisi ile
gercekten etkilestigi ise, DBD ve AD’nin yan yana gelmesi sayesinde raportdr gen anlatimi
ile takip edilir (Primrose ve Twyman, 2006).

Cogu yontem kompleks olusmasi ve etkilesimleri dolayli metotlar ile gostermeye
calisirlar, dolayisiyla aragtirmacilar uzun zamandir tek-molekiil diizeyindeki etkilesimleri
“dogrudan” gozleyebilmenin arayisindaydilar. FRET analizi bu agidan olduke¢a degerli bir
yontem olarak gelistirilmistir. Her ne kadar yine dolayli bir yontem olsa da X ve Y proteinleri
arasindaki etkilesim, dogrudan enerji transferi sayesinde goriintiilenebilir olmaktadir. Bu
yontemin de endirek olma nedeni, her iki proteinin de floresan molekiller ile
etiketlenmesindendir — farkli iki florofor tarafindan etiketlenen bu proteinler eger yeteri
kadar yakinlarsa (ki bizim etkilesimden kastettigimiz de non-kovalent etkilesimde
bulunacak kadar yakin olmalaridir), uyarilmis verici florofordan yakinindaki reseptor
florofora enerji transferi olmakta ve bu da goriintiilenebilmektedir (Zheng, 2006).

Mevcut floresan mikroskoplar, floresan etiketli molekiillerin optik diizlemsel
resoliizyon limiti olan 200 nm igersinde lokalize edilmelerine olanak tanimaktadir. Ancak
eger proteinler arasindaki fiziksel etkilesimler incelenmek isteniyorsa, o takdirde 200
nm’den ¢ok daha yakin mesafelerin algilanabilmesi gerekmektedir. FRET, birbirinden
sadece nm’lerce uzakta olan iki molekiil arasindaki yakinlagma ve etkilesimin dolayl1 olarak

gozlenebilmesine olanak vermektedir (Helms, 2008).

1.6.3. Viral Enfeksiyon Sirasinda Protein-Protein Etkilesimlerinin Onemi

Diinya iizerinde mikroskobik ve makroskopik milyonlarca canli tiirii mevcuttur.
Canlilarda bulunan hiicrelerin normal yasantisin1 bozarak, hastalanmasina veya olagan
islevselligini yitirmesine sebep olan mikroskobik canli veya cansiz varliklar da mevcuttur.
Cansiz varliklar olarak isimlendirilen viriisler konak disarisinda kristalize yapida kendilerini
saklamaktadirlar. Viriisler, saglikli hiicreler iizerinde hiicresel metabolizmaya entegre olarak

hiicreyi kendi lehine ¢alismaya zorlamaktadirlar.
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Viriisler konaklar1 iizerinde enfeksiyon olustururken, kendi sahip olduklar1 genomu
konak hiicresine aktarmali ve viral genomu ilgili bdlgelere ulastirmalidir. Enfeksiyon
sirasinda virilisiin disinda bulunan protein yapidaki reseptorler konaga ait yapilari
tanimalidir. Bunu saglayan ve viral genomun konaga aktarilmasinda aktif rol oynayan yapi1
glikoprotein hormonu beta zincir yapisidir. Konaga aktarilan viral genomun hiicrenin
stoplazmasinda veya niikleusunda replike olmasi gerekmektedir. Niikleer lokalizasyon
sinyali (NLS) konaga aktarilan viral genomun taginmasinda aktif rol oynar ve viriisiin etkili
bir sekilde ¢ogalmasinda biiyiik 6neme sahiptir.

Niikleer lokalizasyon sinyali, belirli bir amino asit grubudur. Bu amino asit grubu lizin
ve arjinince zengin olup, hiicre yiizeyinde pozitif yiik olustururlar. Bu grubu bulunduran
yapilar, hiicre veya niikleus zarindan madde gecisini c¢ift tarafli olarak saglayabilirler
(Boulikas, 2004). Glikoprotein hormon yapilari, membranlarinin 6nemli ve aktif blesenleri
oldugu bilinmektedir. Hiicre membranlarinin glikoproteinleri iki lipid tabakasi arasina
yerlesmistir. Glikoprotein molekiilii, membranin bir ya da her iki yiizeyi ile temas edebilirler
(Biyokimya olgu sunumlu yaklasim, 1996). Protein ve glikoproteinler hiicre igi iletisimi
saglamada etkili elemanlardir. Protein glikozilasyonu proteinlerin en yaygin
posttranslasyonel modifikasyonudur ve proteinin antijenik 6zelliklerine katkida bulunur.
Glikozilasyona ugramis proteinler farkl: tip antijenik epitoplar tasirlar (Lisowska, 2002 ve
Walsh, 2006) ve glikoproteinler immiin sistem efektdrlerinin anahtar bilesenleridirler (Rudd,
2001 ve Zhang, 2006). Ayrica glikoproteinlerin detayli analizleri konak-mikroorganizma ve
konak-parazit arasindaki iliskilerin aydinlatilmasina bdylece protein-protein etkilesimlerinin
arastirilmasindaki eksik bilgilerin tamamlanmasina yardime1 olurlar.

Viral proteinler arasindaki interaksiyonlar, viriis hareketleri, vektorler tarafindan
yapilan viriis dagilimi, virionlarin birlesmesi, viriis replikasyon komplekslerinin olugsmasin
etkilemesi agisindan virlis yagsam dongiisiinde olduk¢a 6nemlidir (Guo, 2001). Viriis-konak
iligkisi, virlis enfeksiyon dongiisii viral proteinler arasindaki interaksiyonlari anlamak
acisindan oldukg¢a 6nemlidir.

Protein-protein etkilesimleri bir¢ok viriis i¢in ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir.
Ormegin, bu interaksiyonlar maya ikili melez sistemi ve bimolekiiler florasans
komplementasyon (BiFC) deneyi kullanilarak patates viriis A, bezelye tohum mozaik
viriisinde (PSbMV), tiitin damar benek viriisiinde, soya fasiilyesi viriisiinde (SMV)
gosterilmistir (Guo, 2001; Hong, 1995; Kang, 2006). Ayrica, plum pox viriis {izerinde

yapilan caligmalarda yardimci kompotent proteinazlar (HC-Pro) arasi etkilesimler, viral
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proteinler (VP) arasinda, CP’lerin kendileri ile yaptigi interaksiyonlar belirlenmistir
(Yambao, 2003).

Viral protein-protein etkilesimlerinin fonksiyonel rolii, 2013 yilinda Xu tarafindan
calistimistir. Bu ¢alisma, salatalik mozaik virlisi 2b proteininin viral semptom
tetiklenmesinde ve RNA susturulmasinin baskilanmasinda hayati role sahip oldugunu
belirlemistir. Yapilan son ¢aligmalarda, bidensoviriis proteinleri (BmDNV-Z) ile Bombyx
mori spesifik konak orta bagirsak proteinleri arasindaki protein-protein interaksiyonlari

belirlenmistir (Bao, 2013).

1.7. Cahismanin Amaci

Bu giine kadar Iridoviridae familyasinda bulunan CIV iizerinde genom organizasyonu
ve gen triinlerinin fonksiyonel analizleri konularinda cesitli ¢aligmalar yapilmistir. CIV
lizerinde yapilan protein interaksiyon c¢alismalarinda, doktora dgrencisi Emine Ozsahin’nin
maya ikili hibrit sisteminde belirledigi etkilesimlerden yola ¢ikilarak, 337L (glikoprotein
hormonu P zinciri sinyali I) ve 295L (iki tarafli niikleer lokalizasyon sinyali) genlerine ait
arasinda bir iligskinin olabilecegi diistinlilmiistiir.

Yapilan literatlir calismalarina goére, bu iki gene ait {iriinlerin virus enfeksiyonu
sirasinda virus kapsidinin hiicreye yapismast ve virus DNA’sinin kolaylikla nukleusa
ulagmas1 asamalarinda etkin roller oynadiklar1 belirlenmistir. Bu tezin amaci; 337L ve 295L
genlerine ait proteinlerin BEVS’de iiretilerek, bu iki protein arasindaki interaksiyonlari

tespit etmektir.



2.YAPILAN CALISMALAR

2.1. 337L ve 295L Genlerinin Elde Edilmesi

2.1.1. 337L Geninin Elde Edilmesi

337L geni CIV genomundan PCR ile ¢ogaltilarak elde edildi. Primerlerin sekans
dizilerine HA-Taq yerlestirildi. Reaksiyon karisimi, 1 ul CIV DNA’s1 (10 ng), 0.5 pul
promega go Taq enzimi, 1 ul 337L-HA ileri
(CCCTCGAGGCCACCATGATTATTAGAAATTTTCCAAAACAAAC) ve 1 ul 337L-
HA geri (GGGGTACCTTAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTAGGTAA
TTACATTTTTATTTTCC) primerleri, 1 pl (10 mM) dNTPs, 5 ul 5X HF tamponu ve

35.5 ul steril su igerecek sekilde 50 pl olarak hazirlandi. PCR dongiisii primerlerin
annealling sicakligina gore diizenlendi. Reaksiyon, 98 °C’de 30 sn, 98 °C’de 10 sn,
54°C’de 30 sn, 72 °C’de 30 sn, 72 °C’de 10 dk olacak sekilde gerceklestirildi. Yapilan
agaroz jel elektroforezi sonucu goriintiileme yapildi. Elde edilen 1170 bp uzunlugundaki
bant temizleme kiti (Macherey Nagel) ile jelden temizlendi. Nanodrop ile yapilan dl¢timler

sonucu 337L geninin konsantrasyonu 11.7 ng/ul olarak belirlendi.

2.1.2. 295L Geninin Elde Edilmesi

295L geni, doktora 6grencisi Emine Ozsahin tarafindan daha once olusturulan
Escherichia coli igindeki pGBK-T7 plazmidinden elde edildi. Bakteri amfisilin igeren LB
agara ¢izgi ekim yapildi ve gece boyu 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Sonra plazmid
izolasyonu i¢in bu kiiltiirden tekrar gece kiiltiirii hazirlandi ve DNA saflagtirma sistem Kiti
(Promega) kullanilarak plazmidler izole edildi. 295L geni ¢ift enzim kesim reaksiyonu
sonucu elde edildi. Kesim reaksiyonu, 1 pl Xhol, 4 ul tampon D, 20 pl 295L DNA’s1
iceren pGBK-T7 plazmidi, 15 pl dH2O olacak sekilde toplam 40 pl olarak hazirlandi.
Karigim ilk olarak 37 °C’de 4 saat boyunca Xhol restriksiyon endoniikleaz ile kesildi.
Kesimin ardindan agaroz jel elektroforezi yapildi ve kesilmis 295L DNA’s1 jelden

temizlendi.
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BamHlI i¢in ikinci kesim reaksiyonu 20 pl 295L kesilmis DNA (Xhol), 1 ul BamHl,
4 ul tampon E ve 15 ul dH20 olmak tizere 40 ul olarak hazirlandi. Restriksiyon 2 saat
boyunca gergeklestirildi. Kesimin ardindan jel elektroforezi yapildi ve belirlenen 4032 bp
uzunlugundaki bant temizleme kiti (Macherey Nagel) ile jelden temizlendi. Nanodrop ile

yapilan ol¢timler sonucu 295L geninin konsantrasyonu 10.6 ng/ul olarak belirlendi.

2.2. pFastBac HTB Plazmidinin Elde Edilmesi

pFastBac HTB plazmidi (Sekil 13) igeren E. coli, =80 °C stoktan amfisilin LB agar
besiyerinde canlandirildi. Plazmid izolasyonu i¢in canlandirilan kiiltiirden gece kiiltiirii
hazirlandi. Plazmid DNA, saflastirma sistem Kkiti (Promega) ile izole edildi. Plazmid
izolasyonunun ardindan kesim reaksiyonu hazirlandu.

337L genin klonlanabilmesi igin kesim reaksiyonu, 5 pl plazmid DNA, 1.5 ul Xhol,
1.5 pl Kpnl, 1.5 pl tampon D, 1.5 pul tampon 110X, 1 ul AP (alkalin fosfataz) ve 18 pnl
steril su olacak sekilde hazirlandi. Kesim reaksiyonu 37 °C’de 4 saat boyunca
gerceklestirildi ve reaksiyon bitimine yarim saat kala karigima 1 pl AP eklendi.

295L geninin klonlanabilmesi i¢in kesim reaksiyonu, 20 ul plazmid DNA, 1 ul Xhol
(Promega), 4 pl tampon D, 1 ul AP, 14 ul dH20 ihtiva edecek sekilde toplam 40 pl olacak
sekilde hazirlandi. Kesim 4 saat boyunca 37 °C’de gergeklestirildi ve reaksiyonun
bitmesine yarim saat kala karigima 1 pl AP eklendi. Kesim sonrasinda, karisim %1°lik
agaroz jelde elektroforez yapildi. Elde edilen bant jel temizleme kiti ile temizlendi. Agaroz
jelden temizlenen DNA ile yeni bir kesim reaksiyonu hazirlandi. Bu reaksiyon da 20 pl
plazmid DNA, 1ul BamHI (Promega), 4 ul tampon E, 1 ul AP, 14 ul dH-0 ile toplam
hacim 40 pl olacak sekilde hazirlandi. Kesim 2 saat boyunca 37 °C’de gerceklestirildi ve
reaksiyonun bitmesine yarim saat kala karigima 1 pl AP eklendi. Konsantrasyon 6l¢iimii
nanodrop ile yapildi. Olgiim sonucu elde edilen vektdrlerin konsantrasyonlar: 295L geni

icin 7.7 ng/pul ve 337L geni i¢in 9.8 ng/ul olarak belirlendi.
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Sekil 13. pFastBac 1.2 HTB vektor haritasi

2.3. 337L-HTB ve 295L-HTB Gen Kasetlerinin Olusturulmasi ve
Transformasyonu

2.3.1. Kompotent E. coli JM101 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Kompotent E. coli JM101 hiicrelerinin hazirlanmasi i¢in, 4 °C’deki E .coli JM101
stogundan antibiyotiksiz 3 ml Luria Broth (LB) besiyerine inokiilasyon gergeklestirilerek
gece kiiltiirii hazirlandi. Inkiibasyondan sonra kiiltiir 1:10 oraninda sulandirma yapilarak
600 nm’de spektrofotometrik Ol¢limler gerceklestirildi. Son absorbans OD 600°da 0.1
olacak sekilde 30 ml antibiyotiksiz Luria Broth besiyerisine inokiilasyon gerceklestirildi.
Karigim 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi ve inkiibasyonun 50. dakikasindan itibaren her 20
dakikada bir spektrofotometrik dl¢iim yapildi. Son absorbans 0.45-0.55 OD olana kadar
olgiim gergeklestirildi. Olgiimden sonra 50 ml falkon tiipe aktarilan bakteri siispansiyonu
4500 rpm’de 4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet
10 ml soguk CaCl;’de ¢oziildii ve 30 dakika buzda bekletildi. Sonra 4500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant tekrar uzaklastirilarak pellet 2 ml soguk CaClz’de ¢oziildii ve

kullanmadan 6nce 2 saat boyunca 4 °C’de bekletildi.
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2.3.2. 337L Genin HTB Plazmidine Klonlanmasi ve Transformasyonu

Ligasyon reaksiyonu, 0.5 ul HTB plazmidi, 4 pl 337L geni, 1 ul ATP, 1 ul T4 ligaz
tamponu, 1 ul T4 DNA ligaz enzimi ve son hacim 10 ul olacak sekilde 2.5 ul dH20
eklenerek hazirlandi. Karisim gece boyu 4 °C’de bekletildi ve ertesi giin transformasyon
icin kullanildi. Transformasyon yapilirken, 1.5 ml’lik ependorf tiipiine 200 ul hazirlanan
kompotent hiicre ve 3 ul ligasyon iiriinii konuldu ve 30 dakika buzda bekletildi. Bir sonraki
asamada karigima 1sitict blok iceriside 45 °C’de 2 dakika boyunca 1s1 soku uyguland: ve
tip hemen buza transfer edildi. Karisim, hazirlanmis olan 1 ml LB inokiile edildi ve 45
dakika boyunca 37 °C’de inkiibasyon yapildi. inkiibasyondan sonra 6000 x g’de 3 dakika
boyunca santrifiij yapildi ve pellet 150 pl LB besiyerisinde ¢6ziildii. Bundan Amp* kati
agar besiyerisine yayma ekim yapildi ve bir gece 37 °C’de inkiibe edildi. Petride biiyliyen
kolonilerden en biiyiikleri se¢ildi ve plazmid izolasyonu yapild1 (Sekil 14).

2.3.3. 295L Geninin HTB Plazmidine Klonlanmasi ve Transformasyonu

Ligasyon reaksiyonu, 6.5 ul HTB plazmidi, 11.8 ul 295L geni, 1 ul ATP, 2.5 ul T4
ligaz tamponu, 1 pl T4 DNA ligaz enzimi ve son hacim 25 ul olacak sekilde 2.2 ul dH20
eklenerek hazirlandi. Karisim gece boyunca 4 °C’de bekletildi ve ertesi giin
transformasyon i¢in kullanildi. Transformasyon yapilirken, 1.5 ml’lik ependorf tiipiine 200
ul hazirlanan kompotent hiicre ve 3 pl ligasyon fiiriinii konuldu ve 30 dakika boyunca
buzda bekletildi. Bir sonraki asamada 45 °C’de 2 dakika 1sitic1 blok igeriside 1s1 soku
yapild1 ve tiip hemen buza transfer edildi. Karistm 1 ml LB besiyerisine inokiile edildi ve
45 dakika 37 °C’de inkiibasyon yapildi. Inkiibasyondan sonra 6000 x g’de 3 dakika
boyunca santrifiij yapildi pellet 150 pl LB besiyerisinde ¢oziildii. Bundan Amp* agar
besiyerisine yayma ekim yapildi ve bir gece 37 °C’de inkiibe edildi. Petride biiyiiyen
kolonilerden en biiyiikleri se¢ildi ve plazmid izolasyonu yapild1 (Sekil 15).
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2.4. 337L-HTB ve 295L-HTB Gen Kasetlerini Iceren Vektorlerin Escherichia
coli DH10 Bac Hiicrelerine Transformasyonu

2.4.1. Kompotent E. coli DH10 Bac Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Kompotent DH10 Bac hiicreleri hazirlanirken, 4 °C’deki stokta bulunan DH10 Bac
hiicrelerinden kanamisin ve tetrasiklin iceren LB Bac besiyerisi ile 3 ml gece kiiltiirii
hazirland1 ve 37 °C’de 1 gece inkiibe edildi. Ertesi giin, hazirlanan gece kiiltiirti 10 ml LB
Bac besiyerisine inokiile edildi ve 3 saat 37 °C’de logaritmik faza ulasana kadar biyiitiildii.
Bakteri kiiltiirii 15 dakika boyunca buzda bekletildi ve 4 °C’de 4000 rpm’de 5 dakika
santrifiij yapildi. Siipernatant uzaklastirildi ve pellet 10 ml soguk CaCl, ile ¢oziildii.
Bakteri- CaCl; karisimi buz tizerinde 1.5 saat bekletildi ve 4 °C’de 4000 rpm’de 5 dakika
santrifiij yapildi. Stipernatant uzaklastirildi ve pellet 1 ml soguk CaClz ile ¢oziildi.

24.2. 337L-HTB ve 295L-HTB Gen Kasetlerinin DH10Bac Hiicrelerine
Transformasyonu

Transformasyon iglemini gergeklestirirken 1s1 sok metodundan yararlanildi. Ependorf
tiipli igerisine 100 pl kompotent DH10Bac hiicreleri (Sekil 16) ve 5 ul 337L-HTB gen
kasetinden konuldu ve 30 dakika buz iizerinde bekletildi. Karigima 42 °C’de 45 saniye
bekletilerek 1s1 soku yapildi. Steril ortamda cam kiiltiir tiipiine 900 ul LB ve 1s1 soka
ugramis hiicreler konuldu. 37 °C’de 225 rpm’de 4 saat boyunca inkiibe edildi. Seyreltikler
1:10 orasinda diliisyonlar hazirlandi ve her birinden 100 pul KTGXI agar besiyerine yayma
ekil yapildi. 37 °C’°de 2 gece boyunca inkiibasyon gerceklestirildi.

2.5. 337L-HTB ve 295L-HTB Gen Kasetleri Iceren Bakmidlerin Sf9 Bocek
Hiicrelerine Transfeksiyonu

2.5.1. St 9 Bocek Hiicrelerinin Temini ve Devamhihig

St 9 hiicreleri s1v1 azot stogundan temin edildi. Hiicreler 27 °C’de % 5 fetal bovine
serum (FBS) katilarak hazirlanmis SFM 900 II besiyerisinde canlandirildi. 3 hafta
boyunca, haftada iki kez olmak {izere pasajlandi. Pasajlama, 4 ml taze SFM 900 Il (%5
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FBS) besiyerinde ¢oziilen hiicrelerden yeni T25 flasklere 800 pl hiicre transfer edilip,
tizerine 3.2 ml taze SFM 900 Il (%5 FBS) koyulmast ile gergeklestirildi.

2.5.2. HTB-337L ve HTB-295L iceren E. coli DH10Bac Hiicrelerinden Bakmid
zolasyonu

Transformasyon sonucu elde edilen petrilerdeki beyaz kolonilerden kanamisin,
gentamisin ve tetrasiklin antibiyotiklerini igeren 2 ml LB Bac besiyerisine inokiilasyon
yapilarak, gece kiiltiirii hazirland1 ve 37 °C’de gece boyu biyiitiildi. Kiiltiirtin 1.5 ml’si
alind1 ve 14.000 x g’de santrifiij edildi. Geriye kalan 0.5 ml’lik kiiltiir 4 °C’de muhafaza
edildi. Santrifiijden elde edilen pelletin tizerine 300 upl soliisyon I (Tris-HCI, EDTA,
RNAse A) eklendi. Pellet hafif vorteks ve pipetleme yardimi ile ¢oziildii. Uzerine 300 pl
soliisyon 1T (NaOH, SDS) eklendi. Karisim 5 dakika oda sicakliginda bekletildi ve iizerine
300 ul 3 M potasyum asetat (pH 5.5) eklendi. Ornekler buz iizerinde 10 dakika boyunca
bekletildi ve 14.000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant 800 pl izopropanol
iceren tliplere aktarildi ve 14.000 x g’de oda sicakliginda 15 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi ve pellet 2 kez 500 ul %70’lik alkol ile
yikand1 ve yikama islemi i¢in 14.000 x g’de oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant uzaklastirildi ve pellet oda sicakliginda 10 dakika kurutuldu. izole edilen
bakmidler 40 ul 1X TE tamponunda (pH 8.0) ¢6ziildii ve 4 °C’de sakland1

- 'O yardimci
=
~.. =
- Bakmid
- o
=

Sekil 16. 337L ve 295L genleri igine alan E. coli DH10Bac hiicresi
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2.5.3. HTB-337L ve HTB-295L Gen Kasetlerini Tasiyan Bakmidlerin Sf9
Bocek Kiiltiirlerine Transfeksiyonu

Pasajlama sirasinda transfeksiyon yapmak igin, ilk olarak 1.5-2.5 x 10° hiicre/ml
yogunluga sahip logaritmik fazda hiicreler olusturuldu. Hiicreler, her bir gozde 8 x 10°
hiicre/ml yogunlukta olacak sekilde 6 gozlii sahip kiiltiir kaplarma (3,6 mm ¢ap) konuldu.
Her bir goze 2 ml katkisiz Grace’s Insect besiyeri eklendi ve oda sicakliginda 15 dakika
bekletildi. Her bir 6rnek i¢in, 1.5 ml’lik ependof iginde 100 ul katkisiz Grace’s Insect
besiyeri (antibiyotiksiz) ve 10 pl lipofektinamine (Invitrogen) soliisyonu hazirlandi. Her
bir ornek igin, 1.5 ml‘lik ependorf i¢inde 100 pul katkisiz Grace’s Insect besiyeri ile 337L
ve 295L genlerine ait 1 pg bakmid ornegi (6 pl) eklenerek soliisyon hazirlandi. Ayr
sekilde hazirlanan iki ependorf karistirildi ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.
Hazirlanan 210 pl’lik soliisyon hazirlanan hiicrelerin {izerine damla damla eklendi.
Hiicreler 27 °C’de 5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra transfeksiyon karigimi
uzaklastirildi ve antibiyotik ve % 5 FBS-SFM 900 II i¢eren besiyerisinden 2 ml eklendi ve
27 °C, de 72 saat inkiibe edildi (Sekil 17).

2.5.4. 337L ve 295L Genlerini Iceren P1 Viral Stoklarimin Uretimi ve Izolasyonu

337L ve 295L genine ait P1 viral stoklarmin iiretimi igin, viral enfeksiyon belirtileri
gosteren transfekte olmus hiicrelerin hepsi 1,5 ml’lik tiipe aktarildi. Hiicreleri ayirmak i¢in
500 x g’de 5 dakika santrifiigasyon yapildi. Siipernatant, 0.45 um’lik filtreden gegirildi ve
steril 1,5 mI’lik tiipe aktarildi ve 4 °C’de 151k gérmeyecek sekilde muhafaza edildi.

2.5.4.1. 337L ve 295L Genleri I¢eren Bakiiloviriis Stoklarinin Cogaltilmasi

Pasajlama sirasinda viriis tiretimi i¢in Sf9 hiicreleri, T25 flasklarda tiretildi. Hiicreler
gozlerdeki konsantrasyon 2 x 10° hiicre olacak sekilde kuyucuklara birakildi. Tabana
tutunmalari i¢in hiicreler bir saat boyunca inkiibasyon yapildi. Bir saat sonra, 337L ve
295L genlerine ait pl viral stoklarindan 250 pl hiicrelerin iizerine eklendi ve 96 saat
inkiibe edildi. Sonra hiicreler 500 x g’de 5 dakika santrifiigasyon yapildi. Siipernatant 0.45
um’lik filtreden gecirildi ve 15 ml’lik tiiplerde (Falcon) 4 °C’de 151k gérmeyecek sekilde
muhafaza edildi.



35

ISew|e503 SIIIA A NUOAISHOJsULH UIULIDPASEY] UoS g LH-1G62 9A g1H-1/E€ "LT IS

&,w/ TmaIm
o= / stuta udt nunam udjoid

”A\-w%/ ) ” 0000000000 0000000000
NUOAS[OZI prunyeq ANy TOATSY3Jsuen)
N\ N LRI i/ \ @ \ \
o .

.m 6JS %\& .
B mR[pryeq m o&

(7 TIR[I0NY 260 TH( Jueloduwoy JOPPA J0UOP

a1H *qieid

N

ridas ynoAiqnue

()
..

uoAstzodsuen UOASBULIOJSIET)

numprel

Lujpe-iuiw J l zoe|

JOPY2A JQUOP

g1H deqised




36

2.5.5. 1}37L ve 295L Genlerine Ait Rekombinant Protienlerin Uretimi,
Izolasyonu ve Belirlenmesi

2.5.5.1. Sf9 Hiicrelerinin 337L ve 295L Genlerini Iceren Viruslerle Enfeksiyonu
ve Protein Saflastirilmasi

Enfeksiyonda kullanilacak hiicre yogunlugu 6x10° hiicre/ml olacak sekilde T25
flasklarda subkiiltiir yapildi. Enfeksiyon giinii, hiicreler 4 ml taze SFM 900 II besiyerisinde
(%5 fetal bovine serum) siispansiyon hale getirildi ve hiicreler 2 ml olmak iizere ayr1 T75
flasklere aktarildi. Hiicrelerin tabana tutunmasi i¢in 27 °C’de iki saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra son hacim 2 ml olacak sekilde 500 pl 337L ve 500 ul 295L genlerini
iceren viriisler, T75 flasklarindan 500 pl besiyeri uzaklastirilarak eklendi. Iki saat boyunca
sallayicida inkiibasyon yapildi. Son hacim 7 ml olacak sekilde her flaska 5 ml %5 FBS
iceren SF 900 SFM II besiyeri eklendi. Hiicreler 27 °C’de 72-96 saat inkiibe edildi.

Protein izolasyonu i¢in; 337L ve 295L genlerini igeren p2 viriisler ile enfekte olmus
hiicreler enfeksiyondan 72. saat sonra 500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
0.45 um’lik filtreden gegirilip, steril 15 ml’lik falcon tiiplerine aktarildi. Pellet, dnceden
hazirlanmis 1:10 oraninda (1X) seyreltilmis steril PBS (Fosfat tampon tuz) tamponu iginde
¢oziildi. Cozme sirasinda ise 1 tane proteinaz inhibitorii tableti 1X PBS siispansiyonuna
eklendi. Siispansiyon 500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi ve silipernatant uzaklastirildi.
Pellet -80 °C’de saklandi.

Protein izolasyonu Promega Mag-his protein purification system kitine uygun sekilde
yapildi. Donmus pelletlerin tizerlerine 3 ml 1X PBS, 330 ul DNaz eklendi ve 330 ul hiicre
pargalama soliisyonu eklendi ve 10 dakika dordiirmeli karistiricida santrifiij yapildi. Kitin
icinde bulunan ve proteinlerin ilk asamada baglanmasini saglayan nikel vortekslendi,
¢ozildi ve 90 ul nikel tiiplere ayri ayr1 konuldu ve alt iist yapildi. Oda sicakliginda iki
dakika bekletildi. Miknatisa tutuldu ve beyaz faz ayr tiipe alindi. Nikel ile miknatisa
tutunan kisim yikama tamponu ile 3 kere yikandi. Her yikama sirasinda 15 defa tiipler alt
iist yapildi ve 2 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi. Yikanan nikeller miknatis ile
tekrar muamele edildi. Yikamalar sirasinda her muktanisa tuttuktan sonra beyaz faz
uzaklastirildi ve son pellet 500 ul ¢6ziicli tamponda ¢6ziildii oda sicakliginda iki dakika
bekletildi ve miknatisa tutuldu. Nikel ortamdan uzaklastirildi. Seffaf siv1 (faz) ayri bir tiipe

alind1 ve -20 °C’de muhafaza edildi.
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255.2. 337L ve 295L SBenIerine Ait Rekombinant Proteinlerin
Konsantrasyonunun Ol¢iimii

Protein konsantrasyon o&l¢imii 96 gozli kiiltir kaplarinda ve spektrofotometri
kullanilarak gergeklestirildi. Takara 96’lik plate i¢inde soldan saga dogru (1-7) ve birinci
stitundan D, E, F kuyularina da 200 ul Bradford boyasi konuldu. A ve B satirindaki (1-7)
her kuyuya 10 pl siras1 ile 0 pg, 50 pg, 100 pg, 150 pg, 200 pg, 250 pg ve 300 ng BSA
iceren sollisyonlardan konuldu. Protein 6rnekleri 5 pl olacak sekilde ilgili kuyulara eklendi
ve tizerlerine 0.15 M 5 ul NacCl ilave edildi. Analiz i¢in ¢ok go6zlii okuyucu, (molecular
devices sprectra max M2) cihaz kullanildi. Absorbans ODses’te 6lgiildii ve 337L ve 295L
genine ait rekombinant proteinin konsantrasyonu sirasiyla 9.4 ug/ul ve 6.7 ug/ul olarak
belirlendi.

2.5.5.3. 337L ve 295L Genlerine Ait Rekombinant Proteinlerin SDS-PAGE ve
Western Blot Analizleri ile Belirlenmesi

2.55.3.1. 337L ve 295L Rekombinant Protein Orneklerinin SDS-PAGE’de
Yiiriitiilmesi

337L ve 295L genine ait saflastirilmis rekombinant proteinlerden 15 pl alindi ve 60
ul yiiriitme boyasina koyulduktan sonra 98 °C’de 15 dakika bekletildi ve 14.000 rpm’de
bir dakika santrifligasyon yapildi.

Jel hazirlanirken ilk olarak ayirma jeli %12’lik olarak dokiildii. Bunun i¢in 4 ml
akrilamid soliisyonu, 4.65 ml H20, %10’luk SDS’den 0.1 ml, 3M Tris tampondan (pH 8.8)
1.25 ml, %10’luk APS’den (Amonyum persiilfat) 120 pul ve 12 ul TEMED’den bir beherde
karistirilarak 1.0 mm’lik biorad sds-page jel iinitesine dokiildii. Jelin donmasindan sonra
yigma jel hazirlandi. Bunun igin, 0.67 ml akrilamid soliisyonu, 3.63 ml H20, %10’luk
SDS’den 0.05 ml, 3M Tris (pH 6.8)’den 0.625 ml, %10’luk APS‘den 120 pl ve 12 pl
TEMED alind1 ve soliisyon bir beherde karistirildiktan sonra %12’lik jelin iist kismina
dokiildii. Sonra jelin tizerine 1.0 mm’lik taraklar takild1 ve donmasi igin beklenildi. Protein
ornekleri kuyucuklara yerlestirildi. Bantlar diiz hale gelene kadar 20 mAh ve sonrasi 40
mAh’de bir buguk saat yiiriitiildii. Bantlar uygun mesafeye yiirlidiikten sonra jeller cam

bloklar arasindan temizlendi ve SDS-PAGE Western Blot analizi i¢in membrana aktarildi.
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2.5.5.3.2. SDS-PAGE Jelin Membrana Aktarilmasi ve Goriintillenmesi

SDS-PAGE jelin membrana aktarilmasi igin, 4 tane whattman kagidi ve 1 tane de 7.5
cm x 6.5 cm boyutlarinda membran kesildi. Biiyiik bir petri i¢erisine 20 ml metanol ve 80
ml elektroblotlama tamponu konuldu. Elektroblotlama iinitesine (Biorad Trans-blot SD)
oncelikle hazirlanan soliisyonda yikanmis 2 whattman kagit: iist iiste konuldu. Uzerine
hazirlanan soliisyonda yikana membran konuldu ve {izerine proteinlerin bulundugu jel
konuldu. Diger 2 whattman kagidi yukarida hazirlanan karigim ile yikanip jelin iizerine
konuldu. Arada kalan kabarciklar ortamdan uzaklastirildi. Cihaz 40 mAh‘de 1 saat
boyunca c¢alistirildi. Elde edilen membranlar 50 ml 1X PBS iginde ¢6ziilen 2.5 gr siit
tozunda (%3) yikand1 ve bekletildi.

Membranlardan goriintiileri elde etmek i¢in, 400 ml 1X PBS iginde 2 gr siit tozu
¢ozlildi ve membran bu karisimla 3 kez 10 dakika siire ile yikandi. 337L geni i¢in bu
karisimin 4 ml’si igine 0.4 ul monoklonal anti his antikor (Sigma) ilave edildi ve membran
bir saat siire ile donerli halde muamele edildi. 295L geni i¢in bu karisimin 4 ml’si i¢ine 0.4
ul HA antikor (Sigma) ilave edildi ve membran bir saat siire ile donerli halde muamele
edildi. Birinci antikor muamelesinden sonra membranlar 3 kez 10 dakika siire ile siit tozu
soliisyonu ile yikandi. Ardindan 337L geni i¢in ikinci antikor olarak 4 ml siit tozuna 0.4 ul
antifare Ig G Alkalin Fosfataz kegide tiretilmis (Sigma) ilave edildi ve 295L geni igin
ikinci antikor olarak 0.4 pl HA taq poliklonal antikor (Sigma) ilave edildi. Bir saat siire ile
bu soliisyonla donerli halde muamele edildi. Membranlar 3 kez 10 dakika siire ile siit tozu
soliisyonu ile yikandi ve 2 kez 10 dakika siire ile 1X A.P. (Alkalin fosfataz) tamponu ile
yikandi. En son goriintiileme i¢in, 10 ml 1X A.P tamponu igerisine belirte¢ olarak 100 pl
NCI/BCIP eklendi. Hazirlanan soliisyon ayri ayri yitkanmig membranlar iizerine eklendi ve

goriintlileme gerceklestirildi.

2.6. 337L ve 295L Proteinlerinin Birbiri Arasindaki Etkilesimin Belirlenmesi

337L ve 295L proteinleri arasindaki etkilesimi belirlemek i¢in, proteinler bocek hiicre
kiiltiirlinde tretildi. 337L ve 295L genlerini iceren viriis sollisyonlarindan 500°er pl
almarak Sf9 hiicrelerinde ayr1 ayr1 enfeksiyon T75 hiicre kiiltiirii flasklarinda
gergeklestirildi (In vitro). Bunun yanisira, hem 337L hem de 295L viriis soliisyonundan

500‘er pl almarak sf9 hiicrelerinde ayn1 T75 hiicre kiiltlirii kab1 kullanilarak enfeksiyon
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gerceklestirildi (In vivo). Enfekte olmus Sf9 bocek hiicreleri kisim 2.5.5.1’de bulunan
protokole uygun sekilde toplandi. Proteaz inhibitdrii soliisyonunda yikanan hiicreler -80
°C’de saklandi. Daha sonra 337L ve 295L’ye ait olan hiicre lizatlar1 4 °C’de dondiiriicii
yardimi bir deney tiipii icerisinde 4 saat boyunca muamele edildi (In vitro). Aym flask
icinde yapilan enfeksiyona ait 6rnek (In vivo) i¢in hiicreler toplandi. 337L, 295L, 337L-
295L (In vivo) ve 337L-295L (In vitro) karisim’a ait olan pelletlerden protein izolasyonu
kisim 2.5.5.1°deki protokole uygun sekilde gergeklestirildi.

Elde edilden saf proteinler arasinda etkilesimin var olup olmadigi SDS-PAGE ve
Western Blot analizi H-taq’a ait olan antikorlar ile gosterildi. Proteinlerin yiiriitiilecegi
%12°1ik jel kisim 2.5.5.3.1°e uygun sekilde hazirlandi. Saf proteinleri ve yliriitme boyasi
igeren dort ayr1 deney tiipii 98 °C’de 10 dakika boyunca kaynatildi. Ornekler 15 pl olacak
sekilde jele yiiklendi ve 50 volt/saat yiiriitiildli. Yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra
2.5.5.3.2°de anlatildig1 sekilde jeldeki 6rnekler membrana aktarildi ve bir gece 4 °C’de siit
tozu (%3) igerisinde bekletildi. Membranda goriintii elde etmek igin, 400 ml 1X PBS
icinde 2 gr siit tozu ¢oziildii ve membran bu karisimla 3 kez 10 dakika siire ile yikandi.
Protein etkilesiminin var olup olmadigini gérmek i¢in bu karisimin 4 ml’si icine 0.4 pl HA
antikor (Sigma) ilave edildi ve membran 1.5 saat siire ile donerli halde muamele edildi.
Birinci antikor muamelesinden sonra membranlar 3 kez 10 dakika siire ile siit tozu
soliisyonu ile yikandi. Membran, siit tozu karigimi i¢indeki ikinci antikor olarak 0.4 ul HA
taq anti-poliklonal antikor (Sigma) bulunan bu soliisyonla bir buguk saat siire ile donerli
halde muamele edildi. Membran 3 kez 10 dakika siire ile siit tozu soliisyonu ile yikandi ve
2 kez 10 dakika siire ile 1X A.P. tamponu ile yikandi. Son olarak goriintiileme i¢in, 10 ml
1X A.P tamponu igerisine 100 pul NCI/BCIP eklendi. Hazirlanan soliisyon yikanmisg

membran iizerine eklendi ve goriintiileme gergeklestirildi.



3.BULGULAR

3.1. 337L ve 295L Genlerinin Elde Edilmesi

3.1.1. 337L Geninin PCR ile Cogaltilmasi

Chilo Iridescent Virus’iin 337L genini molekiiler olarak elde edebilmek i¢in hazirlanan
337L-ha primerleri ile polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirildi. Cogaltma sonunda 337L
geni 1170 bp biiytikliigiinde agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 18).

Marker
(bp)

337L

10000

3000

1170 bp
1000

750

500

250

Sekil 18. 337L geninin PCR ile ¢cogaltilmasi
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3.1.2. 295L Genin Pgbk-T7 Plazmidinden Elde Edilmesi

295L geni Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji
Laboratuari’na ait -80 °C stogundaki Emine Ozsahin’e ait olan pGBK-T7 plazmidinden Xhol
ve BamHI enzimleri ile kesim yapilarak elde edildi. HTB’ye ligasyon igin ayr1 bir kesim
yapilmadi. Ciinkii birlesme noktalari ayni olacak sekilde ayarlandigi i¢in HTB vektorii de ayni
anda kesildi. Kurulan reaksiyon ¢ift asamali gerceklestirildi. Birinci kesim, Xhol enzimi ile
gerceklestirildi (Sekil 19) ve ikinci kesim, BamHI enzimi ile yapildi (Sekil 20). Kesim
sonucunda 2951 geni 4032 bp biiyiikliigiinde, HTB vektorii ise 4856 bp biiyiikliigiide agaroz
jel elektroforezi ile goriintiilendi.

Marker 295L  HTB Marker 2951, HTB
(bp) 2951 KesilmisKesilmi (bp) Kesilmis Kesilmis

10000
6000
10000
5(5)88 6000 4856 bp
2000 3000 4032 bo
1500 2000
1500
1000
- 1000
. 750
500 500
250 250

Sekil 19. 295L Xhol kesimi Sekil 20. 295L BamHI kesimi
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3.2. 337 Genin CloneJET Transfer Vektoriine Klonlanmasi ve Koloni PCR

PCR sonucu elde edilen 337L geninin verimli bir sekilde, restriksiyon kesimi sirasinda
gen dizisinden kayip yasamamak i¢in CloneJET PCR Cloning Kit ile 20 dakikalik ligasyon
deneyi ile klonland1 ve transformasyon gerceklestirildi. Yapilan agaroz jel elektroforezinde
kuyulara yiiklenmis olan dort klon da pozitif olarak 1450 bp biiyiikliigiinde goriintiilendi (Sekil

21). Koloniler HTB vektoriine klonlanmak igin kesim reaksiyonu ile muamele edildi.

Marker g K2 K3 K4
(bp)

1450 bp

Sekil 21. 337L igeren dogrulanmig koloniler

3.3. 337L-HTB Gen Kasetini iceren Kolonilerin PCR ile Dogrulanmasi

337L-HTB gen kasetini dogrulamak i¢in PCR gerceklestirildi. Promega Go-Taq enzimin
kullanildig1 reaksiyon baglanma sicakligr 55 °C’de 25 dongii olarak gerceklestirildi. Dongii
sirasinda M13 ileri ve geri primer seti kullanildi. Elde edilen tiim koloniler pozitif olarak 1500

bp biiyiikliigiinde agaroz jel elektroforezinde gosterildi (Sekil 22).
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Marker g K2 K3 K4
(bp)

6000

3000

2000
1500

1500 bp

1000
750

500

250

Sekil 22. 337L-HTB gen kasetinin PCR ile dogrulanmasi

3.4. 295L-HTB Gen Kasetini iceren Kolonilerin Kesim Reaksiyonu ile
Dogrulanmasi

295L-HTB gen kasetini dogrulamak i¢in yapilan PCR gen ve plazmidin toplam
biiyilikliigii fazla oldugu i¢in verim alinamadi. Bu nedenle geri kesim reaksiyonu ile 295L
geninin HTB vektorii i¢indeki varligi dogrulandi. Kesim reaksiyonu ¢oklu kesim olacak sekilde
Xhol ve BamHI enzimleri araciligiyla 2 saat boyunca gergeklestirildi. Ayn1 anda 337L-HTB
Klonu da kesildi. Her iki gen kasetinin pozitif koloni oldugu belirlendi (Sekil 23).



44

Marker

(bp) 337L 2951

4856 bp
4032 bp

1170 bp

500

250
Sekil 23. 337L ve 295L dogrulama kesimi

3.5.337L-HTB Bakmid Kolonilerinin PCR ile Dogrulanmasi

Tranfeksiyon sirasinda lretilen gen kasetlerinin enfeksiyon yapmasi i¢in tasarlanan
DH10bac hiicrelerinde 337L-HTB gen kasetinin var oldugunu ispat etmek i¢in PCR yardimu ile
dogrulama yapildi. Dogrulama i¢in kullanilan 5 koloniden 2 tanesi pozitif olarak belirlendi.
Pozitif kolonilerin bantlar1 3600 (2430 bp bakmid + 1170 bp 337L) bp boyutunda agaroz jel
elektroforezinde goriintiilendi (Sekil 24).
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337L 337L
Marker Bakmid bakmid
(bp) K3 K4

3600 bp

Sekil 24. 337L-HTB gen kasetinin bakmid PCR dogrulanmasi

3.6. 295L-HTB Bakmid Kolonilerinin PCR ile Dogrulanmasi

Tranfeksiyon sirasinda iiretilen gen kasetlerinin enfeksiyon yapmasi i¢in tasarlanan
DH10bac hiicrelerinde 295L-HTB gen kasetinin var oldugunu ispat etmek i¢in PCR yardimu ile
dogrulama yapildi. Dogrulama i¢in kullanilan 2 koloniden 1 tanesi pozitif olarak belirlendi.

Pozitif koloni bant1 6462 bp (2430 bp bakmid + 4032 bp 295L) biiyiikliigiinde oldugu agaroz
jel elektroforezi ile belirlendi (Sekil 25).



46

295L
Marker bakmid

K10

6462 bp

Sekil 25. 295L-HTB gen kasetinin bakmid PCR dogrulanmasi

3.7. Sf9 Hiicrelerinin 337L-HTB ve 295L-HTB Genlerini iceren Bakmidler ile
Enfeksiyonlar:

337L-HTB ve 295L-HTB gen kasetleri icin Bac-to-bac Bakiilovirus Ekspresyon
Sistem’inde (Invitrogen) bulunan protokoller kullanilarak yapilan enfeksiyonun 0. , 12., 24.,
36., 48., 60. ve 72. saatlerinde ¢ekilen fotograflarda gosterildi. Enfeksiyondan O saat sonra
pasajlamadan dolay1 az stresli goriilen hiicreler 12 saatin sonunda hiicreler graniillesmeye
basladilar. Yirmi dordiincii Saat igerisinde yaban tip bakiiloviriis ile enfektif hiicrelerde yogun
olmak {izere viriis salinimi1 gézlemlendi. Otuz altinci Saatin sonunda kontrol hiicrelerine gére
hiicre cogalmasi oldukga durdu ve sitopatik etkilerden hiicre sekillerinin degisimi gézlemlendi
(Sekil 26).

Enfeksiyondan 48 saat sonra sekilleri uzamaya baslayan Sf9 bocek hiicreleri daha belirgin
goriiliirken, patlayarak pargalanan hiicre sayisi artti. Enfeksiyondan 60 saat sonra hiicreler
tamamen tabandan kopmus sekilde gozlemlendi. Enfeksiyondan 72 saat sonra normal biiyiime
seyrini koruyan kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda viriis partikiillerini salan hiicrelerle

birlikte hiicre pargalar1 gozlemlendi (Sekil 26).
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Kontrol (Sf9) Yaban tip AcNPV Bos bakmid

Sl {#

Sekil 26. S hiicrelerinde meydana gelen sitopatik etkiler, rakamlar enfeksiyon saatini gosterir
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Kontrol (Sf9) Yaban tip AcNPV Bos bakmid 337L viriis 295L viriis

Sekil 26. S19 hiicrelerinde meydana gelen sitopatik etkiler, rakamlar enfeksiyon saatini gosterir
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3.8. 337L ve 295L Proteinlerinin Western Blot Analizi ile Gosterilmesi

3.8.1. 337L Proteininin Western Blot Analizi

337L proteinlerinin goriintiilenmesi i¢in Western Blot analizi gergeklestirildi. SDS-
PAGE jeline yiikleme yapilirken, Sf9 hiicrelerinde yapilmis olan enfeksiyondan 12, 24, 36, 48
ve 60. saatlerde 6rnekler toplandi. Membrana aktarildiktan sonra analiz HA-antikor ve HA taq
poliklonal antikor (antirabbit) ile tamamlandi. Sekil 34’de goriildiigii gibi 337L proteinleri
toplanan tiim 6rneklerde yogun sekilde 46 kDa biiyiikliigiinde gézlemlendi (Sekil 28).

Marker (kDa) 12.saat 24 saat

170 -
130 S.-

95 . -

<«— 46 kDa
43

34 ————

26

17 ———

Sekil 27. 337L proteinin Western Blot ile Gosterimi
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3.8.2. 295L Proteininin Western Blot Analizi

295L proteinlerinin goriintiilenmesi icin Western Blot analizi gerceklestirildi. SDS-
PAGE jeline yiikleme yapilirken, Sf9 hiicrelerinde yapilmis olan enfeksiyondan 12, 24, 36, 48
ve 60. saatlerde O6rnekler toplandi. Membrana aktarildiktan sonra analiz monoklonal anti-his
antikor ve Ig G alkalin fosfataz (produced in goat) ile tamamlandi. Protein sentezinin 60. saatte
basladig1 belirlendi. Western blot analizi sonucunda elde edilen bandin boyutu 96 kDa olarak
belirlendi (Sekil 29).

Marker (kDa) 12.saat 24.saat 36.saat 48.saat (0.saat

170
130
95
72—he

55 4
43

<+«—96 kDa

34 .

26—

17kDa_ =

Sekil 28. 295L proteininin Western Blot Analizi
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3.9. 337L ve 295L Proteinleri Arasindaki Etkilesimin Gosterilmesi

337L av ve 295L avci proteinleri arasindaki etkilesimi gostermek icin pull down deneyi
sonrasinda Western Blot analizi gerceklestirdi. Orneklerden biri igin, 337L av ve 295L avci
proteinlerinin bulundugu hiicre lizatlar1 deney tiipiinde karistirildi. Diger 6rnek ise 337L av ve
295L avci genlerini tastyan viriislerin ayni ortamda enfeksiyonlari ile elde edildi. Magne-His
protein saflastirma kiti ile 6rneklerden proteinler elde edildi. Membran sadece HA-taq’a 6zgii
antikorlar ile muamele edildi. 337L-295L karisim (In vitro) ve 337L-295L (In vivo) ornekleri
protein interaksiyonlar1 gosterdi ve 337L av proteinine ait 46 kDa boyutunda bantlar goriildii.
Negatif kontrol olarak ise Magne-His saflastirma kiti ile saflagtirllmig 295L ve 337L
orneklerinde ise hi¢bir bant goriilmedi (Sekil 30).

N 337L
Marker 205L 337L
(kDa)  Bos  karigim Bos  295L 295L 337L  Bos

170 ———
130
95

72
5—§
43

34—

26

17—

10 kDa

Sekil 29. 337L-295L protein etkilesiminin Western Blot ile gdsterimi



4. TARTISMA

CIV, diinyada piring iiretiminde iist siralarda yer alan Japonya’da ilk defa 1966 yilinda
bir piring zararlis1 olan Chilo suppressalis’den izole edilmistir (Fukaya ve Nasu, 1966). Xeros
tarafindan 1954 yilinda yayinlanan Tipula paludosa larvasinda ikinci bir viriis hastalig1 baslikli
makalede ilk defa belirtilen ilk iridoviriisle birlikte Iridoviridae familyas: ortaya ¢ikmistir
(Xeros, 1954). Bu familyaya ait olan CIV’yi konu alan bir¢ok ¢alisma yapilmigtir. Willis, 1990
yilinda primer yliriime teknolojisi ile CIV genomunun 212,482 bp’den olustugunu belirtmistir.
LCDV-1 ile 1997 yilinda yapilan tam DNA genom analizindeki karsilagtirmasindaki
eksikliklerinden dolayi, Darai ve ark., 2001 yilinda CIV igin tam genom analizi yapmiglardir.
(Tidona ve Darai, 1997). Jacob ve ark. (2001)’larinin yaptigi ¢alismada CIV genomunda 468
potansiyel ORF bulunmustur.

Yapilan literatiir arastirmalarina gére, CIV’y1 ve sahip oldugu ORF’leri konu alan bocek
hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 2000 yil1 6ncesinde ¢ok azdir fakat, 2001 yilindan sonra yayimlanan
caligmalarda tam genom analizlerinin yani sira daha segici konulara odaklanilmigtir. Dizman
ve arkadaglarimin 2012 yilinda yayimlanan ¢alismasinda, CIV’ye ait en erken promotorun
transkriptomik analizi gergeklestirildi (Dizman ve ark, 2012). Ince ve ark.’larinmn 2010 yilinda
yaptig1 calisma ise CIV’nin proteomik analizi konu almistir.

CIV ve CIV’den elde edilen rekombinat viriisler ile yapilan bocek hiicre kiiltiirii
caligmalar1 icin literatiir arastirilmistir. Yapilan bu ¢alismada, Darai ve arkadaslarinin 2001
yilinda yaptigi makale de yer alan 337L ve 295L genleri ile ¢alisilmistir. Bu genler viral
enfeksiyon baslangicinda ve viral genomun hiicre icindeki iletiminde ©nemlidir. Viriis,
genlerden 337L’ye ait olan ORF tarafindan iiretilen glikoprotein zincirleri ile konak hiicrelerini
secici olarak taniyabilmektedir. 2951 ORF tarafindan iiretilen ¢ift tarafli niikleer lokalizasyon
sinyali de viral genomun niikleusa ulagmasinda etkilidir.

Calismada kullanilan genler, Galleria mellonella  (Bal mumu giivesi) larvalarinda
yapilan enfeksiyon sonucu izole edilen viriislerden PCR ile ¢ogaltilmislardir. Larvalardan elde
edilen virtislerin ¢calismada kullanilmasinin sebebi kolay ve fazla sekilde virilis konsantrasyonu

elde edilmesidir. Ayrica, PCR yapilirken yiiksek konsantrasyonla izole edilen viriisiin
kullanilmasidir (Devauchelle, 1985).
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Elde edilen genlerden 337L geni Darai ve ark. (2001)’larinin belirttigi tizere 412 amino
asitten olugmaktadir ve glikoprotein hormonu beta zincir sinyalini ifade etmektedir ve ayni
caligmada belirtildigi gibi bu genin {iriiniiniin, LCDV’ye ait olan 160L ORF’sinin kodladig:
proteine homolog oldugu gosterilmistir. Calismada kullanilan diger gen olan 295L geni, 1343
amino asitten olugsmaktadir ve ¢ift tarafli niikleer lokalizasyon sinyalini ifade etmektedir. Darai
ve arkadaslariin belirttigine gore herhangi bir homolog proteini bulunmamistir (Darai ve ark,
2001). Ince ve arkadaslari tarafindan yapilan CIV’nin proteomiks ¢alismasinda ise, 337L farkli
olarak poksviruse ait bilinmeyen bir proteine benzetilirken, 295L ise ¢ift yonlii niikleer
lokalizasyon sinyali olarak gosterilmistir ( Ince ve ark, 2010).

Ince ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 ¢alismada CIV’ye ait olan ORF’ler Chlorirido-
virus, Ranavirus, Lymphocystivirus, Megalocytivirus ve Ascoviridae grup ve familyalar: ile
homolog olan ORF’ler karsilastirilmistir. Caligsmada, 3371 geni [IV3°te 47R’ye, FV3’te 2L’ye,
LCDV-C’de 38R’ye RBIV’de 85L’ye ve Ascoviridae’de 129L ve 54R ORF’lerine homolog
olduklar1 belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada 295L geninin ise, 1IV3’te 16R’ye, FV3’te 41R’ye,
LCDV-C’de 234R’ye, RBIV’de 72L’ye ve Ascoviridae’de 144R, 43R ve 84L ORF’lerine
homolog olduklar1 belirtilmistir.

Calismanin asil konusunu olusturan protein-protein etkilesimi pull down deneyi ile
gerceklestirildi. Literatiir aragtirmalarina gore protein etkilesimlerinin belirlendigi ¢aligmalar
olduk¢a fazla olup genellikle protein-protein etkilesim agini ortaya ¢ikartmak amaci giiden
projelerdir.

Deng ve arkadaglarinin 2007 yilinda yaptigi boyle bir ¢aligmada Helicoverpa armigera
niikleopolihedra viriise ait gomiilii viriislerle etkilesimde olan ha44 ve hal00 adinda iki tane
protein bulunmustur (Deng, 2007). Bundan esinlenerek yapilan diger arastirmada ise Peng ve
arkadaslar1 bu iki proteine ait kendi antikorlarini tiretmisler ha44’{in iist iiste katlanmak sureti
ile kendi kendine etkilesime girdigini, hal00’lin ise maya 2 hibrit ile etkilesimine bakilan baska
bir protein olan VP80 ile etkilesime girdigi pull-down deneyi ile ispat etmislerdir (Peng, 2010).

Post translasyonel modifikasyonlarin c¢alisildigi baska bir arastirmada, pull down
deneyinin tasarlanmas: sirasinda bu tez ¢alismasinda yapildig: gibi antikor-antijen desteginin
aksine enzim substrat iliskisine 6zel olarak iiretilen avidin bagli lisin 4 ve lisin 9 ile metillenmis

olan peptidler kullanilmistir (Wysocka, 2006).
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Jia ve ark.’larmin 2013 yilinda yaptigi calisma ise hem pull down analizi hem de
immiinopresipitasyon yapilmasi bakimindan yapilan tez calismasina olduk¢a benzerlik
gostermektedir. Iridoviridae familyasinda bulunan enfektif dalak ve karaciger nekroz viriisii
(ISKNV), Asya iilkerinde 6zellikle mandalina baliginda (Siniperca chuatsi) ¢ok ciddi zararlar
vermektedir. Jia ve ark.’lart mandaline baligindaki kaveolin 1 proteini (mCav-1) ile ISKNV
major kapsid proteinleri (MCP) arasindaki etkilesimleri belirlemislerdir. Yaptigimiz ¢alismaya
benzer sekilde yapilan pull down analizinde MCP ve mCav-1 proteinleri arasindaki etkilesimi
belirlemeden 6nce farkli olarak mCav-1 6rnegine anti-Flag antikorlari ile pull down analizi i¢in
kullanilan antikor-antijen ¢aligmasi i¢in ligandlar eklenmistir. Sonraki asamada, 4 °C’de inkiibe
edilmistir ve western blot analizi i¢in SDS-PAGE yapilmistir. Membran tavsan anti-Myc ve
fare anti-V5 antikorlari ile muamele edilmistir. Jia ve ark.’lari, mCav-1 bagli olan ligandlarla
etkilesim veren antikorlar sayesinde MCP-mCav-1 protein kompleksini belirlemislerdir.

RNA polimeraz alt tiniteleri ile yapilan baska bir ¢aligmada ise insan RNA polimeraz 11
(Hrbp) alt iinitesi bakiiloviriis ekspresyon sistemine tez c¢aligmasinda yapildigi gibi
klonlanmigtir. Sf9 bocek hiicrelerinde yapilan enfeksiyon (TNM-FH besiyerisi) ile proteinler
iiretilmistir. Pull down analizi antikorlarin ¢ok kiiciik alt iiniteleri kararsiz kilmasindan dolay1
GST bagimli sekilde gerceklestirilmistir (Acker, 1997).

Tez kapsaminda Chilo Iridescent Virus’e ait olan 337L ve 295L adl ve viral enfeksiyon
asamalar1 sirasinda virlisiin konak hiicreye baglanmasini, viral genomun CIV nin replikasyon
dongiisiine bagli olarak, replikasyonun isleminin niikleusta baslaylp sitoplazmada
sonlanmasindan 6tiirii bu viral genomu ¢ift tarafli tasinmasinda gorev alan bu iki gen {iriiniiniin
aralarindaki protein etkilesimleri ¢alisilmistir.

Hazirlanan ornekler; In vitro, In vivo, 337L ve 295L ornekleri yapilan g¢alismalarda
anlatildig: sekilde hazirland1 ve tiim 6rneklerden Magne-his protein saflastirma kiti ile protein
saflagtirmasi yapildi. Amacimiz his-taqa afinitesi olan bir kit kullanilarak saflagtirma yapmakti.
337L genine ait protein ha-taga sahip oldugu i¢in protein saflastirilamadi ve ¢alismada negatif
kontrol olarak kullanildi. Ayrica 295L genine ait protein his-taga sahip oldugu icin protein
saflastirildi fakat, western blot analizi ha-taq afinitesine sahip antikorlar ile gergeklestirildi ve
membran iizerinde 337L proteininde oldugu gibi bant goriilmedi ve negatif kontrol olarak
kullanildi. Etkilesimlerin bakilmasi amaci ile hazirlanan iki 6rnekte ise, his-taq afinitesine sahip
kitle orneklerdeki 295L proteini saflastirildi ve devaminda western blot analizleri ha-taq
afinitesine sahip antikorlar ile gerceklestirildi ve sonug olarak 337L proteinine ait 46 kDa’luk

bantlar goriildii.
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Bu ¢alismada yapilan SDS-PAGE ve Western Blot analizleri sonucunda pull down deneyi
olarak hazirlanan deney tiiplerinden elde edilmis Orneklerde 337L proteinin varligi
kanitlanmistir. Sonug olarak, CIV’ye ait 337L ve 295L genlerinin ifadesi ile olusan proteinlerin
aralarinda bir etkilesime sahip olmas1 sonucu birbirlerine baglanip saflagtirildilar. Yapilacak
bagka caligmalar ile bu iki proteinin ortamdaki varlig1 korunarak veya yapay olarak ortama
vermek sureti ile arttirllir ise, viral enfeksiyon sonrasinda hiicrelerin tutunmasini
kolaylastirilmaktadir ve viral genomun verimli sekilde replike olmasi saglanmaktadir. Bu
sekilde, konak hiicreleri ayn1 zamanda daha fazla virionun enfekte etmesi, enfektif karmasik

yapilar olusturularak saglanabilir.



5. SONUCLAR

1) Butez ¢alismasi sonucunda, CIV’ye ait olan 337L ve 295L genlerinin ifadesi olan proteinler

2)

3)

4)

Bac-to-Bac ekspresyon sistemi kullanilarak tiretilmistir.

a)

b)

c)

Calisilan genlerden 337L PCR ile ¢ogaltilmistir, 295L geni ise Pgbk-T7 plazmidinden
elde edilmistir.

Bu genlere ait bakmidler iiretilmistir ve Sf9 hiicrelerinde enfeksiyon ile genleri tasiyan
virtisler tretilmistir.

Proteinler i¢in yapilan Bradford analizi sonucu 337L protein konsantarasyonu 9.4 ug/

ul ve 295L protein konsantrasyonu 6.7 pg/ ul olarak belirlendi.

337L ve 295L ye ait olan hiicre izatlarindan yapilan SDS-PAGE ve Western Blot analizleri

yapildi. 337L proteini 46 kDa biiyiikliglinde tespit edildi. 295L proteini 95 kDa

biiytlikliigiinde ekspresyondan kaynakli olarak az yogunlukta tespit edildi.
Pull-down deneyi i¢in 337L, 295L ve 337L-295L viriis karigimi ile Sf9 hiicrelerinde

enfeksiyon yapildi.

a)

b)

Her iki viriis ile enfekte edilen hiicre lizatlarindan Magne-His protein saflagtirma kiti ile
proteinler saflastirildi ve Western Blot analizi sonucunda 337L-295L proteinine ait
ornek 46 kDa boyutunda goriintiilendi

337L ve 295L proteinlerini ihtiva eden lizatlar karigtirildi; Magne-His protein
saflagtirma kiti ile protein saflagtirildi ve Western Blot analizi sonucunda 337L-295L

karisim proteni 46 kDa boyutunda goriintiilendi.

Tasarlanan deney sonucunda, her iki 6rnekte de 337L ve 295L genlerine ait proteinlerin

birbirleri arasinda etkilesim oldugu pull-down deneyi ile kanitlanmstir.

a)

SDS-PAGE ve Western Blot analizleri sonucunda 295L proteinine bagl His kuruklari
yardimiyla saflastirilan 337L-295L protein ikilisi, 3371 geninin Ha kuyruguna baglanan
HA-antikorlar1 sayesinde tespit edilen 46 kDa’lik bantlar ile membran {izerinde

gosterildi.



6. ONERILER

Bu ¢alismada CIV’ye ait olan 337L ve 295L genlerinin Sf9 hiicre kiiltiirtinde ifadesi ve
okaryotik sistemde ekspreslenen 337L ve 295L proteinleri arasindaki etkilesimler calisildi.
Calisma sonuglarindan hareketle, gelecek c¢alismalara yonelik olarak asagidaki hususlar
belirlenmistir.

1. 337L ve 295L genlerinin klonlandig1 pFastBac-HTB vektorii yerine gfp igeren bir
vektor kullanilarak enfeksiyonun varligi daha kolay ispat edilebilir.

2. 295L ile olusturulan bakmidlerle yapilan enfeksiyonlarda belirlenen diisiik protein
ekspresyonunun nedenleri arastirilabilir.

3. CIV’ye ait ORF’lerden elde edilecek proteinler ile iiretilen 337L ve 295L proteinleri

arasindaki etkilesimler belirlenerek protein-protein etkilesim agi olusturulabilir.
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