KARADENIZ TEKNIiK UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

CHILO IRIDESCENT ViRUS (CIVYE AIT MATRIKS METALLOPROTEINAZ
GENLERININ (136R & 165R) BAKULOVIRUS VEKTOR SISTEMINDE iFADESI
VE URUNLERININ AKTIiVITE TAYINi

YUKSEK LiSANS TEZI

Biyolog Aydin YESILYURT

MAYIS 2014
TRABZON



KARADENIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

CHILO IRIDESCENT ViRUS (CIVYE AIT MATRIKS METALLOPROTEINAZ
GENLERININ (136R & 165R) BAKULOVIRUS VEKTOR SISTEMINDE iFADESI
VE URUNLERININ AKTIiVITE TAYINi

Biyolog Aydin YESILYURT

Karadeniz Tekgik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’nce
“YUKSEK LiSANS (BIYOLOJI)”
Unvam Verilmesi I¢cin Kabul Edilen Tezdir

Tezin Enstititye Verildigi Tarih : 06.05.2014
Tezin Savunma Tarihi 1 27.05.2014

Tez Danmismani: Do¢. Dr. Remziye NALCACIOGLU

Trabzon 2014



Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dalinda
Aydin YESILYURT tarafindan hazirlanan

CHILO IRIDESCENT VIRUS (CIVY’E AIT MATRIKS METALLOPROTEINAZ
GENLERININ (136R & 165R) BAKULOVIRUS VEKTOR SISTEMINDE iFADESI
VE URUNLERININ AKTIVITE TAYINI

bashkl bu ¢calisma, Enstitii Yonetim Kurulunun 13/ 05/ 2014 giin ve 1553 sayih
karariyla olusturulan jiiri tarafindan yapilan sinavda
YUKSEK LiSANS TEZi
olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri

Baskan : Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG  .evviiiiiceiericenceeanens
Uye : Dog. Dr. Remziye NALCACIOGLU ....ccuuvvvnieennennneennnennnnns
Uye :Yrd. Do¢. Dr. Hacer MURATOGLU ......ccvvvueevenneenenneennnnnns

Prof. Dr. Sadettin KORKMAZ

Enstitii Miidiiri



ONSOZ

“Chilo Iridescent Viriis (CIV)’e Ait Matriks Metalloproteinaz Genlerinin (136R &
165R) Bakiiloviriis Vektor Sisteminde ifadesi ve Uriinlerinin Aktivite Tayini” adli bu
calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim
Dali’nda “Yiiksek Lisans Tezi” olarak hazirlanmistir.

Yiiksek Lisans tez danmismanligimi istlenerek, gerek konu se¢imi gerekse
caligsmalarin yiriitiilmesi ve degerlendirilmesi sirasinda ilgi ve yardimlarini esirgemeyen
saym hocam Dog¢. Dr. Remziye NALCACIOGLU’na, ¢alismam boyunca degerli
fikirlerini benden esirgemeyen ve tiim imkéanlar1 saglayan sayin hocam Prof. Dr. Zihni
DEMIRBAG’a ve tez jiiri iiyeligini kabul ederek tezimi okuyan, degerlendiren ve ayni
zamanda c¢aligmalarimda bana yardimci olan saym hocam Yrd. Dog¢. Dr. Hacer
MURATOGLU na tesekkiirii bir borg bilirim.

Laboratuvar calismalarim boyunca yardimlarim1 ve desteklerini esirgemeyen Ars.
Gor. Emine OZSAHIN’e, tezimdeki yardimlarindan dolayr basta Mehtap
DANISMAZOGLU olmak iizere diger mikrobiyoloji laboratuvari ¢alisma arkadaslarima
ve c¢aligmalarimda faydalandigim Molekiiler Biyoloji Laboratuvar1 ¢alisanlarina
tesekkiirlerimi sunuyorum.

Bana her zaman inanan ve destegini esirgememis olan babama, varliklariyla bana her
zaman glic veren anneme ve ailemin tiim diger bireylerine sonsuz tesekkiirlerimi
sunuyorum.

Ayrica ¢aligmalarimin yiiriitiilmesinde maddi destek saglayan TUBITAK ’a (Proje no:
212T218) ve Karadeniz Teknik Universitesi Arastirma Fonu’na (Proje no: 9585) tesekkiir

ediyorum.

Aydin YESILYURT
Trabzon 2014



TEZ BEYANNAMESI

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Chilo Iridescent Viriis (CIV)’e Ait Matriks
Metalloproteinaz Genlerinin (136R & 165R) Bakiiloviriis Vektor Sisteminde Ifadesi ve
Uriinlerinin Aktivite Tayini” baslikli bu ¢alismay1 bastan sona kadar danismanim Dog. Dr.
Remziye NALCACIOGLU’nun sorumlulugunda tamamladigimi, verileri kendim
topladigimi, deneyleri ilgili laboratuvarlarda yaptigimi, baska kaynaklardan aldigim
bilgileri metinde ve kaynakg¢ada eksiksiz olarak gdsterdigimi, ¢alisma siirecinde bilimsel
arastirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 06/05/2014

Aydmn YESILYURT



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ ... 1]
TEZ BEYANNAMEST ......coiiiiiiiiiiieeee et v
ICINDEKILER ......cococviiitiieicieteetete ettt bbbt \%
OZET ..ttt bbb bRt b bbbt Vil
SUMMARY ettt bbb bbbt b et VI
SEKILLER DIZINT ....cviiiieieieiceeeee ettt IX
TABLOLAR DIZINI....oiiiiiiiiiiiiiii s X
SEMBOLLER VE KISALTMALAR DIZINI .......cooiiiiiiiiiiiiscceesececeins XI
1. GENEL BILGILER ....coovuiiiitiiiectiiesie st 1
0 N € ' T TP RPPP PR 1
1.2, TEAOVITSIET w.vuvveiiieiecieiiceeecte ettt ettt ettt 2
1.3 IFIdOVIFUS CINSHcuviriiiiiiiiiiiiiieieie sttt ettt bbb neas 3
1.3.1. Chilo Iridescent Virlis (CIV) ..cuooeiiiiiiiiiiiieieie e 7
1.4, Matriks MetalloproteiNAzZIar ............cccoviieiieii et 8
1.4.1. Bakiiloviriis Ekspresyon VeKtor S1Stemi .........covvvviiiiirieiieiiiesecsee e 12
1.4.2. CaliSMANIN AIMACT 1oouvviiiiiieiiiieiiieesieeesteeesieeestee s ssbeeessbeesssbeesssseeasseeasreeanseeesnseeeas 13
2. YAPILAN CALISMALAR ..ottt 14
2.1.  Viriisiin Cogaltilmasi, Saflastirilmas1 ve Konsantrasyonunun Tayini.................... 14
2.2.  Viral Genomik DNA IZ0laSYONU........cccceveveririviisiieiiiesesisseisssiessseessse s 14
2.3.  CIV 136R ve 165R Genlerinin Biyoinformatik Analizi ..........ccccoooviniiiniiieinnn, 15
2.4.  Genlere Uygun Primerlerin Hazirlanmast ...........ccooevvevniieiiiiniicincneescseeenes 15
2.5.  Genlerin Viral Genomik DNA’dan PCR ile Cogaltilmas1 ve Klonlama Vektoriine
(PGEM-T Easy) KIONIANMASI.........c.eieerieriiiiieiieie et 15
2.6. Elektrokompetent E. coli DH10B Hiicrelerinin Hazirlanmasi ve Transformasyon 16
2.7.  Rekombinant Plazmidlerin Izolasyonu ve Restriksiyon Endoniikleaz Analizi ....... 17
2.8.  Genlerin pFastBacHT Ara Transfer Vektorlerine Klonlanmast............cccccveevvennen. 18
2.9.  Genlerin Bac-to-Bac® Bakiiloviriis Ekspresyon Sistemine Aktarilmasi ................ 19
2.9.1. E. coli DH10Bac Kompetent Hiicrelerinin Hazirlanigi .........ccocceveiiniiiniiinnenen, 19
2.9.2. Rekombinant pFastBacHT Vektorlerinin E. coli DH10Bac Kompetent Hiicrelerine
Transformasyonu Ve TranSPOZISYON ..........ciuveueieeseeiueseesieeeeseesseeseesseessesseesseesseens 20
2.9.3. Rekombinant Bakmid DNAlarin Izolasyonu ve PCR ile Dogrulanmasi............... 21
2.9.4. Bocek Hiicre Susunun Stoktan Canlandirtlmast...........ccoooiiiiiiiiiiiciiiiicsice 21

\Y



2.9.5. Rekombinant Bakmid DNA’sinin Bocek Hiicrelerine Transfeksiyonu ve

Rekombinant Virlistin Cogaltilmast ..........cccooiiiiiiiiiiiciic e 22
2.10. Proteinlerin Hiicre Kiiltiiriinde Uretilmesi ve Saflagtirtlmast..............ccoceevvrvrvrnnnen. 23
2.11. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi ..........ccoccvoviiieriiieiienciie e 24
2.12. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western-Blot Analizi ........ 24
2.13. Protein Aktivitesinin Arastirlmast..........cccouveeiiiiiieeiiiiiee e e e sree e 26
2.13.1. Enzimlerin Calistig1 pH ve Sicakliklarin Belirlenmesi ...........ccccovvviiiiniiiincnnne, 26
2.13.2. Enzimlerin Substratlar Araciligiyla Aktivite Tayini.......ccccovvvvriiiieeiiieeiiiee e 26
3. BULGULAR ... ot 28
3.1.  Viriisiin Cogaltilmasi, Saflagtirilmasi ve Konsantrasyonunun Tayini.............c....... 28
3.2, Viral DNA IZOIaSYONU.......c..cevieiveriireiiiectesieeeieseeee ettt 28
3.3. 136R ve 165R Genlerinin Biyoinformatik Analizi..........cccooeveneiiieiiniiieieen, 28
3.4.  Genlerin pPGEM®-T Easy Vektoriine Klonlanmast...........ccoovevereieieninnnesienninnnn. 30
3.5.  Genlerin pFastBacHT Ara Transfer Vektorlerine Klonlanmasi...........ccccoceeveiveennen. 31
3.6.  Ara Transfer Vektorlerinin Bakteriyal Hiicreye Aktarilmasi ve Transpozisyon..... 32
3.7.  Rekombinant Bakmid DNA’larinin Bécek Hiicre Kiiltiirtine Transfeksiyonu........ 35
3.8.  Protein Saflastirilmasi ve Western-blot Analizi ...........ccccceveveiviiiiciecicseece e, 35
3.9.  Proteaz AKEIVItE ANALIZI ..ot 37
4. TARTISMA ..ottt 39
5. SONUGLAR ...ttt bbbttt b e bbbt ne e 42
6. ONERILER.........coeiiiiiititititeieteete ettt 43
7. KAYNAKLAR L.t 44
OZGECMIS

Vi



Yiiksek Lisans Tezi
OZET

CHILO IRIDESCENT VIRUS (CIV)’E AIT MATRIKS METALLOPROTEINAZ
GENLERININ (136R & 165R) BAKULOVIRUS VEKTOR SISTEMINDE iFADESI VE
URUNLERININ AKTIVITE TAYINIi

Aydin YESILYURT

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali 5
Danigsman: Dog. Dr. Remziye NALCACIOGLU
2014, 50 Sayfa
Lepidoptera larvalarinin dokularini saran bazal membranlar viriislerin hareketi igin

fiziksel bir bariyer gibi is goriirler. Bu yiizden tarim zararlisi bdceklerin biyolojik
kontroliinde potansiyel yaklasimlardan biri bazal membran proteinlerini pargalayan
enzimleri kullanmaktir. Matriks metalloproteinazlar (MMP), ekstraseliiler matriksin tiim
bilesenlerini pargalayabilecek kapasiteye sahip ¢inko-bagimli endopeptidazlardir. Chilo
iridescent viriis (CIV) genomu, ¢inko-bagimli MMP bélgesine sahip protein kodlayan iki
gen (136R ve 165R) bolgesi igerir. Bu genler diger viriislerdeki muhtemel
metallopeptidazlarla %40’ tan fazla amino asit dizi benzerligi gostermektedir.

Bu c¢alismada CIV genomundaki 136R ve 165R ag¢ik okuma zincirleri PCR ile
cogaltilarak pFastBacHT transfer vektorlerine klonlandilar. Rekombinant transfer
vektorlert kullanilarak bu genleri tagiyan bakmidler olusturuldu. CIV genlerini tasiyan
bakmid DNA’lar1 rekombinant bakiiloviriis iiretmek amaciyla Sf9 hiicrelerine transfekte
edildiler. Olusan bakiiloviriisler kullanilarak yiiksek seviyede rekombinant protein
ekspresyonu gerceklestirildi. Uretilen proteinlerin varligi western blot analizi ile teyit
edildi. Ifade edilen proteinlerin proteaz genel substratlar1 olan Azocoll ve Azo-caseini
parcaladiklar1 gosterildi.

Elde edilen bu sonuglar, CIV’e ait 136R ve 165R genlerinin kodladigi fonksiyonel
metalloproteinazlarin lepidoptera zararlilarinin biyolojik kontroliinde kullanilabilme

potansiyeline sahip olduklarini1 gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Chilo iridescent viriis, matriks metalloproteinaz, biyolojik miicadele

Vil



Master Thesis

SUMMARY

EXPRESSION OF CHILO IRIDESCENT VIRUS (CIV) MATRIX
METALLOPROTEINASE GENES (136R & 165R) IN BACULOVIRUS EXPRESSION
VECTOR SYSTEM AND DETERMINATION OF THE ACTIVITIES OF THE
PRODUCTS

Aydin YESILYURT

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Remziye NALCACIOGLU
2014, 50 Pages

Basement membranes that surround the tissues of lepidopterous larvae act as
physical barrier to the movement of viruses. Therefore, one of the potential approaches is
to use the enzymes that disrupt the basement membrane proteins in biological control of
agricultural pest insects. Matrix metalloproteinases (MMP) are zinc-dependent
endopeptidases that have the combined capacity to degrade all the components of the
extracellular matrix. Chilo iridescent virus (CIV) genome contains two genes (165R and
136R) encoding proteins with zinc-dependent MMP domains. These genes contain over
40% amino acid sequence identity to hypothetical metallopeptidases of other viruses.

In this study open reading frames 165R and 136R in CIV genome were amplified
and cloned into the pFastBacHT transfer vectors, individually. The transfer vectors were
used at generating the bacmids carrying these genes. The bacmids DNA’s carrying CIV
genes were transfected to the Sf9 cells in order to produce the recombinant baculoviruses.
The produced baculoviruses were used for high-level expression of recombinant proteins.
Expressed proteins were confirmed by western blot analysis. Expressed proteins distrupted
the protease substrates Azocoll and Azo-casein.

Obtained results showed that CIV 136R and 165R genes encode functional

metalloproteinases which have usage potential in biological control of lepidopteran pests.

Key Words: Chilo iridescent virus, matrix metalloproteinase, biological control
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Tarim ve ormancilik Tiirkiye ekonomisinde biiyiik bir yer iggal etmektedir. Maalesef
bu iki onemli gecim kaynagimiz ciddi tehditler ile kars1 karsiya bulunmaktadir. Bu
tehditler arasinda en 6nemlilerinden biri de zararl boceklerdir.

Gilinlimiizde maalesef zararli boceklere karsi kullanilan miicadele yontemlerinin
basinda kimyasal miicadele gelmektedir. Ne yazik ki bu zararlilara karsi kimyasal
miicadele yapilmasinin birgok olumsuzluklart bulunmaktadir. 1950’11 yillarda hedeflenen
zararli bocek populasyonlari, artan bir sekilde kimyasal insektisitlere karsi direngli hale
gelmistir. Ustelik kimyasal insektisitlerin segici bir 6zelligi olmadiginin farkina varilmustir.
Sonug olarak zararli bu insektisitler, hedeflenen zararli bocegin yani sira, dogadaki yararl
boceklerde de yiiksek oranda olime neden olmustur. Hatta bazi durumlarda zararh
boceklerin dogal diismanlari, hedef organizmadan daha etkili bir sekilde yok edilmistir.
Bunun yanisira kullanilan kimyasallarin fazlasi toprakta birikirler. Biriken bu kimyasallar,
bitkiler tarafindan biinyelerine alinirlar ve bu bitkiler de besin zincirinin en sonunda yer
alan insanlar tarafindan tiiketilirler. Dolayistyla uygulanan kimyasal maddeler dolayl
olarak insan biinyesinde birikime sebep olur ve uzun siire sonra ortaya cikan bircok
hastaliga sebep olurlar. Ayrica uygulandig1 alandan farkli alanlara riizgar ve su akintilar
gibi dogal olaylar ile ulagip bu yeni alanlarda da toksik etki gostermeleri, kimyasal
miicadelenin baslica yan etkilerindendir. Son 30 yili agkin bir siiredir, zararli béceklerin
kontroliinde, bahsedilen bu zararlar1 nedeniyle kimyasal insektisit kullaniminin yerine
alternatif araglar aranmaya baslanmistir. Bu alternatif araglardan biri olan biyolojik
miicadele gelecek vaat eden bir alan olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Biyolojik miicadelede kullanilan ajanlar bocek patojeni mikroorganizmalar1 (bakteri,
viriis, fungus, protozoa) ve onlardan elde edilen bazi insektisidal tirtinleri kapsamaktadir.
Zararl bocekleri enfekte eden viriisler biyolojik miicadelede kullanilabilecek potansiyel
ajanlar olarak karsimiza ¢ikarlar. Bu viriisler arasinda basta bakiiloviriisler olmak {izere
ardindan entomopoksviriisler, iridovirisler, Sipoviriisler ve diger bocekleri enfekte eden

virilis gruplari siralanabilir.



Bu viral etmenler hedef bocek tirti i¢in oldukga spesifik olmalari, dogada
ayristirilabilmeleri  (biodegredable bilesikler) ve kendilerine karsi direng gelisiminin
oldukca yavas olmasi bakimindan ¢ok avantajlidirlar. Fakat mevcut olanlarin diisiik tesirli
olmalar1, yiliksek tretim maliyetleri ve Ozellikle de belirli 6zgiinliige sahip olmalari
acisindan bakildiginda farkli uygulamalar i¢in olan kullanimlari kisitlanmis olur. Ancak
rekombinant DNA teknolojisi bunun gibi birgok negatif 6zelligin iistesinden gelebilmek
icin ¢esitli imkanlar saglamaktadir. Boylece ¢ok yonlii ve endiistriyel iiretim kapasitesi

dikkate alindiginda bu alanin gelecek vadeden bir arastirma sahasi oldugu goriilmektedir.

1.2. iridoviriisler

Iridoviridae familyasi mensuplart iridoviriis ismi ile anilmaktadirlar. Bu familya da
omurgasizlart ve omurgalilar1 enfekte eden cinsler bulunmaktadir. Viriislerin
siniflandirilmasini yapan ve uluslararasi bir kurulus olan “Uluslararas1 Viriis Siniflandirma
Komitesi” (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) tarafindan yapilan
son agiklamalara gore bugiin Iridoviridae familyasi1 altinda Chloriridovirus, Iridovirus,
Lymphocystivirus, Megalocytivirus ve Ranavirus olmak tizere 5 cins bulunmaktadir (Tablo
1) (Williams, T. ve Ward, V.K., 2010). Omurgasiz konaklardan elde edilen izolatlar
Iridovirus (tip tir: Chilo iridescent virus, 11V-6) ve Chloriridovirus (tip tir: Mosquito
iridescent virus, 11V-3) cinsleri altina dahil edilmislerdir. Omurgasiz konaklarin
cogunlugunu bocekler olusturmaktadir. Soyle ki; mevcut omurgasiz iridoviriislerinin 40
tanesi Diptera, 8 tanesi Coleoptera ve 7 tanesi de Lepidoptera ordolarindan izole
edilmiglerdir. Bunun yaninda bdcek olmayan omurgasiz konaklar da vardir. Bilinen
iridoviriislerden 8 tiir, izopodlar ve dafnidlerden izole edilmistir. Omurgalilar1 enfekte eden
izolatlar da Lymphocystivirus (tip tiir: Flounder viriis), Megalocytivirus (tip tiir: Infectious
spleen and kidney necrosis viris, ISKNV) ve Ranavirus (tip tir: Frog viriis 3, FV 3)
cinsleri altina dahil edilmislerdir. Iridoviriisler ile ilgili alismalarin cogunlugu Frog viriis

3 tizerinde yapilmistir.



Tablo 1. Iridoviridae familyasina ait cinsler

Cins Enfekte ettigi konaklar Tip tiirti (kisaltmast)

Chloriridovirus Diptera Invertebrate iridescent virus 3 (11V-3)

Iridovirus Bocekler ve karasal Invertebrate iridescent virus 6 (11V-6)
izopodlar

Lymphocystivirus ~ Yassi balik Lymphocystis disease virus 1 (LCDV-1)

Megalocytivirus ~ Balik (Glineydogu Asya) Infectious spleen ve kidney necrosis virus

(ISKNV)
Ranavirus Sogukkanli omurgalilar ~ Frog virus 3 (FV 3)

(6zellikle amfibiler,
baliklar ve siirlingenler)

1.3. Iridoviriis Cinsi

Iridovirus cinsi Iridoviridae familyasinin en genis cinsi olup omurgasizlar1 enfekte
eden tiirleri 1thtiva etmektedir. Su an i¢in ICTV tarafindan kabul edilmis iki tiir ve heniiz
kesin kabul edilmemis 12 tiir ihtiva etmektedir (Tablo 2) (Williams, T. ve Ward, V.K.,
2010; Pie’gu vd., 2013).

Bu viriislerin agizdan enfeksiyonu ¢ok yavastir. Bocek viicudundaki ilk ¢ogalma
alam1 yag dokusu hiicrelerinin sitoplazmasidir. Enfekte ettikleri konak bdoce§in kuru
agirhginin %25’ini teskil edecek kadar ¢cok miktarda cogalabilirler. Salgin enfeksiyonlara
neden olmazlar. Eger larva erken gelisme evrelerinde enfekte olursa, hastalik oldiiriicti
olur. Bu tip enfeksiyon acik enfeksiyon olarak bilinir ve larva viicudu mavi-yesil karisimi
bir renge biiriinlir (Sekil 1). Hafif enfeksiyonlarda ise krem rengindeki larva viicudu
beyaza yakin agik bir renk alir. Bu tip enfeksiyonlar da gizli enfeksiyon olarak bilinir ve
Oliimciil degildir. Bu sekilde enfekte olan bocekler saglikli goriiniirler ve ergin doneme
kadar geliserek cogalabilirler. Zararli boceklere kars1 biyolojik kontrol ajani olarak diisiik
potansiyele sahip olduklari diisiiniildiigiinden bu viriislere olan ilgi siirlanmistir. Ancak
bocek popiilasyonlarmin canliligi iizerine O6ldiriicii seviyenin altindaki iridoviriis
hastaliginin potansiyel etkisinin farkindaligi her gegen giin artmaktadir (Williams, 2008).
Iridovirus’ler in vitro olarak pek ¢ok bocek hiicresinde ve hatta siirlingen hiicrelerinde
replike olabilirler. Cogunlugu viriisiin agiz yoluyla uygulanmasina kiyasla enjekte

edildiginde olduk¢a genis konak araligina sahiptirler (Williams, 2008).



Sekil 1. Iridoviriis ile enfekte G. mellonella larvasi. Larvalar, agir
iridoviriis enfeksiyonu nedeniyle saglikli olandan agikca

fark edilebilecek sekilde mavilesirler (URL1).

Tablo 2. Iridovirus cinsine ait turler

Cins, viriis (alternatif isim) Kisaltma Konak Tiirii (Ordo)? Konum
Iridovirus
Invertebrate iridescent virus 1 V-1 (TIV)  Tipula paludosa (D) Ingiltere
(Tipula iridescent virus)
Invertebrate iridescent virus 6 (Chilo  11V-6 (CIV)  Chilo suppressalis (L) Japonya
iridescent virus)
Anticarsia gemmatalis iridescent AGIV Anticarsia gemmatalis (L) Amerika
virus?
Invertebrate iridescent virus 2° 1v-2 Sericesthis pruinosa (C) Avustralya
Invertebrate iridescent virus 9° 1v-9 Wiseana cervitana (L)° Yeni Zelanda
Invertebrate iridescent virus 16° 11V-16 Costelytra zealandica (C) Yeni Zelanda
Invertebrate iridescent virus 21° 1v-21 Helicoverpa armigera (L)¢ Malawi
Invertebrate iridescent virus 22° 1Vv-22 Simulium variegatum (D) Ingiltere
Invertebrate iridescent virus 23° 1Vv-23 Heteronychus arator (C) Giiney Afrika
Invertebrate iridescent virus 24° 1v-24 Apis cerena (Hy) Kagmir
Invertebrate iridescent virus 25° 1Vv-25 Simulium spp.(D) Ingiltere
Invertebrate iridescent virus 29° 11Vv-29 Tenebrio molitor (C) Amerika
Invertebrate iridescent virus 30° 11V-30 Helicoverpa zea (L) Amerika
Invertebrate iridescent virus 31° 1v-31 Armadillidium vulgare (Is)® Amerika

4Coleoptera (C), Diptera (D), Homoptera (H), Hymenoptera (Hy), Lepidoptera (L) ve karasal izopodlar (Is)
(Crustacea). PMuhtemel iiye.°Witlesia sabulosella (L) ve Opogonia sp. (C) simpatrik bécek tiirlerinden de
izole edildi. dUganda’da Victoria Golii’nde Lethocerus colombiae (H)’dan da izole edildi, fakat kontamine

olmus olabilir. ®Porcellio dilatatus’tan ve muhtemelen karasal izopodlarm diger bazi tiirlerinden de izole
edildi.



Iridoviriisler, niikleopolihedroviriisler ~ (NPV’ler), granuloviriisler (GV’ler),
sitoplazmik polihedroviriisler (CPV’ler) ve entomopoksviriislerden (EPV’ler) farkli olarak
koruyucu bir protein matriks i¢ine gomiilii degildirler (Williams, 1998). ikosahedral
geometriye sahiptir ve viriisiin yapisini sirasi ile en igte proteinler ile kompleks olusturmus
DNA, bunlar1 ¢evreleyen yaklasik 4 nm kalinliginda enfektivite i¢in gerekli olan lipid
tabaka ve bu tabakayi da cevreleyen protein yapidaki kapsid tabakasi olusturmaktadir
(Sekil 2). Bazi iridoviriislerde viriisii ¢evreleyen bir zarf bulunmaktadir. Bu zarf genellikle
hiicre kiiltiirtinde ¢ogalan iridoviriislerde viriisiin hiicreden tomurcuklanma yontemi ile

ayrilmasi durumunda kazanilmaktadir (Williams, 1998 ve 2008).

Sekil 2. Iridoviriislerde kapsid simetrisini ve igyapiy1 gdsteren diyagram
a) kapsid simetrisi (URL2) b) ayrintili yap: (Tripier-Darcy vd., 1984).

Iridoviriislerde genom 140-210 kbp arasinda degisen dogrusal DNA molekiiliidiir ve
bu genom dairesel permiitasyon ve terminal redundansi Ozelligine sahiptir. Dairesel
permiitasyon, bir popiilasyonda her genomun uglarindaki dizilerin birbirine benzemedigi
anlamina gelirken, terminal redundansi DNA molekiiliiniin bir ucundaki dizinin bir
kisminin diger ugta da tekrar ettigi anlamini tasimaktadir. Ornegin; bir genomun tamami 0-
9 aras1 numaralarla gosterilecek olursa, alti ¢izili numaralarin oldugu yerler terminal
redundansiyi belirtmek iizere her bir virlis partikiilinin DNA molekiili su
kombinasyonlarla gosterilebilir: 012345678901, 234567890123, 4567890123456 gibi. 11V-
6’da terminal redundansi derecesi %12 olarak tahmin edilmektedir ve genomda alti
replikasyon orijini bulunmaktadir (Williams, 2008).

Iridoviriislerde replikasyon Frog Virus 3 (FV 3)’de calisilmistir. Iridoviriisler

niikleositoplazmik virtisler olarak bilinirler. Replikasyonlar1 niikleusta baslar sitoplazmada



tamamlanir. Enfeksiyondaki ilk basamak, virlis partikiiliniin konak hiicre yiizeyine
reseptor bagiml bir yol ile baglanmasidir. Konak hiicreye baglanmanin ardindan zarfli
virionlar, reseptor bagimli endositoz ile hiicreye girer. Buna karsin zarfsiz virionlar ise
hiicre membran1 ve viriis arasinda meydana gelen fiizyon olay: ile konak hiicreye girer
(Braunwald vd., 1985). Hiicreye girisin ardindan viral DNA hiicre niikleusuna tasinir. En
erken (IE) ve erken (DE) siniflara ait erken viral transkriptler virion DNA’s1 kalip olarak
kullanilarak sentezlenirler (Williams vd., 2005). Bu transkriptler DNA replikasyonu ve geg
genlerin ekspresyonu i¢in gerekli olan proteinleri kodlar. Replikasyon niikleusta baslar ve
viral genomun miktarin1 iki katina g¢ikaracak kadar DNA sentezlenir. Yeni sentezlenen
DNA sitoplazmaya geger ve konkatamerleri olusturur (Willis vd., 1984). Geg (L) viral
mRNA sentezi, DNA replikasyonundan sonra hiicrelerin sitoplazmasinda gerceklesir. Geg
viral mRNA sentezi, virlisiin degistirdigi hiicresel RNA polimeraz ya da viral RNA
polimeraz II enzimiyle ger¢eklestirilir. Geg viral transkriptler, virion olusumunda gorevli
viral yapisal proteinleri kodlar. Son olarak olusan konkatamerler viriis kapsidi igerisine
paketlenir. Virionlarin hiicreden ayrilmalar1 ya tomurcuklanma yoluyla ya da hiicrenin
parcalanmasi ile gerceklesir. FV3 DNA's1 i¢in replikasyon modeli Sekil 3’de sematik
olarak gosterilmistir (Williams, 2008).

/Kor /
S — ===
_————
Hiicre Zarinda

] Genom biytikligiindeki ~ En-Erken Soyulma
/ viral DNA’y1 ve Erken mRNA

Ciplak Virion

Reseptor bagimli
endositoz aracih@iyla
soyulma

parakristalin dizi

iki katina ¢ikaran Sentezi
viral DNA
replikasyonunun
Viral DNA replikasyonun ikinci agamasi; s ms)
Konkatamer olusumu ve DNA metilasyonu
=3 Nuklws
GL; viral
Konkatamerik mRNA \

DNA sentezi

Vlral
yapisal
proteinler

Viral protein
sentezi

Birlesme bolgesi Tomurcuklanan

Virion

Sekil 3. Frog virus 3 (FV 3)’ iin hayat dongiisii (Chinchar vd., 2011).



1.3.1. Chilo Iridescent Viriis (CIV)

Iridovirus cinsinin tip tiirii olan Chilo iridescent viriis (CIV)’ iin alternatif ad1 Insect
Iridescent Virus Type-6 (Bocek iridescent viris tip-6, 11V-6)’dir. CIV, lepidopter grubuna
dahil olan kok delici Chilo suppressalis (piring sap kurdu; Fukaya ve Nasu, 1966)
boceginden izole edilmistir. 11V-6 6nemli zararli bocek tiirlerinde 6liimciil enfeksiyonlara
neden oldugu icin, bu bdcek iridoviriisii potansiyel bir biyolojik kontrol ajani olarak
degerlendirilebilir (Kleespies vd., 1999; Hernandez vd., 2000). CIV’nin avantajlarindan
biri, Anthonomus grandis (boll weevil) hiicre susu (BRL-AG-3A) kiiltiiriinde kolayca
biiyiitiiliip ¢ogaltilabilmesidir (D’Costa vd., 2012). Ikosahedral CIV viriis partikiiliiniin
yapisinda dista protein yapida kapsid ortii, arada lipid tabaka ve i¢ kisimda da dairesel
permiitasyon ve terminal redundansi 6zelligi gosteren lineer ¢ift zincirli bir DNA molekiilii
mevcuttur (Delius vd., 1984; Schnitzler vd., 1987; Soltau vd., 1987; Fischer vd., 1990). Bu
genomik ozellik, frog virus 3 (FV3, Goorha ve Murti, 1982), lymphocystis disease virus
(LCDV, Darai vd., 1983, 1985; Schnitzler vd., 1990) ve insect iridescent virus type 9
(Ward ve Kalmakoff, 1987) gibi diger iridoviriislerde de ortaktir. Ilerleyen zamanlarda
virion yapisi, viral proteinler, enzimatik aktiviteler (Cerutti ve Devauchelle, 1980, Cerutti
vd., 1981; Darai, 1985 ve 1990), en az alt1 replikasyon orijininin konumu ve tekrarlayan
DNA elemanlar (Fischer vd., 1988a,b; Handermann vd., 1992; Sonntag ve Darai, 1992;
Stohwasser vd., 1993; Schnitzler vd., 1994; Tidona ve Darai, 1997) gibi CIV’nin biyolojik
ve genomik Ozellikleri tespit edilmistir. Bu ¢alismalar1 takiben, CIV genomunun 2001
yilinda Jakob vd. tarafindan dizin analizi yapilmistir. Boylece CIV genomu ilk dizin analizi
yapilan iridoviriis olarak literatiire gecmistir.

Viral genomik DNA dizisinin baz bilesiminin dnceden de ifade edilen degerlerle
uyumlu olacak sekilde, %71.37 oraninda A+T, %28.63 oraninda da G+C’den olustugu
tespit edilmistir (Jakob vd., 2001). Genomda ¢ok sayida kisa dogrusal, ters ve palindrom
yapida tekrarli DNA dizileri mevcuttur. Ayrica diger biiylik DNA viriisleriyle benzerligine
bakildiginda replikasyon, transkripsiyon, protein modifikasyonu ve viriis-konak
etkilesimiyle ilgili olan proteinlerle ve transkripsiyon, replikasyon ve niikleotid
metabolizmasiyla ilgili gen bdlgelerinin 6nemli homoloji gosterdigi belirlenmistir. CIV
genomunun bilgisayar destekli analizi sonucu polipeptid kodlama kapasitesi 40°tan 2432
amino asit arasinda degisen 468 potansiyel agik okuma zincirinin (Open Reading Frames,

ORF’ler) varlig1 ortaya ¢ikarilmistir.



CIV’nin molekiiler biyolojisiyle ilgili bilgiler genomik, transkriptomik ve proteomik
alanlarda yapilmis birkag ¢alismayla sinirli olup (Bigot vd., 2013; Ince vd., 2013; Dizman
vd., 2012; Ince vd., 2010; Nalcacioglu vd., 2007; 2003; D’Costa vd., 2004; 2001),
apoptosisle ilgili baz1 ¢alismalar da mevcuttur (Chitnis vd., 2008; 2011; Ince vd., 2008;
Paul vd., 2007). Omurgasiz iridoviriisler {izerine yapilan ilk proteomik analiz ¢aligmasi
CIV’de yapilmis olup, virion yapisinda 8 tanesi tek peptide dayali olmak iizere toplam 46
viral protein tespit edilmistir. Ayrica 54 proteinden 36’sinin diger omurgasiz veya
omurgali iridoviriisleriyle benzer homologlara sahip olduklar1 belirlenmistir (ince vd.,
2010). Apoptoz inhibitdr geni olan 193R’nin fonksiyonel analizi ince ve arkadaslari
tarafindan bu geni tasiyan plazmidlerin bdcek hiicre kiiltlirline transfekte edilerek
susturulmasi seklinde gergeklestirilmistir (Ince vd., 2008). CIV’nin molekiiler biyolojisi
hakkinda daha fazla bilgi edinmek, bu viriisiin boceklerdeki patolojisini daha iyi
anlamamiza yardimci olacaktir.

CIV genomunun biyoinformatik analizlerine bakildiginda, genomdaki 136R ve 165R
kodlu iki ORF’nin literatiirdeki metalloproteinaz proteinlerini kodlayan genlere benzer
olduklart belirtilmektedir. Metalloproteinazlar bocek yapisindaki ¢esitli dokular
parcalayabilme yeteneginde proteinlerdir. Bu ozellikleri nedeni ile bu genlerin viriis
patojenitesinde rol alan genler olabilecegi diisiinlilmiistiir. Dolayis1 ile bu ¢alismada bu

genlerin fonksiyonel metalloproteinazlar kodlayip kodlamadiklar arastirilmistr.

1.4. Matriks Metalloproteinazlar

Proteazlar proteinlerin peptid baglarmin hidrolizinden sorumlu olan proteolitik
enzimlerdir. Proteazlar etki bolgelerine bagli olarak ekzopeptidaz ve endopeptidaz olmak
tizere iki biiyiik gruba ayrilirlar (Tablo 3). Endopeptidazlar substratin uglarma uzak
bolgeden peptid bagini keserken, ekzopeptidazlar substratin amino veya karboksi ucundan

peptid bagini keserler (Rao vd., 1998).



Tablo 3. Proteazlarin siniflandirilmasi (Rao vd., 1998).

Proteaz

EC Numarasi

Ekzopeptidazlar
Aminopeptidazlar
Dipeptidil peptidaz
Tripeptidil peptidaz
Karboksipeptidazlar
Serin tipi proteazlar
Metallokarboksipeptidazlar
Sistein tipi proteazlar
Peptidil dipeptidaz
Dipeptidazlar
Omega peptidazlar
Endopeptidazlar
Serin proteazlar
Sistein proteazlar
Aspartik proteazlar
Metalloendopeptidazlar

Katalitik mekanizmasi bilinmeyen endopeptidazlar

3.4.11
3.4.14
3.4.14
3.4.16-3.4.18
3.4.16
3.4.17
3.4.18
3.4.15
3.4.13
3.4.19
3.4.21-34.34
3.4.21
3.4.22
3.4.23
3.4.24
3.4.99

Matriks metalloproteinaz (MMP)’lar, ¢inko igeren nétral endopeptidaz enzim ailesi
olup, ekstraselliller matriks (ESM)’in tiim elemanlarin1 yikma 06zelligine sahiptirler.
Matriks metalloproteinazlar ilk defa 1962 yilinda Jerome Gross ve Charles Lapiere
tarafindan insanlarin da ig¢inde oldugu omurgalilarda tamimlansalar da sonradan
omurgasizlarda, bitkilerde ve bazi mikroorganizmalarda da bulunmuslardir. MMP’ler,
diger endopeptidazlarla karsilastirildiklarinda, kendi 6zel DNA dizileri ve ekstraselliiler
matriksi bozma yetenekleri ile kolaylikla ayirt edilirler. Yapilarina ve substrat 6zelliklerine

gore 5 alt grupta incelenebilirler: kollajenazlar, stromelisinler, jelatinazlar, membran tipi

MMP’ler (MT-MMP) ve siniflandirilamayan MMP’ler.

Yapisal olarak incelendiginde MMP’ler 5 ana kisimdan olusur:

1-Sinyal peptit; endoplazmik retikulumdan ilk sentezlenen protein
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2-Propeptit: katalitik ¢inko baglayan bolge ile etkileserek enzimin inaktif formda
kalmasini saglar

3-Zn baglayict bolge igeren katalizor kisim; propeptit bolgenin ayrilmasi ile
yapisindaki ¢inko iyonlar1 sayesinde enzim aktivitesini saglayan bolge

4-Hemopeksin benzeri kisim; substrat segiciligini belirler

5-Prolince zengin bdlge; katalizor kismi hemopeksin benzeri kisma baglar
(Bourboulia, 2010).

Cinko metalloproteinazlar1 ayri bir familyada siniflandirmak i¢in ¢inko baglanma
bolgelerine dayali bir sema gelistirilmistir. Jiang ve Bond (1992), ¢inko
metalloproteinazlar1  termolizin, astasin, serratiya, matriksin ve  reprolizin
metalloproteinazlar olmak tizere bes ayr1 familyada siniflandirmak i¢in HEXXH motifinin
etrafindaki dizileri karsilagtirmiglar. Yapilan bu ¢alismaya gore, thermolysin familyasinda
¢inko baglayici olarak bir glutamik asit bulunurken (HEXXH....... E), diger dort familyada
glutamik asit yerine daha uzak mesafede bir histidinin yer aldigi ¢inko baglayict bolge
(HEXXHXXGXXH) bulunmaktadir. Bu iki familyanin iyelerine ait kristal yapilarin
incelenmesinden sonra, Bode ve arkadaslari (1993) bu dort familyayr metiyoninin benzer
konformasyon degisimini (Med-turn, HEXXHXXGXXH.......... M) igerdikleri i¢in
‘metzincinler’ diye bir siiperfamilyada gruplandirdilar. Aynmi kisiler ayrica ‘zincinler’
olarak adlandirilan HEXXH motifini bulunduran daha genis ¢inko metalloproteinazlar
stiperfamilyasint da One siirdiiler. Verilerden anlasildigi {izere metzincinlerin ayri
familyalarda gruplandirilabildigi gibi, thermolysin benzeri ¢inko metalloproteinazlar da
bes ayr1 familyada gruplandirilabilir. Yeni amino asit dizileri elde edildiginde
metalloproteinazlarda ¢inko baglanma bdolgelerini tanimlamak igin HEXXH motifi yaygin
sekilde kullaniliyor olmasina ragmen, ¢inko metalloproteinazlarda en azindan ii¢ tane daha
¢inko baglama motifi tanimlanmistir. Bu motiflerden ters donmiis zincin motifi, HXXEH,
insiilin pargalayan inverzincin enzim ailesini, HXXE motifi karboksipeptidaz ailesini, ve
HXH motifi DD-carboxypeptidase ailesini tanimlar (Jiang ve Bond, 1992).

Son zamanlarda, bocek viriisleri ve bdceklerin genomlarinda da ¢ok sayida MMP
homologlar1 tanimlanmistir. Bunlarin bocek viriislerinin patogenezinde veya bdceklerde
bazal membranin par¢alanmasi ve yeniden bigimlenmesinde gorev alabilecekleri
diistiniilmektedir (Liu, 2006). Dolayis1 ile bu proteazlarin zararli boceklerin kontroliinde

kullanilabilme potansiyeli s6z konusudur.
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MMP’ler boceklerde 6zellikle bazal membran tizerinde etkili olurlar (Sekil 4). Bazal
membran, boceklerde tiim dokular1 saran, yapisal destek olusturan, filtrasyon gorevi yapan,
hiicrelerin tutunmasi i¢in yiizey olusturan bir tabaka konumundadir (Timpl ve Brown
1996). Boceklerde bazal membran embriyonik gelisme, hiicre/doku farklilasmasi ve
metamorfoz siiresince yeniden diizenlenir. Bu yeniden diizenlenme isinde matriks
metalloproteinazlarin  yaninda katepsinler ve ADAMTS (a disintegrin  and
metalloproteinase with thrombospondin motif) gibi enzimler goérev yaparlar (Zhao vd.,
1998; Maeda vd., 2001; Porter vd., 2005). Bazal membran tiim dokular1 sarmas1 nedeni ile
viriis infeksiyonlar1 icin bir bariyer konumundadir. Ayrica virlisler nispeten biiyiik
olduklart i¢in tiim dokular1 saran bazal membran porlarina rahatga giremezler (Reddy ve

Locke, 1990).
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Sekil 4. Insektisidal proteazlarin (@) hedef bolgelerini gosteren bocek
anatomisi (Harrison ve Bonning, 2010).

Bazal membranin tahrip olmast durumunda viriislerin enfekte konaga dagilip
dagilmadigimi goérmek igin, bir rekombinant bakiiloviriis insa edilmistir (Harrison ve
Bonning, 2001). Bu amag igin, bir karasinek ¢esidi olan Sarcophaga peregrina’dan elde

edilen ve bazal membran parcalayici Ozellikte olan Kkatepsin L geni, hazirlanan
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bakiiloviriise yerlestirilmistir. Rekombinant viriis, yaban tip viriise gére Heliothis virescens
larvalarin1 %50 daha hizli 61diirmiis ve yine rekombinant viriis ile enfekte larvalar, yaban
tip viriis ile enfekte olanlara gore 5 kat daha az besin tiiketmislerdir. Ayrica, rekombinant
virlis i¢ dokularin pargalanmasina ve dolayis1 ile enfekte larvanin 6lmeden Once
melanizasyonuna (melanin pigmentinin viicutta fazlaca birikerek koyu renk olusmasina)
neden olmustur. Yaban tip bakiilovirilis ile infekte larvalar ise 0liimden sonra melanize
olmustur. Dolayist ile bu sonu¢ bocekler ile miicadelede bazal membranin hedef

aliabilecek 6dnemli bir yap1 oldugunu gdstermektedir.

1.4.1. Bakiiloviriis Ekspresyon Vektor Sistemi

Tibbi, endiistriyel ve zirai bakimdan 6nemli olan ¢esitli viral, bakteriyal, bitkisel ve
hayvansal proteinlerin, degisik Ozelliklerdeki ekspresyon vektorleri aracilign ile
sentezlenmeleri biyoteknolojide biiyilk 6nem arz etmektedir. DNA’larindan 6nemli
proteinlerin iiretilmesinde ekspresyon vektorii olarak yararlanilmalarindan dolayr bocek
viriisleri son zamanlarda biyoteknolojide yeni bir donem baslatmustir. Ilag, toksin ve besin
maddesi gibi cesitli triinleri kodlayan ilgili yabanci genler, 6zellikle hiicre kiiltiiriinde
bakiiloviriislerin replikasyonu i¢in zorunlu olmayan viral genler yerine klonlanarak,
oldukga fazla miktarda tiretilmektedirler (Luckow ve Summers, 1988; Summers, 2006; Yin
vd., 2007).

Diger vektorlere gore bakiiloviriis ekspresyon vektor sisteminin (BEVS) sahip
oldugu tistlinliikler ve avantajlar, bunlari1 biyoteknolojinin 6nemli bir ¢calisma sahasi haline
getirmistir. Pek ¢ok bilim adami tarafindan halen devam ettirilmekte olan, bakiiloviriislerin
daha etkili bir ekspresyon vektorii haline getirilme ve viriis replikasyonunun molekiiler
mekanizmalarinin anlagilmasi1 ¢aligmalari, bunlarin gelecekte biyoteknolojinin daha da
onemli bir materyali olmalarina yardime1 olacaktir.

Bakiiloviriislerin ekspresyon vektor sistemi olarak kullanilmasinin en Onemli
istlinligii, polihedrin ve pl0 proteinlerini kodlayan genlerden (polh ve p10) gelmektedir.
Bu proteinler, enfekte olmus hiicrelerde viriis replikasyon siklusunun en ge¢ safhasinda
fazla miktarda tiretilir. Dogada konukgular arasinda viriis partikiillerini koruyan inkliizyon
yapilarin olusumunda veya viriis partikiillerinin polihedrin igerisine paketlenmesinde
polihedrin proteinine ihtiya¢ duyulur. Polihedraya, boceklerin agiz yoluyla enfeksiyonunda

ihtiya¢ duyulmasina ragmen, hiicre kiiltiiriindeki viriis replikasyonunda ihtiya¢ duyulmaz.
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Bu nedenle, bu genleri kodlayan bdlgeler ¢ikarilip, yerlerine arzu edilen yabanci genler
yerlestirilerek bakiiloviriis ekspresyon vektor sistemleri gelistirilmekte ve bu vektorler
cesitli yabanci genlerin fazla miktarda ifade edilmesinde kullanilmaktadir.
Bakiiloviriislerin ekspresyon vektor sistemi (BEVS) olarak kullanilmalarina ait ilk
calismalar, Smith ve arkadaslar1 (1983) ve Pennock ve arkadaslar1 (1984) tarafindan,
Autographa californica niikleopolihedroviriis (AcNPV) kullanilarak  Spodoptera
frugiperda hiicrelerinde PB-interferonu ve P-galaktozidazi {iiretmeleriyle ilgili yapilan
aragtirmalardir. Sonraki yillarda BEVS kullanilarak tibbi, ekonomik ve endiistriyel 6neme
sahip viral, fungal, bakteriyal, bitkisel ve hayvansal kaynakli ¢esitli rekombinant proteinler
bol miktarda iiretilmistir. Glinimiizde ise 6zellikle tibbi alanda yapilan ¢alismalarla gesitli
hastaliklara kars1 yeni antijenler, bliylime faktorleri ve kinazlar iretilip, yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (Vlak ve Keus 1990). Gelistirilen yeni ilaglarla birlikte yeni tedavi
yontemleri de ortaya g¢ikarilmistir. Bunlarin sonucunda, basta rekombinant ve sentetik
olmak tizere birgok yeni as1 bulunmustur. Yine bu alanda yapilan galismalar sayesinde
immiinoglobulinler, insiilin, interferon ve interlokin gibi proteinler de bol miktarda
tiretilmistir (Hasemonn ve Capra 1990). Endiistriyel 6neme sahip ¢esitli bitkisel proteinler
de bu sistemde yaygin olarak sentezlenmektedir. Ayrica, zirai miicadelede zararli
boceklere karsi etkili olan bazi patojenik 6zellige sahip proteinler de BEVS’de iiretilerek

zirai miicadele ¢aligmalarinda kullanilmaktadir (Martens vd., 1990).

1.4.2. Calismanin Amaci

Bu tezde Iridoviridae familyasi ve Iridoviriis cinsinin bir {iyesi olan Chilo iridescent
viriis (CIV)’e ait matriks metalloproteinaz genlerinin (136R, 165R) fonksiyonel proteazlar
kodlaylp  kodlamadiklar1  aragtirnlmistir.  Literatiirdeki mevcut  bilgilere  gore,
metalloproteinaz  enzim grubunun bdcek patogenezinde rollerinin  olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu 6nemli rollerinden dolayr CIV genomundaki bu genlerin aktiviteleri
arastirllmistir. Bu amac dogrultusunda calisilan gen bdlgeleri Okaryotik ekspresyon
sistemlerinden biri olan Bakiiloviriis ekspresyon sisteminde ifade edilerek elde edilen

proteinlerin katalitik aktiviteleri in vitro ortamda substrat araciligiyla belirlenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Viriisiin Cogaltilmasi, Saflastirilmasi ve Konsantrasyonunun Tayini

Calismada, Iridoviriis cinsine ait olan Chilo iridescent viriis (CIV) (Dr. C. Joel Funk,
USDA-ARS Western Cotton Research Laboratory, Phoenix, Arizona) ve bu virisi
cogaltmak i¢in de konak olarak biiyiik balmumu giivesi (Galleria mellonella) larvalar
kullanildi. Larvalarin viriis ile enfeksiyonu enjeksiyon ile gergeklestirildi. Enfekte edilen
larvalar, 27 °C’de 3 hafta boyunca inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda enfeksiyonun
gelistigi larvalar —80 °C’de muhafaza edildi.

Virlisilin saflastirilmasi, Marina ve arkadaslarinin (1999) gelistirdikleri metoda gore
gerceklestirildi. —80 °C’de muhafaza edilen larvalardan 1 adet alinarak 1 ml steril
ddH>O"da homojen hale getirildi. Homojenat, sirasiyla 490xg, 960xg ve 1.250xg’de 10’ar
dakika santrifiij edilerek doku parcalarindan ve kaba partikiillerden arindirildi. Ardindan
15300xg ‘de santrifiij edilerek viriis ¢okelti haline getirildi. Cokelti 500 pl steril ddH20 da
¢oziildii ve % 30’luk siikroz ¢ozeltisi lizerine birakilarak 15.300xg de 30 dakika santrifiij
edildi. Olusan c¢okelti 1 kez yikandi ve 1 ml steril ddH>O'da ¢o6zildii. Bu sekilde
saflagtirllan viris 0,22 um'lik filtreden siiziilerek steril tiiplerde toplandi ve 4 °C’de
muhafaza edildi.

Virilis konsantrasyonunun tayini spektrofotometrik olarak gergeklestirildi. 260 nm de

1 absorbans degeri 55 pg/ml olarak kabul edildi (D’Costa vd., 2001).

2.2. Viral Genomik DNA izolasyonu

CIV ile enfekte olmus 1 adet G. mellonella larvast 500 pl steril su igerisinde
homojen hale getirildi. Niikleazlar1 inaktive etmek icin 100 °C’de 5 dakika 1sitildi.
Homojenat soguduktan sonra iizerine 50 pl %10’luk SDS eklenerek karistirildi. Bocek
kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in 600xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant temiz tiipe
alinarak iizerine 2 pl proteinaz K (10 mg/ml) ilave edildi. Karisim 37 °C’de 30 dakika
inkiibe edildi ve 16000xg’de 5 dakika santrifiij yapildi. DNA, siipernatanttan fenol-

kloroform muamelesi ile saflastirildi ve gece boyu 4 °C’de TE tamponu icerisinde (10 mM
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Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) diyaliz edildi. izole edilen DNA’nin varlig1 ve
kalitesi jelde yiiriitiilerek kontrol edildi.

2.3. CIV 136R ve 165R Genlerinin Biyoinformatik Analizi

136R ve 165R genlerinin sahip olduklari siralar ve protein aktif bolgeleri NCBI Blast
ve PROSITE programlariyla, sinyal dizisinin ve transmembran domaininin var olup-
olmadig: ise sirasiyla SignalP ve Expasy-TMHMM programlari kullanilarak belirlendi.
Genlerin karsilastirmasinda MEGAS ve GeneDoc programlari kullanildi.

2.4. Genlere Uygun Primerlerin Hazirlanmasi

Primer tasarlamak icin gen bankasindaki CIV’e ait 136R ve 165R gen bolgelerinin
niikleotid siralart alindi. Genlerin baglangic ve bitis kisimlarina uygun primerler dizayn
edildi (Tablo 4). Primerlerin uglarina klonlamalarda kullanmak amaciyla restriksiyon

endoniikleaz kesim bolgeleri eklendi.

Tablo 4. CIV 136R ve 165R genlerine ait primer dizileri

Primer Sira (5°-3°)

136R Fw 5-CCCGGATCCATAGAAGATGCTATAATTG-3

136R Rv 5-CGAAGCTTGAAATGAATAGTTAAGACGG-3’

165R Fw 5-CCCGGATCCCCATGAAAATAAATACAACAG-3’
165R Rv 5-CGAAGCTTCATTTAATTAAACTTTATGATAGAAG-3

PGEMT-Easy vektoriine klonlama yaparken yardimci olmasi i¢in 136R ve 165R genlerine 6zgii
primerlere restriksiyon bolgeleri eklendi; BamHI, kalin harflerle, HindIII, kalin ve alt1 ¢izili harflerle
gosterilmistir.

2.5. Genlerin Viral Genomik DNA’dan PCR ile Cogaltilmasi ve Klonlama
Vektoriine ()GEM-T Easy) Klonlanmasi

Genlere ait tasarlanan primerler kullanilarak PCR reaksiyonu kuruldu. Deney
tiiplerinin her birine 2 pl CIV genomik DNA’s1, 1.5 ul 1 mM ileri primeri, 1.5 ul 1 mM
geri primeri, 1 ul 10 mM dNTP, 10 pl 5X Phusion HF tamponu (1.5 mM MgCl; igerir), 1
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tinite Phusion High-Fidelity DNA Polimeraz (Finnzymes) enzimi birakildi ve son hacim
steril dH20 ile 50 pl’ye tamamlandi.

PCR sartlar1 98 °C’de 30 saniyelik denatiirasyondan sonra 35 dongii olacak sekilde
98 °C’de 10 saniye, 55 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 1 dakika ve son olarak da 72 °C’de 5
dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gercgeklestirildi. PCR sonucunda
cogaltilan DNA fragmentleri 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %]1’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek jel goriintiileme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile goriintiilendi ve agaroz jelden
kesilerek Nucleospin Extract II DNA Saflastirma (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak
jelden temizlendi. Son olarak mikrosantrifiij tiiplinde toplanan DNA’nin safligi ve
konsantrasyonu nanodropla tespit edildi.

Phusion High-Fidelity DNA Polimeraz enziminin aktivitesi neticesinde kiit uglu
olarak c¢ogaltilan ve jelden temizlenen PCR iiriinlerine, pGEM-T Easy vektoriine
klonlanabilmeleri igin A niikleotitleri takildi. Her bir gen igin bir deney tiipiine 7 ul jelden
temizlenmis PCR {irlinii, 5 tinite Taq DNA Polimeraz (Go-Taq), 1 ul Taq DNA Polimeraza
ait 10X reaksiyon tamponu (MgCl2’lii) ve reaksiyonda konsantrasyonu 0.2 mM olacak
sekilde dATP eklendi. Son hacim dH20 ile 10 pl’ye tamamlandi, karigim 70 °C’de 30
dakika inkiibe edildi.

A-kuyrugu eklenen 136R ve 165R ’ye ait DNA fragmentleri, pPGEM-T Easy vektoriine
(Promega) 3 DNA fragmenti : 1 vektor oraninda (0.3 pg DNA fragmenti ve 0.1 pg PGEM-
T Easy) klonlandi. Klonlama i¢in kurulan ligasyon reaksiyonu, 1 pl pGEM-T Easy
vektord, 7.5 pl 2x ligasyon tamponu, 1 pul T4 DNA ligaz ve 5.5 ul DNA fragmenti bir
araya getirilerek 15 pl’lik hacim i¢inde gergeklestirildi. Karisim klonlamanin

gerceklesmesi i¢cin 16 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

2.6. Elektrokompetent E. coli DH108 Hiicrelerinin Hazirlanmas1 ve
Transformasyon

Calismada kullanilacak elektrokompetent bakteri hiicrelerini hazirlamak i¢in petride
koloni halinde bulunan E. coli DH10B hiicrelerinden tek bir koloni alinip NaCl ihtiva
etmeyen Luria Bertani (LB) Broth besiyerine asilandi ve 37 °C’de gece boyu biiyiitiildii.
Bu taze kiiltiirden LB Broth besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi. Hiicreler 37 °C’de
yogunluklar1 600 nm dalga boyunda 0.6-0.9 olacak sekilde biiyiitiildii. Bakteri

konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca, hiicreler 30 dakika buz iizerinde bekletildi.
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Ardindan 4 °C’de 4000xrpm hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim dokiildii ve ¢okelti
iki kez soguk su ile yikanarak ayni hiz ve siirede santrifiij edildi. Cokelti %10’ luk soguk
gliserolde ¢oziildii ve 5000xrpm’de 4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi. Tekrar list kisim
dokiildii ve cokelti pellet miktarina gére ayarlanan hacimde %10’luk gliserol iginde
stispansiyon haline getirildi. Elde edilen kompetent hiicreler mikrosantrifiij tiiplerine
boliindii (50 pl’lik hacimlerde) ve -80 °C’de saklandi.

Yukaridaki isleme gore hazirlanan elektrokompetent E. coli DH10p hiicreleri alinarak
buza yerlestirildi. Tiiplere 3 ul yukarida hazirlanmis ligasyon triinlerinden birakilirken, bir
tanesine de higbir sey eklenmeyerek kontrol olarak kullanildi. Tipler iyice karistirildi ve
tekrar 1 dakika buzda bekletildi. Tiiplerdeki karigimlar, elektroporasyon kiivetlerine
aktarild1 ve elektroporasyon cihazi (BioRad Micro Pulser)’nin elektriksel tetik kismina
yerlestirilerek elektrik uygulandi. Kiivetler cihazdan alinarak iclerine 1 ml LB besiyeri
eklendi ve karigtirildi. Daha sonra tiim karigim steril bir cam tiipe birakilarak 37 °C’de
200xrpm’de 1 saat boyunca biiyiimeye birakildi. Inkiibasyondan sonra biiyiiyen kiiltiirler
ependorf tiiplere aktarilarak 6000xg’de 3 dakika santrifiij yapildi. Ependorfta 100 pl
kalacak sekilde slipernatant dokiildii ve kalan siipernatant iginde pellet ¢oziildiikten sonra
50 pg/ml ampisilin igeren LB agar petrilerine (lizerine 100 mg/ml IPTG ¢ozeltisinden 40
ul ve 20 mg/ml X-gal ¢ozeltisinden 40 ul emdirilmis petriler) yayildi. Gece boyunca 37
°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda igerisine rekombinant plazmid alan

hiicrelerin beyaz koloni olusturmasindan yararlanilarak klonlar secildi.

2.7. Rekombinant Plazmidlerin izolasyonu ve Restriksiyon Endoniikleaz Analizi

Mavi/beyaz koloni morfolojisine gore ayrim yapilarak secilen beyaz kolonilerden
icerdikleri plazmid DNA’larin1 izole etmek i¢in 50 pg/ml ampisilin i¢ceren LB besiyerine
ekim yapildi ve 37 °C’de 200xrpm’de gece boyu inkiibe edildi. Plazmid DNA’larinin
izolasyonu i¢in hizli miniprep metodu kullanildi. Gece kiiltiirleri 14000xg’de 2 dakika
santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Hiicrelerin iizerindeki silipernatant geride 50 pl kalacak
sekilde dokiildii ve ¢okelti bunun icinde vortekslenerek ¢oziildii. Uzerine 300 ul TENS
tamponu (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.1 mM EDTA, 0.1 N NaOH, % 0.5 SDS) ilave
edilerek karistirildi. Bunu takiben iizerine 150 pl 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ilave edildi
ve tekrar 5-6 kez alt-iist edilerek karistirildi. 14000xg’de 3 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant temiz tiipe alind1 ve {izerine 900 pul %100°liik etanol ilave edilerek 14000xg’de
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2 dakika santrifiij yapildi. Cokelti tekrar %70’lik etanol ile 14000xg’de 2 dakika santrifiij
yapilarak yikandi ve kurumaya birakildi. Kuruyan ¢okelti 25 pul dH>O’da ¢oziildii.

Izole edilen plazmid DNA’larin  klonladigimiz DNA fragmentlerini igerip
icermedigini tespit etmek igin bu plazmid DNA’lar1 genlere ait primerlerin uglarina
ekledigimiz restriksiyon enzimleri ile muamele edildiler. Bunun i¢in 10 pul DNA, 0.5 ul
BamHI (promega), 0.5 ul Hindlll (promega), 2’ser ul enzimlere ait 10X reaksiyon
tamponlarindan ve 5 pl H20 olacak sekilde 20 pl’lik hacimlerde reaksiyon hazirlandi ve 37
°C’de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan %1’lik jelde elektroforez yapildi. 136R ve 165R
genlerinin DNA fragmentlerini iceren klonlar belirlendi. PCR ile cogaltilarak vektore
klonlanan bu genlerde PCR kaynakli bir hata olup olmadigin1 belirlemek igin bu genlerin
dizin analiz yapilmasi gerekmektedir. Bunun igin bu genleri ihtiva eden klonlardan
plazmid izolasyon Kiti (Promega) kullanarak kitteki kullanma prosediiriine gére plazmid
DNA’lar izole edildi. izole edilen plazmidler dizin analizi yaptirilmak iizere Macrogen
firmasina (Hollanda) gonderildi. Analiz sonucunda elde edilen niikleotit siralari gen
bankasindaki bu genlere ait siralar ile NCBI web adresindeki Blast programi kullanilarak

karsilastirildi.

2.8. Genlerin pFastBacHT Ara Transfer Vektorlerine Klonlanmasi

136R ve 165R genlerini pGEM-T Easy vektoriinde klonlanmig halde igeren E.coli
DHI10p bakterilerine ait kolonilerden 50 pg/ml ampisilin iceren 5’er ml LB besiyerlerine
ekim yapildi ve 37 °C’de 200xrpm’de gece boyunca biiyiitiildii. Elde edilen kiiltiirler,
14000xrpm’de 2 dakika boyunca ¢oktiirtilditkten sonra kit kullanilarak bunlardan plazmid
DNA izolasyonu yapildi. izole edilen rekombinant plazmid DNAlarn herbirinden 200 ng,
1’er ul BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ve 2 ul 10X universal kesim tamponu bir
araya getirilerek toplam 20 pl son hacimde reaksiyonlar hazirlandi ve bu reaksiyonlar 37
°C’de 3 saat boyunca inkiibe edildi. Kesim {irlinleri %1°lik agaroz jelde elektroforez
yapildi. pPGEMT-Easy vektoriinden restriksiyon enzimlerle kesilerek ayrilmis gen bolgeleri
agaroz jelden kesilerek alindi ve DNA temizleme kiti kullanilarak temizlendi.

Bu asamadan sonra genlerin klonlanacagi ara transfer vektorleri hazir duruma
getirildi. Ara transfer vektorii olarak pFastBacHT vektorleri kullanildi. Bu vektorlerde daha
sonraki islemlerde gerekli olacak homolog rekombinasyon bdélgeleri (Tn7R, Tn7L)

mevcuttur. Bu islem i¢in pFastBacHTb ve pFastBacHTc ara transfer vektorlerini igeren E.
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coli DH5a bakterilerine ait birer koloniden 50 pg/ml ampisilin igeren 5 ml LB besiyerine
ekim yapildi ve 37 °C’de 200xrpm ‘de gece boyu biiyiitiildii. 14-16 saatlik biiyiime sonucu
elde edilen kiltiir 14000xrpm’ de 2 dakika boyunca ¢oktiiriildiikten sonra pelletten Kit
kullanilarak plazmid DNA izolasyonu gerceklestirildi. Izole edilen plazmid DNA’lar
restriksiyon endoniikleazlar ile lineer hale getirildi. Bunun i¢in her iki tiiplere her vektor
icin 500’er ng plazmid DNA, 1 ul BamHI, 1 pl Hindlll ve 2 pl 10X Universal tampon
birakildi. Son hacim steril dH20 ile 20 ul’ye ayarlandi ve reaksiyon 37 °C’ de 3 saat
boyunca inkiibe edildi. inkiibe edilen reaksiyon %1’lik agaroz jel elektroforezine tabi
tutuldu. Restriksiyon endoniikleazlarla lineer hale gelmis ve 4856 bp biiylikliiglindeki
pFastBacHTb ve pFastBacHTc vektorleri, DNA temizleme kiti kullanilarak jelden
temizlendi.

Restriksiyon enzimleri ile kesilerek jelden temizlenmis 136R ve 165R genlerine ait
DNA’lar, yine restriksiyon enzimleri ile muamele edilerek lineer hale getirilmis
pFastBacHTb ve pFastBacHTc vektorlerine aynmi sirada 3 vektor : 1 DNA oraninda
birbirine yapistirildilar. Buna gore reaksiyon; 2 ul 10X T4 DNA ligaz enzim tamponu
(Promega), 1 ul T4 DNA ligaz enzimi (Promega), 2 pul pFastBacHT vektorii, 6 pl DNA
fragman1 ve 9 pl dH20 olacak sekilde hazirland1 ve reaksiyon 16 °C’de gece boyu
bekletilerek ligasyon gergeklestirildi.

2.9. Genlerin Bac-to-Bac® Bakiiloviriis Ekspresyon Sistemine Aktarilmasi

136R ve 165R genlerinin Okaryotik bir sistemde ekspresyonlarini gergeklestirmek
amaciyla Bac-to-Bac bakiiloviriis ekspresyon sistemi kullanildi. Bu sisteme aktarim olay1

Sekil 5’te sematize edilmistir.

2.9.1.E. coli DH10Bac Kompetent Hiicrelerinin Hazirlanisi

Yukarida hazirlanan ara transfer vektorlerinin bakiiloviriis sistemine aktarilmasi igin
E. coli DH10Bac bakteri hiicrelerine transform edilmeleri gerekir. Bu hiicreler 6zel
hiicreler olup transpozisyon igin gerekli enzimi tireten helper/yardimc1 plazmide ve
bakteriyal replikasyon orijinine sahip Autographa californica multi niikleopolihedrovirus
(ACNPV) viral DNA’sina (bakmid) sahiptirler.



20

Transformasyon iglemi i¢in 6nce bu hiicreler kompotent hale getirildi. Bunun igin
daha 6nceden petride bulunan agar {izerinde biiyiitiilmiis E. coli DH10Bac hiicrelerinden
tek bir koloni alinip kanamisin (50 pg/ml) ve tetrasiklin (10 pg/ml) varliginda 3 ml LB
besiyerinde gece boyu biiylitiildii. Bu taze kiiltiirden fazla miktarda LB Broth besiyerine
1:100 oraninda asilama yapildi. Hiicreler 37 °C’de yogunluklar1 600 nm dalga boyunda
0.6-0.9 olacak sekilde biiyiitiildii. Bakteri konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca,
hiicreler 15 dakika buz iizerinde bekletildi. Ardindan 4 °C’de 4000xrpm hizinda 5 dakika
santrifiij edildi. Siv1 kisim dokiildi ve ¢okelti 1 ml soguk CaClz (100 mM)’de ¢oziilerek
ayni CaCl, soliisyonuyla hacim 10 ml’e tamamlandi. Buz iizerinde 1.5 saat bekletildikten
sonra 4 °C’de 4000xrpm hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Cokelti 1 ml 100 mM’lik CaCl»
sollisyonunda ¢oziilerek 100’er pul seklinde ependorf tiiplere dagitildu.

2.9.2. Rekombinant pFastBacHT Vektorlerinin E. coli DH10Bac Kompetent
Hiicrelerine Transformasyonu ve Transpozisyon

Ependorf tiiplerde daha 6nceden hazirlanmis olan 100’er ul iki DH10Bac kompetent
hiicre tiiptiniin tizerlerine 5’er ul (1 ng) rekombinant vektorlerden ilave edilerek buz
tizerinde 30 dakika bekletildi. Deney tiipleri 45 °C’ de 45 saniye tutularak 1si-sok iglemi
yapildi ve hemen ardindan buz {izerine alinarak 2 dakika sogumasi igin bekletildi. Tiiplere
900 ul LB (oda sicakliginda) eklendi ve 37 °C’ de 225xrpm hizda 4 saat inkiibe edilerek
transformasyon gergeklestirilmis oldu. Bu hiicreler gentamisin (gen bdlgesini igeren
pFastBacHT dondor plazmidinin segimi igin), kanamisin (Bakmid se¢imi igin), tetrasiklin
(transpozisyon i¢in gerekli enzimi {ireten helper/yardimer plazmid segimi igin), IPTG ve X-
Gal (Bakmid i¢in, bos bakmidler LacZ genini igermektedir, transpozisyon bu LacZ geni
icinde gerceklesmekte ve sonugta transpozisyon olanlar beyaz kolonilerin olugmasi ile
belirlenmektedir) igeren besiyerinde 48 saat biiyiitiildii. Transformasyonun ardindan ara
transfer vektorii ile bakmid DNA arasinda her ikisininde sahip oldugu homolog bdlgeler
sayesinde transpozisyon olmasi gerekmektedir. Transpozisyonun gerceklesmesi biiyiiyen
hiicrelerin beyaz renkli olmasin1 saglayacaktir. Dolayist ile transformasyon islemini takip
eden 48 saat sonra olusan biiyiikce beyaz kolonilerden 10 tanesi yine ayni igerige sahip
besiyeriye kolonilerin tamamen saf olmasini saglamak amaciyla ¢izgi ekim yapildi ve 48
saat 37 °C’de inkiibe edildi. Olusan beyaz kolonilerden rekombinant bakmid DNA
izolasyonu yapildi. 136R ve 165R genlerinin varligi PCR ile kontrol edildi.
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2.9.3.Rekombinant Bakmid DNA’larin izolasyonu ve PCR ile Dogrulanmasi

Beyaz fenotipte biiyliyen koloniler kanamisin, tetrasiklin ve gentamisin i¢eren 2 ml
stv1 besiyerine inokiile edildi. Hiicreler 37 °C’de durgun faza kadar biiyiitiildi. Kiiltiiriin
1.5 mI’lik kism1 14000xrpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Pellet kism1 300 pl Soliisyon I (15
mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNaz A)’de hafif vorteks yapilarak
¢oziildii ve tizerine 300 pl Soliisyon II (0.2 N NaOH, %1 SDS) eklenerek karistirildi.
Hiicrelerin parcalanmasi igin oda sicakliginda bu sekilde 5 dakika bekletildi. Uzerine 300
ul 3 M Potasyum Asetat (pH 5.5) yavasca ilave edilerek karistirildi. Ornekler buz iizerinde
10 dakika bekletildikten sonra 14000xrpm’de 10 dakika santrifiij edildiler. Siipernatant
kismui icerisinde 800 pl izopropanol bulunan tiiplere aktarildi, tiipler alt iist edilip 10 dakika
buzda bekletildiler. 14000xrpm’de 15 dakika ¢Oktiirme yapilip siipernatantlar dikkatlice
dokiildii. Tiiplere 500 pl etanol (%70) koyulup alt iist edildi ve 14000xrpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek yikama islemi gergeklestirildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Siipernatant
dokiilip tiipler oda sicakliginda kurumaya birakildi. En sonunda pellet haldeki bakmid
DNA 40 ul TE tamponda ¢oziilerek 4 °C’ e kaldirildi.

Bakmid DNA’larin 136R ve 165R genlerini ihtiva edip etmedikleri PCR ile analiz
edildi. Bunun i¢cin M13Fw&MI13Rv primer ¢ifti ve MI13Fw&GentaRv primer ¢ifti
kullanilarak PCR gergeklestirildi. Dogrulugu teyit edilen klonlardan bir tanesi secildi ve

bundan transfeksiyon isleminde kullanilmak iizere bakmid DNA’s1 izole edildi.

2.9.4.Bocek Hiicre Susunun Stoktan Canlandirilmasi

Onceden %5 FBS igerecek sekilde hazirlanarak kontaminasyon kontrolleri yapilan
Sf-900 Il SFM (Gibco®) besiyeriden flask igerisine yaklasik 5 ml birakildi. Spodoptera
frugiperda (Sf9) hiicrelerini ihtiva eden tiipler sivi azottan ¢ikarilip, 37 °C’de birakilarak
buzlan ¢oziildi. Tiipler ve kapaklar EtOH (%70 etanol) ile silinip kapaklar dikkatlice
gevsetildi. Tiip icerisindeki hiicrelerin hepsi besiyeri ihtiva eden flask igerisine transfer
edilerek iyice yayilmalari saglandi. Hiicreler tabana yapistiktan yaklagik 30-40 dakika
sonra monolayer hale gelen tabaka, besiyeri ile yikanarak flaske tekrar taze besiyeri
birakildi. Kontaminasyon olup olmadig: siirekli kontrol edildi. Herhangi bir problem

olmadigi i¢in normal yolla subkiiltiir yapilmaya devam edildi.
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2.9.5. Rekombinant Bakmid DNA’sinin Bocek Hiicrelerine Transfeksiyonu ve
Rekombinant Viriisiin Cogaltilmasi

Bir giin 6nceden Sf9 hiicreleri her gézde 2x10° hiicre olacak sekilde 6 gozlii hiicre
kiiltiir kaplarina birakildi ve tabana tutunmalart i¢in 2 saat 28 °C’de bekletildi. 1 pg
rekombinant bakmid DNA (=5 ul) ile 100 pl katkisiz Grace’s Insect medium (Gibco®)
karistirildi (Soliisyon A). Diger taraftan 8 pl Cellfectin® II Reagent (Invitrogen) ile 100 pl
katkisiz Grace’s Insect medium homojen bir bigimde karistirildi (Soliisyon B). Ardindan
bu iki Soliisyon polystyrene tiipte birbirine karistirilip 30 dakika boyunca her 5 dakikada
bir alt-iist edilerek oda sicakliginda bekletildi. Tutunan hiicreler {izerlerinde 2 ml katkisiz
Grace’s Insect yavasca gezdirilerek yikandi. Lipid-DNA karigtminin iizerine 800 pl
katkisiz Grace’s Insect eklendi, nazikce karistirildi ve hiicrelerin lizerine yavasga ilave
edildi. Hiicreler bu sekilde 28 °C’lik etiivde 5 saat inkiibe edildi. Transfeksiyon soliisyonu
hiicrelerin tizerinden uzaklastirild1 ve tlizerine %5 FBS (Fetal Bovine Serum) igeren 2 ml
Sf-900™ II SFM (Gibco®) besiyeri eklendi, 72 saat 28 °C’de inkiibasyona birakilarak
transfeksiyon gerceklestirildi. inkiibasyondan sonra olusan rekombinant viriisler hiicrelerin
toplanmas1 ve 500xg’'de 5 dakika santrifiij yapilmasi ile gergeklestirildi. Elde edilen
stipernatant P1 viral stok olarak adlandirdi. P1 viral stogun konsantrasyonu oldukga diisiik
olacagindan daha yiiksek konsantrasyona sahip bir viral stok elde edebilmek icin bu viral
stok kullanilarak tekrardan enfeksiyon yapildi ve olusan rekombinant viriisler izole edildi.
Bu izole edilen viriisler P2 viral stok olarak adlandirildi. T75 flasklere birakilan 9.0x10°
hiicre P2 viral stoktan 500 ul kullanilarak enfekte edildi. Enfeksiyondan 3 giin sonra
hiicreler toplandi ve rekombinant bakmid DNA’lari barindiran bakiiloviriisii igeren
stipernatant kismi 0,22 um’lik filtrelerden siiziilerek daha sonraki enfeksiyonlarda

kullanilmak tizere 4 °C’de muhafaza edildi.
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Sekil 5. Bac-to-Bac ekspresyon vektor sistemi. Bu sistem, rekombinant bakiiloviriis
olusturma, ¢ogaltma ve gen ekspresyonu i¢in kullanilan bir sistemdir.

2.10.  Proteinlerin Hiicre Kiiltiiriinde Uretilmesi ve Saflastiriimasi

136R ve 165R genlerine ait proteinleri hiicre kiiltiiriinde tiretmek i¢in oncelikle Sf9
hiicreleri T75 flasklerde 9.0x10° hiicre/flask olacak sekilde dagitildi. Bu hiicreler CIV
genlerini bakmid DNA iizerinde igeren rekombinant bakiiloviriisler ile enfekte edildi.
Enfeksiyon islemi i¢in 2 ml hacimde olacak sekilde virlis soliisyonu T75 flasklerde
bulunan hiicrelerin {lizerine yavasca ilave edilip 2.5xrpm hizda yatay sallayicida 2 saat
boyunca sallandi. Bu sekilde viriislerin hiicrelere tutunmasi saglandiktan sonra flasklere
%S5 FBS iceren S900 I SFM besiyeri ilave edilerek son hacim 10 ml’ye tamamlandi ve 28
°C’lik etlivde inkiibasyona birakildilar. 72 saatlik enfeksiyon sonunda hiicreler igerisinde
bulunduklar1 besiyeride siispansiyon hale getirilerek 4 °C’de 500xg’de 5 dakika
coktiiriildii. Hiicrelerden olusan pellet kismi protein saflastirmak i¢in kullanildi, hemen

kullanilmadig1 zamanlarda -80 °C’de saklandilar.
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Bu hiicre pelletinden “MagneHis™ Protein Purification System (Promega)” protein
saflagtirma kiti kullanilarak N-terminalinde His-taq uzantisina sahip proteinler saflastirildi.
Her 2.5x10° hiicre i¢in 1 ml olacak sekilde PBS (Phosphate Buffered Saline,1X)’te ¢oziilen
pelletin iizerine her 1 ml i¢in 330 pul Cell Lysis Reagent ve 1 ul DNaz I ilave edilerek oda
sicakliginda 20 dakika rotator yardimiyla dondiiriilerek inkiibe edildi. Her 1 ml 6rnek igin
30 pl Ni partikiilii ilave edilerek proteinin bu parcaciklara baglanmasi i¢in 2 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Magnetik standa koyulup Nikel parcaciklarinin ¢ekilmesi
saglandiktan sonra geri kalan sivi kisim atildi, 500 mM NaCl igeren Wash/Binding
tamponuyla Nikel tozlar1 siispanse hale getirilip tekrar miknatis yardimiyla ¢ekilmeleri
saglanarak yikandi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. En son baslangigta elimizde bulunan her 1
ml 6rnek i¢in 100 pl olacak miktarda ¢oziicii tamponuyla muamele edilip 2 dakika oda
sicakliginda bekletildi, tekrar standa yerlestirilip protein iceren sivi kisim alinarak az

miktarlara boliiniip -20 °C’e kaldirildilar.

2.11.  Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Protein miktarinin tayini Bradford’un (1976) gelistirmis oldugu metoda gore
gerceklestirildi. Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak sigir serum albumini
(BSA) kullanildi. Kalibrasyon egrisi i¢in; 0, 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300 ng BSA
iceren cozeltiler dH20 ile 500 pl’ye tamamlanarak hazirlandi. Bu c¢ozeltilerden ve
konsantrasyonlar1 6grenilmek istenen 6rneklerden 10’ar pl alinip tizerine 200’er pl hazir
boya cozeltisinden (Protein Reagent, Sigma) ilave edildi ve vortekslendi. Hazirlanan
standart ve Ornekler 96 gdzlii mikroplate lizerine 3 tekrarli olacak sekilde aktarildi. 15
dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra SpectraMax M2 (Molecular Devices) cihazi

kullanilarak 595 nm’de dl¢timler yapildi.

2.12. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western-Blot
Analizi

SDS poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile her bir ornekten 80 pg protein
kullanilarak iki farkli jel yiritildd. Jellerden biri boyama islemi igin, digeri de western-
blot teknigi i¢in kullanildi. Her bir 6rnek tizerine muamele tamponu (60 mM Tris-HCI (pH
6.8), %25 Gliserol, %2 SDS, %5 p-merkaptoetanol, %0.1 bromofenol blue) ilave
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edildikten sonra numuneler kaynayan su igerisinde 10 dakika bekletildi. Daha sonra
Laemmli (1970) tarafindan tanimlanan %12’lik SDS-PAGE’e yiiklendi. Jele 40 mA akim
uygulanarak ayrilma islemi gerceklestirildi. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel
Coomassie Brillant Blue (%0.125 Coomassie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10
asetik asit) boyast ile 1 saat boyandi ve hemen ardindan yikama c¢o6zeltisinde (%36
Metanol, %9 Asetik Asit) 1-2 saat yikandi. Jel goriintiisii tarayici ile bilgisayar ortamina
aktarildi.

Western blot analizi i¢in diger jel icerigi semi-dry elektroforetik blotlama cihazi
kullanilarak immobilon membrana aktarildi. Bunun i¢in Immobilon-P membrani ve
whatman kagitlar1 poliakrilamid jel biytlikliigiinde kesildi. Membran ve kagitlar
elektroblotlama tamponunda (48 mM Tris, 39 mM Glycine, %0.0375-w/v SDS)
1slatildiktan sonra cihaza 2 whatman kagidi, 1 immobilon-P membrani, poliakrilamid jel ve
2 whatman kagidi olacak sekilde sirasiyla yerlestirildiler. Cihaz 0.04 Amper’de 1 saat
calistirildi ve boylece blotlama islemi gerceklestirildi. Ardindan membran PBS de
hazirlanmis %0,3’liik siit tozunda 2 dakika yikandiktan sonra 3 saat oda sicakliginda yine
PBS de hazirlanmis %3’liik siit tozu i¢inde bloke edildi. Takiben 3 kere 10°ar dakika
%0,3’liik siit tozunda yikandi. Daha sonra 1 saat anti-poly Histidine antikoru (1:1000
sulandirma) (Sigma, H-1029) igeren %0,3’liik siit tozunda oda sicakliginda hafifce
calkalanarak inkiibe edildi ve bu siirenin sonunda tekrar 3 kere 10 ar dakika %0,3 liik siit
tozunda yikandi. Ardindan 1 saat Anti 1gG-Alkalin Fosfataz antikor (1:1000 sulandirma)
(Sigma, A-3562) igeren %0,3’liik siit tozu iginde oda sicakliginda hafif¢e ¢alkalanarak
inkiibe edildi. Sonra tekrar 3 kez 10 ar dakika %0,3’liik siit tozu i¢inde ve 2 kezde 10’ar
dakika AP (0.1 M Tris-HCI, 0.1 M NaCl, 5 mM MgClz, pH 9.5, 1X) tamponu iginde
yikama gergeklestirildi. Son olarak membran 100 pl NBT (nitroblue tetrazolium) ve BCIP
(bromochloroindolyl fosfat) (NBT/BCIP stock solution, Roche, 11681451001) iceren 10
ml AP tamponu iginde boyandi. Reaksiyon, membranin bolca dH.O ile yikanmasiyla

durduruldu.



26

2.13.  Protein AKktivitesinin Arastirilmasi

2.13.1. Enzimlerin Cahstig1 pH ve Sicakliklarin Belirlenmesi

Metalloproteinaz enzimlerinin en iyi ¢alistig1 pH’y1 bulmak i¢in pH’s1 6.5, 7.0, 7.6
ve 8.0 olan 50 mM’lik Tris ve Tris-HCl tamponlar1 kullanilarak aktivite deneyleri
gerceklestirildi. Sicaklik olarak da 28, 30 ve 37 °C ‘de Eppendorf Termomixer cihazinda
aktivite deneyleri kuruldu.

2.13.2. Enzimlerin Substratlar Aracihgiyla Aktivite Tayini

Protein aktivitesini tespit etmek icin proteazlara 0zgii genel substratlardan Azo-
casein (Sigma) ve Azocoll (Sigma) kullanildi.

Azo-casein substrati tampon igerisinde %5 olacak sekilde (50 mM Tris-HCI pH 7.6,
1 mM CaClz, 10 uM ZnClz, 150 mM NaCl) hazirlandi ve homojen hale getirmek igin 37
°C’ de arada bir vortekslenerek 1 saat sallandi. Bu sekilde hazirlanan substrattan her iki
protein i¢in 200’er pl alind1 ve lizerlerine her proteinden ayri ayr1 20’ser ug ilave edildi ve
yine vortekslenerek karistirildi. Karigim 1 saat 37 °C’ de inkiibe edildi. Reaksiyon, hacmi
kadar %10 TCA (trichloroacetic acid) eklenerek reaksiyon durduruldu ve en yiiksek hizda
5 dakika santrifiij edildi. Siipernatantla esit hacimde NaOH (2 N) karistirildi ve renk
degisimi 440 nm dalga boyunda SpectraMax M2 (Molecular Devices) cihaziyla 6l¢iildii.

Diger substrat olan Azocoll (Azo dye-impregnated collagen, Sigma)’den ise 50 mg
10 ml tampon (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM CaCl,, 10 uM ZnCl,, 150 mM NacCl)
igerisinde siispanse edildi (5 mg/ml). 37 °C’de 90 dakika boyunca 300xrpm hizda
karigtirilarak boyasinin giderilmesi saglandi. 10000xg” de 10 dakika santrifiij edildi,
slipernatant uzaklastirildi. Substratin bulundugu pellet kism1 10 ml yeni tamponda tekrar
¢oziildii. Oda sicakliginda homojen goriintii saglanacak sekilde karigtirilirken 1000°er pl
almp 2 ml’lik propilen ependorflara birakildi. Her bir deney tiipline matriks
metalloproteinaz enzim grubu disindaki proteazlarin aktivitesini engellemek iizere proteaz
inhibitoér karisimi ilave edilerek ependorflarin sicakliklar1 37 °C’ye gelmesi i¢cin 10 dk
1sitic1 blokta bekletildiler. Uzerlerine 500 ng her bir proteinden eklenip 1sitict blokta

800xrpm’de sallanmaya birakildilar. Bir deney tiipii de sadece substrat konularak kontrol
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amach kullanildi. 6000xrpm’de 5 dakika santrifiij edilip slipernatantlardaki renk degisimi

zamana bagli olarak 520 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgiildii.



3. BULGULAR

3.1. Viriisiin Cogaltilmasi, Saflastirilmasi ve Konsantrasyonunun Tayini

Chilo iridescent viriis siispansiyonu ile enfekte edilmis Galleria mellonella larvalar
27 °C’ de 3 hafta boyunca inkiibe edildikten sonra enfeksiyonun gelistigi larvalar toplandi.
Hafif enfekte larvalarda mavi ile karisik beyaz renk, agir enfekte larvalarda ise mavi- yesil
renk gozlendi. Bu renklerin gozlendigi larvalar toplandi ve —80 °C’ de muhafaza edildi.
Larvalardan viriis izolayonu gerceklestirildi. Izole edilen viriisiin konsantrasyonu

spektrofotometrede Sl¢iildii ve konsantrasyon 250 ng/ul olarak belirlendi.

3.2. Viral DNA izolasyonu

CIV ile enfekte olmus Galleria mellonella larvalarindan DNA izolasyonu yapildi.
Izole edilen DNA %1 °lik agaroz jelde elektroforez yapild: (Sekil 6).

Sekil 6. CIV genomik DNA’sinin jel goriintiisii

3.3. 136R ve 165R Genlerinin Biyoinformatik Analizi

165R genine ait proteinin aminoasit sirasinin domain bulma programi ile analizi
sonucu 90. ve 104. aminoasitler arasinda bir ¢inko matriks metalloproteinaz domainine

sahip oldugu gorilmiistiir (Sekil 7).
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Sekil 7. CIV165R genine ait amino asit sirasinin belirlenen korunmus boélgeleri. TIMP
(metalloproteinazlarin spesifik doku inhibitérleri)-baglanma yiizeyleri; in vivo
kosullarda bu enzimlerin aktivitesinin regiilasyonunda 6nemli rol oynarlar.

CIV136R’ye ait proteinin amino asit sirasinin biyoinformatik analizi sonucunda
korunmus domain yapis1 veritabani tarafindan saglanmamustir.

Matriks metalloproteinazlar, ekstraselliiler matriks ile bazal membran bilesenlerini
parcalama ozelliginde olan ve aktif bolgesinde ¢inko igeren homolog bir enzim ailesidir.
Bir metalloproteinazin aktif bolgesi yapinin i¢ine gomiilmiis HEXXH motifi igerir ve aktif
haldeyken bu bdlgenin agik olmasi gerekir. CIV136R ve CIV165R amino asit dizilerinin
icinde fonksiyonel kararliliklarinin korunmasi i¢in gerekli olan ¢inko iyonunu bulunduran
ve histidin amino asitleri iceren katalitik bolgeye sahip olduklari gosterilmistir. HEXXH
katalitik domaini enzimlerin aktifligini gosterir. Sekil 8’de ¢esitli organizmalardaki
korunmus HEXXH motifinin CIV genomunda bulunan matriks metalloproteinazlara
(136R, 165R) ait amino asit siralarmin karsilastirmasi gosterilmistir. CIV136R geni en
yiiksek benzerligi %58 oraninda 11V-22 (139R, 127L) ve 11V-30 (140R) genomlarinda
bulunan metallopeptidazlarla gostermistir. CIV165R geni ise %48 ‘e varan benzerlikle
Drosophila cinsine ait ¢inko bagli matriks metalloproteinazlarla yiiksek homoloji
gostermistir. Bunun disinda her iki agik okuma zincirinin de veritabanina kayitli ¢ok sayida
sekanslanmis matriks metalloproteinazlarla %40’tan fazla benzerlik gosterdigi tespit

edilmistir.
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w w w
CIV136R - ————KQIFLCIKDKKSG———DANYYDYNSLI?ET 3T IVECDELG ———————
CIV165R : ————-GVVHLDYDEDWDEF————————— ASLEQ—4L F] IT GHSSDNEKSIM
AMV0O70 S YYNRKHIRINYNNIRKKHINNRKKFLTLML | THI——————
EmMMP : RKGRGGDTHFDEAEHWTF-——NSSETGVDLFM—YAZ)83 I AIHeNf —— — ———————
CmStr3 : ——REGDVHFDYDETWTI-——GNN-LGTDLLQ—4AZJ83 ] T ———————
CcMMP16 Y == DAHFDADERWHEF-TDGERGDATNFLG—{YA ] GHS———————
Drosophila : —————-— AHFDADENWDEDVNSSNSEGTNFLN—ATI:I5 | GHS——————-—

v HE gH 1lgl

Sekil 8. Matriks metalloproteinazlarin aktif bolgelerinin homolojileri. CIV: Chilo Iridescent
Virus, AMV: Amsacta moorei entomopoksviriis accession no. NP_064852.1,
PmMMP: Pinctada martensi MMP accession no. AGS32054.2, CmStr3: Chelonia
mydas stromelysin-3 accession no. XP_007063827.1, CcMMP16: Ceratitis capitata
MMP-16 accession no. XP_004520958.1, Drosophila: Drosophila grimshawi
accession no. XP_001995042.1. MEGAS5 ve GeneDoc programlart kullanilmistir.

3.4. Genlerin pGEM®-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

CIV’ye ait 136R ve 165R genleri, uglarina uygun restriksiyon enzim (BamHl,
HindIII) bolgeleri eklenmis primerler kullanilarak genomik DNA’dan PCR ile ¢ogaltild.
Beklenen biiytikliikteki (sirastyla 537bp, 813bp) PCR iiriinleri 0,5 pg/ml etidyum bromiir
ihtiva eden %1’ lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 9).

bp M 136R 165R

1000

813 bp
537 bp

R

Sekil 9. 136R ve 165R genlerinin CIV genomundan PCR ile
cogaltilmasi. (M) Marker (1 kb)
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Kiit uglara sahip olarak elde edilen PCR iirtinleri jelden temizlendikten sonra uglarina
sarkik olacak sekilde A niikleotidleri takildi. Bu sekilde sarkik uglara sahip PCR iiriinleri
PGEM-T Easy transfer vektoriine klonlandi ve ardindan E. coli DH10B hiicrelerine
transform edildi. Olusan beyaz renkli kolonilerden plazmid DNA izolasyonu yapildi ve
klonlanan genleri igerip icermediklerini gdormek ig¢in restriksiyon enzimleri ile muamele

edildi. Kesim sonuglart jel tizerinde goriintiilendi (Sekil 10).

3015

813

537

Sekil 10. 136R ve 165R genlerinin pGEM®-T Easy transfer vektoriinde
dogrulanmasi. M; marker (1 kb); Al, halkasal pPGEMT136R plazmid;
A2, pGEMT136R plazmid kesimi (BamHI, Hindlll); B1, pPGEMT165R
plazmid kesimi (BamHI, HindlIl).

3.5. Genlerin pFastBacHT Ara Transfer Vektorlerine Klonlanmasi

PGEM-T Easy vektoriine klonlanan ve niikleotit diziliminin dogruluguda dizin
analizi ile teyit edilen 136R ve 165R fragmanlari, bu plazmidden BamHI ve Hindlll
restriksiyon enzimleri ile kesilerek alindi ve yine ayn1 enzimlerle kesilerek dogrusal hale
getirilmis olan bakiiloviriis ekspresyon vektor sistemine (Bac-to-Bac) ait ara transfer
vektorii olan pFastBacHTb ve pFastBacHTc (Invitrogen)’ye klonlandilar. Elde edilen
rekombinant plazmidler E. coli DHI10B hiicrelerine transform edildi. Rekombinant
plazmidlerin (ara transfer vektoriiniin) bu hiicrelerdeki varligi plazmid DNA izolasyonu ve
ardindan restriksiyon enzimleri ile kesilerek gosterildi. Kesim sonucunda jelde beklenildigi
gibi ara transfer vektorlerinin ve gen bolgelerinin goriintiilenmesi klonlama islemini

dogruladi (Sekil 11).
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Sekil 11. Rekombinant pFastBacHT plazmidlerinin restriksiyon
endoniikleazlarla muamelesi. M; marker (1 kb), A ve C;
sirastyla  136R  ve 165R genlerini igeren dairesel
pFastBacHT vektorleri, B ve D; pHTb136R ve pHTCc165R
plazmidlerinin BamHI ve Hindlll ile kesilmis goriintiisii.

3.6. Ara Transfer Vektorlerinin Bakteriyal Hiicreye Aktarilmasi ve
Transpozisyon

N-terminalinde 6Xhistidin kuyrugu ile birlikte CIV 136R ve 165R genlerini ihtiva
eden sirasiyla pFastBacHTD ve pFastBacHTc (rekombinant transfer vektorleri) plazmidleri
E. coli DH10p hiicrelerinden izole edildi. Elde edilen plazmid DNA’lar rekombinant
bakiiloviriis olusturmak {izere, igerisinde bakteriyal replikasyon orijini klonlanmis
bakiiloviriis (AcNPV) DNA’st (bakmid) ve transpozisyonun olmasina aracilik eden
yardimer plazmid bulunduran E.coli DH10Bac hiicrelerine transform edildi. E.coli
DH10Bac hiicreleri igerisinde bulunan bakmid DNA’s1 ile, CIV metalloproteinaz genlerini
iceren transfer vektorleri arasinda tizerlerinde ortak olarak bulunan Tn7R ve Tn7L
rekombinasyon bolgeleri sayesinde transpozisyon gerceklesti ve boylece ilgi duyulan
genler, bakmid (bakiiloviriis) DNA’sina dahil edilmis oldu. Transform olmus E.coli
DH10Bac hiicreleri Kanamisin (bakmid DNA), Tetrasiklin (yardimci plazmid), Gentamisin
(pFastBacHTc vektorii), X-gal ve IPTG igeren LB besiyerilere ekildi ve inkiibasyona
birakildi. inkiibasyonun ardindan olusan kolonilerden yukarida 6zellikleri verilen yeni
besiyerilerine tekrar ¢izgi ekim yapildi. Bu islemin amaci kolonilerde bir karisiklik varsa

bunu onlemek i¢indi. Olusan beyaz kolonilerden rekombinant bakmid DNA’lar1 izole
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edildi ve metalloproteinaz genlerini igerip icermedikleri yapilan iki farkli PCR ile
dogrulandu.

Ik PCR’da M13Fw ve M13Rv primer ¢ifti kullanildi. Bu PCR sonucunda sayet
pFastBacHT vektorii ile Bakmid DNA’s1 arasinda transpozisyon gerc¢eklesmisse 2430bp
DNA ile bakmid genomuna yerlestirilen DNA’nin biiyiikliigii kadar bir iiriin olusmasi
beklenmektedir. PCR sonuglari da bu beklenti dogrultusunda olmus ve sirasiyla 2967bp
(Sekil 12) ve 3243bp (Sekil 13) biiyiikligiinde DNA fragmentleri ¢ogaltilmistir. Bu sonug

bize CIV metalloproteinaz genlerinin bakmid genomuna aktarildigini gostermistir.

2967

Sekil 12. 136R genini igeren Bakmid DNA’larmin dogrulanmasi. 136R
genini igeren Bakmid DNA’lari kullanilarak M13Fw &
M13Rv primerleriyle PCR yapildi. M- Marker; 1, 2, 3, 4, 5
koloni numaralart.
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Sekil 13. 165R genini igeren Bakmid DNA’larinin dogrulanmasi. 165R
genini iceren Bakmid DNA’lar1 kullanilarak M13Fw & M13Rv

primerleriyle PCR yapildi. M- Marker; 1, 2, 3, 4, 5 koloni

numaralari.

Teyit etmek amaci ile yapilan diger PCR’da ise M13Fw ve GentaRv primer ¢ifti
kullanildi. Bu PCR analizinde de eger klonladigimiz gen bakmid i¢inde bulunuyorsa 800bp
‘lik bir iirlin olusturmas1 gerekmektedir. Sonug¢ bekledigimiz gibi oldu ve 800 bp’lik bir

fragman elde edildi (Sekil 14).

Sekil 14. Bakmid DNA’larmin M13Fw & GentaRv primerleriyle PCR
goriintiisii. M, Marker; 1, 2, 3, 136R genini igeren
bakmidlerin; 4, 5, 165R genini igeren bakmidlerin koloni

numaralari.
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3.7. Rekombinant Bakmid DNA’larinin  Bécek  Hiicre Kiiltiiriine
Transfeksiyonu

Her iki gene ait dogrulugu tespit edilmis olan bakmidlerden birer tanesi kullanilarak
Spodoptera frugiperda (Sf9) hiicrelerine transfeksiyon yapildi. Béylece CIV 136R ve 165R
genlerini igeren rekombinant bakmid DNA’larin1 tasiyan rekombinant AcNPV viriisleri
elde edildi. Elde edilen viral soliisyonlarla yeni enfeksiyonlar yapildi ve bu
enfeksiyonlarda, hiicrelerde niikleuslarin genislemesi, i¢lerinde graniillerin birikmesi ve
virlislerin yatay yayilis gostergesi olan hiicrelerin uzayis1 seklinde enfeksiyon belirtileri

goriildii (Sekil 15).

Sekil 15. Rekombinant viriislerle yapilan enfeksiyonlar. A: Enfekte olmamis kontrol Sf9
hiicreleri, B: AcCNPV136R ile enfekte Sf9 hiicreleri. C: ACNPV165R ile enfekte
S19 hiicreleri.

3.8. Protein Saflastirilmasi ve Western-blot Analizi

Rekombinant viriisler kullanilarak T75 hiicre kiiltiirii flasklerinde bulunan Sf9
hiicreleri enfekte edildi. Enfeksiyonun 4. giiniinde hiicreler toplandi, santrifiijlendi ve
olusan hiicre pelletlerinden “MagneHis™ Protein Purification System” protein saflastirma
kiti kullanilarak N-terminalinde His-taq uzantisina sahip proteinler saflastirildi. Elde edilen
proteinlerin miktar tayinleri Bradford metodu temel alinarak hazirlanan BSA standardina

gore yapildu.
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Bu proteinler kullanilarak Western analizi yapildi. Kontrol olarak da hi¢cbir muamele
gormemis Sf9 hiicreleri ve yaban tip AcNPV viriisiiyle yapilan enfeksiyonlar kullanildi
(Sekil 16 ve Sekil 17).

kDa M 1 2 3 4 5
170 —=

130 —
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72—

55 — .
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Sekil 16. CIV 136R geninin kodladigi proteinin Western-Blot ile
gosterilmesi. M; marker (prestained), 1, 2, 3, 4,
ACNPV136R ile enfeksiyon, 5; wtAcCNPV (yaban tip) ile
enfeksiyon.

kba M a b c d
95 —
72 —
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43

34 — = — 34 3 kDa
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Sekil 17. CIV 165R geninin kodladigi proteinin Western-Blot ile
gosterilmesi. M; marker (prestained), a; enfekte
edilmemis Sf9, b; WtAcNPV (yaban tip)’le
enfeksiyon, c, d; AcCNPV165R ile enfeksiyon.
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3.9. Proteaz Aktivite Analizi

Proteaz aktivitesi calismalarinda birgok substrat kullanmak miimkiindiir. Ancak,
calisilan proteazin oOzelliklerine ve hedefine en uygun olan substratlarla g¢aligmak,
arastirmanin saglamligi agisindan daha kabul edilir sonuglar verecektir. Bu g¢alismada
proteazlara 6zgii genel substratlardan Azo-casein ve Azocoll kullanilmastir.

Yapilan aktivite ¢alismalar1 neticesinde en uygun pH degeri Azo-casein ig¢in 7.6,
Azocoll igin ise 8.0 olarak belirlenmistir. Denenen sicakliklardan en iyi sonu¢ her iki

substrat ve enzim i¢in 37 °C bulunmustur.
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Sekil 18. Azo-casein ile yapilan enzim-aktivite grafigi. AMV197; Amsacta
moorei Protein Kinaz, WtACNPV-His; yaban tip AcNPV’den anti-His-
tag ile toplanan protein, 136R-His; AcNPV136R’den saflastirilan
protein, 165R-His; ACNPV165R’den saflastirilan protein.
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Sekil 19. Azocoll ile yapilan enzim-aktivite grafigi. 136R ve 165R, anti-His-
tag ile saflastirllan metalloproteinazlar; 136R+EDTA ve
165R+EDTA, metalloproteinazlara EDTA (10 mM) ilavesi; 415R,
kontrol olarak kullanilan CIV’e ait yapisal bir protein.



4. TARTISMA

Tim diinyada orman ve tarim zararlilarina kars1 biyolojik miicadele ajan1 gelistirme
amacli bilimsel caligmalarin sayisi, potansiyel onemi nedeni ile her gegen giin hizla
artmaktadir. Bu zararlilarin g¢esitliliginin ¢ok fazla olmasi ve bdlgesel yaygimnlik
gostermeleri, her birine 6zgili biyolojik miicadele ajani gelistirilmesini gerektirmektedir.
Biyolojik miicadele amaciyla kullanilan ajanlardan bir grubu da bdcek viriisleridir. Bécek
viriislerinin kendileri halihazirda zararli boceklere karst dogal biyolojik miicadele ajani
olarak kullanilmakta (McIntosh ve Grasela, 1994; Hunter-Fujita vd., 1998; Demir vd.,
2008), bunlardan elde edilen insektisidal {irtinler de kullanilmaya aday potansiyel iirtinler
olarak goriilmektedir.

Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler); ekstraselliiller matriks (ECM) ile bazal
membran bilesenlerini parcalama yetenegine sahip olan ve aktif bolgesinde ¢inko igeren
homolog bir enzim ailesidir. Bu enzimler dokularin yeniden yapilanmasi, morfogenezis,
yara iyilesmesi ve normal gelisimsel silire¢ gibi fizyolojik durumlarda 6nemli bir rol
oynadiklar1 gibi tiimor hiicresi invazyonu, anjiyogenez ve metastaz gibi patolojik
sireglerde de yer alirlar. Dokularin yenilenmesinden veya patolojik durumlarda doku
invazyonundan sorumlu matriks metalloproteinazlar biyolojik kontrolden kanser
aragtirmalaria kadar genis bir ¢aligma alanina sahiptir. Bu 6zelliklerinden dolay1 biyolojik
kontrol amaciyla yapilmig ¢alismalar mevcuttur (Lepore vd., 1996; Ko vd., 2000; Harrison
ve Bonning, 2001).

CIV genomunun tiim dizisi analiz edildiginde matriks metalloproteinazlarla yiiksek
oranda homoloji gdsteren iki gen kodladig1 anlasilmistir (Jakob vd., 2001). Bu iki genden
biri olan 136R agik okuma zincirinde katalitik bdlgenin yer aldigi kisitm en yiiksek
benzerligi %58 oraninda 11V-22 ve [IV-30 genomlarinda yer alan metallopeptidazlarla
gostermistir. 165R agik okuma zinciri ise %48’¢ varan oranda Drosophila cinsine ait
tirlerin sahip oldugu ¢inko bagli metalloproteinazlarla benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir.

CIV 136R ve 165R genleri biyoinformatik olarak analiz edildiklerinde aktif
metalloproteinazlarin tasidigt HEXXH bolgesine sahip olduklari goriilmektedir. Bu durum
bu genlerin de aktif metalloproteinaz olabileceklerini gostermektedir. Dolayisi ile bu

caligmada ilgi duyulan genler ilk olarak dkaryotik bir sistem olan Bakiiloviriis ekspresyon
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vektor sisteminde ifade edilmistir. Bu sistemde iiretilen proteinlerin aktivitesi, proteazlara
0zgii substratlar kullanilarak in vitro sistemde arastirilmistir.

Matriks metalloproteinazlar sinyal dizileri igermektedirler. Ancak CIV genomunda
bulunan MMP’lerde sinyal dizileri bulunmamaktadir. Ayni 6zelligi Xestia c-nigrum
granulovirus metalloproteinazi da (XcGV-MMP) paylasmaktadir. Enzimlerin sinyal ihtiva
etmemeleri hiicre disina c¢ikmadiklarini, hiicre iginde fonksiyonel olabileceklerini
gostermektedir. Ayrica, metalloproteinazlarin N-terminal ucundaki propeptid bolgesinde
bulunabilen sistein rezidiisii [P-R-C-G-(V/N)-P-D (switch)] bu enzim grubunun inaktif
formda kalmasinda rol oynar. Sistein rezidiisii icerdigi stilfidril grubuyla katalitik
bolgedeki c¢inkoya baglanarak proMMP’lerin inaktif formda kalmalarina neden olur.
Dolayist1 ile bu proteazlarin in vitro sistemde aktivitesi i¢in bu grubun yapidan ¢ikartilmasi
gerekir. Ancak diger MMP’lerin aksine CIV’e ait matriks metalloproteinazlarin boyle bir
rezidiiye sahip olmamalari iki anlama gelir; (I) bu konsensus dizisi [P-R-C-G-(V/N)-P-D]
tim matriks metalloproteinazlarda sistein switch mekanizmasiin g¢alismasi igin elzem
degildir ve (II) CIV-MMP’leri aktivasyon islemine gerek duymazlar. Aktivite deneyleri
stirasinda uygun tampon kullanildiginda elde edilen sonuglar, aktivitelerinin diizenlenmesi
icin sistein switch kullanan diger MMP’lerin aksine CIV-MMP’lerinin farkli bir sekilde
regiile edildiklerini ortaya koyar (Ko vd., 2000). Sistein rezidiisii ¢ikarilmis BmNPV ile
enfekte edilen larvalarin yag cisimcikleri ekstraktlariyla yapilan Azocoll aktivite
deneylerinde, kontrole yakin sonuglar alinarak o6nemli bir proteinaz aktivitesi
kaydedilememistir (Ko vd., 2000). Benzer sonuclar yine sistein rezidiisii ¢ikarilmis
BmNPV ile enfekte edilen BmN-4 hiicrelerinden elde edilen ekstraktlarla yapilan
deneylerde de gozlenmistir (Ohkawa vd., 1994).

Bakiilovirtislerde tanimlanan ilk metalloproteinaz enhansindir. Enhansin, diger
metalloproteinazlarla katalitik aktivite bakimindan ortak 6zellige sahip olsa da daha ¢ok
peritrofik  matriksin  pargalanmasinda  goérev  alarak NPV  enfeksiyonlarinin
kolaylastirilmasinda gorev alir (Gijzen vd., 1995). Bu yiizden enhansin Lepore ve
arkadaglar1 (1996) tarafindan diger proteazlardan arindirilmis olarak test edilmis ve bu
calismada elde edilen sonuglar1 desteklemistir. Toprak ve arkadaslar1 (2012) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, metalloproteinaz grubuna dahil olan enhansin proteininin Mamestra
configurata NPV virulansindaki rolii arastirilmistir. Bocek bagirsaginda bulunan
membranlar tizerindeki yikici etkisi SDS-PAGE analizleriyle tespit edilerek ortaya

koyulmustur.
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Yapilan bir diger ¢alismada Ko ve arkadaglarinin (2000) XcGV’e ait olan ve insan
stromelizin-1 proteazi (MMP-3) ve denizkestanesinin yumurtadan g¢ikmasini saglayan
proteaza %30’dan fazla dizi benzerligi gosteren metalloproteinazinin yapisal ve
fonksiyonel analizini arastirmiglar. Aktivite arastirmasinda Azocoll kullanmiglar ve genin
aktif bir metalloproteinaz kodladigin1 belirlemislerdir. Ayrica rekombinant viriisi
kullanarak bocek iizerinde yaptiklari bioassay ¢aligmalarinda rekombinant viriisiin bocek
Oliim oranin1 artirdigini belirlemislerdir.

Bu ¢alismada da Azocoll (Chavira vd., 1984) ve Azo-casein (Charney ve Tomarelli,
1947) substratlar1 kullanilmistir. Bu substratlar iiretici firmalarin Onerilerine uyularak
hazirlanmiglardir. Elde edilen sonuglar kontroller ile karsilastirildiginda CIV 136R ve 165R
genlerine ait proteinlerin kullanilan substratlar {izerinde etkili oldugunu, dolayisi ile bocek
bazal membran yapisi tizerinde de etkili olma potansiyeline sahip olacagini gostermektedir.

Azocoll kullanilarak yapilan proteinaz aktivite deneyleri sirasinda selatlayici
ajanlarin (EDTA) kullanilmasi aktiviteyi énemli dlgiide diigiirmiistiir. Bu bize enzimlerin
gergekten metalloproteinaz enzim grubuna dahil olduklarini ve CIV-MMP’nin enzimatik
aktivitesinde kofaktor olarak gorev alan metal (ler) iyonlarinin (Ca*2, Zn*?) selatlayici
ajanlar tarafindan inhibe edildiklerini gosterir.

Yapilan aktivite caligmalar1 sirasinda metalloproteinazlarin optimum katalitik
aktiviteleri Azocoll ile yapilan testlerde pH 8.0’de ve 37 °C’de, Azo-casein’le yapilan
testlerde ise pH 7.6 ve 37 °C’de oldugu tespit edilmistir. Her ne kadar viriisler bu tip
enzimleri in vivo olarak, bazik pH ve yaklasik 28 °C olan bocek bagirsagindaki enfeksiyon
stirecinde aktif olarak kullaniyor olsalar da in vitro ortamda en iyi etki gosterdikleri sartlar
biraz farklilik goOstermis olabilir. Cilinkii bu calismada varilmak istenen sonug, bu
proteazlarin bazal membranin da yapisinda bulunan ve bdcekleri dis etmenlerden koruyan
cok sayida yapisal proteinleri parcalayici 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasidir.

Calismanin ileriye gotiiriilmesi durumunda bu proteinlerin bocek larvalar tizerindeki
etkilerinin arastirilmast uygun olacaktir. Boylece amacimiza uygun sekilde c¢alismanin
neticesini gérmek miimkiin olabilecektir.

Bocek uygulamalarindaki metalloproteinaz proteinlerinin olusturacagi etkinlige bagl
olarak bu genlerin bocekten bocege gegebilme yetisindeki orijinal Autographa californica
niikleopolihedroviriis (ACNPV) genomuna yerlestirilmesi planlanabilir. Boylece biyolojik

miicadelede kullanilabilecek bir viriis elde edilmis olur.



5. SONUCLAR

Bu c¢alismada Chilo iridescent viriis (CIV)’e ait 136R ve 165R genlerinin
klonlanmasi, ekspresyonu ve proteinlerinin enzim aktivitesi c¢alismalar1 yapilmistir.
Sonuglar1 maddeler halinde siralayacak olursak;

1- 136R ve 165R genleri, dizayn edilen primerler yardimiyla ¢ogaltildi ve pGEMT
Easy klonlama vektoriine klonlandi. Klonlandiklar1 vektordeki baz dizilimleri dogrulandi.

2- Genler bakiiloviriis ekspresyon vektor sistemine aktarilmak {izere ara transfer
vektorleri olan pFastBacHT’ye klonlandilar ve transpozisyon ile bakmid genomuna dahil
edildiler.

3- Bakmid DNA’lar hiicre kiiltiirii ortaminda, Spodoptera frugiperda 9 hiicrelerine
viriis olusturulmasi amaci ile transfekte edildiler. Olusan viriisler ¢ogaltildi ve klonlanan
genlere ait proteinlerin genis ¢apli iiretimleri gergeklestirildi.

4- Proteinlerin SDS-PAGE analizi sonucunda 136R genine ait protein biiyiikliigliniin
yaklasik 24 kDa, 165R genine ait protein biiyiikliigiiniin de yaklagik 34 kDa oldugu
gozlendi. Bu agirliklar DNA dizisinden beklenen biiyiikliikle uyumludur.

5- Proteinlerin varligt Western analizi ile dogruland.

6- Elde edilen bu proteinlerin enzim aktiviteleri aragtirtldi. Enzim aktivitesini tespit
etmek amaciyla Azo-casein ve Azocoll kullanildi.

7- Azo-casein i¢in optimum pH’nin 7.6, Azocoll i¢in ise 8.0 oldugu bulundu.

Calisma sicakliklari ise 37 °C olarak belirlendi.



6. ONERILER

Zararli boceklerle miicadelede kimyasal insektisitlere en 1iyi alternatif
biyoinsektisitlerdir. Bu anlamda biyolojik miicadele i¢in en ¢ok kullanilan mikroorganizma
gruplarindan biri de viral ajanlardir.

Yillardan beri entomopatojenik mikroorganizmalar iizerinde g¢aligmalar yapilarak
tarim alanlarinda ve ormanlarda zarara yol agan bdcekler etkisiz hale getirilmeye
calisilmistir. Bu anlamda viral ajanlarin bocekler iizerindeki etkisini artirmak igin
kullanilacak ajanlarin genlerinin molekiiler diizeyde aydinlatilmasi biliylik 6nem
tasimaktadir. Bu c¢alismada Chilo iridescent viriis (CIV) genomunda bulunan matriks
metalloproteinaz genleri calisilmis olup, protein ekspresyonlari bakiiloviriis ekspresyon
vektor sisteminde gerceklestirilmistir. Gen bolgeleri ekspresyon vektorleri kullanilarak
polihedrin promotoru kontrolii altinda polihedrin geni yerine ekspres edildikleri igin
cogalan virlisler PIB yapist olusturmamistir. Dolayisiyla bu genler biyolojik miicadelede
kullanilacak olan bakiiloviriis genomuna polihedrin geniyle birlikte klonlanirsa viral ajanin
dogal ortamda yatay yayilis gdstermesi saglanarak etkinligi artirilabilir. Yine ayni sekilde
kitinaz benzeri protein pargalayict Ozellikteki enzim gruplariyla flizyon halinde
sentezlenirlerse daha etkin biyolojik kontrol ajanlari elde edilebilir veya CIV’ye polihedrin
geni eklenerek dogal kosullara daha dayanikli viral etmenler kazanilmisg olur. Bunun
disinda elde edilen bu iriinlerin aktivitelerinin yaninda bodcek larvalari tizerindeki
etkinligini de gormek lizere hem proteazlar hem de rekombinant bakiiloviriisler bocek

larvalarina enjekte edilerek biyoassay deneyleri kurulabilir.
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