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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

CHILO IRIDESCENT VIRUS 458R ACIK OKUMA ZINCIRININ MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Cagla AKSU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2017, 58 sayfa

Chilo iridescent viriis (CIV), Iridoviridae familyasinin Iridovirus cinsine ait
biyokontrol ajani olarak kullanim potansiyeline sahip bir bocek viriisiidiir. Ayrica, asi
gelistirme ve teropatik ajan olarak kullanilabilme potansiyeline sahipir.. Viriisiin bu
alanlarda verimli sekilde kullanimi ise molekiiler olarak aydinlatilmasi ile
gerceklestirilebilir. Bu tez kapsaminda yapilan biyoinformatik analizler ve literatiir
aragtirmasi sonucunda, CIV 458R geninin viriisiin hiicreye tutunma, hiicreye giris, viral
replikasyon ve/veya viriyon insast siireclerinden biri ya da birkag¢inda goérev yapiyor
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Genin fonksiyonel analizine yonelik planlanan caligsmalara
temel olusturmasi bakimindan bu tezde ilk adim olarak 458R’nin transkripsiyonel analizi
yapildi, genin transkripsiyonu sonucu olusan mRNA’nin translasyon olmayan ug bolgeleri
belirlendi. Bu ¢aligmalar sonucunda, 458R’nin ge¢ gen oldugu ve enfeksiyonu takiben 12
ila 24. saatler arasinda transkripsiyonun basladigi belirlendi. mRNA’nin baslangic
kodonunun hemen yukarisindaki 53 niikleotidlik kisimin 5', stop kodonunun hemen
asagisindaki 40 niikleotidlik kismin ise 3' translasyon olmayan bolgeleri olusturdugu tespit
edildi. Bu ¢alismada, CIV enfeksiyonunda ve/veya yeni viriyon olusumunda gorevli olmast

muhtemel bir agik okuma zincirinin transkripsiyonel analizi yapilmistir.

Anahtar Sozciikler: Chilo iridescent viriis, CIV, 5' UTR, 3' UTR, Transkripsiyonel analiz
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Master Thesis

SUMMARY

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF CHILO IRIDESCENT VIRUS 458R OPEN
READING FRAME

Cagla AKSU

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2017, 58 pages

Chilo iridescent virus (CIV), belongs to genus Iridovirus of family Iridoviridae, is
an insect virus possessing potential use as biocontrol agent. Also, this virus has potential to
be utilized for vaccine development and therapeutic purposes. Efficient utilization of the
virus for these purposes can be possible by analyzing the virus at molecular level. As a
result of the bioinformatics analysis and literature research performed within the scope of
this thesis, it is thought that 458R gene encoded by CIV may be playing role in one or
more steps such as attachment, entering to the cell, viral replication and/or virion assemble
process. For functional analysis of the gene, the transcriptional analysis of 458R and
determination of the untranslated regions of synthesized mMRNA were determined in this
thesis. In a consequence of these study, it was determined that 458R is a late gene and
transcription of the gene is started between 12 and 24. hours post infection. It was
determined that 5" untranslated region is located at the 53 nucleotides upstream of start
codon of MRNA and 3’ untranslated region is located at the 40 nucleotides downstream of
stop codon of mRNA. In this study, transcriptional analysis of an open reading frame,

playing a role in CIV infection and/or new virion formation, was carried out.

Key Words: Chilo iridescent virus, CIV, 5" UTR, 3" UTR, Transcriptional analysis
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Iridovirid, Uluslararas1 Viriis Taksonomi Komitesi (ICTV, International Committee
on Taxonomy of Viruses) tarafindan herhangi bir Ordo’ya yerlestirilmemis olan
Iridoviridae familyas1 viriislerine verilen genel addir (Chinchar vd., 2017). Bu familya,
bocekler ve ekonomik Oneme sahip sucul kiiltiirii yapilan hayvanlar iizerinde hastalik
olusturan tiirler igermektedir. Diinyanin farkli yerlerinde ¢aligilan Iridovirus bu familyanin
onemli bir cinsidir. Chilo iridescent viriis (CIV) ise ICTV’nin kabul ettigi bu cinse ait iki
tiirden biridir. Invertebrate iridescent virus 6 (I11\VV-6) olarak da bilinen CIV ayn1 zamanda
bu cinsin tip tiiriidiir (Jancovich vd., 2012).

Chilo iridescent viriis zirai agidan birgok bdcekte oliimciil veya 6liimciil olmayan
enfeksiyonlara sebep olmasi bakimindan biyokontrol materyali olma potansiyeline sahiptir
(Jakob vd., 2001). Ayrica fare embriyonik hiicrelerinin CIV ile enfekte edilmesi sonucunda
olusan immiin yanit sayesinde bazi virlislerin replikasyonunda azalma gézlenmis ve bu
bakimdan g¢alisma neticesinde CIV temelli as1 ve terapdtik calismalarin 6nii agilmistir
(Ahler vd., 2016). Bunun yam sira bocek viriislerinin gen terapi (Merrithew vd., 2001;
Stanbridge vd., 2003) veya gen ifade vektorii (Anderson vd., 1996; Ciccarone vd., 1997)
olarak kullanilabilmeleri hususunda 6nemli ¢alismalar yiiriitiilmektedir.

Viriisiin biyokontrol materyali veya vektor olarak kullanim1 konusunda sahip oldugu
potansiyelin biyoteknolojik iirlinlere doniisiimii, molekiiler yap1 ve mekanizmalariin
bilinmesiyle miimkiindiir. Bu ¢alismada CIV genomunda bulunan ve kodladig: {iriiniin
viriis replikasyonunda onemli rol oynadigi diisliniilen 458R acik okuma zincirinin

molekiiler yapis1 ve transkripsiyon 6zellikleri aydinlatilmaya calisilmistir.

1.2. Iridoviridae Familyasinin Genel Ozellikleri

Iridoviridae sogukkanli omurgalilari, kabuklular (Crustacea alt familyasi {iyeleri) ve
yumusakealar (Mollusca familyasi tiyeleri) (Gregory vd., 2006) dahil gesitli omurgasizlari
enfekte eden tiirlere sahip bir virlis familyasidir (Williams vd., 2005). Bu familya;

omurgalilar1 enfekte eden Lymphocystivirus, Megalocytivirus ve Ranavirus cinslerinin



bulundugu Alphairidovirinae, omurgasizlart enfekte eden Chloriridovirus ve Iridovirus
cinslerinin bulundugu Betairidovirinae, olmak ftizere iki alt familyadan olusmaktadir
(Chinchar vd., 2017) (Sekil 1) (Williams vd., 2000). Tablo 1°de her bir familyann tip tiirii
ve enfeksiyon yaptigi konaklar gosterilmistir (Williams ve Ward, 2010). Boylece bes
iridovirid cinsi, iki grup altinda toplanmistir. Gruplandirma, cinslere mensup tiirlerin
enfekte ettikleri konaklara ve genetik materyalinin metilleniyor olup olmamasina gore
yapilmistir (Chinchar vd., 2009). ilk gruba dahil olan iiyelerin (Chloriridovirus ve
Iridovirus) genomlar1 metillenmezken ikinci grupta (Lymphocystivirus, Megalocytivirus ve
Ranavirus) DNA metiltransferaz, genomdaki sitozin niikleotidlerinin neredeyse %25’ini

metiller (Chinchar vd., 2009).

Tablo 1. Iridoviridae familyasina mensup cinsler, konaklari ve tip tiirleri

Cins Hastalik yaptig1 konak/lar  Tip tiir (kisaltmasi)

Diptera

Chloriridovirus Invertebrate iridescent virus 3 (11V-3)

Bocekler ve karasal

Iridovirus izopodlar Invertebrate iridescent virus 6 (11V-6)
Lymphocystivirus ~ Yasst baliklar (diinya Lymphocystis disease virus 1 (LCDV-1)
genelinde)

Megalocytivirus ~ Baliklar (Giineydogu Asya)  Infectious spleen ve kidney necrosis virus
(ISKNV)

. Sogukkanli omurgalilar )
Ranavirus (¢ogunlukla amfibiler, Frog virus 3 (FV 3)

baliklar, siiriingenler)

DNA metilasyonunun roliiniin ne oldugu agik olmasa da viriisiin replikasyonda
metilasyona ihtiya¢ duydugu belirtilmektedir (Williams vd., 2005). Metilasyon inhibe edici
ilaclardan biri olan azasitidin (azacytidin) kullanarak yapilan bir g¢aligmada viriis
miktarinda 100 kat azalma ve viral DNA sentezinde bozulma kaydedilmistir (Goorha vd.,
1984). Viriislerin konak dagilimlar1 ve DNA metillenmesi disinda genomun GC igerigi,
viriyon morfolojisi, partikiil biiyiikliigii, hastaligin konaktaki belirtileri de cinslerin
aymriminda kullanilmaktadir. Ayrica major kapsit proteini (Major Capsid Protein, MCP) ve
diger proteinlerin amino asit dizi analizleri siniflandirmada g6z Oniinde

bulundurulmaktadir. Ciinkii ayn1 cinse mensup tiyelerin major kapsit proteinleri birbirleri



ile %70’in lizerinde benzerlik gostermekteyken farkli cins tiyelerinin bu proteindeki

benzerligi %50’1erin altina diismektedir.

100[!STIV
100{TFV

I[ATV Ranavirus
9LEHNV

GIV
100lggv

Megalocytivirus

100

100 I IIV-6  Iridovirus

L e Chiorirdovius

—
0.1

Sekil 1. Iridoviridae familyas iiyelerinin filogenetik analizi. Cinsler arasindaki iliski
tespitinde, tim genom analizi yapilmis 14 iridoviridde mevcut olan 26
korunmus gen kullanilmistir (Jancovich vd., 2012). FV3, Frog virus 3;
STIV, Soft-shelled turtle iridovirus; TFV, Tiger frog virus;, ATV,
Ambystoma tigrinum virus; EHNV, Epizootic haematopoietic necrosis
virus; GIV, Grouper iridovirus; SGIV, Singapore grouper iridovirus;
LCDV-1, Lymphocystis disease virus 1; LCDV-C; Lymphocystis disease
virus — Cin izolati; ISKNV, Infectious spleen and kidney necrosis virus;
OSGIV, Orange spotted grouper iridovirus; RBIV, Rock bream iridovirus;
I1V-6, Invertebrate iridescent virus type 6 (Chilo iridescent virus); 11V-3,
Invertebrate iridescent virus type 3.

Familya {iyelerini tiir bazinda ayirmak olduk¢a zordur. Bunun sebebi cinslerin kendi
i¢lerinde majér kapsid proteinlerinin olduk¢a korunmus olmasidir. Ornegin Ranaviriis
tiyelerinin birka¢1 (Frog virus 3, FV-3), Epizootic haematopoietic necrosis virus (EHNV),
Bohle iridovirus (BIV), Ambystoma tigrinum virus (ATV) ve European catfish virus
(ECV) konak dagilimlari, DNA dizileri, protein ve RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) profilleri bakimindan karsilastirilmistir. Beg tiir, MCP ve diger genler
icerisinde %90’nin lizerinde dizi benzerligi gostermekteyken RFLP profilleri ve konak
dagilimlar1 bakimindan bu tiirlerin birbirlerinden agik bir sekilde farkli olduklar1 tespit
edilmistir (Mao vd., 1997; Hyatt vd., 2000).



1997 yilinda Tiona ve Darai tarafindan Lymphocystis disease virus 1’in DNA dizi
analizi gergeklestirmistir. Iridoviridae tyeleri arasinda ilk genom dizi analizi olarak
kaydedilen bu ¢alisma sonrasinda bir¢ok iridoviridin genom analizi yapilmistir. DNA dizi
analizlerinin yapilmasi sayesinde izolatlarin siniflandirilmasi kolaylasmig, bu familya ile
ilgili molekiiler aragtirmalar hiz kazanmistir. Tim genom analizi yapilmis olan

iridoviridler Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Genom analizi yapilmis olan Iridoviridae familyasi iiyeleri

Cins Tiir® Biiyi(i;kel?iogri? (be) ({;ﬁ:nc Géﬂgfm”k Ya'?;:?r?ima
Numarasi

V-6 212,482 28,63  AF303741 2001
V-9 205,791 309  GQ918152 2011
o 1V-22 197,700 28 NC_023615 2013
mdovirus 1V-25 204,815 30,3  NC_023613 2014b
1V-30 198,533 28.1 HF920636 2014a
1Vv-31 220,222 35,09  HF920637 2014c
Chloriridovirus V-3 191,132 47,9 DQ643392 2006
N LCDV-1 102,653 29,1 L63545 1997
Hymphocustivirus LCDV-C 186,250 27,2 AY380826 2004
ESV 127,732 54,2 JQ724856 2012
RGV 105,791 55 JQ654586 2012
TFV 105,057 55,01  AF389451 2002
ATV 106,332 54 AY150217 2003
Ranavirus FV3 105,903 55,01  AY548484 2004
STIV 105,890 55,01  EU627010 2009
EHNV 127,011 54 FJ433873 2010
SGIV 140,131 486  AY521625 2004
GIV 139,793 49 AY666015 2005

LYCIV 111,767 54 AYT79031  yayinlanmamis
Megalocytivirus ~ ISKNV 111,362 54,8 AF371960 2001

RBIV 112,080 53 AY532606 2004




Tablo 2’nin devami

RSIV 112,414 53 AB104413 2005
0SGIV 112,636 54 AY894343 2005
TRBIV 110,104 55 GQ273492 2010

lIV-6, Invertebrate iridescent virus type 6 (Chilo iridescent virus); 11V-9, Invertebrate iridescent
virus type 9; 1IV-22, Invertebrate iridescent virus type 22; 11V-25, Invertebrate iridescent virus
type 25; 11V-30, Invertebrate iridescent virus type 30; 11V-31, Invertebrate iridescent virus type 31;
I1VV-3, Invertebrate iridescent virus type 3; LCDV-1, Lymphocystis disease virus 1; LCDV-C;
Lymphocystis disease virus — Cin izolati; ESV, European sheatfish ranavirus; RGV, Rana grylio
virus; TFV, Tiger frog virus; ATV, Ambystoma tigrinum virus; FV3, Frog virus 3; STIV, Soft-
shelled turtle iridovirus; EHNV, Epizootic haematopoietic necrosis virus; SGIV, Singapore
grouper iridovirus; GIV, Grouper iridovirus; LYCIV, Large yellow croaker iridovirus; ISKNV,
Infectious spleen and kidney necrosis virus; RBIV, Rock bream iridovirus; RSIV, Red seabream
iridovirus; OSGIV, Orange spotted grouper iridovirus; TRBIV, Turbot reddish body iridovirus.

1.2.1. Tiridoviridlerin Yapi ve Kompozisyonu

Iridoviridler lineer ¢ift zincirli DNA genomuna sahip, ikozahedral simetri gosteren
(Chinchar vd., 2017) ve DNA replikasyonu niikleusta baslayip sitoplazmada tamamlanan
(Goorha vd., 1977) viriislerdir. Bu nedenle niikleositolazmik biiylik DNA viriisleri
(nucleocytoplasmic large DNA viruses, NCLDVs) olarak adlandirilmaktadirlar.
[ridoviridler diger biiyiik DNA viriislerinden olan niikleopolihedroviriisler (NPV’ler),
granuloviriisler (GV’ler), sitoplazmik polihedroviriisler (CPV’ler) ve entomopoksviriisler
(EPV’ler) gibi koruyucu bir protein matriks ig¢ine gomiili degildir (Williams, 1998).
Viriyonlar hiicreden ¢ikis sekillerine gore zarfli veya zarfsiz olabilmekteyken, bu zarf
enfektivite icin zorunlu olmayip (Williams ve Ward, 2010) zarfsiz viriyonlarin da
enfeksiyon olusturma  ozelliginde olduklart  belirlenmistir.  Iridoviridlerin  DNA
viriislerinden farklarindan biri de dis zarftan harig olarak kapsid ile DNA arasinda yaklasik
4 nm kalinliginda lipid membran bulunmasidir. Yaklagik olarak 48 ila 55 kDa
bliylikliiglinde olan kapsid proteini (MPC), viriisiin tiim proteinlerinin yaklasik %45’ini
olusturmaktadir. Zarfli olmayan viriyonlar %5-17 oraminda lipid igerirler. I¢ lipid
tabakanin orijini bilinmemekle beraber konak membran kokenli olmadigr belirtilmektedir.

Genellikle viriyon ¢aplart 120-350 nm arasinda degigmektedir. Viriyon, en dista
protein yapili bir kapsid tabaka, i¢ lipid membran ve en i¢ kisimda DNA’nin bulundugu 6z
bolgeden olusmaktadir (Sekil 2). Eger hiicreden tomurcuklanarak salinmis ise virls,

kapsidi ¢evreleyen bir zarfa da sahip olabilmektedir.



Sekil 2. Iridoviriislerin kapsid simetrisinin ve igyapisimin sematik gosterimi. a)
Invertebrate iridescent virus 2 (11V-2) dis kabugunun diyagrami (Wrigley,
1969), b) Iridoviriis pargaciginin i¢ yapisi (Tripier-Darcy vd., 1984).

[ridoviridlerin neden oldugu enfeksiyonlarda sitoplazmada virojenik stroma olusumu
gozlenir (Sekil 3a). Viral proteinlerin, DNA’larin ve viriis par¢aciklarinin yogun oldugu bu
sitoplazma kismi, viriis insasinin gergeklestigi bolgedir. Olgun viriyonlarin sitoplazmada
siralanarak olusturdugu parakristal dizi Sekil 3a’da goriilmektedir. Omurgasizlarin
iridovirid enfeksiyonlarinda viicutlarinda belirgin renk degisimlerinin olmasinin sebebi,
sitoplazmada olusan bu parakristal dizilerdir (Sekil 3b). Omurgali iridovirislerin
enfeksiyonlarinda ise boyle bir renk degisimi goézlenmez (Williams, 1996). Virojenik
stromada ingas1 gerceklesen virlisler hiicreden salinacaksa hiicre membranindan zarf
kazanarak tomurcuklanirlar. Fakat eger yeni viriisler hiicreden salinmayacaksa parakristal
dizinin olusacagi bolgelerde birikerek hiicreden ¢ikmak igin hiicrenin pargalanmasini

(lizizini) beklerler.



a) Parakristal dizi

Sekil 3. Chilo iridescent viriis (CIV) ile enfekte olmus hiicrelerin ve meyve sineklerinin
goriiniimii. a) CIV ile enfekte olmus Chilo suppressalis yag hiicresinde
viriislerin goriinimii. E: Bos parcaciklar N: Niikleus V: Virojenik stroma
(Fukaya ve Nasu, 1966); b) Chilo iridescent viriis enfeksiyonu sonucu
Drosphila melanogaster bireyinde olusan renk degisimi. I-IIT) Saglikli D.
melanogaster bireyinin sirasiyla alttan ve yandan goriiniimi, II-1V) CIV ile
enfekte olmus D. melanogaster bireyinin sirasiyla alttan ve yandan goriiniimii
(Bronkhorst vd., 2012).

1.2.2. Iridoviridae Familyasimin Genom Ozellikleri, Viriisiin Hiicreye Girisi ve
DNA Replikasyonu

Familya, genom biiyiikliigii 102 ile 212 kbg¢ arasinda degisen liyelere sahiptir. Cift
zincirli olan DNA genomu lineer yapidadir (Jancovich vd., 2012). Omurgali iridoviridlerin
genom biiyiikliikleri omurgasiz iridoviridlerinkine nazaran daha biiytiktir (Kelly, 1985;
Williams, 1998). Bu familya iiyelerini diger oOkaryotik DNA viriislerinden ayiran
ozelliklerden bir tanesi genom organizasyonlaridir. Viriis genomu, DNA replikasyonunun
“donen ¢cember” (rolling circle) replikasyon mekanizmasi sonucu konkatemerler seklinde
uretilir. Konkatemerler, replikasyon esnasinda viral DNA kopyalarinin ebeveyn DNA’dan
ard arda bitisik olarak sentezlenmesi sonucu olusur. Konkatamer seklinde sentezlenen bu
DNA’dan yavru kapsidler igerisine paketlenme, kapsid hacmine bagli olarak (headful)
gerceklesir. Bu mekanizmada, her kapsid igerisine paketlenen DNA miktar1 6zel diziye
bagl olarak gerceklesmediginden yavru virlislerin sahip olduklari genetik materyal
miktarlarinda heterojenite s6z konusu olabilmektedir (Goshorn ve Schlievert, 1989). Ozel
bir DNA paketlenmesi olmamasindan dolay: viral genom, halkasal permiitasyon (circularly
permuted) ve ug dizi tekrarlar1 (terminal redundansi, terminal redundancy) icermektedir

(Sekil 4). Genomda baz1 genlerin ¢ift olarak bulunmasi, kopyalardan birinde meydana



gelebilecek mutasyonun olast etkilerini elimine etmek agisindan viriise avantaj
saglayabilmektedir. Tiim bunlara ek olarak CIV ve FV-3 ile yapilan c¢alismalarda
saflagtirilmis viriis DNA’s1 hiicreye transfekte edilmis ancak ¢iplak DNA’nin enfeksiyona

neden olmadig1 goriilmiistiir.

Ebeveyn virlis DNA’s1 1234567891011 1213 14

Ebeveyn DNA’simin
replikasyonu sonucu olusan

konkatemerik DNA
Konkatemerik DNA’dan 56 789 10 11 12 13 14 123 4 5 —><:>

“headful mekanizmasi ile

farkli yavru viriyonlara
paketlenen DNA’lar 8910 11 1213 141234567 —>

(viriyonlarin aldiklart DNA

miktarinda heterojenite
mevcuttur) | 1234567891011 2131412 —>

1234567891011 1213 14] 1234567891011 1213 14 1234567891011 1213 14

Sekil 4. iridoviridlerde hacim bagimli (headful) DNA paketlenme mekanizmasi, halkasal
permiitasyon ve dizi tekrarlarinin sematik gosterimi.

Ranavirus cinsinin tip tiirii olarak kabul edilen Frog virus 3 (FV 3) ile yapilan
calismalar sonucunda virlisiin replikasyon modeli aydinlatilmistir. Bu model tim
familyanin genel anlamda replikasyonu hakkinda ¢ogu bilgiyi saglamakta ve replikasyon
mekanizmasina Ornek teskil etmektedir (Williams, 2005). 30°C iizerindeki sicakliklar
iridovirid replikasyonuna engel olmaktadir (Williams, 2008). Daha 6nce da bahsedildigi
tizere iridoviridlerin hem zarfli hem de zarfsiz olmalar1 ve her iki sekilde de enfeksiyon
yapabilmeleri, en az iki farkli konak reseptor proteini bulunmasit gerektigini
gostermektedir. Konaga tutunduktan sonra zarfsiz virionlar plazma membranindan fiizyon
ile, zarfli viriyonlar ise reseptdr bagimli endositoz ile hiicreye girmektedir (Williams,
2005). Kapsidin soyulmasinmi takiben virlis DNA’s1 niikleusa tasiir. Niikleus, DNA
replikasyonunun birinci asamasinda (niikleusta gerceklesen kisim) gorev alacak olan en
erken (IE, Immediate Early) ve gecikmis erken (DE, Delayed Early) genlerin, viral
DNA’y1 kalip olarak kullanarak transkriplendigi (mRNA’nin sentezlendigi) yerdir
(Jancovich vd., 2012). Bu asamada, en erken ve gecikmis erken genlerin transaktivator
proteini olarak rol alan viriis yapisal proteinlerinden biri veya daha fazlasi hiicresel RNA
polimeraz II’nin aktif olmasini saglar. Bu siire¢ hakkinda mevcut bilgi olduk¢a azdir. Virtis

DNA miktar1 iki katina ¢iktiginda, yeni sentezlenmis DNA sitoplazmaya gecer ve



boylelikle replikasyonun birinci asamasi tamamlanmis, ikinci agsamasi baglamis olur
(Goorha ve Dixit, 1984). Ikici asama, viral DNA’nin konkatemerik organizasyonu
olusturacak sekilde sitoplazmada replike oldugu sathadir (Willis vd., 1984). Bahsi gegen
familya iiyelerinin “biiyiik niikleositoplazmik DNA viriisleri” olarak adlandirilmasinin
nedeni, replikasyonun bu iki sathasidir. Konkatemerik sekildeki DNA sitoplazmada
virojenik stroma igerisinde bulunur. Ge¢ genlerin (L, Late) transkripsiyonunun
gerceklestigi yer yine virojenik stromadir. Ge¢ genlerin transkripsiyonu, replikasyondan
sonra, virlis tarafindan modifiye edilen hiicresel RNA polimeraz ya da viral RNA
polimeraz II ile gergeklesir. Geg¢ viral genler viriyon olusumu igin gerekli yapisal
proteinleri kodlar ve yavru virion DNA’s1 kapsid igerisine paketlenir. Sonrasinda virion
tomurcuklanarak veya hiicrenin lizizi ile salinir. Omurgali iridoviriislerinin viriyon insa ve
hiicreden tomurcuklanma asamasi detayl olarak ¢alisilmistir (Liu vd., 2016). Frog virus

3’ln hiicreye girisi, DNA replikasyonu ve hiicreden salinimi Sekil 5’te gosterilmistir.

§Zarfhv1riyp|ak Viriyon
DNA V[d

Viral DNA'nin girisi
) PEES

Reseptor araciliendositoz | viral DNA sentezinin  En erken (IE) ve
ile hicreye giris ilk asamasi: gecikmis erken (DE)
Genomun sentezi viral m y

membraninda
kapsit soyulmasi

Viral DNA sentezinin ikinci

agsamasi:Konkatemerik DNA'nin Eenn

: - : 0} \ ve DE vira
sekillenmesi; DNA metilasyonu NUKLEUS broterler viral protein sentezi
,.’..’.00..’.““' oty Geg viral mRNA sentezi —_— —8—8-8—

Viral yapisal proteinler

Parakristal dizi

ViRIiYON iNSA BOLGESI

Sekil 5. Frog virus-3 (FV-3)’iin hayat dongiisiiniin sematik gosterimi (Chinchar
vd., 2017’den diizenlenmistir).



1.3. Iridovirus Cinsi

10

Iridovirus cinsinde bulunan 13 tiiriin iki tanesi ICTV tarafindan kabul gérmiistir.

Geri kalan 11 tanesi ise yeterli calisma yapilmadigindan otiirii birbirlerinden ayirt

edilememis, ICTV nezdinde kabul gérmemis, ancak s6z konusu cins ile iligkili
olabilecekleri diistiniilmiistiir (Tablo 3) (Williams ve Ward, 2010; Pie’gu vd., 2013). IIV-1
ve 1IV-6 (ya da CIV) cinsin kabul gérmiis iki tiirtidiir. CIV cinsin tip tirtdiir.

Tablo 3. Iridovirus cinsine ait turler

Viriis Ady/Kisaltmasi

Enfekte Ettigi Konak/Konak
Ordosu

GenBank Erisim
Numarasi

Invertebrate iridescent virus 1/ 11VV-1
(Tipula iridescent viriis / TIV)

Invertebrate iridescent virus 6 11\VV-6
(Chilo iridescent virus / CIV)

Tipula paludosa / Diptera

Chilo suppressalis / Lepidoptera

M33542

AF003534*

Invertebrate iridescent virus 2 / 11V-2
Invertebrate iridescent virus 9 / 11V-9
Invertebrate iridescent virus 16 / 11V-16
Invertebrate iridescent virus 21 / 11V-21
Invertebrate iridescent virus 22 / 11V-22
Invertebrate iridescent virus 23 / 11V-23
Invertebrate iridescent virus 24 / 11V-24
Invertebrate iridescent virus 29 / 11V-29
Invertebrate iridescent virus 30 / 11V-30

Invertebrate iridescent virus 31/ 11\VV-31

Anticarsia gemmatalis iridescent virus /
AGIV

Sericesthis pruinosa / Coleoptera

Wiseana cervitana / Lepidoptera

Costelytra zealandica /
Coleoptera

Helicoverpa armigera /
Lepidoptera

Simulium variegatum / Diptera
Heteronychus arator / Coleoptera
Apis cerena / Hymenoptera
Tenebrio molitor / Coleoptera
Helicoverpa zea / Lepidoptera

Armadillidium vulgare / Isopoda

Anticarsia gemmatalis /
Lepidoptera

AF042335

AF025774

AF025775

AF042341

AF042342

AF042340

AF042339

AF042336

AF042337

AF042343

*Bu tez ¢aligmasinda kullanilan iridoviriis tiirii.
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1.3.1. Chilo Iridescent Viriis

Viriis, sistematik agidan Invertebrate iridescent virus 6 (II\V-6) olarak
adlandirilirken, izole edildigi piring sap kurdu olan Chilo suppressalis tiiriiniin cins ismi ile
olusturulan Chilo iridescent viriis (CIV) ismiyle de anilmaktadir. Hem CIV’nin hem de
cins igerisinde bulunan diger tiirlerin “iridescent” kelimesi igeren bir isimle anilmasinin
nedeni, viriislerin sebep oldugu agir enfeksiyonlar sonucunda bocekte gozlenen turkuaza
benzer yanardoner renktir (Sekil 6) (Nalgacioglu vd., 2009). CIV, 1966 yilinda,
Japonya’da, Fukaya ve Nasu tarafindan ez izole edilmis olup zarar derecesi hayli yiiksek
olan boceklerde oliimciil veya Oliimcilil olmayan enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu
nedenle potansiyel biyolojik kontrol materyali olarak degerlendirilmektedir (Henderson
vd., 2001).

CIV’nin kapsid c¢apt 162-185 nm arasinda degismektedir (Yan vd., 2000).
Kapsidin ¢evreledigi viriyonun merkezinde 212,482 niikleotid ciftinden (Jakob vd., 2001;
Williams, 1996; Williams vd., 2005) olusan ve biyoinformatik analizlere gore 211 adet
acik okuma zinciri (Open Reading Frame, ORF) (Eaton vd., 2007) kodladig1 belirlenen
DNA bulunmaktadir. Kapsid esnek fibrillerle kaplhidir ve fibriller parakristal dizi
olusumunda viriyonlar arasindaki uzakligi belirler (Williams ve Ward, 2010). CIV’nin
yapisinda en az 54 adet viriyon iliskili protein (yapisal protein) bulunmakta ve bunlarin 36

tanesi diger iridoviriis ve askovirisler ile benzerlik gostermektedir (Ince vd., 2010).

Sekil 6. Iridoviriis ile enfekte olmus Galleria mellonella larvas:
(URL-1). Saglikli larva turuncumsu sari renkte, enfekte
larva turkuaz renkte goriilmektedir.

Bu cinsin {iiyelerinin biyolojik kontrol materyali olarak kullanimlari, agizdan

enfeksiyonlarmin yavas olmasi, salgin enfeksiyonlara neden olmamalari, hafif
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enfeksiyonlarin ~ oliimciil olmayip larvalarin  ergin doneme kadar geliserek
cogalabilmelerini engelleyememesi gibi faktorler nedeniyle kisitlanmaktadir. Ancak
virologlar ve bocek patologlarinin dikkatini, diger omurgali ve omurgasiz viriis cinsleri ile
Iridovirus cinsi arasindaki ilging iliski cezbetmektedir (Williams ve Ward, 2010).
Iridoviriislerin olusturduklari “iridescent” renk olusumu ve kapsid yapisi, biyoteknolojik
acidan model olabilecek potansiyeldedir (Radloff vd., 2005; Hartschuh vd., 2008).

Yapilan bir ¢alismada fare embriyonik fibroblastlart (MEFs, Mouse embryonic
fibroblasts) CIV ile enfekte edilmis ve dogal immiin yanit olustugu tespit edilmistir (Ahler
vd., 2016). Virls ile karsilasma sonucu immiin sistemin aktiflestiginin belirtisi, tip I
interferon (IFN) salgilanmasidir. Ayrica erken dogal bagisikligin antiviral cevabinin olusup
olugsmadiginin isareti ise timor nekrozis faktor-a (TNF-a)’dir. Caligmada CIV ile enfekte
edilen MEF’lerde IFN-B mRNA’larinda 15 kat ve TNF-a mRNA’larinda 23 kat artis
gozlenmistir. Is1 ve UV ile inaktif edilmis virtisler ile yapilan enfeksiyonlarin sonucunda
ise IFN-B salgilanmasinda dikkate deger bir azalma tespit edilmistir. Ayni g¢alisma
icerisinde MEF hiicreleri ile es zamanli olarak Drosophila melanogaster S2 hiicreleri
(CIV’nin replike olabildigi hiicre suslarindan bir tanesi) CIV ile enfekte edilmistir.
Elektron mikroskobu (Transmission electron microscopy, TEM) ile yapilan gézlemler
neticesinde fare hiicrelerinde diisiik miktarda, S2 hiicresinde dogal seyrine uygun miktarda
viriyonlar gozlenmistir. Mikroskobik olarak gozlemlenen bu durum, MEF’lerde bulunan
CIV genomu seviyesinde kantitatif PCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction, qPCR)
ile tasdik edilmistir. qPCR uygulamas: neticesinde enfeksiyonun alt1 giinliik periyodunda
dahi CIV genomunda bir artis gozlenmemistir. Dahasi arastirmacilar, bahsi gecen
calismalarini CIV ile enfekte olan hiicrelerin olusturdugu antiviral immiin yanitin,
Vesicular Stomatitis viriis (VSV) ve Kunjin virlis (KUNV)’iin replikasyonunu azalttigin
tespit ederek zenginlestirmislerdir. Calisma sonucunda CIV, memeli hiicresinde replikatif
olmayan ancak VSV ve KUNYV gibi viriislerin enfeksiyonunu kisitlayacak derecede immiin
yanit1 tetikleyen bir virlis olarak kayda geg¢mistir. VSV ve KUNV viriislerinin CIV
varliginda replikasyonlarinin azalmasi, koruyucu memeli immiin yaniti1 aktiflestiren bir
genin tanimlanmasinin miimkiin hale getirecegi as1 ya da terapdtik gelismeler hakkinda
gelecek arastirmalara bir yol agmaktadir (Ahlers vd., 2016).

CIV hiicre kiiltiirinde ¢ogaltilma avantajina sahip bir viriistiir. Choristoneura
fumiferana (IPRI-CF-124T) (D'Costa vd., 2001), Drosophila melanogaster (Drosophila
S2) (Bronkhorst vd., 2012), Bombyx mori (SPC-BM-36) (Nalcacioglu vd., 2003) ve
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Anthonomus grandis (boll weevil) (BRL-AG-3A) (D’Costa vd., 2012) hiicre soylar1 CIV
tiretimi i¢in kullanilan suslardir. Bunlarin yaninda Pierris rapae, Spodoptera frugiperda,
Heliothis virescens, Helicoverpa zea, Trichoplusia ni, Anticarsia gemmatalis, Aedes
aegypti, Plutella xylostella ve Aedes albopictus hiicre kiiltiirlerinde de viriisiin replike
olabildigi gosterilmistir (Constantino vd., 2001).

Virlisiin ag1z yolu enfeksiyonu ile dar bir konak dagilimina sahip olmasinin aksine
enjeksiyon yontemi ile yapilan inokiilasyonlarda Lepidoptera, Coleoptera, Diptera,
Hymenoptera, Hemiptera ve Orthoptera ordolar1 i¢inde bulunan 100’den fazla bocekte
enfeksiyona neden oldugu gozlenmistir (Williams ve Ward, 2010). Sivrisineklerde agiz
yolu ile CIV enfeksiyonunun 6liimciil olmadigr tespit edilmistir. CIV’nin bocek olmayan

eklem bacaklilar1 enfekte ettigi bilgisi de literatiirde mevcuttur (Ohba ve Aizawa, 1979).

1.3.2. Chilo Iridescent Viriis’te Transkripsiyonel Diizenlenme

Chilo iridescent viriis’iin gen ifadesi basamakli bir sekilde diizenlenmektedir.
Viriislin genlerinin ifade siniflari, en erken (Immediate early, IE ya da a), gecikmis erken
(Delayed Early, DE ya da ) ve geg¢ (Late, L ya da y) olarak gruplandirilmistir (Barray ve
Devauchelle,1987; D'Costa vd., 2001). Bu gen ifade smiflarin1 tanimlamak gerekirse; o
genleri DNA replikasyonu ve protein sentezine ihtiyag duymazken,  genleri protein
sentezine, y genleri de hem protein sentezi hem de DNA replikasyonuna ihtiyag
duymaktadir (Tablo 4) (D'Costa vd., 2001).

Tipula iridescent virus (TIV)'in iki adet mRNA’si, LCDV-1"nin mRNA’lar
istisna olarak kabul edildiginde, Iridoviridae familyasi tiyelerinin mRNA’lar1 3' kodlama
yapmayan uglarinda (3' untranslated region, 3-UTR) poliadenilasyon kuyruk
bulunmamaktadir (ince vd., 2013). Bu nedenle mRNA’lar oligo d(T) primer ile cDNA’ya
cevrilememektedir. Ancak Ince ve arkadaslar1 (2013) tarafindan CIV’nin 54 adet viriyon
proteininin hangi gen smifina dahil oldugunu tespit etmek amaciyla 3" ucu kullanilarak
cDNA sentezini gercgeklestirecek bir yontem denenmis ve basarili olunmustur. LACE
(Ligation-based amplification of cNDA ends) olarak adlandirilan bu yontem sayesinde
ortamda bulunan tim mRNA’lardan cDNA kiitiiphanesi olusturulabilmektedir. Familya

tiyelerinin mRNA’lar1 5 ucta sapka i¢cermektedir (Chinchar vd., 2017).
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Tablo 4. DNA ve protein sentezi inhibitorleri varliginda
genlerin ifade edilme durumlari

Gen siifi Ara-C/APH/PAA* CHX**
En erken + *
Gecikmis erken + )
Geg - )

*Ara-C (cytosine arabinoside) /APH (Aphidicolin) /PAA (phosphonoacetic
acid): Dna sentez inhibitorii, **CHX: protein sentez inhibitori

Yapilan bir ¢alismada Northern blot hibridizasyon analizi ile tespit edilen 137
transkriptin 37 tanesi en erken, 34 tanesi gecikmis erken ve 65 tanesi ge¢ gen olarak
tammlanmstir (D’Costa vd., 2004). Ince ve arkadaslar1 (2015) ise kiitle spektrofotometrisi
ile yaptiklar1 proteomik analizde, CIV’nin 95 proteininin ifade edildigini ve bunlarmn 37
adedinin viriyon proteini (yapisal protein) oldugunu tespit etmislerdir. Bu 37 proteinin 22
adedi en erken, 8 adedi gecikmis erken, 7 adedi ge¢ gendir.

CIV yapisal proteinlerinin fonksiyonlar1 hakkinda bilgi elde edilebilmesi amactyla
bu proteinlerin birbirleri ile olan etkilesimleri arastirilmistir (Ozsahin, 2015). Maya iKi
hibrit sisteminin kullanildig1 ¢alisma neticesinde 47 yapisal protein arasinda bir biitiin
olusturacak sekilde 163 muhtemel etkilesim oldugu tespit edilmistir. Ayrica CIV’nin
apoptozis proteini kodlayan 193R (ince vd., 2008), ekzoniikleaz ve endoniikleaz kodlayan
012L (Dizman vd., 2012), transkripsiyonel ve fonksiyonel analizleri detaylica
aragtirtlmistir. DNA polimeraz kodladigi tahmin edilen 037L (Nalgacioglu vd., 2003),
major kapsid proteini kodlayan 274L (Nalgacioglu vd., 2007) genlerinin hem
transkripsiyonel hem de promotor analizi gergeklestirilmistir. 2014 yilinda ilk
rekombinanat CIV olusturulmustur (Ozgen vd., 2014).

Geg gen smifina dahil olan genlerin yapisal genler oldugu diisliniilmiis olsa da,
CIV ile yapilan ¢aligmalar iic gen smifinin biinyesinde yapisal genler bulunabilecegini
gostermistir (Ince vd., 2013; Ince vd., 2015). CIV yapisal genlerinden olan 118L, 337L
sirastyla IE ve DE gen smuiflarina (Ince vd., 2013) ait genler olmakla birlikte iki gen de
integral membran proteini ve miristilasyonlu membran proteini olarak tanimlannustir (Ince
vd., 2015). Bunun yanisira, tez konusu olan 458R geninin (NP_149921) transkripsiyonel
olarak aktif bir gen oldugu tespit edilmis (D'Costa vd., 2004), bu genin muhtemel
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miristilasyonlu membran proteini kodladig1 ve tarafimizca yapilan biyoinformatik analizler

sonucunda 118L geni ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

1.4. Miristilasyon

Viriisler, genellikle konaklariin N-miristiltransferaz (NMT) enzimini kullanarak
proteinlerinin N-terminallerinin miristillenmesini saglarlar. 14 karbonlu yag asidi olan
miristat, proteinin N-teminalinde bulunan glisinlerin ucuna NMT sayesinde takilir
(Maurer-Stroh ve Eisenhaber, 2004). Miristilasyon esasen geri donilisiimsiiz bir
posttranslasyonel (translasyon sonrasi) modifikasyondur. Miristil kisimlar, proteinlerin
gorevlerini yapmalar1 i¢in gerekli olan protein-protein ve protein-membran iliskilerine
aracilik eder (Martin vd., 2011).

Virlis proteinlerinin miristil kisimlarinin rolii, sadece farkli membran ve membran
alt yapilarini hedef almayir degil, ayn1 zamanda diger proteinler ile veya fligiincii ve
dordiincti yapiyr etkileyen konformasyonel salter ile etkilesimi kapsar (Maurer-Stroh ve
Eisenhaber, 2004). Bircok viral protein miristillenir ve miristilasyon, proteinlerin membran
ile baglanmasi ve uygun lokalizasyonlar1 i¢in 6nemlidir (Bastidas vd., 2012). Miristilli
viral proteinler, viriis olgunlasma siirecinde, ¢ogunlukla konake¢i hiicrenin plazma
membraniyla kaynastirma yoluyla viriis insasinda farkli roller oynamaktadir (Harper ve
Gilbert, 1995). Miristilli viral proteinlerin viriis insasi, yapisi, tomurcuklanma ve konak
etkilesimlerindeki roliiniin yani sira virlisiin hiicreye girisinde de gorev yaptiklar
belirtilmektedir (Maurer-Stroh ve Eisenhaber, 2004). Miristilli viral proteinlerin, insan
bagisiklik yetersizligi viriisi 1 (HIV-1), arenaviriisler, ASFV, vaccinia viriisii dahil birgok
virlisiin ingas1 i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Géttlinger vd., 1989; Bryant ve Ratner,
1990; Martin vd., 1997, 1999; Capul vd., 2007; Andrés vd., 20023).

Sadece Okaryot hiicreler ve bu hiireleri enfekte eden viriislerin proteinlerinde
glisin mirisitlasyonun oldugu disiiniilmekteydi (Maurer-Stroh ve Eisenhaber, 2004).
Ancak yapilan arastirmalar neticesinde bakterilerin de miristillli protein igerdikleri tespit

edilmistir (Nimchuk vd., 2000).
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1.5. Calismanin Amaci

CIV 0z genlerinden olan 118L ile yiiksek oranda benzerlik gosteren,
transkripsiyonel olarak aktif oldugu tespit edilmis olan ve muhtemel bir miristilasyonlu
membran proteini kodladigi bilinen 458R agik okuma zincirinin viriis replikasyonunda
onemli rol oynadig diistiniilmektedir. Miristilasyonlanan viral proteinlerin viriis ingasinda,
viriisiin hiicreye girisinde, konak etkilesimlerinde, tomurcuklanmada gorev aldiklar
bilinmektedir (Maurer-Stroh ve Eisenhaber, 2004). Tarafimizca yapilan ve yukarida
Ozetlenen bu On arastirmalarin sonucunda 458R’nin virlisiin hiicreye tutunma, viriis
insasinda ve/veya viriis enfektivitesinde gorev yapiyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Tlgili
genin virlis enfeksiyonunun 0nemli asama veya asamalarinda rol oynuyor olabilecegi
ihtimali, ¢alismalarimizda 458R ag¢ik okuma zincirine odaklanmamiza neden olmustur.
Daha sonra yapilacak fonksiyonel ¢aligmalara alt yapi olusturmasi agisindan 6nem arz
eden “458R geninin transkripsiyon 6zelliklerinin ve anatomisinin agiga kavusturulmasi” bu
tez calismasinin amacini olusturmaktadir. Boylece, belirtilen amaca ulagmak i¢in bu tez
calismasinda 458R geninin hangi zaman dilimleri igerisinde transkript oldugunun ve hangi
gen ifade sinifina dahil oldugunun belirlemesi ve genin 3' ve 5' uglarinda ne kadar

uzunlukta translasyona ugramayan bolgeler oldugunun tespit edilmesi hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Viriis ve Konak

Tez ¢alismasinda kullanilan Chilo iridescent viriis (CIV) Yeni Zellanda izolat1 olup
Dr. C. Joel Funk (USDA-ARS Western Cotton Research Laboratory, Phoenix,
Arizona)’tan temin edilmistir.

Calisma kapsaminda kullanilan Anthonomus grandis’ten gelistirilen BRL-AG-3A
hiicre soyu Prof. Dr. Guy Smagghe (Laboratory of Agrozoology, Ghent University,

Belgium)’den temin edilmistir.

2.2. Viriisiin Cogaltilmasi ve Konsantrasyon Tayini

Viriisiin ¢ogaltilmasinda, CIV nin verimli ve siirekli olarak yiiksek titreli iiretimini
saglayan pamuk kurdu Anthonomus grandis’ten gelistirilmis BRL-AG-3A hiicre soyu
kullanildi. Hiicreler, 28°C’de, %10 Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma) katkili Hink’s TNM-
FH besiyerinde (Hink, 1970) 6zel hiicre kiiltiirti kaplar1 (Corning) igerisinde biiyiitiildii.

BRL-AG-3A hiicrelerinin CIV ile enfeksiyonu, altt gozlii kiiltiir kaplarinda
gergeklestirildi. Bir gece dnceden kuyulara, her kuyuda 9,5x10° hiicre olacak sekilde
birakilan BRL-AG-3A hiicreleri, 100 pl CIV ile enfekte edildi. Son hacim %10 FBS katkili
TNM-FH besiyeri ile 2 ml’ye tamamlandi. Hiicreler bes giin boyunca 28°C etiivde inkiibe
edildi. Enfeksiyon belirtilerinin gozlendigi bu siire sonunda, hiicreler 600 xg‘de 5 dakika
santrifiij ile ¢oktiiriiliip enfeksiyon sivist alindi. Bu sivi kullanilmak iizere karanlikta ve
4°C’de muhafaza edildi.

Cogaltilan viriisiin titresini belirlemek {izere son nokta seyreltme metodu (EPDA,
Endpoint Dilution Assay; Reed ve Muench, 1938) uygulandi. Bir giin 6nceden BRL-AG-
3A hiicreleri alti gozli kabm ii¢ goziine, her kuyuda 9,5x10° hiicre olacak sekilde
birakilarak son hacimler %10 FBS katkili TNM-FH besiyeri ile 2 ml’ye tamamland1 ve
28°C etiivde inkiibe edildi. Ertesi giin 10’arli grup halinde ti¢ seri mikrosantrifiij tiipiiniin
her birine %10 FBS katkili TNM-FH besiyerinden 90 pl birakildi. Tek seri i¢in bir kontrol
grubu olacak sekilde toplam {i¢ kontrol grubu olusturuldu. Viriis siispansiyonu, her bir grup
icin seri seyreltme (107, 102, 103 10 10° 10° 107, 10® 10°) ile mikrosantrifiij
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tiiplerine dagitildi. Bir giin 6nceden alt1 gozlii kabin kuyularina birakilan hiicreler, 1 ml
yeni besiyeri ile tabandan koparildiktan sonra 30 adet mikrosantrifiij tiiptine 100’er pl
olacak sekilde dagitildi. Bu karisimlar 60 kuyulu kaplarin bas siitunundaki kuyulara
kontrol grubu birakilacak sekilde seyreltme sirasina uygun bi¢cimde 10’ar pl dagitildi. Bes
giin sonunda inverted floresan 1s1k mikroskobu (Zeiss Axiovert 200M) ile hiicrelerde
meydana gelen sitopatik etkiler gozlemlenerek, asagida belirtilen Reed-Muench metodu
formiiliine gore viriisiin konsantrasyonu hesaplandi (Reed ve Muench, 1938).

Konsantrasyon (pfu/ml)=10®" x 100/ml

n=enfeksiyon degerinin %50 veya iistiindeki en yliksek seyreltme;

a=log n;

b=n. seyreltigin % degeri,

c=n. degerin altindaki % degeri;

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

2.3. 458R ORF’sinin Biyoinformatik Analizi

Bu tez kapsaminda calisilan CIV 458R agik okuma zincirinin niikleik asit dizisine
ve amino asit sirasina NCBI (URL-2) sitesinden ulasildi. 458R’nin amino asit dizisi, NCBI
sitesinin veri tabanina kayith diziler ile pPBLAST arac1 (URL-3) kullanilarak karsilagtirildi.
Benzerlik gosteren diziler tespit edildi ve benzerlikler BioEdit programi ile hizalanarak
GENEDOC programi ile goriintiilendi. ScanProsite programi (URL-4) kullanilarak
458R’nin igerdigi domeinler, profiller analiz edilerek 1BS (lllustrator of Biological
Sequences) yazilimi1 (URL-5) ile sematize edildi. Ayrica 458R’nin transmembran domaini
igerip igermedigini tespit etmek amaciyla gen, TMHMM (URL-6) sunucusu ile analiz
edildi.

2.4. Calismalarda Kullanilan Primerler

Calismalarda 11 adet farkli primer kullanildi (Tablo 5). 458R geninin
transkripsiyon saatinin ve 3' bolgesinin (3' UTR) belirlendigi LACE (Ligation-based
amplification of ¢cNDA ends) ydnteminde (Ince vd., 2013) dért adet primer kullanilds.
Bunlarin iki tanesi gene 6zgii (458R Fw2 ve 458R Rv2), diger ikisi (LACE P1 ve LACE
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P2) ise kullanilan metotta standart olan primerlerdir. Genin hangi gen ifade sinifina dahil
oldugunu belirleyebilmek i¢in gene 6zgii 458R Fwl ve 458R Rv1 primerleri olusturuldu.
SP1, SP2 ve SP3 primerleri gene 6zgii olup genin 5' bélgesinin (5" UTR, 5' translasyona
ugramayan bolge) belirlendigi RACE (Rapid Amplification of cDNA ends) yonteminde
(Frohman vd., 1988) kullanildi. Gene ait sentezlenen mRNA’nin 5' ugun tespitinde ise iki
ayr1 primer (RACE oligo d(c) ve RACE ankor) daha kullanildi.

Tablo 5. Calismalarda kullanilan primerler

. Genomdaki

Primer Ismi . Primer Siras1 (5’ — 3°)
pozisyonu

458R FW1 207044-207065 GAAGGCCTGGAATTCGGTGCCAGTGTAAGTTCAG

207589-207610 ile TACAGAAAGTAAAGTTGAAGGTTACTTTAACTGGACC
207737-207756 GATCG
207589-207610 ile CGATCGGTCCAGTTAAAGTAACCTTCAACTTTACTTTC

458R FW2°

b
458R RV1 207737-207756 TGTA
JSSRRV2 208434 208456 igTCTAGACGGGATCCAAGCCATAATTTGTTTTGTTC
LACE P1 PO,-GACCACGCGTATCGATGTCGAC(T)1sVN
LACE P2 ATCGATACGCGTGGTC
SP1 207365- 207384 ATTGATGTGTTTACAATATC
SP2 207308- 207327 TTAACTCCTTTAATAGCAGC
SP3 207218- 207237 GCATTTATATCAATACTTGC
RACE oligo GACCACGCGTATCGATGTCGACCCCCCCCCCCCCCCC
d(C) cVv
RACE ankor GACCACGCGTATCGATGTCGAC

a ve b: Transmembran domeinlerinin genden ¢ikarilmasi ic¢in fiizyon PCR kullanimina uygun
primerler

2.5. CIV 458R Geninin Transkripsiyonel Analizi

458R geninin, transkripsiyonunun hangi zaman dilimleri arasinda gergeklestigini ve
hangi gen ifade sinifina dahil oldugunu belirlemek i¢in CIV ile enfekte olan BRL-AG-3A
hiicrelerinden toplam RNA izolasyonu yapildi. Farkli yontemler kullanilarak mRNA’dan

olusturulan ¢cDNA’lar incelenerek arastirmalar siirdiiriildii. BRL-AG-3A hiicrelerinin CIV
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ile enfeksiyonu, orneklerden toplam RNA izolasyonu ve bunlari takiben gergeklestirilen

tiim deneyler asagida detaylica agiklanmistir.

2.5.1. Transkripsiyon Sinifinin Belirlenmesi

2.5.1.1. Hiicrelerin Enfeksiyonu ve RNA izolasyonu

458R geninin transkripsiyon smifin1 belirlemek i¢in, alt1 gézli kabin her kuyusuna
1x10° hiicre birakildi. Hiicreler, kiiltiir kabmimn tabanina tutunmalari icin iki saat 28°C’ye
ayarli etiivde bekletildi ve daha sonra besiyerileri alindi. Sekil 8’de goriildiigi gibi 1-4
numarali kuyulara %10 FBS katkili TNM-FH besiyeri, 2-5 numarali kuyulara Ara-C (DNA
sentezi inhibitori, 100 pg/ml) iceren %10 FBS katkili olan TNM-FH ve 3-6 numarali
kuyulara ise CHX (Protein sentez inhibitorii, 200 pg/ml) iceren %10 FBS katkili olan
TNM-FH’ten 2’ser ml birakildi. Bir saat etiivde bekletildikten sonra besiyeriler alindu.
MOI (hiicre basina diisen viriis sayis1) 2 olacak sekilde 4, 5 ve 6 numarali kuyulara viriis
slispansiyonu birakildi ve tizerleri kuyulara uygun inhibitor icerikli besiyeriler ile 2 mI’ye
tamamlandi (Sekil 7). Virlis eklenmeyen kuyulara, uygun igerikli taze besiyeriler birakildi.
Viriislerin hiicrelere tutunmasini saglamak igin, kiiltiirler oda sicakliginda iki saat boyunca
yavas hizda (2,5 rpm) calkalayici iizerinde bekletildi ve daha sonra kuyulardan besiyeriler
uzaklagtirildi. Hiicrelerden, tutunmayan viriislerin uzaklastirilmasi amaciyla 1’er ml
katkisiz besiyeri ile kuyular yikandi. Uygun inhibitér igeren taze besiyeriler tekrar
hiicrelerin {izerine eklenerek 28°C etiivde inkiibasyona birakildi. Enfeksiyonun 24.
saatinde besiyeriler uzaklastirildi. Hiicreler her kuyunun tabanindan, 1’er ml Trizol

(Invitrogen) kimyasali ile koparilarak mikrosatrifiij tiiplerine alindi.
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BRL-AG-3A
Kontrol

BRL-AG-3A
CIvV

BRL-AG-3A
Ara-C
Kontrol

BRL-AG-3A
Ara-C
CIvV

BRL-AG-3A
CHX
Kontrol

BRL-AG-3A
CHX
CIv

Sekil 7. 458R geninin transkripsiyon smifinin belirlenmesi

Toplanan hiicrelerden toplam RNA izolasyonu Trizol kimyasali ile tedarikg¢i
firmanin talimatlarina goére gerceklestirildi. RNA izolasyonu i¢in takip edilen islemlerin
akisi su sekildedir:

Mikrosantrifiij tiiplerinde bulunan Trizol ile tabandan koparilmis ve pargalanmis
hiicreler tizerine 200 pl kloroform eklenerek yavasega alt iist edildi. 12000 xg hizda, 4°C’de,
15 dakika santrifiij yapildiktan sonra tiip igerisinde ii¢ faz gozlendi. En iistte bulunan
saydam faz baska bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Bu fazin tizerine 500 pl izopropanol
eklendikten sonra tiipler yavasga alt ist edilip 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Ornekler 12000 xg hizda, 4°C’de, 10 dakika santrifiij edildi. RNA’larin ¢okmesi
saglandiktan sonra {ist sivi uzaklastirildi. 1 ml %75°lik etanol eklenen RNA’lar
vortekslenerek 7500 xg hizda, 4°C’de, 5 dakika santrifiij edildi. Ust s1v1 uzaklastirildi ve
¢okelti 10-15 dakika havada kurutuldu. 30 pl RNaz’siz su ile ¢oziilen ¢okelti 15 dakika
60°C’de bekletildi. RNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak (Nanodrop-Thermo
Fisher Scientific) ile belirlendi. Ornekler kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

RNA izolasyonu sonunda 6rneklerde bulunabilecek muhtemel DNA kalintilari,
DNase | (Sigma) ile elimine edildi. Islem icin yaklasik 8 pl kadar toplam RNA iizerine 1 ul
10X reaksiyon tamponu ve 1 ul DNase | (1U/ ul) eklendi. Nazikge karistirilarak 15 dakika
oda sicakliginda bekletildi. DNase I enzimini inaktif hale getirmek i¢in stop soliisyonu
eklenerek 70°C’de 10 dakika bekletildikten sonra buzda sogutuldu. Ornekler -20°C’de

muhafaza edildi.
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2.5.1.2. 458R Geninin ¢cDNA’simin Olusturulmasi

Transkripsiyon sinifin1 belirlemek amaciyla izole edilen RNA’lardan gene 6zgii
458R Rv2 primeri kullanilarak RT-PCR (Reverse Transkriptaz PCR) yontemiyle (M-
MuLV Reverse Transcriptase) cCDNA sentezi gergeklestirildi. DNaz I uygulanmig RNA’lar
kalip olarak kullanildi. Orneklerin hepsinin RNA miktarlar1 1 pg’a ayarlandi. Bu islem igin

reaksiyonun gerceklesecegi tiipe;

RNA ‘1lug
10X M-MuLV tamponu 2l
dNTP (10 mM) |
458R Rv2 (10 mM) 2wl
M-MuLV RT (200 U/ul) 1l
RNasin (40U/ul) : 0,2 pl birakildiktan sonra reaksiyon hacmi

dH,0 ile 20 pul’ye tamamlandi. Hazirlanan karisim 1 saat 42°C’de inkiibe edildi. Ardindan
enzimi inaktif etmek tizere karigim, 65°C’de 20 dakika bekletildi. Sentezlenen cDNA’lar
PCR ile ¢ogaltildi. PCR, “Taq DNA Polymerase High Purity” (BioBasic) enzimi
kullanilarak ger¢eklestirildi. PCR karigimina;

Kalip cDNA sl

10X Reaksiyon tamponu 12,5l

MgSQO4 (20 mM) 22,5l

dNTP (10 mM) £0,5 pl

458R Fwl (10 mM) 10,5 ul

458R Rv1 (10 mM) 10,5l

Taq DNA Polimeraz (5U/ul) : 0,1 pl birakildiktan sonra son hacim dHO ile

25 pl’ye tamamlandi. Reaksiyon, 95°C’de 1 dakikalik ilk denatiirasyonun ardindan 35
dongii halinde;

95°C’de 20 saniye

58°C’de 20 saniye

72°C’de 45 saniye

72°C’de 10 dakika isleme tabi tutuldu. Reaksiyon sonunda, PCR firtinleri %1°lik

agaroz jel elektroforez islemini takiben ultraviyole 151k altinda goriintiilendi.
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2.5.2. Transkripsiyon Zamamnin Belirlenmesi

2.5.2.1. Hiicrelerin Enfeksiyonu ve RNA izolasyonu

458R geninin hangi zaman araliklarinda transkriplendigini tespit etmek amaciyla
toplam RNA izolasyonu yapilacak saatler 0, 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48 olarak belirlendi. Alt1
g6zl kiiltiir kabinin her kuyusuna 1x10° hiicre birakildi. Hiicrelerin tabana tutunmalart icin
iki saat 28°C’deki etiivde bekletildi. Akabinde, MOI:2 olacak sekilde hiicreler CIV ile
enfekte edildi. Yavas hizdaki (2,5 rpm) sallayicida iki saat boyunca viriislerin hiicrelere
tutunmalar1 saglandi. iki saat sonunda besiyeri ile hiicreler yikand1 ve iizerlerine 2 ser ml
yeni besiyeri birakildi. Besiyerinin birakildigi bu zaman 0. saat olarak kabul edildi ve bu
saate ait kuyudan hiicreler, Trizol kimyasal1 ile tabandan koparilarak mikrosanrifiij tiipiine
almip —80°C’de muhafaza edildi. Tiim saatlere ait kuyulardaki hiicrelerin uygun saatlerde
toplanma islemi bitene kadar, her saat i¢in aynm islem uygulandi. Deneyde kullanilan
kontrol kuyularindaki enfekte olmamis hiicreler, enfeksiyonu takiben 24. saatte toplandi.
48. saatte hiicreler toplandiktan sonra Trizol ile RNA izolasyonu asamasina gegildi. RNA
izolasyonu Boliim 2.5.1.1°de anlatildig gibi gergeklestirildi. Belirtilen islemlerden farkli
olarak sadece izolasyona baglamadan once Ornekler -80°C’den alinip ¢oziinene kadar,

yaklagik 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

2.5.2.2. 458R Genine Ait cDNA’min Olusturulmasi

458R geninin transkripsiyon zamanini belirlemek amaciyla izole edilen toplam
RNA’lardan LACE P1 primeri kullanilarak LACE ydntemiyle (Sekil 8) (ince vd., 2013)
cDNA sentezi gergeklestirildi. cDNA’nin varliginin belirlenmesiyle, test zamaninda 458R
geninin transkriptlendigi belirlendi. Metot, Sekil 8’de sematik olarak gosterilmistir. 0., 2.,
4., 8., 12., 24., 36. ve 48. saatlere ait toplam RNA’lardan 2’ser pug alindi. Daha sonra her
saate ait RNA’larin 3’ uglarina RNA ligaz enzimi (T4 RNA Ligaz 1, NEB) ile P1 primeri
eklendi. Reaksiyon tiiplerine,

Toplam RNA t2ug

10X Ligaz tamponu 3l

ATP (1 mM) :5ul
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P1 (100 uM) :5ul
BSA (1 mg/ml) :5ul
T4 RNA ligaz (10U/ ul) : 2 ul brrakildiktan sonra son hacim dH,O ile

30 pl‘ye tamamlandi. Tiipler 16 saat 4-8°C’de bekletildikten sonra iizerlerine 60 pl (iki
hacim izopropanol ve 3 ul (0,1 hacim) 3M sodyum asetat (pH 5,2) eklendi. 15 dakika -
20°C’de inkiibe edilen 6rnekler 16000 Xg hizda 7 dakika santrifiij edildi. Cokelti %75°1ik
etanol ile yikandi ve havada kurutularak niikleaz icermeyen dH,O ile ¢6ziildii. 3° ucuna
LACE P1 primeri yapismis olan RNA’lar1 igeren bu siispansiyon iizerine LACE P2
(10uM) primerinden 5 ul ve dANTP (10mM)’den 4 ul eklenerek 65°C’de 5 dakika
bekletildi. Buzda sogutulan 6rneklerin tizerine 10 pul 10X M-MuLV tamponu, 5 pl SmM
DTT (Dithiothreitol), 1 pl Rnasin (2U/ pl) ve 1 ul M-MuLV reverse transkriptaz eklenerek
2.5.1.2. boliimde agiklanan reverse transkripsiyon islemine tabi tutuldu. Sentezlenen
cDNA’lar PCR ile ¢ogaltildi. PCR, “Taq DNA Polymerase High Purity” (BioBasic) enzimi
kullanilarak gergeklestirildi. PCR karigimina;

Kalip cDNA 1l

10X Reaksiyon tamponu 12,5l

MgSO4 (20 mM) :2,5ul

dNTP (10 mM) 10,5 ul

458R Fw2 (10 mM) 10,5 ul

458R Rv2 (10 mM) 10,5l

Taq DNA Polimeraz (5U/ul) : 0,1 pl birakildiktan sonra son hacim dH,O ile

25 pl’ye tamamlandi. Reaksiyon, 95°C’de 1 dakikalik ilk denatiirasyonun ardindan 35
dongii halinde;

95°C’de 20 saniye

58°C’de 20 saniye

72°C’de 45 saniye

72°C’de 10 dakika islem uygulandiktan sonra PCR iiriinleri %1°lik agaroz jel

elektroforez islemini takiben ultraviyole 151k altinda goriintiilendi.
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T°‘i’212‘11;§3;$ 7G| &' UT CDS [EUTR] Transkript
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ranskripsiyon P3—> 6 P2
e LCR PCR iirtini

Sekil 8. LACE yonteminin sematik goriintimii

2.6. 458R Geninin 3' Ucunun Belirlenmesi

2.6.1. Genin 3' Ucunu i¢ceren cDNA’nin Olusturulmasi

CIV genomu iizerinde, 458R geninin 3' ucunu belirlemek i¢in Bolim 2.5.2.2°de
aciklanan LACE yontemle elde edilen cDNA 6rnegi kullanildi. Bu ¢cDNA 6rneklerinden
36. saatte olusturulani en iyi sonug verdiginden dolayi tercih edildi. cDNA’nin ¢ogaltilmast

i¢in olusturulan PCR karigimu,;

Kalip cDNA |

10X Reaksiyon tamponu 12,5l

MgSO4 (20 mM) 12,5l

dNTP (10 mM) 10,5l

458R Fw2 (10 mM) 20,5 wl

Lace P2 (10 mM) 10,5l

Taq DNA Polimeraz (5U/ul) : 0,1 ul seklinde hazirlandiktan sonra dHO ile
25 pl’ye tamamlandi. 95°C’de 1 dakikalik ilk denatiirasyonun ardindan PCR reaksiyonu 30
dongii halinde;

95°C’de 20 saniye

58°C’de 30 saniye

72°C’de 90 saniye
72°C’de 10 dakika programiyla gergeklestirildi. Daha sonra, PCR iiriinleri %1°’lik

agaroz jelde elektroforez edildi ve ultraviyole 151k altinda goriintiilendi. Beklenen
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biiytiklikteki DNA bantlar1 jelden kesildikten sonra, DNA temizleme kiti (Macherey-

Nagel) kullanilarak temizlendi.

2.6.1.1. Genin 3' Ucunu iceren cDNA’nin pJET1.2 Vektoriine Klonlanmasi

2.6.1.1.1. Kompetent E. coli DH10p Hiicrelerinin Olusturulmasi

Klonlanma amaciyla ilk 6nce E. coli DHI10B hiicreleri kompetent hale getirildi.
Oncelikle petride bulunan DH10p hiicrelerinden kiirdan yardimu ile tek bir koloni aliarak
5 ml Luria Bertani (LB) besiyerine inokiilasyonu gergeklestirildi. 37°C’de gece boyu
biiytitiildii. Ertesi giin bu kiiltiirden 1:100 oraninda LB besiyerine asilama yapildi. Hiicreler
37°C’de 2 saat ve ardindan 30°C’de 30 dakika, 200 rpm hizda sallanarak inkiibe edildi.
Hiicre yogunlugu 600 nm dalga boyunda OD 0,4 olana kadar biiyiitiildiikten sonra, 10
dakika buzda bekletildi. Daha sonra, 6000 xg‘de 5 dakika santrifiij edildi. Sivi
uzaklastirdiktan sonra pellet, 10 ml 6nceden hazirlanan soguk “Frozen storage buffer”
(FSB) ile ¢oziildii. 15 dakika buzda bekletilip tekrar 6000 Xg‘de 5 dakika santrifiij edildi
ve st stvi atildi. Cokelti tekrar 10 ml FSB ile ¢oziilip 15 dakika buzda bekletildikten
sonran 6000 xg‘de 5 dakika santrifij edildi ve st s1v1 atildi. Cokelti yaklagik 4 ml FSB ile
coziilerek mikrosantrifiij tiiplerine 100’er pl dagitildi. Hiicreler kullanilincaya kadar -

80°C’de muhafaza edildi.

2.6.1.1.2. Klonlama ve DNA Dizi Analizi

Jelden temizlenen DNA parcas1 pJET1.2 (CloneJet PCR Cloning Kit — Thermo
Fisher Scientific) ara vektore, tedarik¢i firma talimatlarina gore, 3:1 oraninda klonlandi.
PCR’da kullanilan polimeraz sarkik uclu iiriinler olusturdugu icin hedef DNA parg¢asinin

uclar1 6nce kiit hale getirildi.

2X Reaksiyon tamponu :10 pl
PCR iiriini |
Blunting enzim :1 pl ile hazirlanan karisim 3-5 saniye hafifce

vortekslendikten sonra 70°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Buza alinan ornek lizerine;
pJET1.2 vektor (50ng/ ul) 1l
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T4 DNA Ligaz (5U/ nl) : 1 pl eklendi. 3-5 saniye hafif¢ge vortekslenen
ornek, oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

Hedef DNA pargasimi igeren vektor plazmitleri hiicre iginde g¢ogaltmak igin
ligasyon {irlinii, kompetent hale getirilmis bakteri hiicrelerine aktarildi. Ligasyon tiriiniiniin
DHI10B hiicrelerine akarimi (transformasyonu) is1 sok yontemi ile gergeklestirildi. -
80°C’de bulunan kompetent DH10p hiicresi buz iizerinde ¢oziildiikten sonra iizerine 3-5 ul
ligasyon iiriinii birakildi. 30 dakika buzda bekletilen hiicreler 2 dakika 42°C’de 1s1 soka
maruz birakildi. Daha sonra bu hiicreler 1 ml LB besiyerine asilanarak 37°C’de, 200 rpm
hizda bir saat biiyiitiildii. Bir saat sonunda mikrosantrifiij tiipiine alinan kiiltiir 6000 xg‘de 3
dakika santrifiij edildi.

Cokelti halindeki hiicreler bir miktar besiyeri ile ¢6ziildii. Kullanilan pJET1.2
vektorde bulunan amfisilin antibiyotik direng geni nedeniyle hiicreler, amfisilin
antibiyotigi iceren LB agar petriye yayma ekim yapildi. 37°C sicakliktaki etiivde bir gece
inkiibe edildi. Petride biiyiiyen kolonilerin, aktarilmak istenen plazmiti igerip igermedigini

belirlemek amaciyla koloni PCR yapildi. Bunun i¢in reaksiyon,

5X green Go-Tag tamponu 4 ul

dNTP (10 mM) 10,4 ul

MgCl; (25 mM) 1,2l

pJET1.2’° ye 6zgti ileri ve geri primerler :0,8’er pl

dH.O 2 12,6 ul

Tag-DNA polimeraz (5U/ pl) : 0,1 pl toplamda son hacim 20 pl

olacak sekilde olusturuldu.

Koloni PCR ile klonlanan geni igerdigi belirlenen plazmitler Bglll enzimi ile
kesilerek dogruluklari teyit edildi. Dogrulanan kolonilerden bes tanesinden dizi analizine
gonderilmek tiizere plazmit izolasyon Kkiti ile (Macherey-Nagel) tedarik¢i firma
talimatlarma gore plazmit DNA izolasyonu gerceklestirildi. Izole edilen plazmit
DNA’larmin konsantrasyonlart spektrofotometrik olarak (Nanodrop-Thermo Fisher
Scientific) ile 6l¢iildii. Ornekler 20 pl hacimde 100 ng/ul’lik yogunluklarda hazirlanarak
Macrogen Firmasina (Hollanda) dizi analizi yapilmasi igin gonderildi. DNA dizi analizi
sonuglart Clustal Omega programi (URL-7) ile degerlendirilerek BioEdit programi ile
hizaland1 ve GENEDOC programi ile goriintiilendi.
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2.7. 458R Geninin 5' Ucunun Belirlenmesi

Genin 5' ucunda transkript olmayan bolgeyi tespit etmede RACE (Rapid
Amplification of cDNA ends) metodu tercih edildi. Deney, 5' uca T kuyruk yerine G
kuyruk takilmasi disinda, kullanilan kitin (Roche) talimatlarina uygun sekilde
gergeklestirildi. G kuyruk tercihinin sebebi, CIV genomunun fazla miktarda A ve T bazlar

icermesidir. Izlenen deney siireci Sekil 9°da sematik olarak gdsterilmistir.

mRNA §° Tek zincir cDNA'nin SP1
primeri ile sentezi
SP1
CD‘NA ...................................... rn_R_N'A degredas_vonu
3' (GnGGG Saflastirilmis cDNA'ya
poli G kuyruk takilmas1
3' (C)nCCC
Oligo d(C) primer ve SP2
3'(G)nGGG Co
(G primer ile PCR
SP2
PCR ankor
primeri
Ankor primer ve SP3
sp3 primeri ile PCR

Sekil 9. RACE yo6nteminin sematik gosterimi

36. saatte toplanan toplam RNA’lardan 458R genine 6zgii SP1 primeri ile cDNA

sentezi gergeklestirildi. Bu islem i¢in reaksiyonun gerceklestigi tiipe;

RNA ‘1lug
10X M-MuLV tamponu 2l
dNTP (10 mM) |
458R SP1 (10mM) :2ul
M-MuLV RT (200 U/ul) 1wl
RNasin (40U/ul) : 0,2 pl birakildiktan sonra reaksiyon hacmi

dH0 ile 20 ul’ye tamamlandi. Hazirlanan karisim 1 saat siiresince 42°C’de inkiibe edildi.
Ardindan enzimi inaktif etmek i¢in karisim, 65°C’de 20 dakika bekletildi. Bu karigimdan
cDNA’lar, “PCR iiriinii temizleme kiti” (Macherey-Nagel) kullanilarak temizledi.
cDNA’larin 3' ucuna, kit igerisinde bulunan terminal transferaz enzimi ile G kuyruk

takildi. Reaksiyon;
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Temizlenmis cDNA 19l
10X Reaksiyon Tamponu » 25l
dGTP (2mM) : 2,5 pl seklinde hazirlandiktan sonra 94°C’de

3 dakika bekletilerek buz iizerine alindi. Uzerine 1 ul terminal transferaz eklendi ve
37°C’de yarim saat inkiibe edildi. Daha sonra enzim inaktivasyonu igin reaksiyon, 10
dakika 70°C’de bekletildi. Poli G kuyruk takilmis olan cDNA’lar, “Phusion Tag DNA
Polimeraz" (NEB) enzimi kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. Bu PCR ig¢in tiipe;

G kuyruga sahip cDNA 10,5

5X Reaksiyon tamponu 10l

dNTP (10mM) |

RACE Oligo d(C) primer 12,5u

SP2 primeri (10mM) 12,5l

Tag DNA Polimeraz : 0,5 pl brrakildiktan sonra reaksiyon, 33 ul

dH,0O ile 50 pl’ye tamamlandi. 98°C’de 30 saniyelik ilk denatiirasyonun ardindan 30
dongii halinde;

98°C’de 10 saniye

56°C’de 20 saniye

72°C’de 12 saniye

72°C’de 10 dakika islem uygulandiktan sonra ikinci PCR islemine gegildi.

Reaksiyon;

Birinci PCR iiriinii 21yl

5X Reaksiyon tamponu 210 wl

dNTP (10mM) 1l

RACE Ankor primer 12,5l

SP3 primeri (10mM) 12,5l

Taq DNA Polimeraz 20,5l

dH,0 : 32,5 pl seklinde hazirlanarak bir 6nceki PCR

sartlarinda gergeklestirildi. Bahsedilen kosullardan farkli olarak uzama stiresi 72°C’de 12
saniye olarak ayarlandi. %]1’lik agaroz jel elektroforez islemini takiben ultraviyole 151k
altinda goriintiilenen PCR iiriinleri jelden temizlenerek pJET1.2 ara vektdre 3:1 oraninda

“kiit ug ligasyonu” ile klonlandi.
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dH.O 16,1l

2X Reaksiyon tamponu 9l

PCR firtint 10,9 ul

pJET1.2 vektor (50ng/ ul) 21l

T4 DNA Ligaz (5U/ pl) : 1 pl eklendi. 3-5 saniye hafifce vortekslenen

ornek, oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

Transformasyon ve dogrulama analizleri, boliim 2.6’da bahsedildigi sekilde
gerceklestirildi. Istenilen bolgeyi icerdigi belirlenen érnekler, 20 ul hacimde 100 ng/ul’lik
yogunluklarda hazirlanarak Macrogen Firmasina (Hollanda) dizi analizi i¢in gonderildi.
DNA dizi analizi sonuglar1 Clustal Omega programi (URL-7) ile degerlendirilerek BioEdit
programu ile hizalandi ve GENEDOC programu ile goriintiilendi.



3. BULGULAR

3.1. Viriisiin Cogaltilmasi ve Konsantrasyon Tayini

Tez galismalart siiresince kullanilacak Chilo iridescent viriis (CIV)’iin iretimi
Anthonomus grandis hiicre kiiltiirinde (BRL-AG-3A) gergeklestirildi. Alt1 gozli kiiltiir
kaplarinda bulunan hiicreler, CIV ile enfekte edildikten sonra etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi, hiicrelerde meydana gelen degisiklikler goz oniinde bulundurularak
belirlendi. Enfeksiyonu takip eden besinci giinde hiicrelerin boyutlarinda bariz sekilde
bliyiime, tabandan fazlaca kopma, sitoplazmada yogun graniillesme ve hiicrelerin
renklerinde koyulasma gozlendi (Sekil 10). Gozlenen sitopatik etkiler neticesinde hiicreler

¢oktiiriilerek enfeksiyon sivisi alindi.

Sekil 10. Anthonomus grandis hiicrelerinin (BRL-AG-3A) Chilo iridescent viriis
(CIV) ile enfeksiyonu. a) Enfekte olmamis BRL-AG-3A hiicreleri (20X
biiyiitme), b) CIV ile enfekte olmus BRL-AG-3A hiicreleri (20X biiyiitme).

Enfeksiyon sivisinda bulunan viriislerin konsantrasyonunu belirlemek i¢cin EPDA
metodu kullamldi. Ug tekrarli olarak 60 gozlii kiiltiir kaplarinda gergeklestirilen deneyin
sonuclar1 bes giinliik inkiibasyon siiresi sonunda elde edildi. Besinci giinde kiiltiir kabinin
tiim kuyularindaki hiicrelerin gosterdigi enfeksiyon belirtileri inverted mikroskop altinda,
kontrol grubu ile karsilastirma yapilarak tespit edildi. Enfeksiyon olan ve olmayan
kuyulardaki hiicreler not edilerek Reed-Muench metoduna gore viriisiin konsantrasyonu

hesaplandi (Reed ve Muench, 1938) (Sekil 12).
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Sekil 11. EPDA yontemiyle viriis konsantrasyonunun belirlenmesi.
EPDA metodunda enfeksiyon belirtileri g6zlenen
hiicrelerin bulundugu kuyular arti, gozlenmeyen kuyular
ise eksi ile ifade edilmistir. Tabloda gdsterilen oranlar
toplam inokiilasyondaki enfeksiyon oranlarini
gostermektedir.

Enfeksiyon belirtileri géz oniinde bulundurularak olusturulan analiz tablosu i¢in
EPDA formiilii uygulandi. Ug tekrarli olarak gergeklestirilen deneyin her tekrari igin ayni
formiil kullanildi. Sekil 11°de, tek tekrar igin hazirlanan tablo gosterilmektedir. Elde edilen
sonuglarin ortalamasi alinarak tezde kullanilan ana viriis stogunun konsantrasyonu 2,4x10°

pfu/ml olarak belirlendi.

3.2. 458R Acik Okuma Zincirinin Biyoinformatik Analizi

“Muhtemel miristilasyonlu membran proteini” kodladig: ileri siiriilen (Eaton vd.,
2007; URL-8) CIV 458R acik okuma zinciri (ORF), 1488 baz ¢iftinden olusmakta ve 495
amino asit kodlamaktadir (URL-8). Biyoinformatik analizler kapsaminda, 458R geninin
amino asit sirasina NCBI veri tabanindan ulasildi. 458R’nin NCBI veri tabaninda bulunan
bagka diziler ile benzerligi pPBLAST analizi ile tespit edildi. Analiz sonucunda ilgili genin
proteini ile en yiiksek oranda benzerlik gosteren proteinin CIV’ye ait 118L oldugu
belirlendi (Sekil 12). %30 benzerlik gosteren 118L’nin haricinde, baska 6 proteinin de
458R proteinine benzerlik gosterdigi belirlendi. Benzerlik gosteren proteinlerin dizileri,
BioEdit programi ile hizalanarak GENEDOC programiyla goriintiilendi. Tim bu
proteinlerin amino asit siralarinin N-terminalinde miristilasyon motifi [M-G-X-X-X-

(S/T/A)] tasimakta oldugu goriildii.
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Hizalanan dizilerin hepsinin {iger adet transmembran domeini igerdigi belirlendi.
Transmembran domein bolgeleri TMHMM sunucu ile tespit edilmis olup tim dizileri
temsilen sadece 458R’nin sonucu gosterilmistir (Sekil 13). Elde edilen sonuglar 1s181inda
458R proteininin tamamina yakininin membranin i¢ bdlgesinde ve c¢ok az kisminin
membranin diginda konumlanmakta oldugu, ii¢ adet transmembran heliksi igerdigi

belirlenmis oldu.

M-G-X-X-X-(S'T/A),
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Sekil 12. 458R ag¢ik okuma zincirinin pBLAST analizi. 11V-6,1: Invertebrate iridescent
virus 6 458R (NP_149921.1), 11V-6,2: Invertebrate iridescent virus 6 118L
(NP_149581.1), 1IV-31: Invertebrate iridescent virus 31 054R
(YP_009046668.1), 11\V-30: Invertebrate iridescent virus 30 072R
(YP_009010366.1), WIV: Wiseana iridescent virus hipotetik protein
(YP_004732788.1), 1v-22,1: Invertebrate  iridovirus 22  067R
(YP_008357365.1), 1v-22,2: Invertebrate  iridovirus 22  071R
(YP_009010832.1), 11V-25: Invertebrate iridovirus 25 074R (YP_009010607.1).
Miristilasyon motifi kirmizi kutu igerisinde, transmembran domeinleri alti
kirmizi ile ¢izili sekilde gosterilmistir.
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WEBSEQUENCE
WEBSEQUENCE
WEBSEQUENCE
WEBSEQUENCE
WEBSEQUENCE
WEBSEQUENCE
WEBSEQUENCE

08

06

probability

04

02

Sekil 13. 458R’nin transmembran domein igerigi. Kirmiz1 dalgalanmalar

Tiim bu ¢aligmalara ilave olarak 458R geni ScanProsite programi ile de analiz
edildi. Genin N-miristilasyon, N-glikolizasyon, kazein kinaz 11 fosforilasyon, protein kinaz
C fosforilasyon, CAMP- ve cGMP- bagiml protein kinaz fosforilasyon bolgeleri (Sekil

14); asparajin-zengin bolge profili ve bipartite niikleer lokalizasyon sinyal profili i¢erdigi

belirlendi.

# WEBSEQUENCE Length: 495
# WEBSEQUENCE Number of predicted TMHs:
# WEBSEQUENCE Exp number of AAs in TMHs
# WEBSEQUENCE Exp number,
# WEBSEQUENCE Total prob

3

59.7248799999999999

first 60 AAs: 0.00875
of N-in: @.81640
TMHMM2 . © inside 1 189
THHMM2 . @ TMhelix 198 212
TMHMM2 . @ outside 213 215
TMHMM2 .8 TMhelix 216 233
TMHMM2 . @ inside 234 468
TMHMM2 . @ TMhelix 469 488
THHMM2 . @ outside 489 495
TMHMM posterior probabillities for WEBSEQUENCE
S - L
50 100 150 200 250 300 350 400 450
transmembrane inside outside

potansiyel transmembran domeinlerini gostermektedir.

D Bipartite niikleer lokalizasyon sinyali.

<> N-miristilasyon bdlgesi. Her bolge 5 amino asitten olugsmustur.

O N-glikosilasyon bdigesi. Her bdlge 3 amino asitten olugmustur.
. Kazein kinaz Il fosforilasyon boigesi. Her bolge 3 amino asitten olugsmustur.

D Protein kinaz C fosforilasyon bdlgesi. Her bdlge 3 amino asitten olugsmustur.
|:| Transmembran domaini.

Sekil 14. 458R amino asit dizisinin igerdigi 6zel bolgeler ve domeinler. IBS yazilimi

(Liu vd., 2015) ile sematik olarak gésterilmistir.
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3.3. CIV 458R Geninin Transkripsiyonel Analizi

3.3.1. Transkripsiyon Sinifinin Belirlenmesi

3.3.1.1. RNA lizolasyonu

458R’nin hangi gen ifade siifina dahil oldugunu tespit etmek amaciyla DNA ve
protein sentezi inhibitorleri varliginda CIV ile enfekte edilen BRL-AG-3A hiicrelerinden
toplam RNA izole edildi. DNA kalintis1 olma ihtimalini elimine etmek i¢cin RNA’lar DNaz
I uygulamasina tabi tutuldu. Akabinde RNA’larin konsantrasyonlart 260 dalga boyunda
nanodrop ile 6l¢iilerek belirlendi (Tablo 6). RNA miktarinin 6lgiimiinde 260/280 absorbans
degerlerinin 2.00 olmasi, RNA’nin calismada kullanilabilecek yeterli saflikta oldugunu

gostermektedir.

Tablo 6. Gen ifade sinifin1 belirlemek igin izole edilen toplam RNA 6rnekleri

RNA miktar 260/280 Absorbans

Ornek No Ornek Ismi
pg/pl Degeri
1 BRL-AG-3A Kontrol 1217 2.05
2 BRL-AG-3A CIV 832 2.09
3 BRL-AG-3A Ara-C Kontrol 1266 2.06
4 BRL-AG-3A Ara-C CIV 1290 2.06
5 BRL-AG-3A CHX Kontrol 213 2.00
6 BRL-AG-3A CHX CIV 112 2.00

1) CIV ile enfekte olmamis ve inhibitorle muamele edilmemis hiicreler; 2) CIV ile enfekte olmus
ancak inhibitérle muamele edilmemis hiicreler; 3) CIV ile enfekte olmamis ancak DNA sentez
inhibitori ile muamele edilmis hiicreler; 4) CIV ile enfekte olmus ve DNA sentez inhibitorii ile
muamele edilmis hiicreler; 5) CIV ile enfekte olmamis ancak protein sentez inhibitdrii ile muamele
edilmis hiicreler; 6) CIV ile enfekte olmus ve protein sentez inhibitorii ile muamele edilmis
hiicreler.

3.3.1.2. Genin Transkripsiyon Siifim Belirlemek i¢in ¢cDNA Olusturulmasi

Izole edilen toplam RNA &rnekleri igerisinde 458R genine ait MRNA nin ortamda

olup olmadigini belirlemek icin reverse transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
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PCR) olusturuldu. Bu kapsamda, 458R Rv2 primeri kullanilarak gene ait CDNA sentezi
gerceklestirildi. Daha sonra cDNA’lardan 458R Fwl ve 458R Rv1 primerleri kullanilarak
normal PCR yapildi. Genin baslangicindan itibaren yaklasik 580 bazlik bir bolge
cogaltacak sekilde tasarlanan bu primerlerle elde edilen PCR iriinleri %1°lik agaroz jelde
elektroforez edildi. Ultraviyole 1sik altinda goriintiilenen jelde; sadece CIV ile enfekte
edilen ve hi¢bir inhibitérle muamele edilmeyen grupta bant gozlendi (Sekil 15). Boylece,
genin, DNA ve protein sentezi inhibitorleri varhi@inda ifade edilmedigi, transkripsiyonu

icin DNA sentezine ihtiya¢ duydugu belirlendi.

Sekil 15. CIV 458R geninin transkripsiyon sinifi. Marker: 1 kb DNA ladder
(Vivantis); 1. Enfekte olmamuis, inhibitorle muamele edilmemis;
2: CIV ile enfekte olmus, inhibitérle muamele edilmemis; 3: CIV
ile enfekte olmamis, DNA sentez inhibitorii ile muamele edilmis;
4: CIV ile enfekte olmus ve DNA sentez inhibitorii ile muamele
edilmis; 5: CIV ile enfekte olmamis, protein sentez inhibitori ile
muamele edilmis; 6: CIV ile enfekte olmus ve protein sentez
inhibitdrii ile muamele edilmis hiicrelerin cDNA’larindan yapilan
PCR’1n tirtinleri.

3.3.2. Transkripsiyon Zamanin Belirlenmesi

3.3.2.1. RNA lizolasyonu

CIV 458R genin enfeksiyondan sonra hangi saatler arasinda ifade edildigini
belirlemek i¢in, enfeksiyondan sonra sekiz farkli zamanda (0., 2., 4., 8., 12., 24., 36., 48.
saatlerde) toplanan hiicrelerden toplam RNA izolasyonu gergeklestirildi. RNA’larin DNaz
I ile muamelesinden sonra 260 nm dalga boyunda nanodrop ile konsantrasyonlari 6lgiildi
(Tablo 7). RNA’nin safligim1 gosteren 260/280 absorbans degeri dikkate alinarak
RNA'’larin ¢alismada kullanilabilecek miktar ve saflikta oldugu belirlendi.
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Tablo 7. Gen ifade zamanin belirlemek icin izole edilen RNA o6rnekleri

Ornek RNA miktar1 pg/pl 260/280 Absorbans Degeri
Kontrol 1440 2.07
0.saat 1247 2.06
2.saat 1847 2.07
4 saat 1224 2.09
8.saat 1438 2.09
12.saat 1045 2.07
24 .saat 1124 2.09
36.saat 460 2.01
48.saat 357 2.02

3.3.2.2. Genin Transkripsiyon Zamamm Belirlemek icin cDNA
Olusturulmasi

Enfeksiyondan sonra belirtilen saatlerde hiicrelerden izole edilen RNA’lardan
cDNA sentezini ger¢eklestirmek iizere LACE teknigi kullanildi. izole edilen RNA’larm 3'
ucuna takilan LACE P1 primeri ve bu primere komplementer olan LACE P2 primeri
kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirildi. Gene 6zgii 458R Fw2 ve 458R Rv2 primerleri
kullanilarak sentezlenen cDNA’lardan PCR yapildi. %1’lik agaroz jelde elektroforez
edilen PCR firiinleri, ultraviyole 1s1k altinda goriintiilendi. PCR reaksiyonu sonucunda
secilen primerler ile elde edilmesi beklenilen yaklasik 750 bazlik bant, 24., 36., 48.
saatlerde gozlendi (Sekil 16). Bu baglamda, 458R geninin transkripsiyonunun, enfeksiyon
baglangicini takip eden 12 ila 24. saatler arasinda basladigi, 24. saatte transkripsiyonun en

yiiksek seviyede gerceklestigi ve 48. saate kadar azalarak devam ettigi belirlendi.
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12.sa  24.sa 36.sa 48.sa

<—750 bg

Sekil 16. CIV 458R geninin transkripsiyon zamani. Marker: 100 bp DNA ladder (Solid
Biodyne); Kontrol: Enfekte edilmemis hiicre ornegini; 0-48: enfeksiyonun
baslangicindan sonra toplanan 6rneklerin saatlerini temsil etmektedir.

3.4. 458R Geni mRNA’siin 3' Ucunun Belirlenmesi

458R’nin 3' ucunu belirlemek i¢cin LACE yonteminden yararlanildi. Genin
transkripsiyon zamanini tespit etmek igin 36. saatte toplanan toplam RNA’lardan 458R
genine ait sentezlenen cDNA (Boliim 3.3.2.1), genin 3' analizinde de kullanildi. 36. saate
ait cDNA ornekleri, 458R Fw2 ve LACE P2 primerleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. Bu
iki primer yaklasik olarak 833 bazlik bir bolgeyi ¢ogaltacak 6zelliktedir. PCR iiriinlerinin
%1’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutulmasinin neticesinde, beklenilen bdlgede bant

gozlendi (Sekil 17).

< ~833 bg

Sekil 17. CIV 458R geninin 3' ucunu belirlemek i¢in 36. saate ait
mRNA’dan olusturulan cDNA. Marker: 100 bp DNA
ladder (Solid Biodyne); 1. Negatif kontrol; 2 ve 3: 36.
saate ait CDNA’lar ile yapilan PCR iiriinleri.

CIV 458R genine ait yaklasik 833 bg biyiikliigiinde gozlenen bant jelden
temizlenerek pJET1.2 (2974 bg) ara vektore klonlandi. Klonlama sonucunda plazmitin
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hedef DNA’y1 igerdigi, koloni PCR ile belirlendikten sonra restriksiyon endoniikleaz
kesimleri ile dogruland: (Sekil 18).

Marker 1 2 3 4 5 6

S s e Gy e AT

Sekil 18. pJET1.2 ara vektore klonlanan CIV 458R cDNA 3' u¢ 6rneklerinin Bgl 11
restriksiyon enzimi ile kesimi. Marker: 1 kb DNA ladder (Vivantis); 1:
Insert iceren kesilmemis pJET1.2 plazmit; 2, 3, 4, 5, 6: Klonlanmak istenen
inserti igerdigi diigtiniilen farkli 5 plazmit.

Dogrulanan plazmitlerin DNA dizi analizleri sonucunda; genin 3' translasyona
ugramayan bolgesinin stop kodunundan (TAA) itibaren 40 niikleotid uzunlugunda bir
bolge oldugu belirlendi (Sekil 19). Bu boélgedeki niikleotidlerin ve bdlgenin uzunlugunun,

dizisi belirlenen tiim plazmitlerde ortak oldugu goriildii.

458R ki dlava.n b.ﬁlge . Stop kodonu

1560 1600 st

cgcgtatcgatatct gotgaaaaactcgage atc ga  t cc

3°UIR LACE P2

Sekil 19. 458R mRNA 3' bolgesinin dizisi. 458R: 458R geninin dizisi; LACE2, LACE4,
LACES5, LACE1l, LACEI2: Hedef gen parcalart igeren farkli pJETI1.2
vektorlerin dizisi.

3.5. 458R Geni mRNA’simin 5' Ucunun Belirlenmesi

CIV 458R geninin 5 ucunun tespitinde RACE yontemi kullanildi. 36. saatte
toplanan toplam RNA ornegi, 458R genine 6zgii SP1 primeri kullanilarak cDNA’ya
dontistiiriildii. Elde edilen cDNA’lara terminal transferaz enzimi ile “poli G kuyruk”
takildi. Poli G kuyruk takili cDNA’lar, RACE oligo d(C) primeri ve 458R genine 6zgii SP2
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primeri kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. Bir miktar PCR iirlinii agaroz jelde goriintiilendi.
Bu PCR friinlerinin geri kalanlar1 tlipten temizlenerek yeni PCR i¢in kalip olarak
kullanildi. RACE ankor primer ve 458R genine 6zgii SP3 primeri kullanilarak olusturulan
yaklagik 286 bg biiyiiklikteki PCR firtinleri, %1°lik agaroz jelde elektroforez edilerek
incelendi (Sekil 20).

600
500

400
300

~ 286 be
200

Sekil 20. CIV 458R geninin 5 wucuna ait olusturulan
cDNA’lar. Marker: 100 bp DNA ladder (NEB);
1: RACE Ankor ve SP3 primeri ile ¢ogaltilan
DNA parcasi.

RACE Ankor ve SP3 primerleri ile gergeklestirilen PCR sonucunda beklenen
bolgede gozlenen bant jelden temizlenerek pJET1.2 ara vektore klonlandi. Vektoriin hedef
DNA’y1 igerdigi, koloni PCR ve restriksiyon endoniikleaz kesimler ile dogruland: (Sekil
21).

Marker-A Marker-B

2974 bg

Sekil 21. pJET1.2 ara vektore klonlanan CIV 458R cDNA 5' u¢ orneklerinin Bgl 11
restriksiyon enzimi ile kesimi. Marker-A: 100 bp DNA ladder (NEB);
1,2,3,4,5: Klonlanmak istenen inserti igerdigi diigtiniilen farkli 5 plazmit; 6:
Insert igeren kesilmemis pJET1.2 plazmit; Marker-B: 1 kb DNA ladder
(Vivantis).
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CIV 458R cDNA’smm 5' ucunu igerdigi tespit edilen plazmitlerin DNA dizi
analizleri neticesinde; genin 5' translasyona ugramayan bolgesinin, baslangi¢ kodonunun
(ATG) yukarisinda 53 niikleotid uzunlugunda bir bolge oldugu tespit edildi (Sekil 22).
Ayrica +1 ila +4 niikleotidleri arasinda “AAAT” motifinin bulundugu ve transkripsiyon

baslangi¢ noktasindan 2 baz asagida TATA kutusunun konumlandigi gézlendi (Sekil 22).

RACE Ankor

TATA kutusu
1220 * 1240 * 1200 * 1 * 1320
MSBR: 1 e e G S S e e S S B S S e o ] receacrerancr iR

XIS KR CATCTTCTAGRARGATGACCACGCGTATCY : 1067
SRR CATCTTCTAGAAAGATGACCACGCETATCE 9

SRR CATCTICTAGAAACATCACCACCCCTATCCATI Thgw: 956
Sk N CATCTTCTAGAAAGATGACCACCCCTATCE, Tle TR e CCCCCCCCCOCC OOt 1335

gatcttctagaaagatgaccacgcgtatcg t t cccececcececcceccee aaAAATATAACTACAAGGAGTGTAGA TAACCAAGTCAGAATACTAAC 'GCCAGTGTAAGTT

5’UTR

Baslangi¢c kodonu

—_——
458R kodlayan bolge

+1

Sekil 22. 458R mRNA 5' bolgesinin dizisi. 458R: 458R geninin dizisi; SP3-13, SP3-14,
SP3-15, SP3-16: Hedef gen pargalari igeren farkli pJET1.2 vektorlerin dizisi.



4. TARTISMA

Chilo iridescent viriis (CIV) piring kok delici kurdu olan Chilo suppressalis’den
izole edilmis olup (Fukaya ve Nasu, 1966); Lepidoptera, Coleoptera, Diptera,
Hymenoptera, Hemiptera ve Orthoptera ordolarina ait toplam 100’den fazla bocek tiirii
tizerinde enfeksiyon yapabilme 6zelligine sahiptir (Mitsuhashi, 1967; Hama, 1968;
Fukuda, 1971). Zararli bocekler tizerinde olusturdugu patojenite ve yapisal proteinlerinin
insektisidal aktiviteye sahip olmasi nedeniyle biyopestisit olarak kullanilabilme potansiyeli
bulunmaktadir (Bilimoria, 2001; Bilimoria, 2009; D'Costa vd., 2012). CIV’nin memeli
hiicrelerine girebilmesine ragmen hiicre igerisinde ¢ogalmadigi, ancak sebep oldugu
immiin yanit sayesinde bazi viriislerin replikasyonunda azalma meydana geldigi tespit
edilmistir (Ahlers vd., 2016). Bu sayede CIV temelli as1 ve teropatik caligmalarin onii
acilmistir. CIV’nin kullanim potansiyeli olan alanlar g6z oniinde bulunduruldugunda,
viriisiin molekiiler 6zelliklerinin ve replikasyon mekanizmasinin detayli incelenmesi
gerekmektedir. Bu c¢ergevede, viriis genomunda bulunan genlerin yapisal ve
transkripsiyonel 6zelliklerinin aydinlatilmasi yapilacak fonksiyonel ¢aligmalar i¢in dnemli
bir temel olusturmaktadir. Bu bilgiler kapsaminda 458R ag¢ik okuma zincirinin yapisal ve
fonksiyonel oOzelliklerinin aydinlatilmasinin virlis replikasyonu ve genomik yapisinin
anlasilmasina 6nemli katki saglayacag diisiiniilmektedir.

Tez kapsaminda yapilan biyoinformatik analizler neticesinde, CIV 458R’nin en
yiiksek benzerligi yine ayni virlise ait 118L kodlu ORF ile gosterdigi ve bu benzerlik
oranmin %30 oldugu belirlenmistir. Ote yandan, 458R kodlu ORF FV-3 53R, SGIV 088L
(Song vd., 2004; Eaton vd., 2010) ile benzerlik gostermektedir. 118L geni ayrica RGV 53R
ORF’si ile de (Ince vd., 2010) benzerlik gdstermektedir. 458R, 118L, FV-3 53R’nin
kodladiklar: proteinler, muhtemel miristilasyonlu membran proteini olarak adlandirilmakta
ve 088L dahil dordii de 6z gen olarak tanimlanmaktadir (Eaton vd., 2007). FV-3 53R’nin
viriyon ingasi i¢in gerekli bir gen oldugu ve ifadesinin engellenmesi ile olgun viriyon
olusumunda azalma gozlendigi bilinmektedir (Whitley vd., 2010). FV-3’iin muhtemelen
bir susu olan RGV’iin 53R geni (%99 oraninda FV-3 53R geni ile benzerdir), tim dizin
analizi yapilmis iridoviriislerde homologlar1 bulunan bir gendir (Kim vd., 2010) ve bir zarf
proteini kodlamaktadir (Zhao vd., 2008). Bu geninin, viriis replikasyonu ve ingasinin

yaninda ayrica viriis enfeksiyonu ve olusumuna da katkis1 vardir (He vd., 2013). SGIV
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088L geg¢ geni bir zarf proteini kodlamaktadir ve bu gen familyanin 6z genlerindendir
(Zhou vd., 2011). Aymi zamanda O88L geni tarafindan kodlanan protein, SGIV
enfeksiyonu i¢in 6nemli bir role sahiptir ve viriisiin neden oldugu hastaliklarin kontrolii
i¢in potansiyel bir hedeftir (Yuan vd., 2016).

Virlisler bir hiicreyi enfekte etmek icin birgok durumun iistesinden gelmek
zorundadir. Bunlar hiicreye giris, genom replikasyonu ve proteinlerin ifade edilerek yeni
viriisler olusturma siiregleridir. Viral proteinlerin ifade edildikten sonra yeni viriyon
olusturmak ftizere gerekli bolgelere ulasmalar1 gerekmektedir. Akabinde bu viriyonlar
olgunlagmali ve hiicreden salinmalidir. Miristilasyon gibi translasyon sonrasi
modifikasyonlar sayesinde, viriisiin enfeksiyon dongiisiiniin  basarili  bir sekilde
tamamlanmasi saglanmaktadir (Martin vd., 1997). Miristilasyonun, dkaryotlar ve dkaryotik
viriislerde translasyonla es zamanl olarak gerceklesen bir modifikasyon oldugu bilgisi de
literatiirde mevcuttur (Farazi vd., 2001). Bir¢ok viral protein miristillenir ve miristilasyon,
proteinlerin membran ile baglanmasi ve uygun lokalizasyonlar1 i¢in 6nemlidir (Bastidas
vd., 2012). Miristilli viral proteinler (MVP) viriis olgunlagsma siirecinde, ¢ogunlukla
konake1 hiicrenin plazma membranlariyla kaynastirma yoluyla viriis ingasinda farkli roller
oynamaktadir (Harper ve Gilbert, 1995). MVP’lerin viriis insasi, yapisi, tomurcuklanma ve
konak etkilesimlerindeki roliiniin yani sira viriisiin hiicreye girisinde de gorev yaptiklar
belirtilmektedir (Maurer-Stroh ve Eisenhaber, 2004). MVP’lerin, insan bagisiklik
yetmezligi virlisii 1 (HIV-1), arenaviriisler, ASFV, vaccinia viriisii dahil bircok viriisiin
ingas1 i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Géttlinger vd., 1989; Bryant ve Ratner, 1990;
Martin vd., 1997, 1999; Capul vd., 2007; Andrés vd., 2002a). Miristilasyonun
engellenmesi yavru viriyonlarin olusumunu veya salimimimi etkilemektedir (Martin vd.,
1997). Biiyiik DNA viriislerinden vaksiniya viriisiin (VV) miristilli transmembran proteini
olan ve birinci zarf igine konumlanan LI1R’in, poxviriisler diginda homologlarinin
bulundugu bilinmektedir (Maurer-Stroh ve Eisenhaber, 2004). L1R geni membran-iliskili
bir gendir (Whitley vd., 2010) ve 458R geni ile arasinda korunmus bir yap1 benzerligi
vardir (Maurer-Stroh ve Eisenhaber, 2004). Geg bir miristilli protein olan L1R’nin ifade
edilemediginde olusan viriyonlarin olgunlagsmamis olmasi ve enfeksiyon yapabilme
yeteneklerinin olmamasi, bu proteinin morfogenezde 6nemli rol oynadigini géstermektedir
(Martin vd., 1997). Miristilli proteinler hem membran-iliskili hemde sitoplazmik
bolgelerde gozlenmektedir (Harper ve Gilbert, 1995). Bahsi gecen 53R (RGV ve FV-3),
088L (SGIV), L1R (VV), 118L (CIV) genlerinin N-terminalinde bulunan miristilasyon
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motifinin [M-G-X-X-X-(S/T/A)] (Duronio vd., 1991; Martin, 1998; Farazi vd., 2001; Zhao
vd., 2008) 458R genininde de mevcut oldugu (Sekil 12) tez kapsaminda yapilan analizlerle
belirlenmistir. Boylelikle 458R tarafindan kodlanan ve muhtemel mirisitlasyonlu oldugu
belirtilen protein, viriis replikasyonu ve/veya Viriisiin hiicreye giriste membrana tutunmasi
icin gerekli olabilir. Ayrica 458R’nin, viriis insast ve/veya olgunlagmasi i¢in 6nemli bir
proteini kodladig1 diisiiniilmektedir.

458R geni li¢ adet transmembran domeinine sahiptir. CIV yapisal genlerin
arasindaki etkilesimlerin maya iki hibrit sistemi ile tespit edildigi bir calismada kullanilan
genlerin 17 tanesi (010R, 034R, 061R, 084L, 111R,117L, 118R, 138R, 203L, 213R, 234R,
307L, 312R, 337L, 325L, 361L, 457L) transmembran domeini igermektedir (Ozsahin,
2015). Transmembran domeini iceren bu proteinlerden 13 tanesi integral membran
proteinleri olarak tanimlanmistir (ince vd., 2015). Integral proteinlerin biilyiik cogunlugu
zar igerisinde bulunan hidrofobik transmembran heliksler ile membrana tutunur
(Kristensen vd., 2015). CIV 6z genlerinden olan 118L {i¢ adet transmembran domeini
icermektedir.  SGIV’ye ait VP088 proteininin zarf flizyonunda yer alabilecegini
diisindiiren ii¢ baskin transmembran domein igerdigi belirtilmektedir (Zhou vd., 2011).
Membran-iligkili VV L1R (Martin, 1997), FV-3 53R ve zarf proteini kodlayan RGV 53R
(Zhao vd., 2008) genleri iki adet transmembran domaini i¢ermektedir. Bu agidan
bakildiginda 458R’nin bir zarf proteini kodladig1 ve viriisiin hiicreye giris mekanizmasinda
gorev aldigr diisiiniilebilir.

Yapilan biyoinformatik analizler dogrultusunda ve gergeklestirilen literatiir
arastirmalart neticesinde, CIV’e ait 458R a¢ik okuma zincirinin viriisiin insasi,
olgunlagsmasi, enfeksiyon yapabilme yetenegi kazanmasi ve/veya hiicreye tutunmasi igin
gerekli miristilasyonlu ve transmembran domeinine sahip bir yapisal protein kodladig:
diisiiniilmektedir. Bu tez calismasinda, fonksiyonel ¢aligmalara temel teskil edebilecek
458R acik okuma zincirinin yapisal ve transkripsiyonel 6zellikleri arastirilmistir.

Transkripsiyonel olarak aktif bir gen oldugu ileri siiriilen 458R (D’Costa vd.,
2004) acgik okuma zincirinin bu c¢alismada hangi gen ifade sinifina dahil oldugu
aragtirtlmistir. Gen ifade simifinin belirlenmesi, belirli bir sinifin genlerinin ortak promotor
elementleri paylasip paylasmadiginin belirlenmesinde ve bu bdlgelerle etkilesime giren
viral ve/veya konak¢i faktorlerin tamimlanmasi i¢in ilk adimdir (Majji vd., 2009). Bu
baglamda, 458R geninin DNA sentez inhibitdrii ve protein sentez inhibitorii varliginda

transkripsiyonunun gergeklesmedigi, genin ifadesi i¢in protein sentezine ihtiya¢ duydugu
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dolayisi ile “ge¢ gen” oldugu belirlenmistir. Geg genler genellikle enzimler (Martin, 1998)
ve viriis yapisal proteinlerini kodlamaktadir (Martin, 1998; Chambers vd., 1999; Ebrahimi
vd., 2003; Lua vd., 2005; Wan vd., 2010). Fakat yapisal proteinlerin sadece ge¢ genler
tarafindan kodlandigina dair bir yanilgiya diisiilmemelidir. Ciinkii CIV ile yapilan
calismalar, gen ifade siniflarinin tiimiinlin biinyesinde yapisal protein kodlayan genler
bulundugunu géstermistir (Ince vd., 2013; Ince vd., 2015). Geg¢ transkriptler, viral
replikasyonun sonraki asamalarinda ve yeni olusan DNA’dan sentezlenir (D’Costa vd.,
2001). Ge¢ mRNA’larin transkripsiyonu enfekte hiicrenin sitoplazmasinda olabilecegi gibi,
viriis insa bolgesinde de gerceklesebilmektedir (Nalgacioglu vd., 2009). Poxviriislerin
aksine, Iridoviridae familyas: {iiyelerinin ge¢ genlerinin transkripsiyonu igin erken
mesajlarin  tamamen bozulmasi gerekmez (D’Costa vd., 2001). Erken transkriptler,
enfeksiyonun erken asamalarinda ifade olmalarina ragmen, ge¢ genlerin transkripsiyonu
basladiktan sonra dahi goriiniir seviyede ortamda bulunurlar (D’Costa vd., 2001). Geg
genlerin viriis insasinda veya olgunlagsma siireclerinin hangisinde rol alacagi, translasyon
sonrast modifikasyonlarla belirlenmektedir (Martin, 1998). Vaksiniya viriiste erken
genlerin transkripsiyonu i¢in RNA polimeraza siki bir sekilde baglanan PAR94 proteini
gec bir proteindir. Bu protein, erken transkripsiyon igin gerekli olan RNA polimerazin ve
diger bilesenlerin viriyon insasi silirecinde paketlenmesi i¢in gereklidir (Yang ve Moss,
2009). 458R geninin {riinii yapisal proteinler arasinda yer almadigi daha Onceki
calismalarda (Ince vd., 2010) belirtilmekle birlikte, ge¢ gen olmasi nedeniyle su andan
itibaren bir yapisal protein kodladig: diisiincesi olugmaktadir.

CIV virionlarimin yapisinda bulunan yani yapisal olan proteinlerin konak
makromolekiiler sentezini durdurdugu (Cerutti ve Devauchelle, 1980), viriise ait erken
genlerin transaktivasyonunu sagladigi bilinmektedir (Nalgacioglu vd., 2003; Ince vd.,
2013). CIV genomunda transkripsiyonu gergeklesen genler Northern blot (D’Costa vd.,
2004), RT-PCR (Ince vd., 2013) ve kiitle spektroskopi (Ince vd., 2015) yontemleri ile
arastirilmistir. Northern blot analizinde tiim genomda transkripsiyonu gerceklesen 137
genin 65 tanesi ge¢ gen olarak tanimlanmistir. RT-PCR yontemi ile tespit edilebilen 41
adet yapisal proteinden 7 tanesinin ge¢ gen irilinleri oldugu belirlenmistir.  Kiitle
spektroskopisi ile yapilan ¢alismada ise 95 adet genin ifade edildigi ve bunlardan 37
tanesinin virlis yapisal proteini kodladig: belirtilmistir. Bu 37 proteinin ise 7 tanesinin geg
gen ifade grubuna dahil olan genler tarafindan kodlandig1 ifade edilmistir. CIV yapisal
transkriptlerinden 159L, 198R, 234R, 274L, 317L, 342R, 401R (Ince vd., 2013), 268L,
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325L, 443R, 453R genleri (Ince vd., 2015) gen gec ifade smifina dahildir. RGV 53R
(Zhao vd., 2008), SGIV 088L (zZhou vd., 2011), VV L1R (Martin vd., 1997) genleri de geg
gendir. CIV gec¢ genlerinden olan 282R, 287R, 295L genleri bipartite niikleer lokalizasyon
sinyal (NLS) profilleri igermektedir (D’Costa vd., 2004). Viral replikasyonun muhtemel
niikleer faz1 g6z oniine alindiginda, NLS iceren proteinler bu siireg i¢in gereklidir (D’Costa
vd., 2004). NLS tasiyan proteinler, viriis DNA replikasyonu ve virlis insasi i¢in gerekli
proteinleri niikleusa yénlendirmektedir (Ozsahin, 2015). Tez kapsaminda 458R’nin NLS
tasidigi, bilgisayar temelli analizlerle tespit edilmistir (Sekil 14). 458R geninin
miristilasyon domeini igermesi, ge¢ gen olmast ve NLS tagimasi, genin viriis DNA’sinin
replikasyonunda gorev yaptigini veya viriis ingasinda gerekli olan proteinlerin iiretilmesi
icin niikleusa gitmesi gereken bir protein kodladigin1 gdsterebilir.

Tez caligmast dahilinde gergeklestirilen bir diger analiz ise 458R geninin
transkripsiyonunun gerceklestigi zaman araliklarinin belirlenmesidir. LACE yontemi ile
gerceklestirilen bu ¢alismada 458R geninin, enfeksiyonu takiben 12 ila 24. saatler arasinda
transkripsiyonun basladigi ve 48. saate kadar azalarak devam ettigi gozlenmistir. Bu
durum, CIV ge¢ gen transkripsiyonlarmin 6., 12. ya da 24. saatlerde gergeklestigi (D’Costa
vd., 2004) bilgisi ile uyumludur. Ayrica bir zarf proteini kodlayan RGV 53R
transkriptlerinin enfeksiyonu takiben 12. saatte ortamda tespit edilmesi ve ge¢ gen olarak
tanimlanmasi (Zhao vd., 2008) 458R transkriptinin 6zellikleri ile uyumludur ve 458R’nin
de yapisal protein kodluyor olma ihtimali destekleyebilir.

Bir gen anatomik bakimdan promotor bolgesi, transkripsiyon baslangi¢ bolgesi (5'
UTR), kodlayan kisim ve translasyon bitis bolgesi (3" UTR) seklinde detaylandirilir. Tez
kapsaminda 458R geninin anatomik yapis1 kismen aydinlatilmistir. Promotor bdlgesinin
tespiti hari¢ 5' ve 3' UTR ve protein kodlayan bolgeler belirlenmistir.

5 UTR analizinde RACE yontemi (Frohman vd., 1988) tercih edilmistir.
Baslangi¢ kodonunun yukarisinda 53 niikleotitlik bolge, genin 5' translasyona ugramayan
kismint olusturmaktadir. 458R genin 5' bolgesinde +1 ila +4 niikleotidleri arasinda
konumlanmig, CIV DNApol geninin 5' ucunda bulunan “AAAAT” (Nalgacioglu vd., 2007)
motifine benzeyen “AAAT” motifi mevcuttur. Gecikmis erken bir gen olan DNApol
geninin promotor aktivasyonu i¢in gerekli oldugu belirtilen bu motifin (Nalcacioglu vd.,
2007), gecikmis erken gen promotor aktiviteleri i¢in korunmus bir regiilasyona isaret edip
etmedigi konusunda kesin bir yargi yoktur. Ancak bu tez ¢alismasi sonucunda ge¢ gen

oldugu belirlenen 458R geninin de 5' ucunda bahsi gecen motife benzer bir niikleotid
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dizisinin varligi, “AAAAT” motifinin yalnizca gecikmis erken genlere 6zgli olmadigini
gosterebilir.  Ilaveten, 458R promotor analizi yapilarak bu motifin promotor
aktivasyonunda bir etkisi olup olmadig1 agikliga kavusturulabilir. Genin 3' UTR analizinde
ise, genin zamanini belirlemek i¢in olusturulan ¢cDNA o6rnekleri kullanilmigtir. Tez
dahilinde, genomda 458R geninin stop kodonunun asagisinda bulunan 40 niikleotidlik
bolgenin, 458R geni 3' UTR bolgesi oldugu belirlenmistir. 458R ¢cDNA’sinin dizi analizi
neticesinde stop kodonundan sonra poli A kuyruk bulunmamasinin tespiti, CIV
mRNA’larinin oligo d(T) primer ile gogaltilamamasinin somut kanit1 niteligindedir. Hatta
CIV mRNA’larmin 3' ucunda trankripsiyon esnasinda veya sonrasinda bir modifikasyona
ugramadigi sOylenebilir.

Sonu¢ olarak tez kapsaminda yapilan calisma ve arastirmalarin neticeleri
Ozetlenecek olursa; CIV 458R acik okuma zincirinin transkripsiyonel analizi
gerceklestirilmistir. Bu baglamda; 458R kodlu ORF, transkripsiyonu enfeksiyonu takiben
12 ila 24. saatler arasinda baslayan ve 48. saate kadar azalarak devam eden bir gendir.
DNA sentez inhibitorii ve protein sentez inhibitorleri varliginda ortamda bulunmayisi
nedeniyle ge¢ gen ifade smifina dahil bir gendir. Igerdigi miristilasyon domeinleri
nedeniyle “Muhtemel miristilasyon membran proteini” kodladig: belirtilen bu gen, ii¢ adet
transmembran heliksi, niikleer lokalizasyon sinyali tasimaktadir. Icerdigi domeinler ve
sinyaller nedeniyle 458R, wviriisiin ingsasinda, olgun viriyon olusumunda, viral
replikasyonda gorev yapan bir protein kodladigi diisiiniilmektedir. Ge¢ gen oldugu igin
yapisal bir protein kodluyor olma ihtimali ise viriis insasinda gerekli oldugu fikrini
destekler niteliktedir. Ayrica benzerlik gosterdigi genler ile yapilan ¢alismalar g6z 6niinde
bulunduruldugunda, 458R’nin protein kodlayan bir 6z gen olabilecegi, bir zarf proteini
kodladigr Ongoriilmektedir. Genin anatomik yapisi incelendiginde; CIV genomunun
207044-208531. bazlar arasindaki bolge, 458R geninin kodlayan kismini olusturmaktadir.
1488 niikleotitlik bu bolge 495 amino asit kodlamaktadir. Genomun 206991. baz ile
207043. baz1 arasindaki bolge genin translasyona ugramayan 5' ucunu i¢cermektedir. Genin
3' translasyona ugramayan kismi ise genomda 208532 ila 208571. bazlar arasinda
konumlanmistir. Translasyona ugramayan bolgelerin higbiri 458R’den Once ve sonraki

ORF’lerin igerisine kadar uzanmamastir.



5. SONUCLAR

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar neticesinde Chilo iridescent viriis’e ait 458R
acik okuma zincirinin; biyoinformatik analizi yapilmis, ait oldugu transkripsiyon ifade
smifi, transkripsiyonun gergeklestigi zaman araligi belirlenmis, genin 3’ ve 5’ bolgelerinde
transkript olmayan kisimlarin uzunluklari ve dizileri tespit edilmistir.

1) 458R geni, CIV’ye ait 118L geni ile %30 oraninda benzerlik gostermektedir.
118L ve 458R genleri CIV 6z genleri arasindadir ve FV-3’lin zarf proteini kodlayan 53R
ile homologlardir (Eaton vd.,2010). Ayrica 458R ve 118L genleri, viriis enfeksiyonunda
cok onemli bir zarf proteini kodlayan (Yuan vd., 2016) ve yapisal proteinler arasinda
oldugu belirtilen SGIV 088L agik okuma zinciri ile de benzerlik gostermektedir (Song vd.,
2004). Bu bilgiler 1s18inda 6z gen olarak degerlendirilen 458R geninin (Eaton vd.,2007),
bir zarf proteini kodladigi ve bu proteinin enfeksiyonda 6nemli bir role sahip oldugu
diistiniilmektedir.

2) 458R geni ii¢ adet transmembran domeini, miristilasyon motifi, N-
glikolizasyon, kazein kinaz Il fosforilasyon, protein kinaz C fosforilasyon, CAMP- ve
CGMP- bagimli protein kinaz fosforilasyon bolgeleri ve bipartite niikleer lokalizasyon
sinyal profilleri icermektedir. 5’ ucta miristilasyon motifi icermesi, 458R geninin muhtemel
bir miristilasyonlu protein kodladigin1 gostermektedir. Eger 458R proteini miristilleniyor
ise, miristilasyonlu viral proteinler ile yapilan ¢aligmalar dikkate alindiginda, bu proteinin
viral replikasyonda, viriyon insasinda olgun viriyon olusumunda ve/veya hiicreye giriste
rol oynamasi muhtemeldir. Ayrica igerdigi bipartite niikleer lokalizasyon sinyali ve viral
replikasyonun niikleer fazi, 458R tarafindan kodlanan proteinin niikleus ile ilgili bir gérevi
olabilecegini gostermektedir.

3) Transmembran analizleri 151g1nda genden {iretilen proteinin tamamina yakininin
membranin i¢ bolgesinde ve ¢ok az kisminin membranin disinda konumlanmakta oldugu
ve {i¢ adet transmembran heliksi icerdigi belirlenmistir. Icerdigi transmembran domeinleri,
tiretilen proteinin membranda konumlandigini goéstermektedir. 118L dahil olmak {izere
CIV yapisal proteinlerinin 17 tanesi transmembran domeini igermektedir (Ozsahin, 2015).
Membran proteini olmasi muhtemel olan bu 458R proteininin, viriisiin konagin hiicre
membranina baglanmasinda gorev yapan proteinlerinden bir tanesi olabilecegini

gostermektedir.
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4) Gen ifade sinifinin ve transkripsiyon zamaninin belirlenmesi ile genin
transkripsiyonel analizi gerceklestirilmis oldu. Bu kapsamda;

a) 458R agik okuma zincirinin ge¢ gen ifade sinifina dahil oldugu tespit edilmistir.
Geg genlerin genellikle yapisal proteinleri kodladiklar1 varsayilmaktadir. Bunun yaninda,
yapisal proteinler kodlamasina ragmen en erken ve erken gen ifade smiflarina dahil
genlerin varhg CIV ile yapilan calismalar da gosterilmistir (Ince vd., 2013; Ince vd.,
2015). RGV 53R geni de tipk1 458R gibi ge¢ gen ifade sinifina dahildir (Zhao vd., 2008).

b) 458R ac¢ik okuma zincirinin transkripsiyonunun enfeksiyonu takiben 12 ila 24.
saatler arasinda bagladigi, 24. saatte en yiiksek miktarda transkript oldugu, 48. saate kadar
azalarak devam ettigi belirlenmistir. Zarf proteini kodlayan RGV 53R transkripti,
enfeksiyonu takiben 12. saatte ortamda tespit edilmis ve transkripsiyonun 48. saate kadar
artarak devam ettigi gozlenmistir (Zhao vd., 2008). Bu bilgiler 1s18inda 458R geninin,
CIV’nin yapisal protein kodlayan genlerinden biri oldugu diisiiniilmektedir.

5) Genin anatomik yapisini belirlemek iizere, 3' ve 5' translasyon olmayan
bolgeleri analiz edildi.

a) 458R agik okuma zincirinin 3' ucunda proteine doniismeyen bolgenin stop
kodonunun asagisinda 40 niikleotid uzunlugunda “5'-
TGCATAATTTTAAGCTATATTTTAATGATTTAAATCATTA-3”  dizisi  oldugu
belirlenmistir.

b) 458R ag¢ik okuma zincirinin 5' ucunda proteine doniismeyen bolgenin baslangi¢
kodonunun yukarisinda 53 niikleotid uzunlukta, “5'-
AAATATAACTACAAGGAGTGTAGATATTTTACTAACCAAGTCAGAATACTAAC-
3" dizisi oldugu ve TATA kutusunun transkripsiyon baslangi¢ noktasinda 2 niikleotid
asagisinda konumlandigi tespit edilmistir.

c) 3' ve 5' translasyon olmayan bélgelerin analizi sonucunda genin anatomik

yapisinin aydinlatilmistir (Sekil 23).

5" UTR (53 bg) 458R kodlayan kisim (1488 bg) 3"UTR (40 bg)
| A |
[ ! Y |

. +53 +1541 +1581

5" Aski balgesi 3’ Ask bolgesi

I Iransmembran domeini |—| Bipartite niikleer lokalizasyon sinyali

Sekil 23. 458R geninin anatomik yapist



6. ONERILER

Calismada, CIV 458R acgik okuma zincirinin ge¢ bir protein kodladigi ve
enfeksiyonu takiben 12 ila 24. saatler arasinda transkripsiyona ugradigi tespit edilmistir.
Miristilasyon motifi igerdigi belirlendiginden 458R proteinin viral inga, replikasyon,
viriisiin hiicreye tutunmas1 ve /veya girisinde rol oynadig1 tahmin edilmektedir. Ilgili genin
viriis enfeksiyonudaki gorevinin tespiti i¢in daha detayli ¢alismalar yapilmalidir. Bu
baglamda;

1) Geg gen olmasi ve transmembran domeini igermesi bakimindan yapisal olma
thtimaline kars1, 458R proteininin CIV’ye ait diger yapisal protinler ile etkilesimi maya iki
hibrit sistemi ile incelenebilir.

2) Gen ifade vektor sisteminde ifade edilecek 458R proteinine karsi antikor
iiretilip, bu antikorun viriisii noétralize edip etmedigine ve viriis yapisinda bulunan
proteinlere baglanip baglanmadigina bakilabilir.

3) Miristilasyonun CIV viriyon formasyonunda ve insasindaki etkisi,
miristilasyon inhibitorii aracilig ile tespit edilebilir.

4) 458R geni RNAIi veya benzeri yontemle susturulabilir ya da homolog
rekombinasyon veya benzeri bir yontemle genomdan silinebilir. Bu sayede 458R’nin viriis
replikasyonu, insas1 ve/veya virlisiin hiicreye girisindeki tahmini roliine kesinlik
kazandirilabilir.

5) Genin icerdigi kazein kinaz Il fosforilasyon, protein kinaz C fosforilasyon,
CAMP- ve cGMP- bagiml protein kinaz fosforilasyon bdlgeleri dikkate alindiginda,
proteinin fosforilasyon gorevi istlenen bir enzim olabilecegi ihtimali g6z Oniinde
bulundurularak bu aktivitenin varlig1 arastirilabilir.

6) Genin anatomik yapisinin tam belirlenebilmesi bakimindan promotor bdlgesi

analizi yapilabilir.
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