72l

KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

BIYOLOJi ANABILIM DALI

CHILO IRIDESCENT VIRUSUNUN BOMBYX MORI HUCRE KULTURUNDE
REPLIKASYONU VE DNAPOL iLE MCP GENLERININ
TRANSKRIPSIYONAL ANALIZi

Remziye NALCACIOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’nce
Y “Doktor”
Unvani Verilmesi I¢in Kabul Edilen Tezdir

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 04.11.2003 { 3 S2.(7%
Tezin Savunma Tarihi :20.11.2003 ‘ -

Tez Damigmani : Prof. Dr. Zihni DEWRBAGM,

Jiiri Uyesi : Dog. Dr. Ali Osman BELDUZ

Jiiri Oyesi : Dog. Dr. Saadettin GUNER -

Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Asim KADIOGLU ;E LQAA.US\M )
Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Camhur COKMUS Wﬂ——@

Enstitii Miidiirii : Prof. Dr. Yusuf AYVAZ QAW

Trabzon 2003
T.¢. YOKSEXOCRETIM KURULD
DOKOMANTASYON MERKEZL



why

ONSOZ

“Chilo iridescent viriis’iin Bombyx mori hiicre kiiltiiriinde replikasyonu ve dnapol
ile mcp genlerinin transkripsiyonal analizi” adli bu ¢alisma, Karadeniz Teknik Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitlisti, Biyoloji Anabilim Dali’nda “Doktora Tezi” olarak hazirlanmugtir.
Bu tez ileride potansiyel bir biyolojik kontrol ajani olarak kullanilabilecek olan Chilo
iridescent viriis lizerinde, lilkemizde ve diinyada, Bombyx mori (ipek bocegi) hiicrelerinde
replikasyonu ve promotor siralarinin aydinlatilmas: konusunda yapilmug ilk arastirma
olup, bu caligmanin bu alanda yapilacak yeni caligmalara temel olusturacagi inancim
tagtyorum.

Tez siiresince doktora tez damigmanligimu iistlenerek ¢alismanin planlanmasindan
sonuglandirilmasina kadar yardimlarin1 ve destegini esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr.
Zihni DEMIRBAG’a, tezin yonlendirilmesinde fikir vererek yardimci olan tez izleme jiirisi
tiyelerimden sayin Dog. Dr. Ali Osman BELDUZ’e ve saym Dog. Dr. Saadettin
GUNER’e, tezin bir kismimin gerceklestirilmesinde laboratuar imkanlarindan istifade
etmemi saglayan Wageningen Universitesi (Hollanda), Viroloji Boliimii elemanlarindan
Prof. Dr. Just M. Vlak’a ve Dr. M. Monique Van Oers’e tesekkiirleri bir bor¢ bilirim.
Maddi desteklerinden dolay1 Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Projeleri Destekleme
Merkezi’ne, Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu (TUBITAK)’na ve Devlet
Planlama Teskilat1 (DPT)’na tesekkiir ediyorum. Ayrica tez siiresince bana her konuda

destek veren aileme tesekkiirlerimi sunuyorum.

Remziye NALCACIOGLU
Trabzon, 2003



ICINDEKILER

Sayfa No

ONSOZ ottt e sttt s sttt st bes s s bbb s s s s e ssssssssssasesanassasesasns I
ICINDEKILER .......covviveteereeiessesessessssassssssasessessessssssssasssssssssssssssssssessssesssssncsssesnesees I
OZET... . oo essesnsssss st esss b ssss s s s s st s ns s saes VI
SUMMIARY ..ortiiietieeenienieseteeeetesesssesstesstessesseessasessessasssesesesssessneesesonsssstssssessessnsssns vl
SEKILLER DIZINT ...ttt etreecsesessesaesssesesssssssssssssssssssssesssssesssseseseses VIl
TABLOLAR DIZINI ..ottt sesssssssss s ssessssnassssssesesssssssssens X
SEMBOLLER  DIZINT ..ottt etetssessaessaessssssesesssesesessasssssssesesenes X
1. GENEL BILGILER ......covoiumreterrieieeetetesesesssstssesesssssasessesssssnsssessssssssssssosssoss 1
1.1. GIFGE. .. S .............. O | SRR JSSSST. . _JSUSS—.. ... 1
1.2. Iridovirtislerin Kesfi ........cecererererererererenens S .. S .......... 2
1.3. Iridoviridae Familyasinin OIUStUrUIMAS] .......ccceeereerererrereeresnessessesesesenssesenens 2
1.4. Iridoviridae Familyasinin OZellKIETi........c..oeverrereeresressnererssesssesessssesessssssenens 4
1.5. Iridoviriislerde Genom OZEILKIETi...........oeeveveererereeneieerieeesessrnsaesesesssessencsenes 6
1.6. Iridoviriislerde RePIKASYON. .........ccevruevrieruererrerereisessssesesssesesessssesssesssssssasenes 7
1.7. Iridoviriislerde Gen Ifadesi ve RegUIASYONU..........ccovvererereererrarensensennceessesenivenas 8
1.8. Iridoviriislerde Promotor OZeIlKIETi ..........c.ceererverenerereeeresessnseesseneessessnsenns 11
1.9. Iridoviriislerin Uretimi Ve SAYIMI.........o.eevererererreieresesersssssssssesssssessseses 12
1.10.  Chilo Iridescent VIrlis (CIV) ....coeeeveririvinieririreeesseresesseesesssesessssssessasssssssases 13
111, CaliSmanin ATNACI....cc.cceeeeerrrersuereiiennecsiesensessitessiessresessesssseesssssssnsssssssssssssses 15
2.. YAPILAN CALISMALAR .....coooitrtrcrcerenreencsieinsteiessessessressossessessssssies 16
2.1. Hiicrelerin ve Virlislin Temini ....coovveervenniiniiinniineininiiinienirinsneinneeneenn, 16
2.2. Viriistin Cogaltilmasi, Saflagtirilmasi ve Konsantrasyonunun Tayini............. 16
2.3 Chilo Iridescent Viriis’iin (CIV) Bombyx mori (SPC-BM-36) Bocek Hiicre

Kiiltiirtindeki Replikasyonunun Tespiti........cceceenrucriiinniiniiniunrnnnerinnneniveennnns 17
2.3.1. CIV’nin SPC-BM-36 Hiicrelerindeki Replikasyonunun Isik

MikroSKobu 1l€ TeSPiti....cccecceeruerrerruersureseenrerrensuessinrecnrereerssnessiessusessessussssssnnes 17
2.3.2.  CIV’nin SPC-BM-36 Hiicrelerindeki Replikasyonunun Slot Blot

Hibridizasyon Yontemi ile TeSPiti......ccccceverrverrerrrecrersensnssnensueisessessneonessnens 17
2.3.2.1. Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi ve Nitroselilloz Membrana Gegirilmesi ...... 17
2.3.2.2. Probun Hazirlanmasi ve I$aretlenmesi........c.coverereereerererisirecseeeeenesesessseseoene 18

110



2.3.2.3.
2.33.

2.3.3.1.

2.3.3.2.
24.

2.5

2.5.1.

2.5.2.

2.5.3.

2.54.
2.5.5.

2.5.6.

2.5.7.

2.6.

2.6.1.

2.6.2.

2.6.3.
2.6.4.
2.6.5.

Slot-Blot HibridiZASYONU .......cccuveerveererssrersrenernnesneensrnesseesssseesseessssssssesseesssseses 19
CIV’nin SPC-BM-36 Hiicrelerindeki Replikasyonunun Transkripsiyonal

olarak Tespiti ve Genlerin Transkripsiyon Siniflarinin Tayini........ccoceeeeennene 19
Enfekte Olmus Hiicrelerden Toplam RNA Izolasyonu ve Konsantrasyon

TAVIN ©veerveerreereeearerrnereseeesteenereesessesstessaeesstsssssessassssesessassssesossasserenessessansossns 20
Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR).........cccccuu.... 21

Bombyx mori (SPC-BM-36) Hiicrelerinde Uretilen Yeni CIV ile Bu
Hiicrelerin Yeniden Enfeksiyonu.......c.cceceeerrererercreerereenceennucrnsiennienninsceniennnes 22

Genlerin Translasyona Ugramayan 5° Bolgelerinin (5’-UTR) ve
Transkripsiyon Baglangi¢c Noktalarinin Tespit Edilmesi .......ccoccoeevvuvvvinennnn. 22

Genlerin cDNA’larinin 5° Uglarinin Hizli Cogaltilmas: (5’RACE) ve Agaroz
JEl ELEKLIOLOTCZI ..o eumvienviieniiiietinitiitcnitncntssatense st csseessnesesresesesssanssasesanses 22

Genlerin Translasyona Ugramayan 5° Bolgelerini Ihtiva Eden DNA
Zincirlerinin Agaroz Jelden Temizlenmesi ve pPGEMT-Easy Vektoriine

Klonlanmasi ........coeevevveneinninnninnneniiienieneenennen Y. S .......... 25
Elektrokompotent DH5a. Escherichia coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi........... 26
Elektrotransformasyon..........ooceevvenvveinvinseieniennienns AT, .............. 26

Genlerin Proteine Doniismeyen 5° Bolgelerini Ihtiva Eden Klonlarin
Secilmesi i¢in Plazmit DNA’larmin Hizli Miniprep Metodu ile izolasyonu .. 27

Genlerin Translasyona Ugramayan 5° Bolgelerini Ihtiva Eden Plazmit

DNA’larmin Restriksiyon Endoniikleazlar ile Muamelesi........ccooerereeencenne 27
Genlerin Translasyona Ugramayan 5° Bolgelerini Ihtiva Eden Klonlarin

DIZE ANALIZIcvveeureereeeeeerireeeeeerneeestenesstesseesiesstessesssessesssassssessanesseessesssesssssaons 27
Gen EKSPreSYOnU ......cvcviieviiirreniiiiiccticiiitcntceeneceneccnenrecnesnessee s saaess 28

Lusiferaz Deneyi i¢in, dnapol ve mcp Genlerinin Muhtemel
Promotor Bolgelerini Ihtiva Eden Rekombinant Promotor
Plazmitlerinin OIuStUrUIMAST ......ccovveererereriereereereiinnensreeesssneessssnessossneserenssssees 28

Bombyx mori (SPC-BM-36) Hiicrelerinin Rekombinant Plazmitler

ile TransfekSIyOnU.....ccuiicuiiieiiniiniiniriiiiiitinncnienntcnniesateeae s ssssssrnesae s 32
Lusiferaz Proteinlerinin Izolasyonu ve Luminometrede Olgiilmesi................ 33
PCR’a Bagli Nokta Mutasyon ile Promotor Bolgesinin Test Edilmesi........... 34
Promotor Bolge Motiflerinin Belirlenmesi i¢in CIV Genomunun

Bilgisayar ANALIZi ......cccceeeeeeriineniennieneieirenirrenieaiececeseesneeensneeeestesresasenaens 34
BULGULAR.....uveteieeeeteeeenreneerereeresreessesseesessnesessesacsstensescssessssssssssssenes 35



3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.2.

3.3.

3.3.1.
3.3.2.

3.4.
3.5.

N oo

Chilo Iridescent Viriis’iin (CIV) Bombyx mori (SPC-BM-36) Bocek
Hiicre Kiiltlirlinde Replikasyonu..........c.ceeeeverieceecernienernueerenreereeneesressessuessenes 35

CIV’nin Bombyx mori Hiicrelerindeki Replikasyonunun Isik Mikroskobu
H1E TESPILL veuverieniiriirriiinieesiementetererneeestesaeeseesassnssstesaessessesssessssssssisasesassessssoses 35

CIV’nin Bombyx mori Hiicrelerindeki Replikasyonunun Slot-Blot
Hibridizasyonu 1€ TEeSPiti.......c.cccorvieeerercrerrriricienerinineriecseeeesesieesessessnesresses 36

CIV’nin Bombyx mori Hiicrelerindeki Replikasyonunun Revers
Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile Tespiti

ve Genlerin Transkripsiyon Siniflarinin Belirlenmesi........coocceveeeviecirneccncnee. 37
Bombyx mori (SPC-BM-36) Hiicrelerinde Uretilen Yeni CIV ile Bu
Hiicrelerin Yeniden EnfekSiyonu........ccoeeveeverrecnuicseeniennnienennnecneenniecseessenenees 38
Genlerin Translasyona Ugramayan 5’ Bolgelerinin Transkripsiyonal
ADNALZI .ottt seeeeesatesressaesssessaessnssssesnassstesssessasssessasssnes 38
c¢DNA’nin 5’ Uglarinin Hizli Cogaltilmasi (§’-RACE)......couevuvecvcvercercunnnne 38
Genlerin Promotor Bolgelerinin AnaliZi........ccecceveecieserrseeereeneeceereeesaerssecnnes 40
- MUtasyon ANALIZi........ccceereevervueriecierunireenieonisnenseneseesesesseseessussssessessssssressne 42
Promotor Bolgelerinin Bilgisayar Analizi ........cccoeccceevieenncinicneiceeneneieenieeenee 42
TARTISMA ....oootiiiiinieneenteeeeeeteteetssteeseesstesseeeseestasseesnesesesasene - ....... 44
SONUGCLAR .....ccooorteircreneeereereerenteresteeneestsnessessessesseesssssesssssenssessanes ... 49
ONERILER .......curivumerumermncenneresensasmsessnesssssmsessssasesmsessessessaserasessssssssmosssossses 50
KAYNAKLAR .....ooiotiiintieeecnietcerineteenissstosasssstssssessesesssesessesasesessasasses 51
EKLER....cctitiitiiriniteeneesteestentceestsseesnessntsenesestssesesaessassstosanessessnsesssasnss 56



OZET

Chilo iridescent viriis (CIV) Iridoviridae familyasi icerisindeki Iridoviriis cinsinin
ornek tiirli olup, 6nemli bocek zararlilan iizerinde yliksek derecede patojenik etki gosterir.
Bu calisma, CIV’nin Bombyx mori (SPC-BM-36) hiicrelerinde replikasyonunun
gosterildigi ilk caligmadir. Ayrica CIV’ye ait genlerin regiilasyonu iizerinde c¢aligmalar
yapildi. Bunun igin DNA polimeraz (dnapol) ve major kapsid proteini (mcp) genleri
secildi. Bu genlerin temporal siniflar1 ve proteine donlismeyen baz siralart belirlendi.
Muhtemel promotor bolgelerinin belirlenmesi iizerinde detayli calismalar yapildi.

CIV’nin B. mori hiicrelerindeki replikasyonu 11k mikroskobu ile, DNA-DNA
hibridizasyonu ile ve transkripsiyonal olarak belirlendi. CIV’'nin B. mori hiicrelerini
enfeksiyonunu takip eden 48. saatte, hiicrelerin enfekte olmamis kontrol hiicrelerden
tamamen farklilik gosterdigi tespit edildi. Sonuglar CIV-Bm enfeksiyonunun duyarl
oldugunu gostermektedir. Enfekte olan hiicrelerin kontrollere gore 2-3 kat daha bﬁyﬁk
olduklan ve i¢lerinde kiiciik sitoplazmik bosluk olustugu belirlendi. B. mori hiicrelerinin
Ara-C (DNA replikasyonu engelleyicisi) ve siklohekzimit (protein sentezi engelleyicisi)
varliinda enfeksiyohu,» izole edilen total RNA iizerinde dnapol ve mcp igin dzel primérler
kullanilarak yapilan RT-PCR ile takip edildi ve sonug dnapol’in “erken” mcp’nin de daha
once belirtildigi gibi “ge¢” grubu gen olarak ifade edildigini gosterdi. CIV ile enfekte
olmus B. mori hiicrelerinden izole edilen RNA iizerinde yapilan 5’-RACE analizi,
transkripsiyonun, translasyon baslangi¢c noktalarina gére dnapol igin -35., mcp icin de -
15./-16. pozisyonda basladigini gosterdi. Bu genlerin muhtemel promotorlarinin sinirlarini
tayin etmek icin, ¢esitli uzunluklardaki 5°-dizileri, atesbocegi lusiferaz isaret geninin Sniine
klonlandi. Olusan plazmit yapilari transfeksiyon deneyinde test edildi. mcp promotor
aktivitesi translasyon baglangic noktasinin yukarisindaki siralar -67. niikleotidden -43.
niikleotide indirildiginde giiclii bir sekilde diistii. dnapol igin ise promotor aktivitesi,
translasyon baglangic noktasinin yukarisindaki siralar -62.den -41. niikleotide
indirildiginde hemen hemen sifirlandi. Translasyon baslangic noktasinin yukarisinda
bulunan TTGTTTT motifindeki G bazinin C ile degistirilmesi, promotor aktivitesini % 25

oraninda diiglirdii.

Anahtar Kelimeler: Chilo Iridescent Viriis, Bombyx mori, dnapol, mcp, Gen Regiilasyonu
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SUMMARY

Replication of Chilo Iridescent Virus (CIV) in Bombyx mori Cell Culture and
Transcriptional Analysis of drnapol and mcp Genes

Chilo iridescent virus (CIV), the type species of the genus Iridovirus, a member of
the Iridoviridae, is highly pathogenic for a variety of insect larvae. This is the first study
of the replication of CIV in Bombyx mori (SPC-BM-36) cell culture. Studies were also
performed on regulation of CIV genes in this study. For this, DNA polymerase (dnapol)
and major kapsid protein (mcp) genes were selected. Temporal classes and untranslated
sequences of these genes were determined. Detailed studies were performed on detection
of the potential promoter sequences.

Replication of CIV in B. mori cells was detected by light microscopy, DNA-DNA
hybridization and transcriptionally. At 48 hours post infection of B. mori cells by CIV,
virus infected cells showed completely diversity from non infected cells. They were 2-3
times larger than controls and small viroplasmic centres were evident in the cytoplasm of
infected cells. Results indicate that CIV-Bm infection is permissive. Infection of B. mori
cells in the presence of Ara-C (inhibits DNA replication) or cycloheximide (inhibits
protein synthesis), followed by RT-PCR on isolated total RNA using specific primers for
dnapol and mcp, showed that dnapol is expressed as a delayed-early gene and confirmed
that mcp is a late gene. 5’RACE analysis on RNA isolated from CIV-infected B. mori cells
showed that transcription initiated at position —35 for dnapol and position —15/-16 for mcp,
relative to the translational start sites of these genes. To determine the limits of the putative
promoters, -upstream sequences of various lengths were cloned in front of a firefly
luciferase reporter gene. The resulting plasmid constructs were tested in a transfection
assay. The mcp promoter activity was strongly reduced when the length of the sequence
upstream of the translational start site was reduced from 67 to 43 nucleotides. For drapol,
the promoter activity was reduced to almost zero when the upstream fragment was reduced
from 62 to 41 nucleotides. Changing the G base to C in a TTGTTT motif just upstream of

the transcription initiation site of dnapol reduced the promoter activity with 25%.

Key Words: Chilo Iridescent Virus, Bombyx mori, dnapol, mcp, Gene Regulation
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Grace (1962) tarafindan bocek hiicrelerinin in vitro ortamlarda daimi olarak
bijyiitiilmeleri gok cesitli yeni arastirma alanlari agmugtir, Zararli bocekler iizerinde
patojen olan viriislerin hiicre kiiltiirlerinde iiretilebilmeleri bu alanlardan bir tanesidir.
Hiicre kiiltiirlerinin birgok avantajlar1 vardir. Ozellikle, kullanilmas1 ve bulunmasi zor olan
hayvanlardan uzak durulmas: ve ortamin kontroliiniin tamamen Kiginin elinde olmasi1 ¢ok
onemlidir. Bu sekilde ortamin sicakligi, pH’1, ozmotik basinci aragtirmaci tarafindan
ayarlanabildigi gibi, yine deneyin sartlarina gore gerekli kimyasallarin ilave edilmesi veya
edilmemesi gibi durumlarin olusturacagi sonuglar izlenebilmektedir (Cann, 1993).

Bir viriis ile konak hiicresi arasindaki en hassas iligki viriisiin niikleik asit ve protein
sentezi yapabilmesi igin hiicrenin bazi yapilarina ihtiyag¢ duymasidir. Viriis
replikasyonunun akigi, gen ekspresyonu ile siki bir sekilde kontrol edilir. Okaryotik
hiicrelerde gen ekspresyonunun kontrolii prokaryotik hiicrelerdekine gore ¢ok daha
karmagiktir ve islemin kontroliinde temel bazi farklar mevcuttur. = Hiicrelerdeki bu
farklarin, hiicreleri konak olarak kullanan viriisleri etkilemesi kaginiimazdir. Buna ilaveten
viriis genomunun (en basit hiicreninki ile karsilastirildiginda) nispi basitligi ve biiyiikliigii,
genom lizerinde daha fazla baskiya sebep olur. Hiicreler genis genetik kapasitelerini
kullanarak, gen ekspresyonlarini kontrol etmek icin ¢esitli ve kompleks mekanizmalar
gelistirir.  Viriisler de, oldukga kisithi genetik kaynaklariyla, ekspresyonlarinin 6zgiin
olarak miktarini, basamagini ve 6zel durumunu kontrol eder. Viriisler, bu problemlere,
genis ¢Oziimler tireterek, genetik kisitlamalarini agmaktadir. Bu mekanizmalar; genin
ekspresyonunu tesvik eden veya engelleyen sinyaller, genlerin iist iiste binmesi ile
meydana gelen sikistirilmis genomlar ve tek bir mRNA’dan birgok polipeptid elde etmek
icin tasarlanmis bircok strateji gibidir. Gen regiilasyonu sinyallerin aracilik ettigi
diizenleyici dongiilere sahiptir. Bu sinyaller cis veya trans pozisyonlarinda iglem goriir

(Cann, 1993).



1.2. iridoviriislerin Kesfi

1954 yili Mart ayinda, Ingiltere, Spropshire’de, Cambridge Universitesi mensubu
olan Claude F. Rivers adli bilim adamui, yaptig1 bir arazi ¢aligmasi sirasinda bazi Tipula
paludosa larvalarinda  epidermisin hemen altinda parlak mavi bir renk oldugunu
gozlemigtir. Rivers bu larvalardan bol miktarda toplayarak Nick Xeros adli bagka bir
arastirmaciya vermis ve Xeros bu larvalardan ilk iridoviriisti (Tipula paludosa iridovirus;
IV1) izole etmistir. Boylece, Xeros tarafindan 1954 yilinda iridoviriisler ile ilgili ilk yayimn
Nature dergisinde “Tipula paludosa larvasinda ikinci bir virlis hastalif1” baghg: ile
gerceklestirilmigtir (Xeros, 1954). O zamanlarda iridoviriislerin kesfi oldukga biiyiik yanki
uyandirdi. Ardindan bagka bocek tiirlerinde de belirgin iridoviriis enfeksiyonlar1 tespit
edildi. Iridoviriis enfeksiyonlarinin tespit edildigi bocekler arasinda énemli bazi pestlerin
bulunmasi, bu viriislerin potansiyel biyolojik kontrol ajanlar1 olarak kullanilabileceklerini
diislindiirmiigtiir. Ayrica iridoviriisler, cogunlugunun bdcek larvalarinda yiiksek oranda
tiretilebilmeleri ve bir¢ok izolatininda hiicre kiiltiiriine uygulanabilir olmas: bakimindan

laboratuar caligmalari agisindan da bir¢ok avantaja sahiptir.

1.3. iridoviridae Familyasinin Olusturulmasi

Iridoviridae familyas1, gittikge artan sayidaki omurgali ve omurgasiz konaklardan
rapor edilen ve karakteristik olarak viriisii olugturacak olan yapilarin birlesme islemini
konak sitoplazmasinda gergeklestirdigi “ikosahedral” yapidaki DNA viriislerini - igine
almak iizere 1976 yilinda olusturulmustur (Fennef, 1976).

Viriislerin siniflandirilmasim1 yapan ve uluslararasi bir kurulus olan *“Uluslararasi
Viriis Siflandirma Komitesi” (International Committee on Taxonomy of Viruses)
tarafindan yapilan son agiklamalara gore bugiin Iridoviridae familyast altinda Iridovirus,
Chloriridovirus, Lymphocystivirus ve Ranavirus olmak iizere 4 cins bulunmaktadir (van
Regenmortel vd., 2000) (Tablo 1). Omurgasiz konaklardan elde edilen izolatlar Iridovirus
(6rnek tiir: Chilo iridescent viriis) ve Chloriridovirus (6rnek tiir: Mosquito iridescent viriis)
cinsleri altina dahil edilmiglerdir. Omurgasiz konaklarin c¢ogunlugunu bocekler
olusturmaktadir. Soyle ki; mevcut omurgasiz iridoviriislerinin 40 tanesi Diptera, 8 tanesi
Coleoptera ve 7 tanesi de Lepidoptera ordolarindan izole edilmiglerdir. Bunun yaninda

bdcek olmayan omurgasiz konaklarda



Tablo 1. Iridoviridae familyasinin siniflandirilmasi (Williams, 1998).

Cins Kullanilan isim

Konak tiirti

Cinsin iiyesi

Iridovirus Kiiciik iridescent
bocek viriisleri

Chloriridovirus  Biiyiik iridescent
bocek viriisleri

Ranavirus Kurbaga viriisii

Lymphocystivirus  Lenfosit
hastalig viriisii

Cesitli omurgasiz

takimlar

Sivri sinekler

Amfibiler

Cesitli baliklar

Tipula paludosa IV (IV1)
Sericesthis pruinosa IV (IV2)
Chilo suppressalis IV (IV6)
Wiseana cervinata IV (IV9)
Witlesia sabulosella IV (IV10)
Costelytra zealandica IV (IV 16)
Pterosticus madidus IV (IV17)
Opogonia sp. IV (IVI8)
Odontria striata IV (IV19)
Simocephalus expinosus IV (IV20)
Helicoverpa armigera IV (IV21)
Simulium sp. IV (IV22)
Heteronychus arator IV (IV23)
Apis cerana IV (IV24)

Tipula sp. IV (IV25)
Ephemopteran (IV26)

Nereis diversicolor IV27)
Lethocerus columbiae IV (IV28)
Tenebrio molitor IV (IV29)
Helicoverpa zea IV (IV30)
Armadillidium uulgare IV (IV31)
Porcellio scaber IV (IV32)
Aedes taeniorhynchus IV (IV3)
Aedes cantans TV (IV4)

Aedes annulipes IV (IV5)
Simulium ornatum IV (IV7)
Culicoide's sp. IV (IV8)

Aedes stimulans (IV11)

Aedes cantans (IV12)
Corethralla brakeleyi TV (IV13)
Aedes detritus IV (IV14)

Aedes detritus IV (IV15)
Chironomus plumosus IV

Frog Viriis 1, 2

Frog Viriis 3 (FV3)

Frog Virtiis 5-24

Frog Viriis L2, L4, L5

Tadpole Edema viriis

Xenopus viriis T21

Lucke triturus viriis LT1-LT4

Newt viriis T6-T20
Lymphocystivirus type 1 (LCDV-1)
Lymphocystivirus type 2 (LCDV-2)
Octopus vulgaris disease viriis




vardir. 8 tiiriin izole edildigi izopodlar ve dafnidler baghcalaridir. Omurgalilari enfekte
eden izolatlarda Lymphocystivirus (6rnek tiir: Flounder viriis) ve Ranavirus (6rnek tlir:
Frog viriis 3) cinsleri altina dahil edilmiglerdir. Iridovirtisler ile ilgili g¢alismalarin
cogunlugu Frog viriis 3 (FV3) lizerinde yapilmigtir.

1.4. iridoviridae Familyasinin Ozellikleri

Iridoviridae kelimesi bu familyaya ait, omurgasiz konaklardan izole edilen viriislerin
cogunlugunun agir olarak enfekte ettikleri boéceklerde olusturduklart mavi-yesil karigim
renk dolayist ile kullanilmigtir. Bu viriisler ile agir olarak enfekte olmus boceklerde mavi-
yesil karigimi, 151k vurdukga parlayan bir renk olugsmaktadir. Dolayisi ile bu familyaya,
gbkkusag: gibi rengi olan anlamindaki Ingilizce “Iridescence” kelimesinden hareketle
“Iridoviridae” adi verilmigtir. Omurgal1 iridoviriislerinde ise boyle bir renk olusturma
s6zkonusu degildir (Williams, 1996).

Bu caligma sirasinda da agir Chilo iridescent viriis enfeksiyonu nedeni ile tim
viicudu mavi-yesil renge dontigmiis Galleria mellonella larvasinda bu durum gézlendi
(Sekil 1). Ne var ki mavi-yesil rengin olusumu ancak agir enfeksiyonlarda tespit
edilebildi. Agir enfekte olmayan larvalarda ise renk, enfekte olmamis kontrol larvalarin
rengine kiyasla belirgin gekilde beyazlagir.

Sekil 1. Iridoviriis enfeksiyonu nedeni ile viicudu maviye doniismiis
Galleria mellonella larvasi

Iridoviriislerde virion ¢ap1 120-300 nm arasinda degismektedir. Bununla birlikte,
virion ¢apt 350 nm’ye ulaganlar da mevcuttur. Iridoviriisler niikleopolihedroviriisler
(NPVs), granulovirlisler (GVs), sitoplazmik  polihedroviriisler (CPVs) ve

entomopoxvirlisler den (EPVs) farkli olarak koruyucu bir protein matriks i¢ine gémiilii



degildir (Williams, 1998). Virionu olusturan yapilarin birlesme islemi konak hiicrenin

sitoplazmasinda gergeklesir. Dolayist ile olusan yeni viriisler hiicrenin sitoplazmasinda
toplanir (Sekil 2).

Sekil 2. fridoviriis ile enfekte olmug Sf-21 hiicrelerinde viriistin sitoplazmik
g6riiniimii. N: Niikleus, VC: Virojenik stroma (URL-1, 2003).

Iridovirtisler ikosahedral geometriye sahiptir ve viriisiin yapisim sirast ile en icte
proteinler ile kompleks olusturmus DNA, bunlari gevreleyen yaklagik 4 nm kalinliginda

lipid tabaka ve bu tabakay: da gevreleyen protein yapidaki kapsid tabakasi olusturmaktadir
(Sekil 3). Kapsid proteini 50 kDa civarinda olup viriisiin toplam proteinlerinin % 45’ini
olusturmaktadir. Baz1 iridoviriislerde viriisii gevreleyen bir zarf bulunmaktadir. Bu zarf



genellikle hiicre kiiltlirinde ¢ogalan iridoviriislerde virtisin hiicreden tomurcuklanma

y6ntemi ile ayrilmasi durumunda kazanilmaktadir (Williams, 1998).

Sekil 3. Iridoviriislerde kapsid simetrisini ve i¢ yapiy1 gésteren
diyagram. a) kapsid simetrisi, b) ayrintih yap1 (URL-2, 2000).

1.5. iridoviriislerde Genom Ozellikleri

Iridoviriisler 140-303 kbp biiyiikliigiinde lineer ¢ift zincirli DNA genomuna
sahiptirler (Van Regenmortel wvd., 2000). Genom omurgasiz iridoviriislerde
omurgalilarinkine gore daha biiyiiktiir (Kelly, 1985; Williams, 1998). Iridoviriis genomu
karakteristik olarak ug¢ kisimlarinda bazi genlerin tekrarlarini (terminal redundansi) igerir
(Goorrha ve Murti, 1982; Willis ve Granoff, 1985) (Sekil 4). Bu &zellik 6karyotik viriisler
arasinda sadece iridoviriislerde mevcuttur. Replikasyon sirasinda viral DNA’nin kopyalar:
(a) parental DNA’dan sentezlendikten sonra pes pese eklenerek konkatemerleri (b)
olusturur. Konkatemerler halindeki viral DNA kapsit igerisine farkli bolgelerden kesilerek
paketlenir (c). Paketlenmis DNA komple virlis DNA’sinin yaminda genomdaki bazi
genlerin tekrarlarini da igerir. Paketlenen DNA’nin uzunlugu bir virlisten digerine farklilik
gosterir. Bu genomik yap:1 simdiye kadar galisilmig biitiin iridoviriislerde tespit edilmistir.
Omurgal: iridoviriislerin genomlarinda yiiksek oranda metillenme s6z konusudur (Willis
ve Granoff, 1980; Eaton vd., 1991). Omurgasiz iridoviriislerde ise bu durum mevcut

degildir.
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Sekil 4. Iridoviriis genomunun “Terminal Redundansi” 6zelliginin sematik
gosterimi (URL-1, 2003).

1.6. Iridoviriislerde Replikasyon

Iridoviriislerde DNA replikasyonu Frog viriis 3 (FV3) iizerinde ayrintihi olarak
calisilmig ve bu, Iridoviridae familyasinin replikasyonu icin model olarak kabul edilmistir.
-Onceleri DNA ‘genomuna sahip hayvan viriislerinin ya tamamu ile niikleusda (Herpesviriis,
Adenovirlis) ya da sitoplazmada (Poxvirus) replike olduklari bilinmekteydi. Dolayis: ile
iridovirﬁslerin_ de sitoplazmik viriisler olduklari bilindigi i¢in tamam ile sitoplazmada
replike olduklar1 distiniilmiistiir. Ancak FV3 ile enfekte edilen hiicrélerin UV ile
inaktivasyonu veya niikleusunun ¢ikarilmasi, viriis enfeksiyonuna engel olmus, dolayisi ile
FV3 replikasyonu igin fonksiyonel bir niikleusa ihtiya¢ oldugu goriilmiigtiir. Nitekim
elektron mikroskobu galigmalari ile viriis DNA’sinin, enfeksiyonun baslangicinda hiicrenin
niikleusunda bulundugu, daha sonra sitoplazmaya gectigi ve viriisii olusturan yapilarin
birlesme iglemini konak hiicrenin sitoplazmasinda gergeklestirdigi tespit edilmistir (Goorha
vd., 1977).

FV3 DNA’s1 icin replikasyon modeli Sekil 5°de sematik olarak gosterilmigtir. Bu
sekle gore viriis hiicreye pinositoz yolu ile girmekte ve hiicre i¢erisinde DNA’sin1 saran
kapsitten kurtulmaktadir (1). Kapsitten ayrilan viriis DNA’s1 niikleusa transfer edilmekte
ve niikleusta konak RNA pol II’sini kullanarak transkripsiyon baglatilmaktadir. Parental



DNA kullamlarak virtis DNA’simin kopyasi olusturulur (2, 3). Yeni olusan DNA
sitoplazmaya gecer ve sitoplazmada konkatemer olusumu gergeklesir (4). Olusan
konkatemerler viriis kapsiti igerisine paketlenir (5). Virionlarin hiicreden ayrilmalar ise

tomurcuklanma yéntemi ile veya hiicrenin pargalanmas: ile gergeklesir.

Sekil 5. Frog viriis 3 (FV3) DNA’smn replikasyon modeli (URL-1, 2003).

1.7. iridoviriislerde Gen Ifadesi ve Regiilasyonu

Gen, kromozom iizerinde bulunan, anlamli bir RNA molekiiliiniin sentezini
kodlayan ve gerekli bilgileri tasiyan ozgiin niikleotid dizisidir. Genlerin yapilan
prokaryotik ve dkaryotik organizmalarda farklilik gésterir. Genel olarak bir genin yapisina
bakildiginda, genin kodlayan bolgesinin bas ve asagi kisimlarinda translasyona ugramayan
bélgeler (5°-UTR, 3°-UTR) ve translasyon baslangi¢ noktasi olan ATG’nin yukanisinda da
promotor bélgesi bulunur (Sekil 6).

Gen ifadesi (gen ekspresyonu), genlerin olusturdugu genetik bilginin DNA’dan
RNA molekiillerine ve daha sonra RNA molekiillerinden protein molekiillerine aktarilmas:
ile bagarilir. Tek bir DNA zincirinin bir kisminin kalip olarak kullamlarak RNA polimeraz



enzimince polimerizasyonu sonucu RNA molekiilleri sentezlenir. RNA zincirinin
sentezinin baglamasi, zincirin uzamasi ve zincir sentezinin sona ermesi olaylarinin hepsine

birden “transkripsiyon” denilir.

Transkripsiyon (Translasyon (Translasyon
Baslangig noktas: Baslanlzlsg noktasi) Bitis mas.)
ATG

Kodlayan kisim

Sekil 6. Model bir genin anatomik yapisi

Iridoviridae familyasinda, transkripsiyon ve translasyonun diizenlenmesi ayrintili
olarak FV3 ve CIV’de calistlmistir. Onceleri iridoviriislerin, herhangi bir polimeraz
aktivitesinin olmadig1 konak sitoplazmasinda replike olduklar1 bilindigi i¢in Poxviriisler
gibi kendi RNA polimerazlarina sahip olduklar: diigtiniilmekteydi. Ancak daha sonra FV3
replikasyonunun, konak hiicrenin niikleusunun varliina bagli oldugu gériildii (Goorha vd.,
1978). Replikasyonun ikinci asamasinda gerekli olan proteinlerin ilk asamada
sentezlenmesi (Goorha vd., 1977), konak polimeraz II’sinin viral transkripsiyonun erken
safhalarlnda rol oynadigin1 gostermektedir (Goorha vd., 1978; Goorha, 1979). CIV ve
LCDV-1"de okaryotik RNA polimeraza ait kii¢iik alt iinitelerin varlifina rastlanmugtir.
Ancak bunlarin muhtemelen transkripsiyonun sitoplazmik fazinda rol oynadifi
diisiiniilmektedir.

* Iridoviriislerde gen ifadesi basamakli bir sekilde diizenlenmekte olup ifade edilen
genler en erken (a, IE), erken (B, DE) ve ge¢ (V, L) olmak iizere 3 simfa ayrilmaktadir
(Sekil 7). Her smmfin {iriinleri bir sonraki smifin dirtinlerini 6nemli bir gekilde
etkilemektedir. En erken ve erken grubu genler DNA sentezinden 6nce sentezlenir. Fakat
en erken grubu genler protein sentezine ihtiya¢ duymaz iken, erken grubu genler protein
sentezine ihtiyag duyar. Ge¢ grubu genler ise hem protein sentezine hemde DNA
replikasyonuna ihtiya¢ duyar.

Saflagtirilmis FV3 DNA’s1 hiicreye verildiginde enfeksiyonu baglatamamaktadir.
Ancak virion bilesenlerinin saflagtirilmig viral DNA ile birlikte hiicreye verilmesi
durumunda enfeksiyonun olusmasi, viriisiin replikasyonu igin viriona ait bir bilegenin

olmasi gerektigini gostermektedir (Willis ve Granoff, 1985). UV veya sicaklik ile inaktive
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olmus viriisler de ayr1 ayr1 hiicreye verildiklerinde enfeksiyon olugturamamaktadir. Ancak
her ikisinin birlikte hiicreye verilmeleri durumunda enfeksiyon goriilmiistiir. Bu durumda
yine UV ile inaktive olmus viriis partikiiliiniin, sicaklik ile inaktive olmus viriisteki
DNA’y1 aktive etmek icin gerekli olan polipeptidleri sagladigi diisiiniilmektedir. FV3
virion yapist icerisinde DNA bagimli RNA polimeraza sahip degildir. Dolayisiyla konak
RNA polimeraz II si viral RNA’nin transkripsiyonu i¢in gereklidir (Goorha vd., 1978;
Goorha, 1979).

Cogu iridoviriis mRNA’lar1 poli A kuyruguna sahip degildir. Simdiye kadar poli A
kuyrugu sadece, TIV’in 2 mRNA’sinda ve LCDV-1 viriisiiniin fonksiyonu bilinmeyen
bazi genlerinde tespit edilmigtir. Biitiin iridovirlis mRNA’lar1 sapka tasir, fakat intron
bulundurmalar1 veya bulundurmamalan ile ilgili herhangi bir ¢aligma yoktur.

FV3’deki ge¢ genler DNA replikasyonunun niikleer fazindan sonra sentezlenir.
Muhtemelen bu genlerin transkripsiyonu, konak RNA polimerazi veya viriis tarafindan
kodlanan DNA bagimli RNA polimeraz tarafindan gerceklestirilir. Béyle bir enzime ait
gene CIV’de ve LCVD-1’de rastlanmustir (Schnitzler vd., 1994; Bahr vd., 1997; Tidona ve
Darai, 1997).

lomun
sksiyonu

Sekil 7. Iridoviriislerde transkripsiyonun modeli (URL-1, 2003).
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Cogu okaryotik viriislerden farkli olarak FV3 genomu yiiksek oranda metillenmistir.
Niikleusta olugan yeni DNA metillenmez. Metilasyon DNA’nin stoplazmaya gegisinden
sonra viral DNA metil transferaz tarafindan gercgeklestirilir (Willis vd., 1984). Ancak CIV
genomu ve diger bocek viriislerinin de DNA’lar1 metillenmez. Bu durum metilasyonun
FV3 genomuna &6zgiin oldugunu veya CIV ve diger bocek iridoviriislerindeki metilasyonun
transkripsiyon ve diizenlenmesinde kritik rol oynanmadigini géstermektedir.

Poxviridae, African Swine Fever viriis (ASFV) ve Iridoviridae familyalar1 biiyiik
sitoplazmik DNA virlisleri olmalarina ragmen replikasyon ve transkripsiyon stratejileri
bakimindan farklilik g6sterir. Poxviriisler tamamiyla sitoplazmada replike olurken ASFV
ve iridoviriislerde ilk olarak niikleusta gerceklesen bir viral DNA replikasyon safhasinin
oldugu gosterilmigtir. Poxviriislerin ve ASFV’lerin benzer DNA yapisina sahip olmalari
bunlarin aym1 DNA replikasyon mekanizmasi gosterecegini diiglindiirmesine ragmen
ASFV’ler DNA sentezi icin konak niikleusuna ihtiya¢ duymalarn bakimindan farklilik
gosterir. Diger taraftan ASFV’nin genomunun FV3’iinkinden farkli olmasina ragmen

benzer DNA replikasyon mekanizmasina sahiptir.

1.8. iridoviriislerde Promotor Ozellikleri

RNA polimerazin DNA iizerinde baglandif1 6zel bolgelere “promotor” denilir.
Promotor bolgesi genin baslangic kodonunun (ATG) sola dogru yukar kisminda (5’-ucu)
yer alir. Bu bolgenin baz dizileri genin diger bolgelerinde bulunmaz ve farkli genler
arasinda bu bolgeler korunur.

Prokaryot ve Okaryot genleri iizerinde promotor fonksiyonu goren korunmusg
bolgeler mevcuttur. Bu bolgeler prokaryotlarda, ATG baslangi¢c kodonunun A’s1 +1 olarak
alindiginda sola dogru -10 bolgesinde bulunan ve “Pribnow kutusu” olarak bilinen
TATAAT baz sirasi ile -35 civarinda bulunan TTGACA siralaridir.  Okaryotlarda ise
istisnalar hari¢ -25 veya -30 civarlarinda olup TATA veya “Hogness kutusu” olarak
bilinen TATAAAT siras1 ile bazi promotorlarda bulunan ve -80 civarlarindaki CAAT
kutusu olarak bilinen GG(T/C)CAATCT siras1 ve yine bazi promotorlarda goriilen ve -90
civarlarindaki GC kutusu olarak bilinen GGGCGG baz siralaridir (Turner vd., 1998).

Niikleusta replike olan DNA viriisleri karyotik hiicrelerinkine benzer promotorlara

sahiptir (6rn: Baculoviriisler) (Nevins, 1983). Sadece sitoplazmada replike olabilen
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Poxviriisler ise kendi RNA polimerazlarini kodlarlar ve degisik bir diizenleyici element
dizisine sahiptirler (Venkatesan vd., 1981).

Iridoviriislerde ise replikasyon hem niikleusda hem de sitoplazmada gerceklesir. Bu
virtislerde promotor modelleri lizerinde ayrintili ¢aligmalar yapilmamigtir. Sadece bir tiire
ait (Frog viriis 3; FV3) iki en erken genin (ICR 169, ICR 468) promotor bolgeleri
calisilmigtir. Bunlardan biri olan ve enfeksiyon sirasinda fazla miktarda iiretilen ICR 169
geni 18 kD biiyiikliigiinde, fonksiyonu bilinmeyen bir proteini kodlar. ICR 169 da
translasyona ugramayan siralar ve promotor bolgeleri tespit edilmistir. Transkripsiyon
baslangic noktasinin 29 bp yukari kisminda TATA kutusuna benzer TATTTTA sirasi
tespit edilmistir. Yapilan delesyon calismalarinda bu siranin tamamen silinmesi genin
ekspresyonunu ortadan kaldirmamugtir. Daha fazla delesyonlar yapilmus ve neticede
TATTTTA sirasinin yukarisinda bulunan 14 bazlik (CAGGGGAATTGAAA) kismun
genin promotor bolgesi fonksiyonunda kilit rol oynadigi belirlenmigtir (Willis, 1987).
FV3’e ait bir bagka en erken gen olan ICR 489 geninde de promotor tayini ¢aligmalar
yapilmis ve genin promotor bolgesinde klasik TATA, CAAT ve GC kutularina
rastlanmigtir. Ayrica genin transkripsiyon baglangic noktasinin yukari kisminda da ICR
169 geninde tespit edilen 14 bp lik siraya benzer bir baz dizilimi goriillmiistiir (Willis ve

Granoff, 1985). Fakat bu benzer sira, genin 5°-kisminin oldukca uzaginda bir bolgededir.

1.9. Iridoviriislerin Uretimi ve Saymm

Iridoviriislerin {iretiminde ¢ogunlukla canli konaklar kullanilmaktadir. Bu viriisler
konak kaynaklarinin viriis partikiiliine doniistiiriilmesinde en etkili bocek virlisleri arasinda
yer alir. Olii bir bocegin kuru viicut agirhginin % 25°i viriis olabilmektedir (Williams ve
Smith, 1957). Yaklagik 2x107° g aguhifindaki viriis partikiilii Tipula oleraceae larvasinda
2.5x10"* (IV1), Galleria mellonella pupasinda 2x10'2 (IV2) viriis partikiilii
olusturmaktadir (Carter, 1973; Day ve Mercer, 1964).

Iridoviriislerin sayimi, plak deneyi, elektron mikroskobu ile dogrudan sayim, optik
yogunluk ve enzim bagh immiinosorbent deneyleri (ELISA) ile yapilabilmektedir. 260
nm’deki 1 absorbans degeri 10° plak olusturan iinite degerine karsilik gelmektedir
(Williams, 1998).
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1.10. Chilo Iridescent Viriis (CIV)

Chilo iridescent viriis (CIV) Iridoviridae familyasimin fridovirus cinsine ait bir bocek
viriisiidiir. CIV aym1 zamanda “Insect iridescent virus type-6 olarak da bilinir. CIV
Japonya’da Fukaya ve Nasu (1966) tarafindan bir lepidopter olan Chilo suppressalis (Asya
piring deleni) boceginden izole edilmigtir. CIV’nin konak spektrumu arastirilmig ve 6
ordoya ait (Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Hemiptera ve Orthoptera)
100’den fazla bocek tiiriiniin bu viriise duyarli oldugu tespit edilmistir (Mitsuhashi, 1967,
Hama, 1968; Fukuda, 1971; McLaughlin vd., 1972). CIV ziraatte zararli baz1 herbivor
bocekleri enfekte ettigi icin ekonomik ve ekolojik olarak ozel bir 6neme sahiptir (Smith,
1976). Dolayis1 ile bu bdcek iridoviriisii potansiyel bir biyolojik kontrol ajami olarak
diigiiniilmektedir (Kleespies vd., 1999; Hernandez vd., 2000). Enfekte ettigi Onemli
zararllar arasinda Anthonomus grandis (Coleoptera; pamuk goz kurdu), Nephotettix
cincticeps (Homoptera; piring kurdu), Colladonus montanus (Homoptera; dag kirazi
kurdu), Diaprepes abbreviatus (Coleoptera; kok kurdu), Bemisia tabaci (Homoptera;
Pamuk beyaz sinegi), Drosophila melanogaster (Diptera; sirkesinegi), Galleria mellonella
(Lepidoptera; Biiyiik balmumu giivesi), Trichoplusia ni (Lepidoptera; lahana kurdu)
bulunmaktadir. CIV’nin  replikasyonunun tespit edildigi c¢ok c¢esitli hiicre kiiltiirleri
mevcuttur. Bunlar Choristoneura fumiferana, Drosophila melanogaster, Pierris rapae,
Spodoptera frugiperda, Heliothis virescens, Helicoverpa zea, Trichoplusia ni, Anticarsia
gemmatalis, Aedes aegypti, Plutella xylostella, Aedes albopictus hiicreleridir. Fakat
viriisiin iiretimi i¢in hiicre kiiltiirleri tercih edilmemektedir. Bunun nedeni CIV’nin iiretimi
icin simdiye kadar verimli bir hiicre kiiltiiriiniin tespit edilememis olmasindandir.

CIV partikiiliinde. en digta kapsid Ortii, bunun altinda lipit tabaka ve bununda altinda
lineer ¢ift zincirli DNA molekiilii mevcuttur. Lineer durumdaki DNA molekiiliiniin
“terminal redundansi” 6zellik gosterdigi tespit edilmistir (Delius vd., 1984; Schnitzler vd.,
1987; Fischer vd., 1990). Simdiye kadar CIV ile ilgili virion yapisi, viral proteinlerin
enzimatik aktiviteleri (Cerutti ve Devauchelle, 1980; Cerutti vd., 1981), 6 adet replikasyon
orijininin pozisyonu ve genomdaki tekrar eden DNA elementlerinin varlig1 (Fischer vd.,
1988a, b; Handerman vd., 1992) gibi biyolojik ve genomik 6zellikler caligilmigtir. Major
kapsit protein geni, DNA bagimli RNA polimeraz biiyiik alt iinitesi, ATPaz ve DNA
polimeraz gibi bazi 6nemli viral genler tespit edilmigtir (Stohwasser vd., 1993; Tidona vd.,
1998; Miiller vd., 1999). D’Costa ve arkadaslar1 (2001) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
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CIV’nin transkripsiyonel analizi yapilmigtr. DNA ve protein sentezi inhibitSrleri
kullanilarak yapilan ¢aligmada CIV’ye ait 38 en erken, 34 erken ve 65 gec genin varlifx
tespit edilmigtir. Son olarak da Jakob ve arkadaglar1 (2001) tarafindan CIV’nin biitiin
genomunun dizin analizi gergeklestirilmistir. Genom biiyiikliigii 212,418 bp olarak tespit
edilmigtir.  Baz bilesimi %71,37 oraninda A+T, %28,63 oraminda da G+C’den
olugmaktadir. Yine dizin analizi sonucunda CIV genomunda 468 adet genin kodlandig1

tespit edilmistir (Sekil 8, Ek Tablo 1).

Sekil 8. Chilo iridescent viriis genomunun gosterimi (Jakob vd., 2001).
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1.11. Calismanin Amaci

Bu tezde Iridoviridae familyastna ait iridoviriis cinsi iiyesi olan Chilo iridescent viriis
(CIV) iizerinde calistlmigtir. CIV’nin iretiminde konak olarak c¢esitli larvalar
kullanilmaktadir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlar Galleria mellonella ve Trichoplusia ni
larvalaridir. CIV’nin iiretimi i¢in hiicre kiiltiiriiniin tercih edilmemesinin nedeni, simdiye
kadar iiretken bir hiicre kiiltiir sisteminin bu viriis icin gelistirilememis olmasindan
kaynaklanmaktadir. CIV’nin replikasyonunun tespit edildigi ¢ok cesitli hiicre kiiltiirleri
bildirilmigtir (Constantino vd., 2001). Fakat simdiye kadar CIV’nin Bombyx mori
hiicrelerindeki replikasyonu hakkinda herhangi bir bilgi yoktur. Dolayisi ile bu galigmada
tiretken bir hiicre kiiltiir sistemi tespit etmek amaci ile CIV’nin Bombyx mori
hiicrelerindeki replikasyonu 151k mikroskobu, DNA-DNA hibridizasyonu ve revers
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemleri ile aragtirilacaktir.

Ayrica. literatiire bakildiginda CIV’ye ait genlerin promotor modelleri iizerinde
herhangi bir caligma bulunmamaktadir. Promotor modellerinin bilinmesi genlerin
diizenlenmesinin anlagilmasi i¢in Snemli bir adimdir. Bu sebeple, bu calismada ileride
biyolojik kontrol ajani olarak kullanilabilecek CIV’nin, genlerini diizenleyen promotor
modellerinin tayini {izerinde gesitli caligmalar gerceklestirilecektir. Bu amac igin Once -
CIV’ye ait iki gen belirlendi; DNA polimeraz (dnapol) ve major kapsid proteini (mcp)
genleri. Bu iki-genin Oncelikle transkripsiyon siniflari, “Revers Transkripsiyon Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)” yontemi ile tespit edilecektir. Genlerin proteine
doniismeyen baz dizinlerinin (5’-UTR) siras1 cDNA’nin 5° uglarinin rastgele ¢ogaltiimasi
(5’-RACE) yontemi ile aydinlatilacak. Son olarak, genlerin promotor bdlgelerinin

bulunabilecegi muhtemel siralar lusiferaz metodu ile tayin edilecektir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Hiicrelerin ve Viriisiin Temini

Bombyx mori (SPC-BM-36) hiicre kiiltiirti “Alman Mikroorganizma ve Hiicre
Kiiltiirlerinin Kolleksiyonu (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH-DSMZ)” kurulusundan temin edildi. Hiicreler 27 °C’ de %10 Fetal Bovine Serum
(FBS) (Sigma, Kat No: F-0643) ihtiva eden besiyeride (Grace’s Insect Medium-GIBCO,
Kat No: 11605-045) biiyiitiildii.

Chilo iridescent viriis tip-6 (CIV) (Fukaya ve Nasu, 1966) Dr. C. Joel Funk (USDA-
ARS Western Cotton Research Laboratory, Phoenix, Arizona)’dan temin edildi.

2.2, Viriisiin Cogaltilmasi, Saflastirilmasi ve Konsantrasyonunun Tayini

Viriisiin ¢ogaltilmasi i¢in konak olarak biiyiik balmumu giivesi (Galleria mellonellti)
larvalar kullanildi. Larvalar viriis ile, 30 G1/2 igne kalinligina sahip enjektor kullanilarak -
enfekte edildi. Enfekte edilen larvalar 27 °C’ de 3 hafta boyunca inkiibasyona birakildi.
Bu siire sonunda enfeksiyonun gelistigi larvalar —80 °C’ de muhafaza edildi.

Viriisiin saflagtinimas1 Marina ve arkadaglarinin (1999) gelistirdikleri metoda gtiré
gerceklestirildi. Donmus 1 adet larva 1 ml steril ddH,O’da homojen hale getirildi.
Homojenat sirasi ile 490xg, 960xg ve 1.250xg’de 10’ar dk santrifiij edilerck doku
parcalarindan ve kaba partikiillerden arindinldi. Ardindan 15.300xg’de santrifiij edilerek
viriis ¢okelti haline getirildi. Cokelti 500 pl steril ddH,O’da ¢oziildii ve % 30’luk sukroz
cozeltisi tlizerine birakilarak 15.300xg’de 30 dk santrifiij edildi. Olusan ¢okelti 1 kez
yikand: ve 1 ml steril ddH,O’da ¢oziildii. Bu sekilde saflagtirilan viriis 0,22 um’lik
filtreden stiziilerek steril tiiplerde topland: ve +4 °C’ de muhafaza edildi.

Viriis konsantrasyonunun tayini spektrofotometrik olarak gerceklestirildi. 260 nm de

1 absorbans degeri 55 pg/ml olarak kabul edildi (D’Costa vd., 2001).
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2.3 Chilo Tridescent Viriis’iin (CIV) Bombyx mori (SPC-BM-36) Bocek Hiicre
Kiiltiiriindeki Replikasyonunun Tespiti

2.3.1. CIV’nin SPC-BM-36 Hiicrelerindeki Replikasyonunun Isik Mikroskobu
ile Tespiti

CIV’nin SPC-BM-36 hiicrelerinde replikasyon sonucu olugturdugu sitopatik etkileri
belirlemek icin hiicreler tek basamak biiylime kosullar1 altinda virlis ile 5 pg/ml
konsantrasyonunda enfekte edildi (D’Costa vd., 2001). Viriisiin hiicrelere tutunmasi igin
hiicreler 1 saat boyunca 50 rpm hizina ayarlanmig sallayici platform tizerinde bekletildi.
Bu siire sonunda viriis hiicrelerin iizerinden alindi ve hiicreler FBS’siz besiyeri ile yikandi.
Hiicrelerin tizerine FBS katkili besiyeri ilave edildi ve oda sicaklifinda inkiibasyona
birakildi. Kontrol olarak kullanilan enfekte olmamis hiicreler de ayni sekilde muamele
edildi.

Enfeksiyonu takip eden 48. ve 72. saatlerde hiicrelerin durumlan 151k mikroskobu
kullanilarak fotograflandi.

2.3.2. CIV’nin SPC-BM-36 Hiicrelerindeki Replikasyonunun Slot Blot
Hibridizasyon Yontemi ile Tespiti

2.3.2.1. Hiicre Lizatlarimin Hazirlanmasi ve Nitroselilloz Membrana
Gecirilmesi

Viriis enfektivitesini belirlemenin 6nemli bir yolu viral DNA replikasyonunun tespit
edilmesidir. Bunun icin SPC-BM-36 hiicreleri, DNA replikasyonu engelleyicisi olan
sitozin [-D-arabino-furanozit (Ara-C) (Sigma, Kat No: C-1768) inhibitoriiniin
mevcudiyetinde ve inhibitdriin olmadigi ortamlarda CIV ile yukanida belirtildigi gibi tek
basamak biiyiime kosullar1 altinda enfekte edildi. Enfeksiyonlar 35 mm’lik hiicre kiiltiir
kaplarinda yapildi. Enfekte olmamig hiicreler negatif kontrol olarak kullanildi. 24 saat
sonra enfekte olmus ve olmamus hiicrelerden hiicre lizatlan elde edildi (Demirbag, 1993).
Lizatlar1 elde etmek icin hiicrelerin ilizerindeki besiyeri uzaklagtirilarak yerine 0,5 M
sodyum hidroksit ve 10 M amonyum asetat karigimu ilave edildi. Hiicreler bu karigim
icerisinde pipetlenerek parcalandi. Olusan hiicre lizatt +4 °C’de kullanilincaya kadar
bekletildi.
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CIV ile inhibitér varlifinda ve yoklugunda enfekte olmus hiicrelerden elde edilen
lizatlardan 100’er pl nitroseliiloz membrana (Sigma, Kat No: 7897) gegirildi. Membrana
gegirme “slot blot” aleti (Hoefer Scientific Instruments) kullamilarak gergeklestirildi.
Pozitif kontrol olarak CIV DNA’s1, negatif kontrol olarak da enfekte olmams SPC-BM-
36 hiicrelerinden elde edilen lizatlar membrana gegirildi. Membran oda sicaklifinda 30 dk
kurutuldu. DNA’larin membrana baglanmasim saglamak i¢in membran 5 dk UV 15181 ile
muamele edildi ve kullanilincaya kadar oda sicakliginda bekletildi.

2.3.2.2. Probun Hazirlanmasi ve Isaretlenmesi

CIV’ye ait major kapsid protein geni (mcp) prob olarak kullanildi. Bu geni elde
edebilmek igin CIV DNA’s1 mcp’ye ait 6zel primerler ile PCR reaksiyonuna tabi tutuldu.
PCR reaksiyonu 2 pl viriis DNA’st (35 ng/mL), 1’er ul 6zel primerler (10 uM), 1 ul dNTP
(10 mM), 3 pl MgCl, (25 mM), 5 pl 10xPCR tamponu, S linite 7ag DNA polimeraz (0,5
ul) ve 35.5 ul H,O biraraya getirilerek hazirlandi. PCR reaksiyonu ise 94 °C’de 2 dk’lik
ilk denaturasyonun ardindan, 30 dongii halinde 94 °C’de 1 dakika, 50 °C’de 1 dk ve 72
°C’de 1 dk bekletilerek gergeklestirildi. PCR iiriinii %1°lik agaroz jelde elektroforez
edildi. Elektroforez sonucunda UV 15181 altinda gériinen DNA fragmenti jelden kesilip
¢ikartildi. DNA fragmentini ihtiva eden jel par¢asi cam pamugu kullanilarak hazirlanmis,
fragmenti jelden temizleme iinitesinde, 14.500xg’de 10 dk santrifiij edildi. Jel pargalari
cam pamugu tarafindan tlipiin iist kisminda tutuldu. mcp genini ihtiva eden DNA
fragmenti ise s1v1 halinde tiipiin alt kisminda toplandi.

Bir mikrosantrifiij tliptine jelden temizlenmis olan mcp geninden 16 pl (~1 ug)
birakildi ve 10 dk kaynayan su i¢inde bekletildi. Hemen buz lizerine alimp karistirildiktan
sonra iizerine DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche
Diagnostics GmbH, Kat No: 1 745 832)’ine ait isaretleme ¢6zeltisinden 4 pl ilave edildi
ve nazikce santrifiij edildi. 37 °C* de 16 saat inkiibe edilerek igaretleme gergeklestirildi.
Ardindan 65°C’de 10 dk bekletilerek reaksiyon durduruldu. Kullamlincaya kadar
-20°C’de muhafaza edildi.
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2.3.2.3. Slot-Blot Hibridizasyonu

Prehibridizasyon ve hibridizasyon, radyoaktif olmayan DNA isaretleme kiti (DIG
High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I -Roche Diagnostics GmbH, Kat No:
1 745 832) ve bu kitte tavsiye edilen yontem kullanilarak gerceklestirildi.

Prehibridizasyon Oncesi, hibridizasyon tamponu kaynayan su banyosunda 10 dk
bekletildi ve ardindan hemen buz iizerine alindi. Tampon buz iizerinde biraz sogutulduktan
sonra (yaklagik 42 °C) daha ¢6nceden numuneleri emdirilmis olan membranin iizerine
dokiildii ve 42 °C’ye ayarlanmis hibridizasyon firtninda 16 saat bekletildi. Daha sonra yeni
bir tampon alind1 ve 5 pl isaretlenmis probdan ilave edilerek kaynayan su banyosunda 10
dk bekletildi. Ardindan hemen buz iizerine alindi. Membranin {izerindeki prehibridizasyon
tamponu dokiildii ve yerine prob ihtiva eden hibridizasyon tamponu bosaltildi. 16 saat
boyunca 42 °C’de inkiibe edildi. Bu siire sonunda sisenin igerisindeki hibridizasyon
tamponu alinip bir tlipe aktanldi ve -20 °C’de muhafaza edildi. Membran 2xSSC, % 1’lik
SDS igerisinde oda sicakliginda 2 defa S’er dk sallayici lizerinde yikandi. Membran tekrar
2x8SC, % 1°1ik SDS igerisinde 65 °C’de 2 defa 15’er dk sallayici {izerinde yikandi. Daha
sonra membran 20 ml maleik asit tamponunda 5 dk sallayici iizerinde yikandi. 70 ml
bloklama ¢6zeltisinde 30 dk sallayici iizerinde bekletildi. 20 ml bloklama ¢dzeltisinde 4
ml DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I’deki vial 4’den ilave edildi.
(1:5.000 oraninda). Membran bunun igerisinde 30 dk sallayici {izerinde bekletildi. 2 defa
15’er dk yikama ¢ozeltisinde (50°ser ml) yikandi. 10 ml taze hazirlanmig renk ¢ozeltisinde,
tizeri kapali olarak karanlikta bekletildi (10-15 dk igerisinde renk olusmaya baslar). Olusan

rengin koyuluuna gore 2 saat sonra membran bu ¢6zelti igerisinden alindi ve

fotograflandi.

2.3.3. CIV’nin SPC-BM-36 Hiicrelerindeki Replikasyonunun Transkripsiyonal
Olarak Tespiti ve Genlerin Transkripsiyon Siiflarinin Tayini

SPC-BM-36 hiicrelerindeki CIV replikasyonunu transkripsiyonal olarak belirlemek
i¢in CIV ile enfekte olmus hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi (Chomczynski, 1993).
Izole edilen RNA &zel primerler kullanilarak revers transkripsiyon polimeraz zincir

reaksiyonu (RT-PCR) analizine tabi tutuldu. Bu sirada belirledigimiz dnapol ve mcp
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genlerinin transkript edildikleri simiflann da tayin edebilmek igin CIV ile enfekte olmug
SPC-BM-36 hiicreleri, DNA ve protein sentezi inhibitorleri ile muamele edildi. Bu sekilde
muamele edilmis hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi ve elde edilen RNA RT-PCR
analizine tabi tutuldu.

2.3.3.1. Enfekte Olmus Hiicrelerden Toplam RNA izolasyonu ve
Konsantrasyon Tayini

SPC-BM-36 hiicreleri daha 6nce belirtildigi sekilde {i¢ set olarak 6 gozlii hiicre
kiiltiirii kaplarinda enfekte edildi. Uygun hiicrelerin bir seti enfeksiyondan 1 saat 6nce 200
pg/ml konsantrasyonunda protein sentezi inhibitorii siklohekzimit (Cyc) (Sigma, Kat No:
7698) ve 100 pg/ml konsantrasyonunda da DNA sentezi inhibit6rii sitozin f-D-arabino-
furanozit (Ara-C) ile muamele edildi (Demirbag, 1993). Bu inhibitérler enfeksiyon
boyunca ayni konsantrasyonda uygulandi. Toplam RNA enfekte olmus hiicrelerden 0. ve
24. saatte trizol (Gibco, BRL, Kat No: 15596-026) kullanilarak firma tarafindan tavsiye
edilen yonteme goére izole edildi. Izolasyon icin hiicrelerin iizerindeki besiyeri
uzaklastirild1 ve her géze 1 ml Trizol ilave edildi. Trizol pipetlenerek hiicrelerin tabandan
kopmas1 ve pargalanmasi saglandi. Ornekler 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra
tizerlerine 0,2 ml kloroform ilave edildi. Nazikge alt iist edildi ve oda sicakliginda 10 dk
bekletildi. Karigim 12.000xg’de, 4 °C’de 15 dk santrifiij edildi. Ust faz yeni bir tiipe
transfer edilip, buna 0,5 ml izopropanol ilave edildi ve yine nazikge alt iist edildi. Oda
sicakliginda 5-10 dk bekletildikten sonra 12.000xg’de 4°C’de 10 dk santrifiij edildi. Sivi
kisim uzaklastirildi ve ¢okelti 1 ml %70°1lik etanol ilave edilerek yikandi. 7.500xg’de
4°C’de 5 dk santriflij edildi. Elde edilen RNA ¢6keltisi havada 10-15 dk kurutulduktan
sonra RNaz ihtiva etmeyen 30 ul ddH,O’da ¢oziilerek —20°C’°de muhafaza edildi. Izole
edilen RNA —80 °C’de sakland.

RNA konsantrasyonunun tayini spektrofotometrede 260 nm’de gergeklestirildi. 260
nm’de ki 1 {inite absorbans degeri 40 pg/ml RNA’ya karsilik gelmektedir.
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2.3.3.2. Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

RT-PCR analizi i¢in, CIV ile inhibitorler (Ara-C ve Cyc) varliginda veya yoklugunda
enfekte edilmis SPC-BM-36 hiicrelerinden izole edilen RNA’lardan 2’ser ug tiiplere
birakildi. Bunlarin iizerine 10 iinite superscript II revers transkriptaz (Invitrogen), 10 iinite
RNAsin ve 12.5 UM mcp ve drapol genleri icin o6zel revers primerlerden (MCP R,
DNAPOL R, Tablo 2) konuldu. Reaksiyon 20 pl’lik hacim iginde 37 °C’de 1 saat
bekletilerek gergeklestirildi. Bu sekilde elde edilen cDNA’larin 2°ser pul’si 6zel “revers”
ve “forward” primerler (MCP F, MCP R, DNAPOL F, DNAPOL R, Tablo 3) kullanilarak
PCR’ da c¢ogaltildi. PCR reaksiyonu 2 pg RNA, 0,4 uM her bir primerden, 0,2 mM
dNTP, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 9.0), 50 mM KCl, %0,1 Triton X-100 ve 0,5
tinite Tag DNA polimeraz (Promega) icerecek sekilde 50 ul’lik hacimde gergeklestirildi.
PCR reaksiyonu 94 °C’de 2 dk’lik ilk denaturasyonun ardindan, 30 dongii halinde 94
°C’de 1 dk, 50 °C’de 1 dk ve 72 °C’de 1 dk bekletilerek gergeklestirildi. PCR fiiriinleri
%1,5’lik agaroz jelde elektroforez edildi. Ayrica iki de kontrol kullanildi. Biri icin PCR
da dogrudan RNA kullanilirken digeri icin de CIV ile enfekte olmus hiicrelerden 0. saatte
izole edilen RNA dan elde edilen cDNA kullanild:.

Tablo 2. RT-PCR deneyinde kullanilan primerler

Primer Adi Siralar (5°- 3%)

DNAPOLR CACCTCTIT GTCCCATTT TAG G
DNAPOLF CAA GGA ACA AGA ACA TAT AAG
MCPR CCA AGT GCT CCG CCG GAA
MCPF CTT CTG GTT TCA TCG ATA TCG
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2.4. Bombyx mori (SPC-BM-36) Hiicrelerinde Uretilen Yeni CIV ile Bu
Hiicrelerin Yeniden Enfeksiyonu

Larvadan izole edilen CIV kullanilarak Bombyx mori hiicreleri daha 6nce belirtildigi
sekilde enfekte edildi. Enfekte edilmis hiicrelerde iiretilen yeni CIV kullanilarak saglikli
Bombyx mori hiicreleri enfekte edildi (Demirbag, 1993).

2.5. Genlerin Translasyona Ugramayan 5° Bolgelerinin (5°-UTR) ve
Transkripsiyon Baslangi¢ Noktalarinin Tespit Edilmesi

2.5.1. Genlerin ¢cDNA’larinin 5’ Uc¢larimin Hizli Cogaltilmasi (5’-RACE) ve
Agaroz Jel Elektroforezi

mcp ve dnapol genlerinin transkripsiyon baslangi¢ noktalarini tespit edebilmek igin
5’-RACE teknigi kullanildi. Deney sartlart 5’-RACE kitindeki (ROCHE, Kat No: 1 734
792) kullanma yOntemine gore olusturuldu. Sekil 9°da 5°-RACE analizi toplu halde
sematik olarak anlatilmaktadir.

5’RACE analizinin ilk agamasinda toplam RNA’dan, gen igin 6zel primerler
(DNAPOL SP1, MCP. SP1, Tablo 2) kullanilarak tek zincir cDNA sentezi gerceklestirildi.

Her gen icin ayn birer tiipe;

cDNA sentez tamponu (tiip 1) "4
Deoksiniikleotid karigimu (tiip 3) 2ul

Her gen i¢in 6zel SP1 primeri “ 1l (12 uM)
Toplam RNA “2ug(Gul
AMV revers transkriptaz (tiip 2) "1l

H,O o

karisimi birakildi. Karigimin 55 °C’de 60 dk ve 65 °C’de de 10 dk bekletilmesi ile cDNA
sentezi gergeklestirildi. Sentezlenen cDNA, “High Pure PCR Product Purification Kit’i
(ROCHE, Kat No: 1732668)” kullanilarak temizlendi. Buna gére 20 pl hacimdeki
c¢DNA’nin iizerine 100 pl baglanma tamponu ilave edildi. Iyice karigtirildiktan sonra kitte
bulunan ve iglerinde filtre ihtiva eden kolonlardan siiziildii. Siizme isleminin ardindan
kolonlar iki kez yikama tamponu ile santrifiij edilerek yikandi. Kolonlar temiz

mikrosantrifiij tiiplerine gecirildi. c¢DNA’nin kolonlardan ayrilarak mikrosantrifiij
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tiiplerinde toplanmasi igin kolonlarin iizerlerine 20 pl 10 mM Tris-HCI ilave edildi ve
13.000xg’de 1 dk santrifiij yapildi. Bu sgekilde c¢cDNA, tampon ve enzim gibi

kimyasallardan temizlenmis oldu.

mRNA 5 Tek zincir cDNA’nin SP1
4+— Primeri ile sentezi
SP1
- — Arnin degrodasyomy
c
, M Saflagtirilmus cDNA’ya poli A
3-(A)nAAAA kuyrugunun takilmasi
“Oligo dT primeri”
—> g))n TTIT v Poli A kuyrugu takilmis cDNA’nm oligo
dT ve SP2 primerleri ile ¢cogaltilmasi
Sp2
“PCR tutunma primeri’’
—
PCR iiriintiniin PCR tutunma ve SP3
primerleri ile ikinci PCR’1
<«
SP3

Jel elektroforezi i¢in hazir olan PCR iiriinii

Sekil 9. 5’RACE analizinin sematik gosterimi

Temizlenen cDNA’nin 3’ ucuna terminal transferaz enzimi kullanilarak “poli A”
kuyrugu takildi. Her gen igin birer tiipe;

Temizlenen cDNA &rnegi 19l

Reaksiyon tamponu (tiip 5) “2,5u

2 mM dATP (tiip 4) “2,5ul
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karigimm birakild: ve karisim 94 °C’de 3 dk bekletildikten sonra hemen buz iizerine alindi.

Uzerine 1 pl terminal transferaz (tiip 6, 10 iinite/u) ilave edilip kanstirildi ve 37 °C’de 30

dk inkiibasyona birakildi. Ardindan enzimi inaktive etmek i¢in 70 °C’de 10 dk bekletildi.
Bu sekilde “poli A” kuyrugu takilmig cDNA 6zel primerler (MCP SP2, DNAPOL

SP2, MCP SP3, DNAPOL SP3, Tablo 3) kullanilarak birbirini takip eden iki ayr1 PCR

reaksiyonuna tabi tutuldu. Birinci PCR reaksiyonunda her gen icin ayr birer tiipe;

“Poli A” kuyrugu takilmig cDNA
Oligo dT primeri (tiip 8)

Her gen i¢in 6zel SP2 primeri
Deoksiniikleotid karigimu (tiip 3)
Tag DNA Polimeraz

Reaksiyon tamponu (tiip 5)

H,O

"5 ul

1l

S lul (12 pM)
ol
“0,5u
“5ul

" 36,5 ul

karigimi birakildi ve PCR yapildi. PCR reaksiyonu 94 °C’de 2 dk’lik ilk denatiirasyonun

ardindan, 30 dongti halinde 94 °C’de 1 dakika, 45 °C’de 1 dk ve 72 °C’de 1 dk bekletilerek

gerceklestirildi.

Ikinci PCR reaksiyonunda ise yine her gen igin ayr1 birer tiipe;

Birinci PCR iiriinii
PCR-tutunma primeri (tiip 9)
Her gen i¢in 6zel SP3 primeri
Deoksiniikleotid karisimu (tiip 3)
Taq DNA Polimeraz

Reaksiyon tamponu (tiip 5)

H,O

1wl

1wl

Sl (12 uM)
Sl

£ 0,5ul
5l

© 40,5 ul

karigimi birakildi ve iistteki PCR programina tabi tutuldu. Neticede olusan iiriin %1,5’lik

agaroz jelde elektroforez edildi.
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Tablo 3. 5’-RACE analizinde kullanilan primerler

Primer Adi Srralar (5°- 37)
DNAPOL SP1 CTC CCG GAG ATGTIT GAAC
DNAPOL SP2 CAC AGG CTT TAA ATCTCC TA
DNAPOL SP3 GAA CTT TAG GCT GTC CGC
MCP SP1 CCA CCT AAT TCT ACC ATT GG
MCP SP2 GGA ATT CTC ACT CTT AGCC
MCP SP3 GCA GAC CAT TCG CTT CCA

2.5.2. Genlerin Translasyona Ugramayan 5’ Bolgelerini ihtiva Eden DNA
Zincirlerinin Agaroz Jelden Temizlenmesi ve pGEMT-Easy
Vektoriine Klonlanmasi

Elektroforez edilen PCR iiriinlerinin olusturduklar1 bantlar jelden kesilip
mikrosantrifiij tiiplerine alindi ve iiriiniin jelden temizlenmesi “Concert Gel Extraction
Systems (Gibco BRL, Kat No: 11457)” kiti ve kitin igindeki kullanma yontemi
kullanilarak gergeklestirildi. Mikrosantrifiij tiiplerine birakilan jel pargalarinin iizerlerine,
her 10 mg jel pargasi icin 30 pl jel ¢6zme tamponu (L1) ve yine her 10 mg jel pargast igin
1 ul silika rezin ilave edildi. Karisim 50 °C’de 15 dakikadan az olmayacak sekilde jel
eriyinceye kadar bekletildi. Her 3 dakikada bir alt iist edilerek karigtirildi. Bu siire
sonunda tiipler 12.000xg’de 30 saniye santrifiij edildi ve ¢okelti iistiindeki sivi atildi.
Cokelti tekrar 1 kez jel ¢cozme tamponu (L1) ile ve ardindan 2 kez de yikama tamponu (1.2)
ile pipetlenerek yikandiktan sonra havada kurutuldu. Kuruyan ¢okelti 20 pl TE tamponu
i¢erisinde ¢6ziildii ve 50 °C’de 5 dk inkiibe edilerek DNA’nin rezinden ayriimasi saglandi.
DNA iceren sivi 12.000xg’de 30 saniye santrifiij isleminden sonra temiz tiiplere alindi.
Izole edilen DNA’nin saflign ve konsantrasyonu % 1,5’luk agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edildi.

Jelden temizlenen DNA fragmentleri, pGEMT-Easy vektoriine 3 DNA fragmenti 1
vektor oraninda (0,3 ug DNA fragmenti ve 0,1 ug PGEMT-Easy) klonlandi. Reaksiyon 1
ul PGEMT-Easy vektorii, 5 ul 2xligasyon tamponu, 1 pul T4 DNA ligaz ve 3 ul DNA
fragmenti biraraya getirilerek 10 ul’lik hacim i¢inde gergeklestirildi. Karigim 16 °C’de 1
gece inkiibasyona birakildi,
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2.5.3. Elektrokompotent DH5a. Escherichia coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Petriye ekilmis DHSa E. coli hiicrelerinden tek bir koloni alinip, NaCl ihtiva
etmeyen Luria Bertani (LB) siv1 besiyerine agiland1 ve 37 °C’de gece boyunca bilyiitiildii.
Bu taze kiiltiirden fazla miktarda LB siv1 besiyerine 1:100 oraninda agilama yapildi.
Hiicreler 37 °C’de yogunluklari 600 nm dalga boyunda 0,6-0,9 olacak sekilde bityiitiildii.
Bakteri konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca, hiicreler 30 dk buz {izerinde
bekletildi. Ardindan 4 °C’de 4.000xrpm hizinda 5 dk santrifiij edildi. Sivi kisim dékiildi
ve ¢okelti iki kez soguk su ile yikanarak aymi hiz ve zamanda santrifiij edildi. Cokelti
soguk % 10’luk gliserolde ¢6ziildii ve 5.000xrpm’de 4 °C’de 15 dk santrifiij edildi. Tekrar
iist kisim dokiildii ve g¢6kelti az miktarda %10’luk gliserol i¢inde siispansiyon haline
getirildi. Elde edilen kompotent hiicreler mikrosantrifiij tiiplerine béliindii (50 pl’lik
hacimlerde) ve -80 °C’de sakland.

2.5.4. Elektrotransformasyon

Genlerin translasyona ugramayan DNA zincirlerinin klonlandig1 plazmitleri hiicreye
aktarmak icin elektrokompotent DHSo hiicreleri kullanildi. ~ Kompotent E. coli
hiicrelerinin bulundugu tiipler buz lizerine alindt ve bu hiicrelerin {izerlerine 1-3 pl
ligasyon kanisimindan konuldu ve karistinldi. Karigim elektroporasyon kiivetlerine
aktarild1 ve kiivetler elektroporatér cihazina (BioRad) yerlestirildi. Kiivetler cihazda 200
ohm, 1,5-2K ve 25mF’de 3-4 sn bekletildi. Ardmdan kiivetin igerigi 1ml LB broth
besiyerine transfer edildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda
hiicreler 6.000%rpm’de 2 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Cokelti haline gelen hiicreler
200 pl LB sivi besiyerisinde siispanse edildi ve petri kaplarinda bulunan LB-Agar
besiyerisi lizerine cam bagetle yayildi. Petriler 37 °C’de 1 gece inkiibasyona konuldu.

Inkiibasyon sonucunda olusan kolonilerden gece kiiltiirleri hazirlanda.
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2.5.5. Genlerin Proteine Déniismeyen 5’ Bolgelerini Ihtiva Eden Klonlarin
Secilmesi i¢in Plazmit DNA’larinin Hizh Miniprep Metodu ile
Izolasyonu

Plazmit DNA’larimin izolasyonu igin hizl: miniprep metodu kullamldi. Gece
kiiltiirleri 14.000xg’de 2 dk santrifiij edilerek ¢oktiriildii.  Hiicrelerin {izerindeki
siipernatant geride 50 pl kalacak sekilde dokiildii ve ¢6kelti bunun iginde vortekslenerek
¢oziildli. Uzerine 300 ul TENS tamponu (10 mMTris-HCI pH 8.0, 0,1 mM EDTA, 0,1 N
NaOH, % 0,5 SDS) ilave edilerek kangtirildi. Bunu takiben iizerine 150 pl 3 M sodyum
asetat (pHS.2) ilave edildi ve tekrar 5-6 kez alt iist edilerek kanigtirildi. 14.000xg’de 3 dk
santriflij edildi. Siipernatant temiz tiipe alind1 ve tizerine 900 ul %100’likk etanol ilave
edilerek 14.000xg’de 2 dk santriftij yapildi. Cokelti % 70’lik etanol ile yikand: ve
kurumaya birakildi. Kuruyan ¢okelti 50 ul ddH,O’da ¢6ziildii.

2.5.6. Genlerin Translasyona Ugramayan 5’ Bolgelerini ihtiva Eden Plazmit
DNA’larinin Restriksiyon Endoniikleazlar ile Muamelesi

Izole edilen plazmit DNA’larm DNA fragmentlerini icerip igermedigini tespit etmek
i¢in bu plazmit DNA’lar1 EcoRI restriksiyon enzimi ile muamele edildi. 10 pl DNA, 0,5
ul EcoRI (promega), 1,5 ul enzime ait 10x tamponu ve 3 pl H,O olacak sekilde 15 ul’lik
hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan % 1’lik
jelde elektroforez yapildi. Klonlanan DNA fragmentlerini igeren klonlar belirlendi.

2.5.7. Genlerin Translasyona Ugramayan 5° Bolgelerini ihtiva Eden
Klonlarin Dizi Analizi

dnapol ve mcp igin dogru oldugu gozlenen klonlarin 3’er tanesi tespit edildi. Bu
klonlardan kit (High Pure Plasmid Isolation Kit-Roche, Kat No: 1 754 777) kullanilarak saf
plazmit DNA’lan izole edildi. Bunun i¢in 3 ml kiiltiir 9.000xg’de 30 saniye santriftij
edildi. Siv1 kisim uzaklastirildi, ¢okelti 250 pl siispansiyon tamponunda ¢6ziildii ve iizerine
250 pl pargalama tamponu ilave edildi. Oda sicakhpinda 5 dk bekletildikten sonra iizerine
350 pl baglanma tamponu ilave edildi. Tekrar oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra 10
dk en yiiksek hizda santrifiij edildi. Cokelti uzaklastinnld: ve stvi kisim, kitte bulunan ve



28

iclerinde filtre ihtiva eden kolonlardan siiziildi. Siizme isleminin ardindan kolonlar iki kez
yikama tamponu ile santrifiij edilerek yikandi. Kolonlar temiz mikrosantrifiij tiiplerine
gecirildi. DNA’nin  kolonlardan ayrilarak mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmasi igin
kolonlarin iizerlerine 100 ul H,O ilave edildi ve 13.000xg’de 1 dk santrifiij yapildi.
Boylece, DNA kolonlardan siiziilerek alttaki temiz tiipte toplanmis oldu. Izole edilen
DNA’larin konsantrasyonlar1 spektrofotometrede Olgiildi. Tiim DNA’lardan 100 ul’lik
hacim icinde 100 ng/ul konsantrasyonlarinda hazirlandi. Uzerleri dikkatli bir sekilde
etiketlenerek BaseClear Firmasma (BaseClear, P.0.Box 1336, 2302 BH Leiden, The
Netherlands) DNA bazlarinin otomatik analiz edilmesi i¢in gonderildi. Dizin analizi i¢in

M13 primeri kullanildi.

2.6. Gen Ekspresyonu

2. 6. 1. Lusiferaz Deneyi icin, dnapol ve mcp Genlerinin Muhtemel Promotor
Bolgelerini Thtiva Eden Rekombinant Promotor Plazmitlerinin
Olusturulmasi

dnapol ve mcp genlerinin transkripsiyon baglangic noktalarmin tespit edilmesinin
ardindan bu iki genin promotor dizilerinin iginde bulunabilecegini diisiindiiiimiiz ve
genlerin transkripsiyon bagslangic noktalarma farkli uvzakliklardaki DNA fragmentleri
belirlendi. dnapol geni igin 7, mcp geni igin ise 8 farkli, promotor dizilerini ihtiva etresi
miimkiin DNA fragmenti tayin edildi (Sekil 10 a, b). |

dnapol igin ‘belirlenen ilk {i¢ fragmentin 5’ uglar1, translasyon baglangi¢ noktasi +1
olarak kabul edildiginde, sirasi ile -282, -170 ve —121 noktalarindan baslarken, mcp i¢in
belirlenen ilk ii¢ fragmentin 5’ uglari ise siras1 ile -282, -209 ve —140 noktalarindan
baglamaktadir. Bu fragmentleri ¢ogaltmak igin tasarlanan primerlerin 5° uclarma Bgl I
restriksiyon endoniikleaz bolgesi eklendi. Fragmentlerin 3’ uglar1 ise drapol i¢in +12, mcp
icin ise +15 noktalarindan baglatildi ve uglarma da Hind III restriksiyon endoniikleaz
bolgesi eklendi.

Belirlenen DNA fragmentleri, PCR’ da (94 °C’de 2 dk’lik ilk denaturasyonun
ardindan, 30 dongii halinde 94 °C’de 1 dakika, 45 °C’de 1 dk ve 72 °C’de 1 dk) viral
DNA’dan, 6zel primerler kullanilarak c¢ogaltildi. Cogaltilan fragmentler Bgl II ve
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Hind I enzimleri ile muamele edilerck ayni enzimler ile muamele edilmis pSP-Luc+
vektorinde (Promega) promotoru bulunmayan lusiferaz geninin Oniine daha Once
belirtildigi sekilde klonlandi. pSP-Luc+ vektorii kuzey amerikan ates bocegi Photinus
pyralis’e ait lusiferaz geninin, promotorsuz olarak klonlandigi bir plazmittir. Boylece
dnapol i¢cin DNApol PC1, DNApol PC2 ve DNApol PC3, mcp icin de MCP PC1, MCP
PC2 ve MCP PC3 rekombinant plazmitleri olusturuldu. Bu plazmitlerde lusiferaz geninin
ekspresyonu, bas kismina klonlanan ve promotor dizilerini ihtiva ettigi diisiiniilen DNA
fragmentleri tarafindan kontrol edildi.

dnapol i¢in kalan diger dort (-78, -62, -41 ve —13 konumlu 5’ baglangi¢ noktalarina
sahip fragmentler) ve mcp iginde diger bes ( -87, -67, -43, -24 ve —6 konumlu 5’ baglangi¢
noktalarina sahip fragmentler) adet promotor bolgesini ihtiva etmesi miimkiin
fragmentlerde ise fragmentin buyikligi gittikce azaldigi icin bunlarin jelden
temizlenmeleri ve klonlanmalar1 zor olacagindan kiigiik olan fragmentler, viral DNA’dan
degil de olusturulan rekombinant plazmitlerden birincilerini kalip olarak kullanarak
yukaridaki PCR programina gére bu plazmitlerden gogaltl_ldl.' Buradaki amag kiiciik olan
fragmentlere pSP-Luc+ vektorii tarafindan bir miktar uzunluk kazandirarak, bu fragmentler
ile ¢aligmayi kolaylastirmakti. Sentezlenen bu fragmentlerin de 5° uclarina PCR ile Bgl 1,
3’ uglarina ise Nar I restriksiyon endoniikleaz bolgeleri eklendi. pSP-Luc+ vektorii de aym
restriksiyon endoniikleazlar ile muamele edildi. Boylece, ayni enzim bolgelerine sahip
DNA fragmenti ve plazmit DNA bir araya getirilerek birlestirildi ve neticede rekombinant
pSP-Luc+ vektorleri elde edildi. Promotor plazmitlerinin olugturulmas: igin kullanilan

primerler Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. Promotor plazmitlerini olugturmak i¢in kullanilan primerler *

Primer Ad: Sirasi (5°- 3%) Pozisyon
DNAPOL Luc F1 GGA GAT CTC GTG AAG GCA AAT GAT GA -282/-265
DNAPOL Luc F2 GGA GAT CTC AACTTG ACA ATG ATATTT AC -170/-150
DNAPOL Luc F3 GGA GAT CTG GGA GTT AAA TAG AGA CAATTG -121/-100
DNAPOL Luc F4 GGA GAT CTG TGG TTT TAA AAT ACA GCC -78/-60
DNAPOL Luc F5 GGA GAT CTG CCA TAA AAAATT GAT TAT TTG -62/-41
DNAPOL Luc F6 GGA GAT CTG TTT TCG AAG AGA TTT AAA AAA -41/-20
DNAPOL Luc F7 GGA GAT CTG TAC ATT ATA AAATGG AGA AAAC 13/+11
DNAPOL Luc R GGA AGC TTIT GTT TTC TCC ATT TTA TAA TG +12/-10
MCP Luc F1 GGA GAT CTC AAT ACA TAA CAATCT TTC AT -282/-262
MCP Luc F2 GGA GAT CTG TCT AGA CTT AAA ATG TC -209/-192
MCP Luc F3 GGA GAT CTG AAC TCT CGC GAT CGT AAC -140/-122
MCP Luc F4 GGA GAT CTG AAG ACAT GAA AAT TTA AAA GC -87/-66
MCP Luc F5 GGA GAT CTG CAT TTA AAA ATA GTA ATC TG -67/-47
MCP Luc F6 GGA GAT CTG TAT TCA AAT TTA AAT CTT GGC -43/-22
MCP Luc F7 GGA GAT CTG GCA ATG TAA TAA ATA AAC AAAG -24/-2
MCPLuc F8 GGA GAT CTC AAA GAT GTCTAT TTC TTC G 6/+15
MCPLucR GGA AGC TTC GAA GAA ATA GACATCTITG +15/+6
Luc NarI R GGA ATG GCG CCG GGC CTT TCT TTA TG 85/62

® Koyu yazilan Bgl 1I ve alt1 ¢izili olan Hind III enzim bélgeleri dnapol ve mcp primerlerine, pSP-Luc+

vektoriine klonlamay1 kolaylastrmak igin eklenmistir. NarI primeri de

bolgesindeki Nar I bolgesi ile birlegmistir.

pSP-Luc+

vektoriiniin 3’

2.6.2. Bombyx mori (SPC-BM-36) Hiicrelerinin Rekombinant Plazmitler ile
Transfeksiyonu

Deney 35 mm’lik hiicre kiiltiir kaplarinda gergeklestirildi. Bm hiicreleri bir gece

onceden hiicre kiiltiir kaplarina her kapta 1,5x10° hiicre olacak sekilde transfer edildi.

Hiicrelerin 2 saatlik tabana yapisma periyodunun ardindan, {izerlerindeki besiyeri

uzaklastirildi ve yerine FBS ve katki maddeleri ihtiva etmeyen besiyeri konuldu. Ertesi giin

hiicrelerin tizerindeki besiyeri alind1 ve yerine daha 6nceden hazirlanmig olan rekombinant

promotor plazmiti (2 pg), cellfectin (10 pl) (Invitrogen, 10362-010) ve katki maddeleri

ihtiva etmeyen besiyeri (500 ul) karisimu birakilarak plazmitin hiicrelere transfeksiyonu

gergeklestirildi. Bu sirada pipetlemeden veya ortam sartlannin  olumsuzlugundan

kaynaklanabilecek hatalar1 ortadan kaldirmak amaci ile, hiicrelere aym anda her
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rekombinant promotor plazmidinin yaninda birde kontrol plazmidi olan pIC-IE1 (2ug)’in
transfeksiyonu yapildi. pIC-IE1 plazmidi Renilla reniformis organizmasi tarafindan
kodlanan lusiferaz geninin promotorsuz olarak klonlandigi pRL-null (Promega)
plazmidinden olugturulmusgtur. Dr. Van Hulten (Wageningen University, Wageningen, The
Netherland) pRL-Null plazmidinde lusiferaz geninin Oniine AcMNPV’ye ait en erken
grubu bir gen olan IE1 geninin promotorunu yerlestirmis ve elde ettigi rekombinant
plazmide pIC-IE1 adinm1 vermistir. 18 saatlik bir transfeksiyon periyodundan sonra hiicreler
Chilo iridescent viriis ile enfekte edildi. Bu iglemler her rekombinant plazmit i¢in (dnapol

i¢in 7, mep icin 8) aynt ayn petrilerde kontrol plazmidi ile birlikte gerceklestirildi.

2.6.3. Lusiferaz Proteinlerinin izolasyonu ve Luminometrede Ol¢iilmesi

dnapol’e ait rekombinant plazmitlerin aktarildigi hiicreler enfeksiyondan 6 saat
sonra, mcp’ ye ait olanlarinki de 24 saat sonra petrilerden alindi. Hiicrelerden lusiferaz
proteininin izolasyonu lusiferaz kitinin (Promega, Kat no: E1910) icerisinde bulunan
kullanma yontemine gore gergeklestirildi. Buna gore her gen icin belirtilen inkiibasyon
zamanlarinin sonunda, hiicreler cam deney tliplerine transfer edilip 300 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Pelte halindeki hiicrelerin iizerine 2 ml PBS
ilave edilerek hiicreler yikand: ve tekrar santrifiij edilerek sivi kisim uzaklagtirildi. Pelte
250 ul 1xparcalama tamponunda (kitte mevcut) ¢6ziildii ve buz iizerine yerlestirildi. 10-15
sn vortekslendi ve hiicrelerin tamamen parcalanmasini saglamak igin 2 kez sivi azota
daldirlip ¢ikarildu. - 12L000xrpﬁ’de 15 sn santrifiij edildikten sonra proteini ihtiva eden
siipernatant kism temiz tiiplere alindi.

Promotor plazmitleri ve kontrol plazmiti tarafindan ekspresyonu gergeklestirilen
lusiferaz proteinlerinin Ol¢limii luminometrede gergeklestirildi. Olgme islemleri
luminometre cihazina ait 6zel tiiplerde yapildi. Bir tiipe 20 ul protein 6rneklerinden ve 100
pul’de kit icinde bulunan “Luciferase Assay Reagent” den birakildi. Karisim luminometre
cihazindaki 6zel bolgeye yerlestirildi ve cihazin numunedeki atesbdcedi ve “renilla”
lusiferaz protein degerlerini okumasi saglandi. Iki deger birbirine oranlanarak ekspresyon

degeri elde edildi.
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2.6.4. PCR’a Bagh Nokta Mutasyon ile Promotor Bolgesinin Test Edilmesi

dnapol geninin 5° bolgesinde bulunan TTGTTTT motifinin promotor dizisi olup
olmadiini tespit edebilmek i¢in bu motifin yapisinda mutasyon yapildi. Mutasyon iki
basamakli PCR metodu (Landt vd., 1990) kullanilarak G bazinin C’ye degistirilmesi ile
gerceklestirildi. Mutasyon, lusiferaz deneyi igin olusturulan en uzun fragmente sahip

promotor plazmidi (DPOL PC1) iizerinde yapildi.

2.6.5. Promotor Bolge Motiflerinin Belirlenmesi icin CIV Genomunun
Bilgisayar Analizi

CIV genomunda bulunan tiim genlerin kodlayan bolgelerinin 80 ve 100 niikleotidlik
yukar1 bolgeleri, en sik ihtiva ettikleri 4 ve 6 niikleotidlik motifler bakimindan Marks ve
arkadaglarinin  (2003) gelistirdikleri bilgisayar programina gore analiz edildi. Analiz

yapilirken CIV genomunda bulunan tekrar elementleri gz ardi edilmisgtir.



3. BULGULAR

3.1. Chilo Iridescent Viriis’iin (CIV) Bombyx mori (SPC-BM-36) Bocek Hiicre
Kiiltiiriinde Replikasyonu

3.1.1. CIV’nin Bombyx mori Hiicrelerindeki Replikasyonunun Isik Mikroskobu
ile Tespiti

CIV’nin Bombyx mori hiicrelerindeki enfektivitesini belirlemek amaciyla yapilan
deneyde, enfeksiyonu takip eden 48. saatte hiicrelerde sigmeler goriildii. 72 saat sonra ise
viriis ile enfekte olmusg hiicrelerin kontrollere gore 2-3 kat daha biiyiik olduklan belirlendi.
Ayrica sitoplazmalarinda vesikiil benzeri yapilar tespit edildi. Bombyx mori hiicrelerinde
kontrolden farkli olarak gozlenen bu degisiklikler, CIV’nin bu hiicrelerde enfeksiyon
olusturdugunu gostermektedir (Sekil 11).

Kontrol

Sekil 11. Chilo iridescent viriis’iin (CIV) Bombyx mori hiicrelerinde olusturdugu
sitopatik etkiler. Kontrol: Enfekte olmamigs SPC-BM-36 hiicreleri.
Numaralar enfeksiyondan sonra gecen siireyi saat olarak gostermektedir.
Biiyiitme: 200x
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3.1.2. CIV’nin Bombyx mori Hiicrelerindeki Replikasyonunun Slot-Blot
Hibridizasyonu ile Tespiti

CIV’nin Bombyx mori hiicrelerindeki enfeksiyonunu molekiiler olarak tespit etmek
amaci ile yapilan Slot-Blot hibridizasyonu deneyi sonucunda CIV DNA replikasyonunun
DNA inhibitdriiniin var oldugu ortamda (SPC-BM-36 + CIV + Ara-C) gergeklesmedigi,
inhibitér kullamlmayan ortamda (SPC-BM-36 + CIV) ise viriis DNA replikasyonunun
gerceklestigi tespit edildi. CIV ile enfekte olmus Bm hiicrelerinde DNA replikasyonunun
enfeksiyondan sonra 6. saatte bagladifi, 12. saatte replikasyon orammn maksimum
seviyeye ulastifi, 24. ve 48. saate kadar replikasyonun bu seviyede devam ettigi belirlendi
(Sekil 12).

SPC-BM-36+ C

SPC-BM-36 + CIV + AraC|

Sekil12. Chilo iridescent virtis (CIV) DNA’sinin Bombyx mori (Bm) b6cek hiicre
kiiltiiriindeki replikasyonunu gosteren slot-blot hibridizasyonu. Saatler
hiicre lizatlarinin hazirlandigi enfeksiyonu takip eden zamanlan
gostermektedir
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3.1.3. CIV’nin Bombyx mori Hiicrelerindeki Replikasyonunun Revers
Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile Tespiti
ve Genlerin Transkripsiyon Siniflarmn Belirlenmesi

CIV’nin Bombyx mori hiicrelerindeki replikasyonunu transkripsiyonal olarak
belirlemek, ayrica dnapol ve mcp genlerinin hangi temporal sinifa ait olduklarini tespit
etmek amaciyla yapilan RT-PCR deneyinde elde edilen verilere gore hem drapol hemde
mcp genlerinin Bombyx mori hiicrelerinde transkripsiyon yapildiklari belirlendi (Sekil 13).

DNA sentezi inhibit6rii ara-C ve protein sentezi inhibit6rii siklohekzimit kullanilarak
yapilan deneyde, dnapol transkripti ara-C inhibitoriiniin kullanildifi ortamda tespit
edilirken siklohekzimitin kullanildig1 ortamda tespit edilememistir. mcp transkripti ise

sadece inhibitoriin kullanilmadig: ortamda tespit edilmistir (Sekil 13).

dnapal mep

1100
1000
00

500

Sekil 13. drnapol ve mcp transkriptlerinin RT-PCR analizi. 1) CIV ile
enfekte olmus Bombyx mori hiicrelerinden izole edilen total
RNA’nin 6zel primerler kullanilarak yapilmis PCR analizi. 2) 0.
saatte, 3) 24. saatte, 4) 24. saatteAra-C mevcudiyetinde, 5) 24.
saatte siklohekzimit mevcudiyetinde CIV ile enfekte olmug
Bombyx mori hiicrelerinden izole edilen total RNA’nin spesifik
primerler kullanilarak yapilmig RT-PCR analizi

Bu sonug, dnapol’iin transkripsiyonunun DNA sentezine ihtiya¢ duymadifim fakat
protein sentezine ihtiya¢ duydugunu dolayisi ile drapol’iin erken gruba ait bir gen
oldugunu gostermektedir. mcp transkriptinin ise inhibitor kullanilan ortamlarda tespit
edilememesi, bu genin transkripsiyonunun viriis tarafindan daha Once sentezlenmig
proteinlere ihtiya¢ duydugunu dolayisi ile genin ge¢ grubu simifa ait bir gen oldugu

sOylenebilir.
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3.2. Bombyx mori (SPC-BM-36) Hiicrelerinde Uretilen Yeni CIV ile Bu
Hiicrelerin Yeniden Enfeksiyonu

Bombyx mori hiicrelerinin CIV igin yeterince verimli bir konak olup olmadigini
tespit edebilmek icin bu hiicrelerde iiretilen CIV ile yapilan ikinci enfeksiyon deneyinde

CIV’nin yeterince iiretilmedigi tespit edildi.

3.3. Genlerin Translasyona Ugramayan 5’ Bolgelerinin Transkripsiyonal
Analizi

3.3.1. cDNA’nin 5’ Uclarmmin Hizli Cogaltilmasi (5°-RACE)

dnapol ve mcp genlerinin transkripsiyon baslangic noktalarini bulabilmek icin 5°-
RACE analizi gercgeklestirildi. Boylece her iki genin mRNA’sindaki proteine doniigmeyen
kistmlarinin baz dizisi tespit edildi. drapol igin elde edilen kionlarin dizin analizi sonuglar
bu genin transkripsiyon baslangic noktasinin, translasyon baglangi¢ noktasi +1 olarak
alindiginda, -35. pozisyondaki C bazi veya bu bazin yanindaki 3 adet T°den biri oldugunu
gostermektedir.  Aym sekilde mcp icinde transkripsiyon baglangic noktasi -15.
pozisyondaki A bazi veya bunun yanindaki T oldugu goriilmektedir (Sekil 14).
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dnapol
AATTTATGALLCALTATALT RAACAACTTGACAATGATATTTACCTATTAGAACATCAATTAGAAMATALLAGE

GAGT TARATAGACAATTGGGAATAT TT TAALACCAAAGATTGTGGTT TTAMAATACAGCCATARALAL TTGLTT
~35 +1

CATCARACAHGATGAT GAAAC GAARL ATTGOT CARAL AGTARL GAATC TTTALGLATTTATEGTATAACAGRTGL

TOEALLLAC AR TTTGTCTTATTGTTAATGAT TT TAA ACCATT TGTTCATGTT GRATTACCATCATCAL TTAATT

SP3 SP2
GGAGACAAARLATAGGCGGACAGCC TALAGT TCALA AR ATTATGGAT TATT TALACTTTATAT TAGGAGATITA
- -

SP3
BAGCCTOTGALRLACAGALC TATT T TTATAGATAAG TATAAA CTITATGCAT CARAATTATGTT CALACATCTCC
+3857 '

GGGER GTET T emrersrrssress TGT@ATTTTAGMGTMGHT&GTAGTA TTTTGTTTALT TTTAAT GATAGAT

Hich
GCAGAACTCTCGLGATCOTAACTATTCTCTAATTTTTTTACTTGCAT GARLA ATAAGALGACATGAALATTTAL
-5 +1
L L
AAGCATTTAARLATAGTAAT CTGATTGTATT CARAT TTAAAT CTTGLHCAATG TARTARATARACATAGATETCT
ATTTCTTCGTCARMAT GTAACTTCTGGTTTCATCGATATCGCC ACTAAAGATGALLTTGAAMAA TATAT GTATGG

TGGTALRLC ATCCACAGCTTATTTC GTAAGAGARACTAGALD AGTALCATGGTTCACC CAAGTACCTGTTAGTT

SP3
TALCTAGAGCARACGGATCAGCTAL T‘TGGMGC GARTGGTCTGCATCCATTICTAGGGCCGGAGATTATITG

Sp2 <P
'ITATATACTTGEI:T&AG&GTGAG&ATTCCJLT CTGTAACTTTGTTATC ALCARATCAATTTEGT GCCALTGGTAR
‘ +1404 -4

AATTAGGTGGTGTAG .............. TAGLGGGGEETT GGGGTTGGTTTTATTATCATTTTITAATGGALARBATT

Sekil 14. dnapol ve mcp transkriptlerinin 5° uclari. Translasyon baglangi¢ noktasi
+1 olarak alindi. Koyu olarak belirtilmis siralar 5°-transle olmayan siralari
(5’UTR) gostermektedir. 5’-RACE analizi i¢in kullanilan primerler SP1,
SP2 ve SP3 olarak belirtilmistir
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3.3.2. Genlerin Promotor Bolgelerinin Analizi

dnapol ve mcp genlerinin transkripsiyonal aktivasyonundan sorumlu DNA siralarini
tayin edebilmek icin ikili lusiferaz deneyi yapiudi. Bu deney lusiferaz proteininin
kullanildig: bir cesit isaret sistemidir. Burada kullanilan “ikili” kelimesi iki farkli lusiferaz
geninin iirlinlerinin tek bir sistem tarafindan aym anda ekspresyonu ve 6lgiilmesi anlamina
gelmektedir. Ikili lusiferaz isaret sistemi su sekilde 6zetlenebilir; sistemde iki farkli plazmit
mevcuttur. Bunlardan bir tanesi Kuzey Amerikan ates bocegi Photinus pyralis’e ait
atesbocegi lusiferaz geninin promotorsuz olarak klonlandig1 pSP-Luc+ plazmiti (Promega),
digeri ise bir mercan tiirii olan Renilla reniformis organizmasi tarafindan kodlanan renilla
lusiferaz geninin ekspres edildigi pIC-IE1 plazmitidir. pIC-IE1 plazmiti Mariella van
Hulten (Wageningen University, Laboratory of Virology) tarafindan pRL-null (Promega)
plazmitinden olusturulmustur. Dr. Van Hulten pRL-Null plazmitinde promotorsuz olarak
klonlanmis olan renilla lusiferaz geninin 6nline AcMNPV’ye ait en erken grubu bir gen
olan IE1 geninin promotorunu yerlestirmis ve elde ettigi plazmite pIC-IE1 adin1 vermistir.

5’-RACE analizi sonuglarina gore -35. bazda transkripsiyon baslangi¢ noktas1 tespit
edilen dnapol igin 282 ile 41 niikleotid uzunluklart arasinda degisen promotor
fragmentlerine sahip 7 farkli rekombinant plazmit test edildi. Lusiferaz aktivitesi 282 ve
121 niikleotid uzunluklardaki DNA fragmentlerine sahip plazmitler arasinda belirgin
olarak degismezken 78 niikleotid uzunlugundaki DNA fragmanina sahip plazmitte %70-80
oranlarina diistli ve 62 niikletid uzunlugundaki DNA fragmentine sahip plazmitde de
yaklasik bu seviyede seyir etti. 41 niikleotid uzunlugundaki DNA fragmentine sahip
plazmitte ise aktivite 5’-UTR bolgesinin icindeki bir noktadan (13. niikleotid) baglayarak
diizenlenmig ve negatif kontrol olarak diizenlenmis rekombinant plazmitinin aktivitesi gibi
bemen hemen sifir olarak kaydedilmistir. Bu sonuglara gore; dnapol’iin promotor
bolgesinin 6nemli bir kisminin —62 ile —41 arasinda ve aktiviteyi arttiric1 baz1 bolgelerin de
—121 ile —78 arasinda oldugunu sdylemek miimkiindiir (Sekil 15).

mcp iginde, 282 ve 24 niikleotid uzunluklan arasinda degisen DNA fragmentlerinin
klonlandigi 8 farkli rekombinant plazmit test edildi. Lusiferaz aktivitesi 282, 209, 140 ve
87 niikleotidlik uzunluklardaki DNA fragmentlerinin klonlandig1 plazmitler arasinda ¢ok
biiyiik bir degisiklik gostermedi. 43 niikleotid uzunlugundaki DNA fragmentinin
klonlandig1 rekombinant plazmitde ise aktivitede belirgin bir diisiis tespit edildi ve bu

diiglis bir sonraki rekombinant plazmitin aktivitesinde de devam etti. Bu sonuclara gore;
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mcp’nin promotor bolgesinin 6nemli bir kisminin —67 ve —43 noktalar1 arasinda olmasi

gerektigi sdylenebilir (Sekil 15).
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Sekil 15. dnapol ve mcp genlerinin promotor analizleri. Bombyx mori
hiicreleri CIV mevcudiyetinde dnapol ve mcp ye ait promotor
plazmitleri ile transfeksiyon yapildi. Firefly lusiferaz aktiviteleri
renilla lusiferaz aktivitesi ile orantil1 olarak hesap edildi
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3.4. Mutasyon Analizi

D’Costa ve arkadaslar1 (2001) tarafindan en erken genler olarak tespit edilen RNA
polimeraz ve helikaz genlerinin ve bu calismada erken olarak tespit edilen DNA polimeraz
geninin 5’ Dbolgelerinde ortak bir baz dizisi olan TTGTTTT siras1 dikkati ¢ekti. Bu
siranin promotor olup olmayacagini anlayabilmek igin iki basamakli PCR yontemi ile
buradaki G bazi C olarak degistirildi. Degisiklik en uzun fragmente sahip rekombinant
plazmit (DNAPOL PC1) iizerinde yapildi. Bu plazmitdeki G bazi C olarak degistirildi ve
transfeksiyon yapilarak lusiferaz proteininin ekspresyon miktarina bakildi. Elde edilen
sonu¢ mutasyon yapimamig plazmitin (DNAPOL PC1l) ekspresyon giicli ile
karsilastirildiginda lusiferaz aktivitesinde % 25 diistis oldugu tespit edildi. Bu sonuca gore
TTGTTTT motifinin promotorun bir pargast oldugu fakat aktivitesinde ¢ok Onemli bir

kismi olmadig1 kanaatine varildi.

3.5. Promotor Bolgelerinin Bilgisayar Analizi

CIV genomunu olusturan genlerin kodlayan bolgelerinin yukar: kisimlarinda bulunan
80 ve 100 niikleotid uzunluguna kadar olan bazlar, en sik ihtiva ettikleri 4 ve 6 niikleotidlik
motifler bakimindan analiz edildi. Analiz sonucunda 6zellikle 4 niikleotidli motiflerden
TAAA ve ATAA’nin genlerin kodlayan bolgelerinin yukarn kisimlarinda tiim genoma
orania 2 kat daha fazla bulundugu goriildii (Tablo 5). TAAA motifi dnapol geninde 70. ile
60. ve 60. ile 40. niikleotidler arasinda iki kez tespit edildi (Sekil 12). Ayrica 60. ve 40.
niikleotidler arasinda ATAAA motifine de rastlandi. Bu bdlgelerin silinmesi promotor
aktivitesinde belirgin bir diisiis meydana getirdi (Sekil 4). Aymi zamanda ge¢ gen olan mcp
geninde de TAAA motifine rastlandi. Yine bir bagka erken gen olan helikaz geninde de
TAAA motifine tekrarlar halinde rastlamak miimkiindiir. Ancak bunlar ile ilgili bir sonuca
varmak icin yeterli veri elimizde bulunmamaktadir. Ayrica yine bu ¢alismanin sonucuna

gore dnapol’ii en erken ve mcp’yide geg grubu yapan faktoriin ne oldugu anlagilamarmigtir.
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Tablo 5. CIV genlerinin kodlayan kisimlarinin 5° bolgelerinin 80 niikleotid yukari
bolgelerinde, 4 niikleotidli motiflerin tiim genoma gore bulunma siklig1

4-bazli Genomda Promotorda Promotor bolgesindeki
motif bulunma bulunma nisbi oran

taaa 7280 650 2.1

ataa 5120 437 20

aata 5438 408 1.8

ttaa 6960 519 1.8

taag 1247 86 1.6

aaat 7966 548 1.6




4. TARTISMA

Bu calismada CIV’nin, simdiye kadar replikasyonunun tespit edilmedigi Bombyx
mori (Bm) bocek hiicre kiiltiiriinde replike oldugu 11k mikroskobu galigmalari, slot-blot
hibridizasyonu ve revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemleri
ile tespit edildi. Ayn1 zamanda RT-PCR yontemi ile dnapol ve mcp genlerinin ekspresyon
siuflarmin neler olduklari belirlendi. Ayrica dnapol ve mcp genlerinin 5° translasyona
ugramayan bolgeleri 5’-RACE deneyi ile ve promotorlarinin bulunabilecegi muhtemel baz
araliklar: lusiferaz deneyi ile belirlendi. Boylece bu caligma ayni zamanda bdcek
iridoviriislerine ait promotor bolgelerinin aragtirilmasi ile ilgili yapilan ilk ¢aligmadir.

CIV, orijinal olarak pirin¢ kok delici kurdu, Chilo suppressalis’den (Lepidoptera;
Pyralidae) Japonya’da izole edilmistir (Fukaya ve Nasu, 1966). Bocekler sinifi icerisinde
konak spektrumu incelenmis ve alti ordoya (Lepidoptera, Coleoptera, Diptera,
Hymenoptera, Hemiptera ve Orthoptera) ait 100’den fazla bocek tiiriiniin CIV’ye duyarh
oldugu tespit edilmistir (Mitsuhashi, 1967; Hama, 1968; Fukuda, 1971; McLaughlin ve
ark., 1972). Ayrica CIV’nin replike oldugu ¢ok sayida bdcek hiicre susu bilinmektedir
(Constantino vd., 2001). Ozellikle CF-124T hiicre susu CIV replikasyonunun ilk olarak
tespit edildigi sustur. Ne varki CIV ile ilgili yapilan ¢aligsmalarda ¢ogunlukla larvadan elde
edilen viriis kullanilmaktadir. Larvadan elde edilen viriis hiicre kiiltiiriinde kolaylikla
replike olabilmekte ve ¢ok sayida yavru viriis olusturmaktadir (Devauchelle vd., 1985).
Ancak hiicre kiiltiiriinden elde edilen CIV ile yapilan galigmalar ¢cok sinirlidir (Ohba ve
Aizawa, 1978). Ciinkii hiicre Kkiiltiirinde bir kez pasajlanan CIV, inokiiliim olarak
kullanildiginda ¢ok diistik sayida viriis olugturmaktadir.

Bu c¢aligmada CIV’nin replikasyonunun simdiye kadar tespit edilmedigi Bombyx
mori (SPC-BM-36) hiicrelerinde gerceklestigi belirlendi. CIV i¢in yeni bir konak olarak
tespit edilen Bombyx mori hiicreleri literatiire yeni bir kayit olarak gegecektir. Boylece B.
mori hiicerelerinin CIV i¢in duyarli olduklari tespit edilmis oldu. Fakat B. mori
hiicrelerinde iiretilen yeni CIV ile saglikl: hiicreler yeniden enfekte edilince enfeksiyon gok
yavag gelisti. Bu sonug B. mori hiicrelerinin, CIV’nin replikasyonunun tespit edildigi diger
hiicreler gibi viriistin ¢ogaltilmas: igin kullanilabilecek yeterince verimli bir konak

olmadigini gostermektedir.
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SPC-BM-36 hiicrelert CIV’nin replike olabildigi yeni bir konak olarak tespit
edildikten sonra tez ¢aligmasi dnapol ve mcp genleri tizerinde siirdiiriildi.

CIV’de genlerin transkripsiyonu ii¢ asamada gergeklesmektedir. Transkript olan
genler en erken, erken ve ge¢ seklinde simiflandirilir. Daha 6nceden yapilmis ¢aligmalara
goére mep’nin geg grubu bir gen oldugu bilinmemektedir (D’Costa vd., 2001). Calismadaki
diger bir gen olan drapol’iin hangi smifa ait oldugunu tespit etmek amaciyla inhibitérler
kullamlarak enfekte edilmis SPC-BM-36 hiicrelerinden izole edilen RNA’lar kullanilarak
RT-PCR analizi yapildi. Protein sentezini inhibe etmek igin 200 pg/ml konsantrasyonunda
siklohekzimit kullamld: (Liu ve Bilimoria, 1997; Ross ve Guarino, 1997). DNA sentezini
inhibe etmek ig¢in 100 pg/ml konsantrasyonunda Ara-C kullamldi (D’Costa vd., 2001).
dnapol transkriptinin, DNA sentezi inhibit6rii Ara-C mevcudiyetinde tespit edilmesi,
protein sentezi inhibitdrii varhiginda ise tespit edilememesi, bu genin, transkripsiyonu i¢in
DNA sentezine ihtiyag duymadigim fakat protein sentezine ihtiya¢ duydugunu, dolaysi ile
erken gurubu bir gen oldugunu gostermektedir. mcp transkriptinin de sadece inhibitorsiiz
ortamda tespit edilmis olmas1 hem DNA hem de protein sentezine ihtiyag duydugunu
dolayis1 ile D’Costa ve arkadaglari (2001) tarafindan daha Once belirtilen sonucu
destekleyici sekilde ge¢ grubu gen oldugunu gostermistir. D’costa ve arkadaglar tarafindan
yaymlanan bu ¢aligmada mcp’nin yaninda helikaz ve rnapol genlerinin transkripsiyonlart
da incelenmis ve helikaz ve rnapol’tin en erken grubu genler olduklan gésterilmistir.

RT-PCR sonuglarina dayanarak dnapol ve mcp genlerinin promotor bélgeleri
aynintili olarak incelendi. 5’-RACE analizi sonucunda dnapol’iin transkripsiyon baslangig
noktasinin, translasyon baglangi¢ noktasi +1 olarak almdiinda, -35. pozisyonda ki C bazi
veya bu bazin yamindaki 3 adet T’den biri oldugu belirlendi. Aym sekilde mcp iginde
transkripsiyon baslangi¢ noktasi -15. pozisyonda ki A bazi veya bunun yanindaki T oldugu
tespit edildi. 5°-RACE analizi sirasinda tek zincir cDNA’ya dA kuyrugu takildigs igin bu
T’lerin kuyruk dolayis: ile karsilik gelen T’lerden mi yada genin yapisindaki T’lerden mi
geldigini kesin olarak sGylemek miimkiin degildir.

Lusiferaz deneyinde, CIV promotor plazmitleri hem dnapol ve hem de mcp igin,
sadece CIV virlis partikiillerinin mevcudiyetinde aktif olabildi. Kloramfenikol asetil
transferaz (CAT) deneyiyle Frog viriis 3 (FV3, Ranaviriis) ICR-169 geninin promotor
aktivitesinin incelenmesi sirasinda da benzer sonuglar elde edilmistir (Willis ve Granoff,
1985). CAT sentezi hiicreler transfeksiyondan sonra FV3 ile enfekte edilince
goriilebilmigtir. Aymtili galigmalar FV3 geninin aktivasyonu igin viral DNA’mn yeterli
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olmadigni, viriis partikiiliiniin gerekli oldugunu gostermistir. Benzer bir ¢aligma ile CIV
icinde aktivasyonun bu sekilde oldugu gosterilmistir. Soyleki, saflagtirilmig viral DNA’nin
UV ile muamele edilmis viriis partikiilii ile birlestirilmedik¢e enfeksiyon olusturmadig:
belirlenmistir (Cerutti vd., 1989). Ancak erken genlerin aktivasyonunu saglayan viriise ait
yapmin ne oldugu heniiz bilinmemektedir.

Erken genlerin transkripsiyonu igin virlis partikiiliindeki bir bilegene ihtiyag
duyulmas: iridoviriislerde oldugu gibi poxviriislerde ve asfarviriislerde de goriilmektedir.
Vaccinia virlislerde ornegin RAP94 polipeptidi erken transkripsiyon icin gereklidir.
RAP94 ge¢ bir gendir ve viriis bagimli erken bir transkripsiyon faktorii fonksiyonu
gorebilir (Ahn vd., 1994). Ayrica yine vaccinia viriislerde, enfeksiyonun ge¢ safhasinda
sentezlenip erken promotorlara ve viral RNA polimeraza baglanan VETF’ye, erken
genlerinin transkripsiyonu i¢in ihtiyag vardir (Moss, 1996). CIV’de benzer bir fonksiyon,
omurgali iridoviriisi Lymphocystis disease viris (LCDV-1, Lymphocystis viriis
genusu)’in erken transkripsiyon faktorii ile homolog olan ORF 022L geni tarafindan
yapilabilir (Jakob vd., 2001).

FV3 transkripsiyonun baglamas: i¢in konak nukleusuna ve dolayis: ile de konak
RNA polimeraz iligkisine ihtiyac duyarken (Goorha vd., 1977; Gorrha vd., 1978)
poxviriisler ve asfarviriisler erken genlerin sitoplazmadaki transkripsiyonu i¢in virionda
mevcut olan viral RNA polimeraz: kullamir (Baroudy ve Moss, 1980). African Swine
Fewer viriisde (ASFV) Poxviriisler ve Asfarviriisler gibidir. Ancak ASFV’iin replikasyonu
icin fonksiyonal bir nukleusa ihtiya¢ duyulur (Garcia-Beato vd., 1992). CIV ve LCVD-
1’de enfeksiyonun geg¢ safhalarinda sitoplazmik transkripsiyonda rol oynayabilecek RNA
polimeraz alt iinitesi homologlar1 mevcuttur (Tidona ve Darai, 1997; Jakob vd., 2001).

Poxviriis ve Asfarviriis mRNA’larinin. aksine c¢ogu iridoviriis mRNA’larinda
poliadenillesme yoktur. Poliadenillesmeye sadece Tipula iridescent virlis (TIV)’iin iki
transkriptinde ve LCDV-1"in baz1 genlerinde rastlamilmigtir (Williams, 1998). Nitekim bu
calismada da CIV’ye ait dnapol ve mcp transkriptlerinin oligo dT primerler kullanilarak
yapilan RT-PCR analizleri sonu¢ vermedi (veriler gosterilmedi).

Simdiye kadar sadece FV3’e ait iki en erken gen iizerinde promotor ¢alismalar
yapilmustir. Bu genler ICR 169 ve ICR 489 genleridir (Willis, 1987). ICR 489 geninin
promotor bolgesinde klasik TATA, CAAT ve GC kutular: bulunmaktadir. ICR 169 geninin
transkripsiyon baslangic noktasinin 29 bp yukari kisminda TATA kutusuna benzer

TATTTTA siras: tespit edilmigtir. Yapilan delesyon ¢aligmalarinda bu siranin tamamen
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silinmesi genin ekspresyonunu ortadan kaldirmamus fakat promotor aktivitesinde %16’lik
bir diisiis gbzlenmistir. Aktivitenin tamamen kaybolmamas: sasirtict olabilir. Fakat TATA
kutusunun silinmesi durumunda aktivitenin tamamen kaybolmadigint destekleyen bagka
calismalarda mevcuttur (Willis, 1987). Ayrica bilinen TATA kutularindan farkli olan
TATA kutularinin RNA polimeraz II'yi yerlestirme fonksiyonu oldugu bilinmektedir. Bu
calismada tespit edilen TTGTTTT motifinin de benzer bir fonksiyona sahip olup
olmadigimi belirlemek icin daha ayrintidi ¢alismalar yapmak gerekir. Fakat bu motifin
pozisyonunun transkripsiyonun baglangic noktasindan hemen sonra olmasi benzer bir
fonksiyonu yiirlittigii goriisiini kuvvetlendirmektedir. Sadece bir bazda mutasyon
aktiviteyi tamamen diigiirmeye yeterli olmayabilir. ICR 169 geninin 5° kisminda daha fazla
delesyonlar yapilmis ve neticede TATTTTA siwrasinin yukarisinda bulunan 14 bazhk
(CAGGGGAATTGAAA) kismin genin promotor bolgesi fonksiyonunda kilit rol oynadig:
belirlenmistir (Willis, 1987).

5’-RACE analizi ve lusiferaz deneylerinin sonuglar1 CIV’nin promotor bolgelerinde
AT bakimindan zengin motiflerin oldugunu goésteren bilgiler bilgisayar programi analizi ile
desteklenmistir. Bu analiz sonucunda CIV genomunda AT bakimindan zengin motiflerin
- tespit edilmesine ragmen bu motiflerin promotor dizileri olup olmadifi konusunda bir
sonuca varilamamaktadir. Ayn1 program Baculoviriis genomuna uygulandiginda da erken
motif CAGT ve ge¢ motif TAAG kolaylikla bulunmustur (Marks vd., 2002). Ayrica bu
_¢alisma -sonucunda drnapol’ii erken ve mcp’yi de ge¢ gen yapan faktdriin ne oldugu
anlagilamamustir. Poxviriis ve Asfarviriis promotor motifleri de aymi zamanda AT
bakimindan zengindir (Moss, 1996; Rodriquez vd., 1996; Garcia-Escudero ve Vinuela,
- 2000). Erken Poxviriis genlerinde transkripsiyon, Poxviridae familyasi i¢cinde korunmus bir
bolge olan (A)GTG(A)AAAAA/TA’nin 12- 17 niikleotid asagisinda bulunan bir purin ile
baslar (Moss, 1996). Vaccinia viriislerde ge¢ promotorlar (TAAA ve TAAAT) ATG’nin
hemen yukarisinda bulunur. Hatta ATG’nin iistiinede gelmis olabilmektedir. Poxviriis
transkriptleri 5° poli A kuyruguna sahiptir (Moss, 1996) ancak CIV transkriptlerinde buna
rastlanmamuistir.

Gecg gen olan mcp’de promotor siras1 Vaccinia viriislere gore translasyon baglangic
noktasinin biraz daha yukansinda bulunmaktadir. Fakat yine de promotorun uzamasi
ihtimaline karsi promotor plazmitlerinin hazirlanmasi sirasinda dnapol ve mcp’ye ait
translasyon baglangic kodonlar1 ve bu kodonlarin Oniindeki birkac niikleotid plazmitlere

dahil edilmistir.
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Bu calismalar CIV dnapol ve mcp genlerinin 35 ve 15 niikleotidlik kisa 5’
translasyona ugramayan bolgelere sahip olduklarini gostermistir. Ayrica promotor
aktivitesi i¢in 6nemli olan siralarin translasyon baglangic noktalari +1 olarak alindiginda —
70. ve —40. pozisyonlar arasinda oldugu goriilmektedir. Promotor dizilerinin bulundugu bu
baz dizileri arasinda AT bakimindan zengin motifler bulunmaktadir. Sonug olarak CIV’de

erken ve ge¢ promotorlar: daha ayrintili promotor ¢aligmalariyla incelenmelidirler.



5. SONUCLAR

Bu calisma sonucunda Chilo iridescent viriis’tin replikasyonunun simdiye kadar
tespit edilmedigi yeni bir konak tespit edildi. Ayrica CIV’ye ait DNA polimeraz (dnapol)
ve major kapsid protein (mcp) genlerinin transkripsiyonlarinin gergeklestigi siniflar, 5°
uclarindaki proteine doniigmeyen siralar ve bu iki genin promotorlariin bulunabilecegi
muhtemel baz araliklar belirlendi.

CIV’nin Bombyx mori (SPC-BM-36) bocek hiicrelerinde replike oldugu 1sik
mikroskobu ve slot-blot hibridizasyonu galigmalan ile tespit edildi. Viriis enfeksiyonu
sonucu SPC-BM-36 hiicrelerinde irilesme ve vakuollesmeler meydana geldi.

CIV’ye ait dnapol ve mcp genlerinin ait olduklar: transkripsiyon siniflar1 Revers-
Transkripsiyon PCR analizi ile tespit edildi. Buna gore dnapol’iin erken, mcp’nin ise geg
grubu genler olduklar1 belirlendi.

dnapol ve mcp genlerine ait Ozel primerler kullanilarak elde edilen cDNA’lar
kullanilarak bu iki genin proteine doniismeyen siralari tespit edildi. Sonugta drapol i¢in 35
mcp igin ise 16 baz uzunlugunda proteine doniismeyen baz dizileri belirlendi. Promotor
bolgelerinin analizi c¢alismalarinda dnapol’iin promotor aktivitesinin -62. ile -41.
niikleotidler arasinda hemen hemen sifirlandig1 goriildii. Buna gore drapol’iin promotor
bolgesinin bu bazlar arasinda oldugu sdylenebilir. mcp icin ise promotor aktivitesinde
belirgin bir diigiis -67. ile -43. bazlar arasinda gézlendi. Dolayisi ile mcp’nin promotor
bolgesinin de bu bazlar arasinda oldugunu séylemek miimkiindiir

TTGTTTT motifinin promotor sirasi olup olmadiginin tespiti i¢in yapilan mutasyon
islemi sonucunda promotorun aktivitesinde %25 diigiis belirlendi.

Bu calisma sonucunda Chilo iridescent viriis’iin replike olabilecegi yeni bir konak
tespit edilmig, ayrica bu viriise ait dnapol ve mcp genlerinin promotor bdlgeleri iizerinde

ilk defa ayrintil1 caligmalar yapilmisgtir.



6. ONERILER

Tezin tartigma boliimiinde de belirtildigi gibi literatiirdeki bilgilere gore CIV’ye ait
saflagtirllmis DNA UV ile muamele edilmis viriis partikiili ile birlestirilmedikce
enfeksiyon olusturamamaktadir (Cerutti vd., 1989). Bu durum ayn1 zamanda FV3 iginde
gecerlidir. Nitekim bu durum tezin transfeksiyon asamasinda gozlendi. Lusiferaz geninin
promotor kismina klonlanmis olan, CIV’ye ait erken ve ge¢ genlerin muhtemel promotor
bolgeleri, lusiferaz geninin ekspresyonunu ortamda CIV partikiili olmaksizin
gerceklestiremedi. Bu durum erken genlerin aktivasyonu igin viriise ait bir bilesenin
gerekli oldugunu gostermektedir. Erken genlerin aktivasyonunu saglayan viriise ait bu
yapiun ne oldugunun tespit edilmesi iridoviriisler ile ilgili oldukca ilging bilgilerle
sonuglanabilir.

Bu calismada mcp ve drapol genlerinin promotorlarinin bulunabilecegi muhtemel
baz araliklan belirlenmistir. Daha ayrintili ¢aligmalar yapilarak spesifik promotor bolgeleri
tespit edilebilir.

Calismada dnapol’in 5’ kisminda tespit edilen TTGTTTT motifinin sadece bir
bazinda mutasyon gergeklestirildi. Mutasyon sonucunda lusiferaz geninin ekspresyonu
tamamen yok olmamakla beraber % 25 oraninda azaldig: tespit edildi. Daha ayritili
delesyon caligmalar1 ile bu motif tamamen kaldirilip ekspresyon giiciindeki diisiis
gozlenmelidir.

dnapol’iin promotor bolgesinde tespit edilen TTGTTTT erken genler olan helikaz
ve rnapol’iin yapisinda da tespit edilmigtir. Bu genlerinde ilizerinde promotor galigmast

yaparak bu motifin bunlarda da bulunup bulunmadi arastirilabilir.
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8. EKLER

Ek Tablo 1. CIV genomundaki genlerin kodlayan bolgelerinin 6zellikleri (Jakob vd., 2001).

Gen

Niikleotid Amino
Pozisyonu Asitler

Domainler
(Protein siras1 i¢indeki

En yiiksek homolog
oldugu proteinler

aminoasid Pozisyonu)

heat-stable enterotoxins signature (9-55)

§ 1050-2105 352 none putative 17 KD protein of
Heliothis armigera entomopoxvirus
(AF017791)
2498-2857 120 CXXCXGXG dnal domain signature (36-110) none
2901-4772 624 none exonuclease 11 of Schizosaccharomyces
pombe (P40383)
4896-5732 279 none none
765-9277 1171 SNF2 and others N-terminal domain 1. nucleoside-triphosphatase I of Amsacta
(59-91) " moorei entormopoxvirus (P29814)
DEAH-Box subfamily ATP-dependent
helicases signature (213-216) 2. ORF 132L (early transcription factor
subunit) of LCDV (L63545)
504-9890 129 none none
931-11520 530 ATP/GTP binding site motif A (P-loop) mitochondrial DNA repair and
(30-37) recombination protein PIF1 (Precursor) of
Saccharomyces cerevisiae (P07271)
1997-12398 134 none none
12470-16288 1273 ATP/GTP binding site motif A, P-loop (31-38) DNA-Polymerase of LCDV (L.63545)
bipartite nuclear localization signal
(115-132, 772-789)
DNA polymerase family B
(1137-1211; 150-1035)
16380-16745 122 none putative protein 139R of LCDV (L63545)
16811-17092 94 leucine zipper pattern (14-35) none
7343-17690 116 none none
8066-18260 65 none putative protein 089L of LCDV (L63545)
18448-21843 1132 prokaryotic membrane lipoprotein lipid topoisomerase II of Paramecium bursaria
attachment site (845-855) chlorella virus 1 (041065)
DNA topoisomerase 11
- (10-561, N-terminal region) (416-487)
21936-22304 123 none putative protein 144L of LCDV (L63545)
22612-25767 1052 ATP/GTP binding site motif A (P-loop) P115 protein of Mycoplasma hyorhinis
- (28-35, 44-51) (P41508)
DA-BOX 2nd half motif for nucleotide
binding, associated with P-loop (973-1037)
ATP binding proteins "active transport”
family s (952-1010)
25855-26703 283 leucine zipper pattern (44-65) none
b 26742-27449 236 none none
27538-28002 155 lysosome-associate membrane glycoproteins none
cytop (6-37)
28071-28607 179 none none
28749-28913 55 none putative protein 118R of LCDV (L63545)
29008-30375 456 none none
30455-31144 230 none none
31630-31830 67 none putative protein 129R of LCDV (L.63545)
31678-32451 258 ATP/GTP binding site motif A, P-loop (36-41) putative protein 054R (ATPase) of LCDV
P-loop nucleotide binding motif (31-50) (L63545)
32607-33545 313 bipartite nuclear localization signal (148-165)  none
33937-34404 156 none none
34404-34553 50 none putative protein 004R of LCDV (1.63545)
34597-35091 165 none none
35109-37985 959 ‘ ribonucleotide reductase putative protein 176L (ribonucleoside
(47-272), (611-712), (47-891) diphosphate reductase large chain) of LCDV
(L63545)
38530-38784 85 zinc finger, C3HC4 type (RING finger) (39-72) none
38874-39395 174 Beta-lg-H3/Fasciclin domain (36-171) none
39478-41283 602 bipartite nuclear localization signal (16-33) none
41938-42639 234 none intron-associated endonuclease 2 of )
bacteriophage T4 (P07072)
42838-43008 57 bipartite nuclear localization signal sperm protamine of Coturnix coturnix I
(2946, 36-53) Japonica (Japonese quail) (P14402)
43081-43251 57 bipartite nuclear localization signal 1. sperm protamine P1 of
(7-24, 11-28, 18-35, 2946) Notoryctes typhlops (P421143) !
2. putative protein 134L of LCDV (L63545)
43312-43551 80 RNA polymerases N/ 8 Kd subunit (1-61) DNA-dependent RNA polymerase subunit

N of Sulfolobus acidocalcarius (P39472)
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Niikleotid Amino
Pozisyonu Asitler

Domainler
(Protein sirast icindeki
aminoasid Pozisyonu)

En yiiksek homolog
oldugu proteinler

46633-48177

48302-48661

48729-48995
45041-49463
4953349958

50963-51667
51751-52353
52489-53205
53353-53886

53930-54100
54168-54509
54578-54772

54867-55058
55099-55350
55500-56375

56488-57072

. 57102-57566

i

: 7229775374

515
120
89

141
142

235
201
239
178

57

114
65

84
292

195

155
245

414

255

- 57

152

475
53

442

152
264

132

246

1026

prokaryotic membrane lipoprotein lipid
attachment site (149-159)

chitin recognition or binding domain signature

(72-119)

zinc finger, C3HC4 type (RING finger) (45-77)

none

bipartite nuclear localization signal (100-117)
tyrosine specific protein phosphatases profile
(57-115)

dual specificity protein phosphatase profile
(2-136)

specificity phosphatase, catalytic domain
(2-134)

specific protein phosphatases active site
(56-117)

tyrosine specific protein phosphatases active
site (79-91)

none

none

zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type (81-107)
neutral zinc metallopeptidases (107-162)
zinc-binding region signature (129-138)
none

none

myotoxins signature (1-55)

growth factor and cytokines receptors family
signature (3-65)

none

none

double stranded RNA-binding domain
(dsRBD) profile (204-276)

ribonuclease III family domain profile (32-152)

ATP/GTP-binding site motif A (P-loop)
(8-15)

none

bipartite nuclear localization signal (171-188)
UvrC homology region 1 (6-84)

ZIP transcription factor (259-289)
none

none

none .

zinc finger, C3HC4 type (RING finger)
(111-145)

none

signal pepttide (1-23)

helicases conserved C-terminal domain
(317-403)

none

neuiral zinc metallopeptidases, zinc-binding
region (64-113), matrixin (1-83)

none .

none
helicases conserved C-terminal domain

(461-544), SNF2 and others N-terminal domain

(36-153, 204-260, 295-363)

phosphopantetheine attachment site (387 -402)

zinc finger, C3HC4, RING finger (137-169)
bipartite nuclear localization signal (161-178)
RNA polymerase alpha subunit (216-992)
cytochrome ¢ family heme-binding site
signature (62-67) :

putative protein 067L of LCDV (L63545)
none

zine finger protein EF2 of CIV40629)
none

protein-tyrosine phosphatase (late protein
H1) of vaccinia virus (P07239)

none
none
none
none

putative protein 023L of LCDV (L63545)
none
none

putative protein 062R of LCDV (L63545)
none

1. putative protein 137R (ribonuclease i1t
(double-stranded RNA-specific)) of LCDV
(L63545)

2. ribonuclease 111 of Thermotoga maritima
(Q9X0I6)

1. putative protein 136R (thymidine kinase)
of LCDV (1.63545)

2. thymidine kinase of channel catfish
herpesvirus (P28855)

3. hypothetical 25.4 kDa protein in SERS-
DNAZ intergenic region of Bacillus subtilis
(P37529)

none

none

none

none

none

putative protein 116L of LCDV (L63545)
apoptosis inhibitor (IAP) of Cydia
pomonella granulosis virus (P41436)

none

sillucin (antibiotic) of Rhizomucor pusillus
(P02885)

helicase (D10 protein) of bacteriophage T5
(P11107)

none

Stromelysin-3 precursor (matrix metallo-
proteinase-11) of Xenopus laevis (Q11005)
CTLA-2a protein (activated T-cell protein)
precurser of Mus musculus (P1239)

none

global transactivator of Autographa
califomica nuclear polyhedrosis virus
(P41447)

zinc finger protein EF2 of Chilo Iridescent
virus (P402629)

1. DNA-dependent RNA polymerase
subunit o"of Methanococcus vannielit
(P41556)

2. putative protein 0161 (DNA-dependent
RNA polymerase largest subunit) of LCDV
(1.63545)
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Gen Niikleotid Amino Domainler En yiiksek homolog
Pozisyonu Asitler (Protein siras icindeki oldugu proteinler
aminoasid Pozisyonu)
75567-79124 1186 tyrosine protein kinases specific active-site putative protein 195R of LCDV (L63545)
signature (784-796)
79271-82183 7 ATP/GTP binding site motif A (P-loop) putative protein 128L of LCDV (L63545)
(521-528, 667-674)
82239-82457 73 none none
82521-83144 208 BIR repeat profile, inhibitor of apoptosis apoptosis inhibitor (IAP) of Cydia
domain (40-109), zinc finger, C3HC4 type pomonella granulosos virus (P41436)
(RING finger) (163-196)
83240-83656 139 none high mobility group protein of Tetrakymena
pyriformis (P40625)
83714-84235 174 thioredoxin-domain (16-124) none
thioredoxin family active site (39-57)
84586-85383 266 tyrosine specific protein phosphatases profile  none
(82-139)
trosine specific protein phosphatases active site
(87-139)
85637-87052 472 " none none
87186-87368 61 none none
87534-88790 419 none none
88855-89334 160 none none
89498-91342 615 none DNA Ligase of Borrelia burgdorferi
(051502)
91481-91936 152 none none
92246-92404 53 none putative proteins of LCDV (L63545)
1.086R
2.055L
95431-96600 390 none none
96736-97815 360 none none
98000-99565 522 none none
99596-100075 160 none none
100197-100394 64 none putative protein 133L of LCDV (L63545)
101461-102489 343 none none
102659-102847 63 none putative protein 123R of LCDV (L63545)
102705-104051 449 cysteine protease (281-338) 1. cathepsin B precursor (Cathepsin B1) of
eukaryotic thiol (cysteine) proteases (61-122)  Gallus gallus (Chicken) (P43233)
eukaryotic thiol (cysteine) proteases cysteine 2. putative protein 043R (cysteine
active site (93-104) proteinase; Cathepsin B- precursor) of
LCDV (L63545)
104095-104979 295 thymidylate synthase active site (144-200) thymidylate synthase of herpesvirus ateles
(P12462)
105047-105334 96 cytochrome ¢ family heme-binding site none
signature (60-65)
105409-105597 63 none none
105726-106532 269 leucine zipper pattern (124-145) hypothetical protein MI1187
Motk ‘- Tis (058588)
106593-107921 443 none none
108021-110033 671 bipartite nuclear localization signal IRV1 L96 protein of Tipula Iridescent Virus
(274-291, 281-298, 288-305) (TIV) (P22856)
OTU domain (392-521)
DNA polymerase (viral) N-terminal domain
(58-310)
110163-11074) 193 none none
110786-111580 265 SAM (and some other nucleotide) binding hypothetical 33.8 kDa protein in TWT1-
motif (42 -145) FLOS intergenic region of Saccharomyces
prokaryotic membrane lipoprotein lipid cervisiae (P38892)
attachment site (7 -17)
111859-112077 73 none none
112084-113403 440 none none
113666-113851 62 none none
114061-114570 170 TFIIS cysteine-rich domain signature (62-156) none
114606-114902 99 none 1. hypothetical 12.2 KD protein in VLF1-
GP41 intergenic region (Q06692)
autographa californica nuclear polyhedrosis
virus (ACMNPV)
2. hypothetical 12.2 KD protein (ORF 82)
(P45472) hypothetical orgyia pseudotsugata
multicapsid polyhydrosis virus (OPMNPV)
3. hypothetical 11.3 KD protein in SOHA-
MTR intergenic region E. coli (P45472)
115128-115973 282 metallo-phosphoesterase motif (4-190) exonuclease SBCD homolog of
Borrelia burgdorferi (051769)
116020-116397 126 none none
117 none none

7t 116477-116827
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Pozisyonu Asitler (Protein sirasi i¢indeki oldugu proteinler
aminoasid Pozisyonu)
117165-117326 54 none none
117365-117787 141 none none
117915-118553 213 ATP/GTP-binding site motif A, P-loop (21-28) thymidylate kinase of Seccaharomyces
thymidylate kinase signature (102-114) cervisiae (P00572)
118643-119140 166 none none
119361-120368 336 none none
120500-121396 299 bipartite nuclear localization sigaal (205-222) none
121519125601 1361 phosphate transporter family (99-921) potential repetitive protein
125646-127778 710 none none
127802-128014 71 none none
128273-128680 136 none none
128758-130158 467 none 1. capsid protein of IIV-1 (P18162)
major capsid protein
2. putative protein 147L (major capsid
protein) of LCDV (L63545)
130331-131479 383 bipartite nuclear localization signal (246-263)  putative protein 162L of LCDV (1.63545)
131527-131970 148 none 1AP-like protein P27 of African swine fever
virus (Q65138)
132053132415 121 none none
132478-132642 55 none putative protein 009R of LCDV (L63545)
132500-133444 315 bipartite nuclear localization signal (227-244)  putative protein 108L (DNA puff 1/9-2
(DNA-binding) protein precursor) of LCDV
(L63545)
132855133040 62 none putative protein 008R of LCDV (1L.63545)
133496-134746 417 none none
134869-135324 152 none none
135397-139425 1343 bipartite nuclear localization signal (779-796)  none
139519-139701 61 none none
139734-139955 74 none none
140006-141139 378 Zn-finger C2H2 (3-30) Oocyte Zn Finger protein XLCOF15
ATP/GTP-binding site motif A, P-loop (88-95) (Fragment) Xenopus laevis (P10072)
141207-141830 208 none none
142256-142846 197 none putative protein 019R of LCDV (L63545)
142877-143095 73 none 1. probable nonspecific lipid-transfer protein
precursor (LTP) (aleuron-specific 10 KDA
protein) (hordeum vulgare barley) (P27275)
2. putative protein 113L of LCDV (L63545)
143150-143800 217 none none
143926-144201 92 none none
144269-145342 358 none none
145433-146128 232 none none
146274-147527 418 none none
147601-147807 69 protein splicing signature (42-49) none
148473-149606 378 none none
149654-150355 234 bipartite suclear localization signal (74-91) apoptosis inhibitor of Cydia pomonella
zinc finger, C3HC4 type (RING finger) granulosis virus (CPGV) (P41436)
(185-219)
150426-151418 331 none none
151520-152755 412 glycoprotein hormones beta chain signature 1 putative protein 160L of LCDV (L63545)
(119125)
152801-153319 173 double stranded RNA-binding domain none
(dsRBD) profile (30-102)
153531-153794 88 aminoacetyl-transfer RNA synthetases class-]  none
signature (58- 69)
153856-155241 462 bipartite nuclear localization signal DNA-directed RNA-Polymerase subunit
(271-288) A’ of Methanococcus vanniellii (P14247)
155331-155537 69 phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) none
signatur (12-68)
155729-156061 111 none 1. Augmenter of liver regeneration of Rattus
norvegicus (Q63042)
2. Hypothetical 14.4 kDa protein B119L of
African swine fever virus (Q65163)
156103-156396 98 none none
156582-157001 140 TFIIS cysteine-rich domain signature (82-140) DNA-directed RNA-Polymerase subunit M
of Methanobacterium ther phi
(027369)
157094-157714 207 none none
158005-158211 69 L-lactate dehydrogenase active site (18-63) none .
158407-158562 52 none putative protein 046R of LCDV (L63545)
158775-159266 164 none none
59333-159788 152 none none
59901-160938 346 bipartite nuclear localization signal (168-185)  none
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161034-162659

162769-163110
163113-163301
163549-164793

164803-165531
165568-166062
166108-167187

167305-167883
167936-169519

169866-170627
170803-171843

172148-173380

173396-174277
174295-174570

174414-175775

175856-176308
176524-179694
178544-178933
179880-180608

180729-181442

182811183434
183571-184146

184256-184981
185306-186646

187341187883
187960-188373

188676-192254

542

114
63
415

243
165
360

193
528

254
347

411

454

151
1057
130
243

238

208
192

242
447

181
138

1193

cysteine protease (373-431)

eukaryotic thiol (cysteine) proteases cysteine
active site (166-177)

evkaryotic thiol (cysteine) proteases histidine
active site (380-390)

bipartite nuclear localization signal (25-42)
none

5'3"-exonuclease I-domain (172-295)
5'3"-exonuclease N-domain (1-104)

XPG N-terminal domain (1-107)

XPG I-region (186-281)

bipartite nuclear localization signal (207-224)
none

ribonucleotide reductases (30-343)

none
protein kinase domain profile (156-507)
eukaryotic protein kinase domain (156-173)
protein kinases ATP-binding region signature
(162-187) )
soybean trypsin inhibitor (Kunitz) protease
inhibitors family signature (100-116)

none

none

protein kinase dornain profile (126-410)
bipartite nuclear localization signal (89-106)
eukaryotic protein kinase domain (203-310)
protein kinases ATP-binding region signature
(132 -162)

Serine/Threonine protein kinases active-site
signature (258 -270)

leucine zipper pattern (154-175)

‘paired box' domain signature (38-91) serine-
proteases, subtilase family, aspartic acid (28-
75)sugar transport proteins signature 2 (19- 87)
none

none

Trp-Asp (WD) repeats signature (982-996)
none

high-mobility group (HMG) family
(55-122, 127-198)

none

zine finger, C3HC4, RING finger (148-195)
mutT domain signature (83-102)
bacterial mutT protein (68-105)

none
bipartite nuclear localization signal
(288-305)

none
none

bipartite nuclear localization signal
(440-457)

RNA polymerase beta subunit (113-1133)
prokaryotic membrane lipoprotein lipid
attachment site (527-537)

1. cathepsin B-similar protease-precursor of
Trypanosoma cruzi (AAD03404)

2. putative protein 043R (cysteine
proteinase; Cathepsin B- precursor) of
LCDV (L63545)

none

putative protein 165L of LCDV (L63545)

1. Flap endonuclease 1 of Homo sapiens
sapiens (P39748)

2. putative protein 191R (structure specific
endonuclease) of LCDV (L63545)

none

none

1. ribonucleotide reductase (small subunit)
of Chlamydia trachomatis (O84834)

2. putative protein 027R (ribonucleoside-
diphosphate reductase) of LCDV (L63545)
none

1. putative protein 010L (serine/theonine
protein kinase) of LCDV (L63545)

2. putative protein 080R (serine/theonine
protein kinase) of LCDV (L63545)

3. putative protein 088R (protein kinase) of
LCDV (163545)

none

ORF MSV198 (T28359),

protein of the MTG-Motiv-Genfamily of
Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus

1. Yb-C3R of Yaba monkey tumor virus,
(BAABS975)

2. Serin-Threonin-Proteinkinase 51PK(S) of
Mus musculus (AAC29496)

3. 30 kDa protein kinase homolog of
Vaccinia virus (P16913)

none
hypothetical 9.2 KD protein of

Moth 2 1

um

op.

(026182)

1. immediate-early Protein ICP-46 of Frog
Virus 3 (P14358)

2. putative protein 047L of LCDV (L63545)
none

potential repetitive protein

none

1. high mobility group protein homolog of
CIV (P40628)

2. high mobility group protein 1 of Homo
sapiens sapiens (P09429)

ORF MSV027 (AAC97845)

Protein of the MTG-Motiv-Genfamily of
Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus
Zincfinger-Protein ZEF2 of CIV (P40629)
1. Mutator MUTT Protein of Synechocystis
sp. (P72658)

2. ORF G5R of African swine fever virus
(CAAS0807)

3. putative protein 022R (mutator mutT
protein) of LCDV (L63545)

none

1. ORF MSV198, (NP_048269),

2. ORF MSV194, (NP_048265),

Proteines of the MTG-Motiv-Genfamily of
Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus
none

Lectinhomolog of African Swine Fever
Virus, (AAC28418) -

1. DNA-directed RNA polymerase IT 135
KDA polypeptide (RNA polymerase I
subunit 2) of Lycopersicon esculentum
(Q42877); 2. putative protein 025L (DNA-
dependent RNA-Polymerase Il (Subunit 2))
of LCDV (L63545)
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2 192309-192503
192354-193268

193344-193538
193647-194534

194572-196182

196413-196760
196872-204167

197129-197290

§ 201332-201514
201554-201757

05777-206658
07044-208528

10309-210578

1 210660-212168
4 212244-889

65
305

65
296

537

116
2432

54

68
68
61
68
68
74

62
138

184

294
495
220
65

90

503
376

none
bipartite nuclear localization signal (250-267)

none
dUTPase (163-294)

prokaryotic membrane lipoprotein lipid
attachment site (75-85)

protein kinase domain profile (119-429)
none

gram-positive cocci surface proteins ‘anchoring’

hexapeptide (155-160, 848-853)

leucine zipper pattern (319-340)
prokaryotic membrane lipoprotein lipid
attachment site (9-19)

N-4 cytosine-specific DNA methylase
signature (1-43)

agparaginase /glutarninase active site (9-61)
none

none

none

asparaginase / glutaminase active site (9-60)
none

none
thioredoxin family active site (22-66)
thioredoxin-domain (10-138)

RNA polymerases H/ 23 Kd subunit
(106-184)

none
none
none
none
none

glutamine synthetase putative ATP-binding
region (1-56)

none

none

none

proliferating cell nuclear antigen homolog
A193L of Chlorellavirus (Q84513)
putative protein 177R of LCDV (L6354S)
Desoxyuridin-5'-triphosphat-
nucleotidohydrolase (DUTPase) of Homo
sapiens saplens (P33316)

none

none

potential repetitive protein;
Submaxillar Apomucin of swine
(13288 aa) (AAC62527)

none

Repetitive ORF-group

Repetitive ORF-group: CIV ORF 445L
Repetitive ORF-group: CIV ORF 445L
Repetitive ORF-group: CIV ORF 445L
Repetitive ORF-group: CIV ORF 445L
hypothetical 8.1 KD protein in the MRH-
SOC intergenic region of Bakteriophage T4
(P20706) ’

none )
1. glutathionperoxidase-Homolog YKL026C
of Saccharomyces cerevisiae, (P36014)

2. putative protein 081R (thioredoxin 2) of
LCDV (L63545)

DNA-dependent RNA-Polymerase 11
(Subunit 5) of Schi: H yces pomb
(Q09191)

none

none

none

putative protein 026L of LCDV (L63545)
putative proteins of LCDV (L63545)
1.142R

2.045L

none

none
none
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