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ONSOZ
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Universitesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyelerine ve mesai arkadaslarima, tezin bir
kisminin  gerceklestirilmesinde laboratuar imkanlarindan istifade etmemi saglayan
Wageningen Universitesi (Hollanda), Viroloji Boliimii 6gretim iiyelerinden Prof. Dr. Just
M. VLAK’a, Do¢. Dr. M. Monique Van OERS’e ve Dr. Marcel WESTENBERG e
tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Doktora egitimim siiresince gerceklestirdigim calismalardaki
desteklerinden dolay: Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu (TUBITAK) na ve
Devlet Planlama Tegkilat1 (DPT)’na tesekkiir ediyorum. Ayrica tez siiresince bana her

konuda destek veren aileme tesekkiirlerimi sunuyorum.

Ikbal Agah INCE
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OZET

Programlanmis hiicre oliimii bocek hiicrelerinin viral enfeksiyonlara karsi
gelistirdigi baslica savunma mekanizmalarindan biridir. Viriislerin konak hiicrede etkin bir
enfeksiyon olusturabilmesi, konak hiicrelerin viral enfeksiyona karsi yanit olusturdugu
apoptosis mekanizmasinin baskilanabilmesiyle dogrudan iliskilidir. Chilo iridescent viriis
(CIV) genomunun analizi sonrasinda ii¢ ag¢ik okuma zinciri (ORF)nin baculovirus
Cydia pomonella graniiloviriis genomunda bulunan apoptosis inhibitdr genlerine (iap)
yiiksek oranda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bunlar sirasiyla 152, 208 ve 234 amino
asitlik proteinleri kodlayan 157L, 193R ve 332L ORF’leridirler. Bu proteinler
Cydia pomonella graniiloviriis IAP-3 proteiniyle homolojiye sahiptir. ORF 193R
tarafindan kodlanan proteinin amino ucunda bakiiloviral inhibitér motifi (BIR) ve karboksi
ucunda da RING finger motifi belirlenmistir. CIV genomu igerisinde belirlenen
bakiiloviral inhibitor tekrar, [ridoviridae familyasi icinde su ana kadar tiim genom analizi
tamamlanan 12 iiye icerisinde ilk ve tek bakiiloviral inhibitor motifidir (BIR). RT-PCR
analiziyle genin transkriptomik analizi, transkripsiyon baslama noktas1 ve STUTR bolgesi
tespit edilmistir. Inhibitorler varliginda gerceklestirilen enfeksiyonlarla da genin
transkripsiyon sinifi belirlenmistir. SPC-BM-36 ve Sf21 hiicrelerinde bakiiloviral en erken
promotor iel kontroliinde genin gegici ifadesi saglanarak aktinomisin D ile tesvik edilen
apoptosisin baskilanmasi {izerine genin etkinligi belirlenmistir. CIV nin genetik viral 193R
mutantt RNAi teknigi kullanilarak olusturulduktan sonra gen aktivitesinin dogal
enfeksiyondaki durumu tespit edilmistir.

Sonug olarak, biyoinformatik analizler sonucunda apoptosis inhibitor geni oldugu
diigiiniilen ORF 193R'nin “en erken” gen grubunda ifade edildigi, transkripsiyonun
enfeksiyon sonrasi 0-36. saatler arasinda gerceklestigi, transkripsiyon baslangi¢ noktasinin
-18. pozisyonundaki adenin (A) bazi oldugu ve genin fonksiyonel bir apoptosis inhibitor

proteini kodladig belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Chilo iridescent viriis, Apoptosis inhibitorleri, RNA interferens,
Fonksiyonel genomiks
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SUMMARY

Functional Analysis of a Putative inhibitor Genes of Apoptosis (IAP) Encoded by
Chilo Iridescent Virus

Programmed cell death or apoptosis is a major defense mechanism used by insects in
response to viral infections. Viruses can only successfully infect the host if they inhibit this
apoptosis. The genome of Chilo iridescent virus (CIV) has three ORFs with homology to
baculovirus inhibitor of apoptosis (iap) genes. The proteins encoded by the 157L, 193R, and
332L genes contain 152, 208 and 234 amino acids, respectively, and shares homology to the
IAP-3 protein of Cydia pomonella granulovirus. The protein encoded by ORF 193R contains
a BIR motif (baculoviral iap repeat) in the amino-terminal segment and a carboxy-terminal
RING finger motif. The presence of a BIR domain in a CIV open reading frame is a unique
feature among Iridoviridae. Transcriptomic analysis of the gene by RT-PCR allowed us to
determine the transcription start point and 5° UTR region of the gene. Transcription class was
determined in infection of Bombyx mori cells in the presence of inhibitors of DNA or protein
synthesis and showed that CIV iap is an immediate-early gene.

Transcription of the CIV iap gene initiated 18 nt upstream of the translational start
site. When this putative CIV iap was transiently expressed in SPC-BM-36 and Sf21 cells
under control of an early baculovirus promoter (iel), it blocked apoptosis induced by
actinomycin-D. RNA interference was used to knockdown the expression of 193R during CIV
infection in SPC-BM-36 cells. The conclusion from these results is that CIV ORF 193R

encodes a functional IAP protein.

Key Words: Chilo iridescent virus, inhibitor of apoptosis, RNA interference, Functional
genomics.
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1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Bocek viriisleri, gesitli boceklerden izole edilmis ve o boceklerde hastalik olusturan
veya boceklerin oliimiine sebep olan biyolojik varliklardir. Bocek viriislerinin etkili ve
hedefi simirli biyolojik kontrol iiriinleri olarak bilinmeleri, onemli proteinlerin iiretildigi
gen ekspresyon vektor sistemlerini olusturmalari, insan sagligini tehdit eden viriislerin
enfeksiyon mekanizmalarinin anlagilmasinda model ve gen tedavisinde gen transfer
vektorii olarak kullanilmalart bilim adamlarinin bocek viriislerini ¢alismalarinda 6nemli
etkenler olmustur. Ozellikle giiniimiizde, hizla artan hastaliklara kars1 kullanilacak ilaclarin
gelistirilmesinde, tibbi ve endiistriyel acidan onemli olan ¢esitli prokaryotik, okaryotik,
viral ve fungal genlerin, viriise ait gen ekspresyon sisteminde ifade edilmesinde viriisler
yaygin bir sekilde kullamilmaktadir (Jarvis., 2003; Ikonomou ve ark., 2003; Stanbridge ve
ark., 2003). Diinyanin bir¢ok iilkesinde bocek viriisleri iizerinde yogun biyoteknolojik
arastirmalar yapilirken ve bir¢ok biyoteknolojik {iiriin kullanima sunulurken, maalesef
tilkemiz bu konuda oldukca geri kalmistir.

Apoptosis (programlanmis hiicre 6liimii) ¢ok hiicreli organizmalar tarafindan viriis
enfeksiyonlarina karsi savunma mekanizmasi olarak kullamlmaktadir. Apoptosis olay1
sonucunda viriis tarafindan enfekte edilen hiicrelerin Oliimii nedeniyle olusan viriis
miktarinda oldukga biiyiik oranda bir diisiis saglanmaktadir. Bir¢ok viriis konak hiicrelerin
bu savunma mekanizmasina karsi koyabilen ve replikasyonunu garanti altina almalarim
saglayan apoptosis inhibitdr genlerine (iap) sahiptir. Son yillarda anti apoptotik genler
izerinde yogunlasan caligmalar sayesinde, apoptosis mekanizmasinin diizenlenmesinde
etkili olan olaylar1 anlamamiz miimkiin olmaktadir.

Bakiiloviriislerde, p35 ve iap (inhibitor of apoptosis) olmak tizere iki sinif apoptosis
inhibitor geni tespit edilmistir. p35 geninin olduk¢a az bakiiloviriis tiiriinde belirlenmesine
ragmen, iap ailesine ait iiyeler su ana kadar dizi analizi gerceklestirilen tiim
bakiiloviriislerde ve diger bircok organizma gruplarinda (bocekler, memeliler)
belirlenmistir. Bu genlerin belli bash kaspazlan baskiladigi ve apoptosisi durdurdugu

bilinmektedir.



Apoptosis mekanizmasinin aydinlatilmasinda kullanilan sistemlerden biri de 6nemli
bir bocek viriisii olan bakiiloviriislerin kullanildigi mekanizmadir. Bu calismada
gerceklestirilen 6n arastirmalar sonucunda, Chilo iridescent viriis de belirlenen muhtemel
apoptosis inhibitor genlerinin, bilinen ilk apoptosis inhibitdr geni olan bakiiloviriis Cydia
pomonella graviiloviriis iap genine yiiksek oranda benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. Bu
nedenle, arastirmada fonksiyonel analizi gerceklestirilen genin isleyis mekanizmasini
aydmlatmak icin bakiiloviriis iap genlerinin islevsel analizlerinde kullanilan sistemler en
uygun sistem olarak belirlenmistir.

Chilo iridescent viriis (CIV) Iridoviridae familyasin Iridovirus cinsine ait bir bocek
viriisiidiir. CIV aym zamanda “Bdcek iridescent viriis tip-6” olarak da bilinir. Ekonomik
oneme sahip boceklerde enfeksiyona neden olan CIV, Iridovirus cinsinin tip tiirtidiir. CIV
Japonya“da Fukaya ve Nasu (1966) tarafindan bir lepidopter olan Chilo suppressalis (Asya
piring deleni) boceginden izole edilmistir. Bu tiir iilkemizde ozellikle ¢cay, pamuk ve
findikta zarara neden olan boceklere kars1 gelistirilebilir potansiyel biyokontrol ajanlarinin

basinda gelmektedir.

1.2. Apoptosis

1.2.1. Morfoloji

Apoptosis (programlanmis hiicre 6liimii) hiicrenin i¢ veya dis sinyaller araciligiyla
Olime yonlenmesi olarak tanimlanmaktadir. Cok hiicreli organizmalarda bu olay bir¢cok
fizyolojik ve patolojik olaylarin bir arada gerceklesmesi sonucu ortaya c¢ikmaktadir.
Apoptosis’in; gelisim, doku homostazinin saglanmasi ve savunma mekanizmasi (6rnegin
antiviral savunma), istenmeyen hasarli veya hastalikli hiicrelerin dokulardan
uzaklastirtlmasi gibi bircok farkli amacla bir¢ok canli tarafindan kullanildigr belirlenmistir
(Kerr ve ark., 1972; Vaux ve Korsmeyer, 1999). Apoptosis, kromatin yogunlagmasi
fosfotidilserin birikmesi, sitoplazmada biiziilme, hiicre zarinda goézeneklenme, kaspaz
aktivasyonu, apoptotik yapilarin olugmasi ve fagositoz gibi bazi karakteristik morfolojik ve
fizyolojik o©zelliklere sahiptir (Walker ve ark., 1988). Hiicre zan go6zeneklenmesi
siirecinde, zar biitiinliigiinii kaybeden organellerin yapisi degisir ve mikrovillus gibi bazi
0zel organel yapilar1 kaybolur, kromatin ¢ekirdegin kenarlarina dogru yogunlagir ve DNA

endoniikleazlar tarafindan parcalanir, sonugta olusan apoptotik yapilar ¢ekirdek zarina



yakin kisimlarda toplamr (Wyllie, 1980) ve sitoplazmik zarda gozeneklenme baslar.
Sonrasinda hiicre, sitopldzma, DNA parcalart ve organelleri iceren farkli boyutlardaki
apoptotik yapilara pargcalanir. Sonucta bu apoptotik yapilarin yiizeylerinde fagosit tanima
molekiilleri iiretildigi i¢in, makrofajlar tarafindan bu yapilar fagositoza ugratilir (Fadok ve

ark., 1992).

1.2.2. Kaspazlar

DNA hasari, konak hiicre genlerinin ifadesinin durmasi, viral DNA replikasyonu ve
translasyonu, sinyal molekiillerinin baglanmasi, adezyon kaybi veya oksijen yetersizligi
gibi faktorler apoptosisi tesvik edebilmektedir. Bu sinyaller hiicrede olduk¢a karmagik
olaylar baslatan sinyallerdir. Bu olaylar sonunda yukarida aciklanan olaylar gergeklesir ve
hiicre 6lime gider. Apoptosis siirecinde en onemli role sahip molekiiller “CASPASE”
(Cysteine Aspartate-Specific Proteases) adi verilen “Sistein Aspartat Ozgiin Proteaz”
ailesidir (Cohen, 1997).

Tanmimlanan ilk kaspaz, Nematod Caenorhabditis elegans’da hiicre Oliimiinii
yonlendirdigi belirlenen ICE’dir (interleukin-1B-converting enzyme). Bu genin
memelilerde benzeri CED-3'tir (Yuan ve ark., 1993). ICE, kaspaz—1 olarak
adlandirilmaktadir. Kaspaz ailesinin {iyelerinin programlanmis hiicre Oliimiinde ve
enfeksiyonlarda farkli rollere sahip oldugu bilinmektedir. Sekil 1.1.A’da 13 memeli
kaspazinin Onerilen rolleri filogenetik aga¢ seklinde, Sekil 1.1.Bde ise kaspaz-3

proteininin kristal yapis1 gosterilmektedir.



Islev
A Diu . - , B
homolojisi  Apoptosis Diger
12
1" inflamasyon
13
4
5
1 Baglatic1 / etkin? inflamasyon
2  FEtkin?
9 Baslatic1
8  Bagslatic
6  Etkin
— 3 Etkin
—— 7 Etkin
— 10

Baslatic1 ?

Sekil 1.1. Tamimlanan kaspazlarinin filogenetik iliskileri ve kaspaz-3 proteininin
molekiiler yapisi. Kaspazlarmin filogenetik iligkileri (A). Kaspaz-3iin
kristal yapisi (B) (Thornberry ve Lazebnik, 1998).

Kaspazlar baglatict ve etkin kaspazlar olarak gruplandirilmaktadir. Baglatic
kaspazlarin uyarilmasim saglayan en az iki farkli mekanizma vardir. Mitokondriyal yol
(icsel yol) ve reseptor bagimlhi yol (digsal yol). Bu yollar Hengartner (2000) tarafindan
Sekil 1.2°de gosterildigi gibi 6zetlenmistir. Mitokondriyal yol hiicrelerde icsel sinyallerle
uyarilmaktadir. Buradaki anahtar olgu zar gecirgenliginin diizenlenmesidir. Bax alt ailesine
ait iiyeler mitokondriyal zarda gozeneklerin olusumunu tesvik eder. Bu olay normal
kosullarda Bcl2 tarafindan baskilanmaktadir. G6zenek olusumunu takiben mitokondri
zarinin gegirgenligi artar ve sitoplazmaya sitokrom C salinir. Sitokrom C, APAF iskelet
proteini ve Onciil kaspaz-9 arasinda apoptozom kompleksinin olusumunda kofaktor olarak
gorev yapmaktadir. Bu yap1 iizerinde kaspaz-9 un multimerizasyonu, kaspaz-9 dan onciil

islevsel bolgenin ayrilmasi ve kaspaz-9™un aktivasyonuna sebep olur.



Onciil kaspaz-8
P = 53
Bid :
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Kaspaz- 8
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kaspaz-3
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! Apoptozom
Kaspaz -3 Oncul kaspaz- 9
/ ‘ Smac/DIABLO
Apoptotik substratlar protelnlerl

Sekil 1.2. Baslatici kaspazlarin uyarilmasin1  saglayan mekanizmalar
(Hengartner, 2000).

Reseptorle bagimli yol apoptosis siirecini daha etkili bir sekilde tesvik etmektedir.
Hiicre dis1 sinyaller uygun reseptor tarafindan alinarak hiicre icerisinde ilgili bolgelerde
yapisal ve biyokimyasal degisiklere sebep olur. Adaptér molekiil bu yeni yapiya baglanir
ve onciil kaspaz-8 (veya 10) trimerizasyonunu tesvik ederek, kendi kendine parcalanma ve
aktivasyon tesvik edilirr Bu asamadan sonra etkin kaspaz tesvik (mitokondri
hedeflenmektedir) edilir. BID proteininin parcalanmasiyla BAX alt ailesine ait iiyeler
uyarilir ve mitokondri gecirgenliginin artig1 saglanir. Baglatict kaspazlarin uyarilmasiyla
kaspaz-3, 6 ve 7 gibi etkin kaspazlarin aktivasyonu gerceklesir. Bu olaylar bir¢ok farkli
yolla apoptosisin gerceklesmesini saglar. Bu olayda bir¢ok diizenleyici faktor yer alirken
hiicredeki islevleri heniiz netlik kazanmamustir. Yukarida agiklanan yollar disinda farkhi

yollarinda bulundugu diisiiniilmektedir.



1.2.3. Viriislerin Apoptosise Kars1 Gelistirdigi Mekanizmalar

Viriisler hiicre ici parazitler olduklarindan kendi replikasyonlarim siirdiirebilmeleri
icin, hiicreleri istila etmek zorundadirlar. Apoptosis, viriis istilasini sinirlandirmak ve viral
replikasyonu engellemek i¢in konak hiicrenin gelistirdigi yollardan biridir. Viral
enfeksiyonlarin ¢ogu, konak hiicrenin viriis replikasyonunu engellemek i¢in olusturdugu
apoptosis mekanizmasini tesvik etmektedir (Hay ve Kannourakis, 2002). Viriislerde de
apoptotik yollart baskilayan iiriinleri sentezleyen genler bulunmaktadir. Bu durum
ozellikle, herpes viriis, poksviriis veya bakiiloviriisler gibi biiyiik genoma sahip viriislerde
karsilasilan bir olgudur.

Kovpoksviriis tarafindan kodlanan CrmA (The cytokine response modifier A),
tanimlanan ilk kaspaz inhibitoriidiir (Ray ve ark., 1992). CrmA, kaspaz-1 ve 8'i
baskilayarak hem apoptotik hem de enfeksiyon yollarim1 durdurmaktadir. Vaccinia viriis de
SPI-2 geni (Dobbelstein ve Shenk, 1996) ve herpes viriis de MHV68 proteinin (Virgin ve
ark., 1997) CrmA homologu oldugu belirlenmistir. Herpes simpleks viriis US3 proteininin
kaspaz-3 aktivasyonunu Bcl-2 ailesine ait iiyeleri baskilayarak durdurdugu belirlenmigtir
(Leopardi ve ark., 1997; Jerome, ve ark., 1999; Cartier ve ark., 2003). Ayrica karideste
enfeksiyon yapan WSSV'de (Wild Spot Syndrome Virus) apoptosis inhibitér geni
(ORF390) belirlenmistir (Wang ve ark., 2004).

Bakiiloviriislerde apoptosisi baskilayan p35 ve iap (inhibitor of apoptosis) genleri
belirlenmistir (Tablo 1.1). p35 geninin bircok kaspaz mekanizmasina, iap genlerinin ise
hiicre dongiisiine ve sitokinez mekanizmasina dogrudan etkili olarak apoptosis siirecini
baskiladigi belirlenmistir (Clem, 2001). Bakiiloviriislerde, iap gen iiriinlerinin viral
enfeksiyon geciren konak hiicrelerin 6liimiinii engelledigi belirlenmistir (Quinn, 1999).

Anti apoptotik genler iizerinde gergeklestirilen ¢aligmalar, apoptosis yollar1 ve
diizenlenmesinin anlasilmasinda olduk¢a faydali bilgiler elde edilmesini saglamistir.
Bakiiloviriislerin, apoptosisin aydinlatilmasinda ideal bir sistem oldugu belirlenmistir

(Clem, 2001).



Tablo 1.1. Bakiiloviriislerde belirlenen apoptosis inhibitor genleri (Hay ve Kannourakis 2002).

Inhibitor protein  Etki mekanizmasi Apoptotik Sinyal Kaynaklar

Bertin ve ark. (1996)
Clem ve ark. (1991)

K i S Vv ek
[ ] Yy $1p Yy (2000)
Zhou ve ark. (1998)
Oksidatif stres ile tegvik edilen
apoptosisi inhibe eder H,0, Sah ve ark. (1999)
IAP Crook ve ark. (1993)
Kaspaz inhibisyonu 3. 6 ve 7 Aktinomisin D Deveraux ve ark.
(1999)

1.3. Bakiiloviriisler ve Apoptosis inhibitor Genleri

Bakiiloviriisler, 25 x 250 nm biiyiikliigiinde olup, 90-200 kbp, halkasal-kapali, ¢ift
zincir, siiper sarmal DNA ihtiva ederler (Arif, 1986). Viriis DNA’s1, hiicre zar1 benzeri ve
karmagik yapiya sahip bir zarf tarafindan cevrili niikleokapsid i¢ine paketlenmistir (Fraser,
1987). Bakiiloviriisler, genellikler eklembacaklilar grubunda cogunlukla Lepidoptera
ordosuna dahil bocekleri enfekte eder. Hiicre ici viriisler, polihedra veya graniila olarak
adlandirilan proteinsi yapilar icerisine goOmiiliirler (Blissard ve Rohrmann, 1990).
Bakiiloviriis familyasi, inkliizyon yapilarin sekillerine gore Niikleopolihedroviriis (NPV)
ve Graniilosis viriis (GV) olmak {iizere iki alt cinse ayrilir. Ayrica filogenetik analizler
sonucunda diptera NPV olarak yeni bir grup oOnerilmektedir (Alfonso ve ark., 2001;
Blissard ve ark., 2000) (Ek-Sekil 1).

Bakiiloviriislerin konak segiciliginin yiiksek olmasi ve konagi oOldiiriicii etkisi
nedeniyle zararli bocek tiirleriyle miicadelede siklikla kullanilmaya baslanmistir (Ornek;
pamuk iiretiminde zararlilara karsi, Sun, 2005). Ayrica bakiiloviriis gen ifadesi sistemleri
okaryotik proteinlerin iiretiminde yaygin olarak kullanmilmaktadir (Smith ve ark., 1983).
Bakiiloviriislerin konak hiicrelerdeki apoptosis mekanizmasini kontrol eden (baskilayan)
genlere sahip oldugu ilk olarak Clem ve arkadaslan tarafindan (1991) ortaya konulmustur.
Bu viriislerin biyolojilerinin ve anti apoptotik genlerinin islevleri {izerine yapilan

caligsmalar, apoptosis mekanizmasinin aydinlatilmasina biiyiik katkilar saglayacaktir.



1.3.1. P35

1987 yilinda ilk p35 geni Autographa californica multikapsit niikleopolihedroviriis
de (AcMNPV) bulunmustur. Bu gene ait transkriptler enfeksiyondan iki saat sonra
(en erken gen; IE geni) tespit edilebilmektedir. Bu gen 35 kDa biiyiikliigiinde bir
polipeptidi kodlamaktadir (Friesen ve Miller, 1987). Birkag y1l sonra da p35 geninin giiclii
bir kaspaz inhibitorii proteini kodladig: belirlenmistir (Clem ve ark., 1991). Sadece ¢ok az
bakiiloviriiste tespit edilen p35 gen iiriiniiniin su ana kadar herhangi bir hiicresel homologu
belirlenmemistir ve olduk¢a az sayida bakiiloviriiste bu gen tespit edilmistir. AcMNPV
gibi BmNPV ve SpliNPV'nin de p35 gen iiriini homologlarin1 bulundurdugu tespit
edilmistir. P35, substrat kompetitorii olarak dogrudan kaspazlar1 baskilayabilmektedir. P35
proteinleri kaspazlar ile kararli kompleks yapilar olusturarak baskilayici etkilerini
gostermektedir (Bump ve ark., 1995). P35, kaspazlarin 6zgiin bir inhibitoriidiir. Diger
proteazlar iizerinde inhibisyon etkisi gozlenmez. P35 proteininin, kaspaz—1, 3, 7, 8 ve 10
ile in vitro olarak etkilestigi tespit edilmistir (Zhou ve ark., 1997). Bu sonu¢ P35
proteininin farkli organizmalarda apoptosisi etkin bir sekilde nasil baskilayabildiginin en
iyi ispatlarindan biri olmustur. Giiniimiizdeki genel kanaat bocek hiicrelerinde P35

proteininin etkin kaspazlarin aktivasyonunu baskiladig1 yoniindedir.

1.3.2. IAP

iap geni (inhibitor of apoptosis) Crook ve arkadaslar1 (1993) tarafindan bakiiloviriis
familyasindan Cydia pomonella graniiloviriisde (CpGV) kesfedilmistir. Glintimiizde iap
gen ailesi dizi benzerlikleri dikkate alinarak bes sinif (iapl-5) altinda incelenmektedir
(Maguire ve ark., 2000 ve Luque ve ark., 2001) (Ek-Sekil 2). p35 geninden farkli olarak
iap geni su ana kadar dizi analizi yapilan hemen hemen tiim bakiiloviriislerde
belirlenmistir. iap geninin hiicresel homologlar1 bazi bocekler ve memelilerde de
belirlenmistir. Bu bulgu viral iap genlerinin, viriislere konaklarindan gelmis olabilecegini
gostermektedir.

IAP, metalloprotein yapidadir. Amino (N) ucunda bulunan bakiiloviriis IAP tekrari
(BIR) ve karboksi (C) wucundaki RING bolgesinin varligiyla tanimlanmaktadir.
Bu bolgelerin varliginin apoptosisin baskilanmasinda etkili oldugu belirlenmistir

(Birnbaum et al., 1994). BIR islevsel bolgesi (domain) yaklasik 40 aminoasitlik, ¢inko



parmak gibi baz1 yiiksek oranda korunmus dizileri bulunduran bir bolgedir, RING parmak
motifi (C3HC, parmak motifi) icerdigi korunmus sistein ve histidin dizilerine bagh olarak
yaklagik 35 amino asitten olugmaktadir. Sekil 1.3 de bazi viral ve memeli AP proteinleri
gosterilmektedir. Viral TAP proteinlerinin ¢cogu iki BIR islevsel bolgesi ve bir RING
parmak islevsel bolgesine sahipken memeli IAP proteinlerinde ti¢ BIR islevsel bolgesi ve
bir RING parmak islevsel bolgesi bulunmaktadir (Deveraux ve Reed, 1999). Bu
proteinlerde ayrica CARD islevsel bolgesi gibi bazi bolgelerde bulunmaktadir (CARD =

caspase-recruitment domain).

Protein (aa)
BIRZ i) CIVIAP 208

4E|R1 I [BIRE[ . AMVIAP 264
OplAP3 268
—{BIR1 —{BIR2] P

CpIAP 275
SfIAP 377

{BIR1—{BIR2} @_ BmIAP 286
BIR" BIRZ (o) DIAPH 438
={BIR1 |—|ElH2|—|EIR3 DIAP2 498

BIR2 Survivin 142
BRT——{ErRHE) ' e s
BIRT BIR2 M= BIR3 | )—
CIAP1 604
irssT=ra|
BIRT BIR2 = BIR3] CARD i
— . @ CIAP2 618

mnf B R 1 e R 2 ] BIRS XIAP 497

Sekil 1.3. TAP proteinleri ve islevsel bolgeleri. Bakiiloviral IAP Tekrar1 (BIR),
RING ve CARD islevsel bolgeleri gosterilmektedir. IAP proteinlerini
kodlayan genlerin bulundugu organizmalar: CIVIAP: Chilo iridescent
viriis. OplAP: Orgyia pseudotsugata MNPV. CplAP: Cydia pomonella
GV. AclAP: Autographa califonica MNPV. XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP,
Survivin: insan, DplAP1 ve 2: Drosophila, SfIAP: Spodopthera
frugiperda, BmlAP: Bombyx mori
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BIR ve RING motifleri IAP proteinlerinin ¢ok cesitli proteinlere baglanmasini saglar.
Bu proteinler arasinda tiimor nekrozis sinyal kompleksine ait bilegenler, kaspazlar ve diger
onciil Oliimciil proteinler bulunmaktadir. Hiicresel IAP proteinlerinin islevinin yukar
bolgede kaspaz-9 ve asagi bolgede kaspaz-3, 6 ve 7 baskilamasi oldugu ve apoptosis
siirecinin ortaya ¢ikmasi icin Smac/DIABLO gibi 6n-6liimciil proteinler tarafindan kontrol
edilmesinin gerektigi bilinmektedir (Sekil 1.2). Farkli IAP proteinlerinin farkli hedef
proteinler iizerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle IAP ailesine ait proteinlerin
farkli gorevleri bulunmaktadir. Viral IAP (P35 hari¢) proteinleri ¢ogunlukla 6zgiindiir.
Ornegin, baz1 durumlarda bir hiicre hattinda apoptosisi baskilayan bir IAP proteini diger
bir hiicre hattinda etkinlik gosterememektedir. Bu ozgiinliik BIR ve RING islevsel
bolgelerindeki kiigiik varyasyonlarin IAP proteininin dogru hedef protein iizerine etkili
olup olamayacagim belirleyebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica tiim IAP proteinlerinin
islevsel olmadig giiniimiizde bilinmektedir. C)megin; Ac-IAP1, Bruce, pIAP (Sekil 1.3),
bakiiloviriislerde su ana kadar tespit edilen I[AP4 ve IAPS genleri, nematod ve mayalardaki
IAP genlerinin apoptosisi baskilama etkisi olup olmadigi mevcut tekniklerle
belirlenememistir. Bir viriiste birden fazla iap geni bulunabilmektedir. Bu genlerinin tiimii
apoptosis siirecinin baskilanmasinda etkin olmasi gerekli degildir. Baz1 IAP proteinlerinin
enfeksiyonda apoptosisin baskilanmasi disinda da bazi islevsel rolleri bulundugu ileri
siiriilmektedir. Hiicresel IAP proteinlerinin hiicre boliinmesinin kontrolii ve bir¢ok sinyal
yolunda iistlendigi gorevlerin belirlenmesi bu 6neriyi desteklemistir (Salvesen ve Ducket,
2002). Bu yiizden IAP proteinleri baz1 kaynaklarda BIRP olarak belirtilmektedir (BIR-
containing Proteins).

En detayli calisilmis olan viral IAP proteini Orgyia pseudosugata NPV 1AP
proteinidir (OpIAP3) (Seshagiri ve Miller 1997). OpIAP3 onciil kaspaz aktivasyonunu
baskilar. Bu o6zelligiyle dogrudan kaspaz inhibitorii olan P35 proteininden farklilik
gostermektedir. OpIAP3 geninin islevsel gen bolgelerini olusturan parcalarla (BIR, RING)
gergeklestirilen deneyler sonucunda (Truncation Experiment) BIR islevsel bolgesinin
yabanil tip OpIAP3"iin apoptosisi baskilama kapasitesinde etkili olabilecegi, RING parmak
islevsel bolgesinin ise etkili olmadigr belirlenmistir (Hozak ve ark., 2000). Bu sonu¢ BIR
ile yonlendirilen oligomerizasyonun OplAP3 islevinde etkili oldugunu hipotezini ortaya
cikarmistir (Sekil 1.4). Baz1 pro-apoptotik faktorlerin (Drosophila, Reaper ve Hid gibi)
hiicresel IAP proteinleriyle etkileserek inaktif bir yap1 olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

Viral IAP proteinlerinin enfeksiyon sirasinda asirt ifadesi Onciil apoptotik faktorlerin
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tistesinden gelerek hiicrenin hayatta kalma siirecini uzatmaktadir. Bu modelde onciil-
Olumciil proteinler hiicresel IAP'larin anti kaspaz aktivitesini ortaya c¢ikarmasini
engelleyerek islev yaptigin1 gostermektedir. Kaspaz inaktivasyonunda etkili olan
mekanizma halen aydinlatilamamistir. Fakat BIR ile yonlendirilen oligomerizasyonun

gerekli oldugu diisiiniilmektedir.

islev gdsteremez

or
- M ]

islevsel Op-IAP

o L g T o
- M

BIR1 BIR2 RING

islev gdsteremez

Onciil apoptotik -1 H | |

faktorler
REAPER

Sekil 1.4. OpIAP3'iin calisma modeli. BIR islevsel protein bolgesi iki IAP proteinin
dimer olusturarak onciil kaspazlara yonlenmesini saglar. Onciil apoptotik
faktorler BIR iglevsel protein bolgesine baglanarak hiicresel IAP proteinlerinin
fonksiyonlarim gergeklestirmelerini engelleyebilir. Yiiksek diizeyde tiretildigi
zaman, viral IAP proteinleri bu 6nciil apoptotik faktorlerden miktar olarak fazla
olacagi icin bu sayede apoptosis baskilanabilmektedir (Hozak ve ark., 2000).

Green ve arkadaslariin gergeklestirdigi calismalar Op-IAP3'iin islevsel bir E3
ubiquitin ligaz oldugunu gostermistir. Bu islev icin RING parmak islevsel bolgesine
ihtiyag duyulmaktadir. Asin ifade olmus Onciil apoptotik Drosophila HID proteinin
ubikutinasyonu, degredasyonunda gerekli olmamasina ragmen HID'in inaktivasyonunu
saglamaktadir. Ayrica Op-IAP3iin kendi kendine ubikuitinasyon aktivitesine sahip oldugu

belirlenmis fakat islevi aydinlatilamamistir (Green ve ark., 2004).
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1.4. Bocek Hiicrelerinde Apoptotik Kontrol

Hiicrede c¢esitli sinyaller apoptosisi tesvik edebilir. Yalmzca viriisiin hiicreye
baglanmasi yeterli bir sinyal degildir. Ciinkii klorokuine ile viriis girisinin baskilanmasi
apoptosisi engellemektedir (LaCount ve Friesen, 1997). Afidikolin ile muamele edilen
hiicrelerde Ap35-AcMNPYV ile apoptosis gozlenmemektedir. Afidikolin, konak hiicrede
RNA sentezi, viral DNA replikasyonu ve ge¢ genlerin ifadesinin baskilanmasini engeller
(Clem ve Miller, 1994). Viral enfeksiyon sonucu ortaya ¢ikan apoptotik sinyalin, konak
hiicrede transkripsiyon ve translasyonunun, viral DNA replikasyonunun ve ya ge¢ genlerin
ifadesinin durmasinin veya bu olaylarin birlikte meydana gelmesiyle ortaya c¢iktigini
gostermektedir. Sekil 1.5°de Spodoptera frugiperda Sf21 hiicre hattinda apoptosisin
diizenlenmesi gosterilmektedir. Drosophila Hid, Reaper ve Grim homologlar gibi
diizenleyici faktorler ve Bcl2 ailesine ait mitokondriyal faktorlerin apoptosisin
kontroliindeki rolleri heniiz net olarak anlasilamamaistir.

Baz1 onciil 6liimciil proteinlerle igsel kaspaz baskilayicilarinin etkilesimi (IAP gibi)
kaspaz reaksiyonlarinin baslayip baglamayacagini tayin ettigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle
bu etkilesimler iizerinde arastirmalar halen devam etmektedir. Viral IAP proteinlerinin
uyarici kaspazlarin aktivasyonunu baskilayarak islev gosterdigi disiiniilmektedir.

P35%n ise dogrudan birgok etkin kaspazi baskilayarak islev gosterdigi diisiiniilmektedir.

Hid

Reaper Op-IAP P35
RNA Grim Cp-IAP
sentezinin Doom
durmasi n
! in ti Apoptotik
Viral DNA Apoptosis Uyarici tip cikin ti %__p |
ira — APOPIOSIS — - dann >  kaspazlarin —> hticre
replikasyonu // sinyali T , akti\F/)asyonu aktivasyonu olimi
Viral gen ifadesi ' A 2

Mitokondriyal faktorler Endojen IAP

proteinleri

Sekil 1.5. Sf21 hiicre hattinda apoptosis mekanizmasi. Bazi viral uyaricilar kaspazlar
uyarabilir bu da etkin kaspazlarin aktivasyonunu saglar. P35%in etkin
kaspazlar1 baskilamasinda etkili olurken, IAP proteinleri uyarici kaspazlarin
aktivasyonunu baskilamaktadir. Endojen IAP proteinlerinin islevleri ise
heniiz aydinlatilamamistir (Clem, 2001).
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1.5. iridoviriisler
1.5.1. iridoviriislerin Kesfi

1954 yili Mart ayinda, Ingiltere, Spropshire’de, Cambridge Universitesi mensubu
olan Claude F. Rivers adli bilim adami, yaptig1 bir arazi ¢alismasi sirasinda bazi Tipula
paludosa larvalarinda epidermisin hemen altinda parlak mavi bir renk oldugunu
gozlemistir. Rivers bu larvalardan bol miktarda toplayarak Nick Xeros adli bagka bir
aragtirmaciya vermis ve Xeros bu larvalardan ilk iridoviriisii (Tipula paludosa iridovirus;
IV1) izole etmistir. Boylece, Xeros tarafindan 1954 yilinda iridoviriisler ile ilgili ilk yayin
Nature dergisinde “Tipula paludosa larvasinda ikinci bir viriis hastaligi” bashg ile
gerceklestirilmistir (Xeros, 1954). O zamanlarda iridoviriislerin kesfi oldukga biiyiik yank1
uyandirdi. Ardindan baska bocek tiirlerinde de belirgin iridoviriis enfeksiyonlar tespit
edildi. iridoviriis enfeksiyonlarinin tespit edildigi bocekler arasinda 6nemli baz1 zararlilarin
bulunmasi, bu viriislerin  potansiyel biyolojik kontrol = materyalleri  olarak
kullanilabileceklerini ~ diisiindiirmiistiir. Ayrica iridoviriisler, c¢ogunlugunun bocek
larvalarinda yiiksek oranda iretilebilmeleri ve bir¢cok izolatininda hiicre kiiltiiriine
uygulanabilir olmasi bakimindan laboratuar calismalar1 acisindan da bir¢cok avantaja

sahiptirler.

1.5.2. iridoviriislerin Sistematigi

Iridoviridae familyasi, cok sayida omurgali ve omurgasiz konaklardan izole edilen,
konak sitoplazmasinda replike olan, “ikozahedral” yapili ve ¢ift zincir DNA genomlu
viriislerden olusan bir familya olarak 1976 yilinda olusturulmustur (Fenner, 1976).

Viriislerin siniflandirilmasimi yapan ve uluslararast bir kurulus olan “Uluslararasi
Viriis Smiflandirma Komitesi” (International Committee on Taxonomy of Viruses)
tarafindan yapilan son aciklamalara gore bugiin fridoviridae familyas: altinda Iridovirus,
Chloriridovirus, Lymphocystivirus ve Ranavirus olmak iizere 4 cins bulunmaktadir
(van Regenmortel ve ark., 2000) (Ek-Tablo 1; Ek-Sekil 3). Omurgasiz konaklardan elde
edilen izolatlar Iridovirus (Ornek tiir: Chilo iridescent viriis) ve Chloriridovirus (6rnek tiir:
Mosquito iridescent viriis) cinsleri altinda gruplandirilmigtir. Omurgasiz konaklarin

cogunlugunu bocekler olusturmaktadir. Soyle ki; mevcut omurgasiz iridoviriislerinin
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40 tanesi Diptera, 8 tanesi Coleoptera ve 7 tanesi de Lepidoptera ordolarindan izole
edilmislerdir. Bunun yaninda bocek olmayan omurgasiz konaklarda vardir. 8 tiiriin izole
edildigi izopodlar ve dafnitler baslicalaridir. Omurgalilar1t enfekte eden izolatlarda
Lymphocystivirus (6rnek tiir: Flounder viriis) ve Ranavirus (0rnek tiir: Frog viriis 3)
cinsleri altinda gruplandirlmustir. Iridoviriisler ile ilgili calismalarin  ¢ogunlugu

Frog viriis 3 (FV3) tizerinde gerceklestirilmistir.

1.5.3. Iridoviridae Familyasmn Ozellikleri

Iridoviridae kelimesi bu familyaya ait, omurgasiz konaklardan izole edilen viriislerin
cogunlugunun agir olarak enfekte ettikleri boceklerde olusturduklart mavi-yesil karigimi
renk dolayisi ile kullanilmistir. Bu viriisler ile agir olarak enfekte olmus bdceklerde mavi-
yesil karisimi, 151k vurdukga parlayan bir renk olugmaktadir. Dolayist ile bu familyaya,
gokkusag1 gibi rengi olan anlamindaki Ingilizce “Iridescence” kelimesinden hareketle
“Iridoviridae” ad1 verilmistir. Omurgal iridoviriislerinde ise boyle bir renk olusturma s6z
konusu degildir (Williams, 1996).

Sekil 1.6 A*da CIV enfeksiyonu sonucunda son barsak bolgesinin maviye doniismiis
Costelytra zealandica larvasi goriilmektedir. Bu ¢alisma sirasinda da agir Chilo iridescent
viriis enfeksiyonu nedeni ile tiim viicudu mavi-yesil renge doniismiis Galleria mellonella
larvasinda bu durum goézlendi (Sekil 1.6 B). 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 sekilde beyazlagmaktadir.

Sekil 1.6. iridoviriis enfeksiyonu. (A) Costelytra zealandica larvasinda
son bagirsak bolgesi maviye doniismiis. (B) Galleria mellanolla
agir enfeksiyonun sebep oldugu mavi-yesil viicut rengi
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Iridoviriislerde viriyon ¢ap1 120-300 nm arasinda degismektedir. Bununla birlikte,
viriyon ¢apt 350 nm'ye ulasanlar da mevcuttur. Iridoviriisler niikleopolihedroviriisler
(NPVs),  granuloviriisler (GVs), sitoplazmik  polihedroviriisler  (CPVs)  ve
entomopoksviriisler den (EPVs) farkli olarak koruyucu bir protein matriks i¢ine gomiili
degildir (Williams, 1998). Viriyonu olusturan yapilarin birlesme islemi konak hiicrenin

sitoplazmasinda gerceklesir ve yeni viriisler hiicrenin sitoplazmasinda toplanir (Sekil 1.7).

Sekil 1.7. iridoviriis ile enfekte olmus Sf21 hiicrelerinde
viriisiin ~ sitoplazmik goriiniimii. N: Niikleus,
VC: Virojenik stroma (URL-1, 2003).

Iridoviriisler ikozahedral simetriye sahiptir ve viriisiin yapisini siras1 ile en igte
proteinler ile kompleks olusturmus DNA, bunlar1 ¢evreleyen yaklagik 4 nm kalinliginda
lipid tabaka ve bu tabakayi da ¢evreleyen protein yapidaki kapsid tabakasi olusturmaktadir
(Sekil 1.8). Kapsid proteini 50 kDa civarinda olup viriisiin toplam proteinlerinin % 45 ini
olusturmaktadir. Bazi iridoviriislerde viriisii ¢cevreleyen bir zarf bulunmaktadir. Bu zarf
genellikle hiicre Kkiiltiirlinde c¢ogalan iridoviriislerde viriisiin hiicreden tomurcuklanma

yontemi ile ayrilmast durumunda kazanilmaktadir (Williams, 1998).

B)

Sekil 1.8. Iridoviriislerde kapsid simetrisi ve morfolojisi. a) kapsid simetrisi,
b) ayritilt yap1 (URL-2, 2000).
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1.5.4. iridoviriislerde Genom Ozellikleri

Iridoviriisler 140-303 kbp biiyiikliigiinde lineer cift zincirli DNA genomuna
sahiptirler (Van Regenmortel ve ark., 2000). Genom omurgasiz iridoviriislerde
omurgalilarinkine gore daha biiyiiktiir (Kelly, 1985; Williams, 1998). Iridoviriis genomu
karakteristik olarak uc¢ kisimlarinda bazi genlerin tekrarlarini (terminal redundansi) icerir
(Goorrha ve Murti, 1982; Willis ve Granoff, 1985) (Sekil 1.9). Bu o6zellik okaryotik
viriisler arasinda sadece iridoviriislerde mevcuttur. Replikasyon sirasinda viral DNA nin
kopyalar1 (A) ebeveyn DNA"dan sentezlendikten sonra pes pese eklenerek konkatemerleri
(B) olusturur. Konkatemerler halindeki viral DNA kapsit icerisine farkli bolgelerden
kesilerek paketlenir (C). Paketlenmis DNA komple viriis DNA sinin yaninda genomdaki
bazi genlerin tekrarlarini da igerir. Bu duruma “u¢ kisimlarin tekrar (terminal redundansi)”
adi1 verilir. Paketlenen DNA'nin uzunlugu bir viriisten digerine farklilik gosterir. Bu
genomik yap1 simdiye kadar calisilmis biitiin iridoviriislerde tespit edilmistir. Omurgali
iridoviriislerin genomlarinda yiiksek oranda metillenme s6z konusudur (Willis ve Granoff,

1980; Eaton ve ark., 1991). Omurgasiz iridoviriislerde ise bu durum mevcut degildir.
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Sekil 1.9. iridoviriis genomunun “Terminal Redundansi” 6zelligi (URL~1, 2003).
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1.5.5. Iridoviriislerde Replikasyon

Iridoviriislerde DNA replikasyonu Frog viriis 3 (FV3) iizerinde ayrintili olarak
calisilmis ve bu, Iridoviridae familyasinin replikasyonu icin model olarak kabul edilmistir.
Onceleri DNA genomuna sahip hayvan viriislerinin ya taman ile niikleusda (Herpesviris,
Adenoviriis) ya da sitoplazmada (Poksviriis) replike olduklar1 bilinmekteydi. Dolayisi ile
iridoviriislerin de sitoplazmik viriisler olduklart bilindigi i¢in tamam ile sitoplazmada
replike olduklart diisiiniilmiistiir. Ancak FV3 ile enfekte edilen hiicrelerin UV ile
inaktivasyonu veya niikleusunun ¢ikarilmasi, viriis enfeksiyonuna engel olmus, dolayisi ile
FV3 replikasyonu icin fonksiyonel bir niikleusa ihtiya¢ oldugu goriilmiistiir. Nitekim
elektron mikroskobu caligsmalari ile viriis DNA"sinin, enfeksiyonun baslangicinda hiicrenin
niikleusunda bulundugu, daha sonra sitoplazmaya gectigi ve viriisii olusturan yapilarin
birlesme islemini konak hiicrenin sitoplazmasinda gerceklestirdigi tespit edilmistir (Goorha
ve ark., 1977).

FV3 DNA"s1 i¢in replikasyon modeli Sekil 1.10°de sematik olarak gosterilmistir. Bu
sekile gore viriis hiicreye pinositoz yolu ile girmekte ve hiicre icerisinde DNA"sim1 saran
kapsitden kurtulmaktadir (1). Kapsitden ayrilan viriis DNA"s1 niikleusa transfer edilmekte
ve niikleusta konak RNA polimeraz II'sini kullanarak transkripsiyon baslatilmaktadir.
Ebeveyn DNA kullanilarak viriis DNAsinin kopyasi olusturulur (2, 3). Yeni olusan DNA
sitoplazmaya gecer ve sitoplazmada konkatamer olusumu gergeklesir (4). Olusan
konkatamerler viriis kapsid igerisine paketlenir (5). Viriyonlarin hiicreden ayrilmalar ise

tomurcuklanma yontemi ile veya hiicrenin par¢alanmasi ile gergeklesir.

Sekil 1.10. Frog viriis 3 (FV3) DNA™sinin replikasyon modeli (URL-1, 2003).
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1.5.6. Iridoviriislerde Gen ifadesi ve Regiilasyonu

Gen, kromozom iizerinde bulunan, anlamli bir RNA molekiiliiniin sentezini kodlayan
ve gerekli bilgileri tasiyan 6zgiin niikleotid dizisidir. Genlerin yapilart prokaryotik ve
okaryotik organizmalarda farklilik gosterir. Genel olarak bir genin yapisina bakildiginda,
genin kodlayan bolgesinin yukan ve asagi kisimlarinda translasyona ugramayan bolgeler
(56°-UTR, 3°-UTR) ve translasyon baslangic noktas1 olan ATG nin yukarisinda da
promotor bolgesi bulunur (Sekil 1.11).

Gen ifadesi, genlerin olusturdugu genetik bilginin DNA dan RNA molekiillerine ve
daha sonra RNA molekiillerinden protein molekiillerine aktarilmasi ile basarilir. Tek bir
DNA zincirinin bir kisminin kalip olarak kullanilarak RNA polimeraz enzimince
polimerizasyonu sonucu RNA molekiilleri sentezlenir. RNA zincirinin sentezinin
baslamasi, zincirin uzamasi ve zincir sentezinin sona ermesi olaylarinin hepsine birden

“transkripsiyon” denilir.

(lvamslasyon {Trandasvon o
To anshaip s un Easlange noktasi) Bitis neltas) Il:' Fllllsk.l'lll sivon
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Sekil 1.11. 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¢cin Poksviriisler
gibi kendi RNA polimerazlarina sahip olduklar1 diisiiniilmekteydi. Ancak daha sonra FV3
replikasyonunun, konak hiicrenin niikleusunun varligina bagh oldugu goriildii (Goorha ve
ark., 1978). Replikasyonun ikinci asamasinda gerekli olan proteinlerin ilk asamada
sentezlenmesi (Goorha ve ark., 1977), konak polimeraz II'sinin viral transkripsiyonun
erken safhalarinda rol oynadigimi gostermektedir (Goorha ve ark., 1978; Goorha, 1979).
CIV ve LCDV-1'de okaryotik RNA polimeraza ait kiiciik alt {iinitelerin varligina
rastlanmistir. Ancak bunlarin muhtemelen transkripsiyonun sitoplazmik fazinda rol

oynadig diistiniilmektedir.
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Iridoviriislerde gen ifadesi basamakli bir sekilde diizenlenmekte olup ifade edilen
genler en erken (o, IE), erken (B, DE) ve ge¢ (y, L) olmak iizere 3 sinifa ayrilmaktadir
(Sekil 1.12). Her sinifin iiriinleri bir sonraki smifin {iriinlerini 6nemli bir sekilde
etkilemektedir. En erken ve erken grubu genler DNA sentezinden once sentezlenir. Fakat
en erken grubu genler protein sentezine ihtiya¢ duymaz iken, erken grubu genler protein
sentezine ihtiya¢ duyar. Ge¢ grubu genler ise hem protein sentezine hem de DNA

replikasyonuna ihtiyac duyar.
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Sekil 1.12. Iridoviriislerde transkripsiyonun modeli (URL~1, 2003).

Saflagtinlmis FV3 DNA's1 hiicreye verildiginde enfeksiyonu baslatamamaktadir.
Ancak viriyon bilesenlerinin saflagtirllmig viral DNA ile birlikte hiicreye verilmesi
durumunda enfeksiyonun olusmasi, viriisiin replikasyonu ic¢in viriyona ait bir bilesenin
olmasi gerektigini gostermektedir (Willis ve Granoff, 1985). UV veya sicaklik ile inaktive
olmus viriislerin hiicrelerde enfeksiyona neden olmadiklar1 ancak her ikisinin birlikte
hiicreye verilmeleri durumunda enfeksiyon olusturabildikleri goriilmiistiir. Bu durumda
yine UV ile inaktive olmus virlis partikiiliiniin, sicaklik ile inaktive olmus viriisteki
DNA'y1 aktive etmek icin gerekli olan polipeptidleri sagladigin1 diisiindiirmektedir. FV3
viriyon yapisi igerisinde DNA bagimli RNA polimeraza sahip degildir. Dolayisiyla konak
RNA polimeraz II si viral RNA nin transkripsiyonu i¢in gereklidir (Goorha ve ark., 1978;
Goorha, 1979).
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Cogu iridoviriis mRNA™lar1 poli A kuyruguna sahip degildir. Simdiye kadar poli A
kuyrugu sadece, TIV'1n 2 mRNA"sinda ve LCDV-1 viriisiiniin fonksiyonu bilinmeyen bazi
genlerinde tespit edilmistir. Biitiin iridoviriis mRNA'larn sapka tasir, fakat intron
bulundurmalan veya bulundurmamalari ile ilgili herhangi bir ¢alisma yoktur.

FV3'deki ge¢ genler DNA replikasyonunun niikleer fazindan sonra sentezlenir.
Muhtemelen bu genlerin transkripsiyonu, konak RNA polimeraz1 veya viriis tarafindan
kodlanan DNA bagimli RNA polimeraz tarafindan gergeklestirilir. Boyle bir enzime ait
gene CIV'de ve LCVD-1"de rastlanmistir (Schnitzler ve ark., 1994; Bahr ve ark., 1997;
Tidona ve Darai, 1997).

Cogu okaryotik viriislerden farkli olarak FV3 genomu yiiksek oranda metillenmistir.
Niikleusta olusan yeni DNA metillenmez. Metilasyon DNA nin sitoplazmaya gecisinden
sonra viral DNA metil transferaz tarafindan gerceklestirilir (Willis ve ark., 1984). Ancak
CIV genomu ve diger bocek viriislerinin de DNA'lari metillenmez. Bu durum
metilasyonun FV3 genomuna 6zgiin oldugunu veya CIV ve diger bocek iridoviriislerindeki
metilasyonun transkripsiyon ve diizenlenmesinde kritik rol oynanmadigimi géstermektedir.

Poxviridae, Asfaviridae ve Iridoviridae familyalar biiyiik sitoplazmik DNA viriisleri
olmalarina ragmen replikasyon ve transkripsiyon stratejileri bakimindan farklilik gosterir.
Poksviriisler tamamiyla sitoplazmada replike olurken ASFV ve iridoviriislerde ilk olarak
niikkleusta gerceklesen bir viral DNA replikasyon sathasinin oldugu gosterilmistir.
Poksviriislerin ve ASFV'lerin benzer DNA yapisina sahip olmalar1 bunlarin ayn1t DNA
replikasyon mekanizmasi gosterecegini diisiindiirmesine ragmen ASFV'ler DNA sentezi
icin konak niikleusuna ihtiya¢c duymalar1 bakimindan farklilik gosterir. Diger taraftan
ASFV nin genomunun FV3'iinkinden farkli olmasina ragmen benzer DNA replikasyon

mekanizmasina sahiptir.

1.5.7. iridoviriislerin Uretimi ve Saymm

Iridoviriislerin iiretiminde ¢ogunlukla canli konaklar kullamlmaktadir. Bu viriisler
konak kaynaklarinin viriis partikiiliine doniistiiriilmesinde en etkili bocek viriisleri arasinda
yer alir. Olii bir bocegin kuru viicut agirhiginin % 25'i viriis olabilmektedir (Williams ve
Smith, 1957). Yaklasik 2x10"° g agirhgindaki iridoviriis partikiilii Tipula oleraceae
larvasinda 2.5x10' (IV1), Galleria mellonella pupasinda 2x10' (IV2) viriis partikiilii
olusturdugu tahmin edilmektedir (Carter, 1973; Day ve Mercer, 1964).
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Iridoviriislerin sayimi, plak deneyi, bioassayler, elektron mikroskobu ile dogrudan
sayim, optik yogunluk ve enzim baglh immiinosorbent deneyleri (ELISA) ile
yapilabilmektedir. 260 nm'deki 1 absorbans degeri 10° plak olusturan iinite degerine

karsilik gelmektedir (Williams, 1998).

1.5.8. Chilo iridescent Viriis (CIV)

Chilo iridescent viriis (CIV) Iridoviridae familyasin Iridovirus cinsine ait bir bocek
viriisiidiir. CIV aym1 zamanda “Bdcek iridescent viriis tip-6” olarak da bilinir. CIV
Japonya'da Fukaya ve Nasu (1966) tarafindan bir Lepidopter olan Chilo suppressalis
(Asya piring deleni) boceginden izole edilmistir. CIV nin konak spektrumu arastirilmis 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 ve ark., 1972). CIV ziraatte zararli baz1 herbivor
bocekleri enfekte ettigi icin ekonomik ve ekolojik olarak 6zel bir 6neme sahiptir (Smith,
1976). Dolayis1 ile bu bocek iridoviriisii potansiyel bir biyolojik kontrol ajam1 olarak
disiiniilmektedir (Kleespies ve ark., 1999; Hernandez ve ark., 2000). Enfekte ettigi 6nemli
zararhilar 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; Biiyiikk balmumu giivesi), Trichoplusia ni (Lepidoptera; lahana kurdu)
bulunmaktadir. CIV'nin replikasyonunun tespit edildigi ¢ok cesitli hiicre kiiltiirleri
mevcuttur (Constantino, ve ark., 2001). Bunlar Choristoneura fumiferana, Drosophila
melanogaster, Pierris rapae, Spodoptera frugiperda, Heliothis virescens, Helicoverpa zea,
Trichoplusia ni, Anticarsia gemmatalis, Aedes aegypti, Plutella xylostella ve Aedes
albopictus hiicreleridir. Fakat viriisiin iretimi icin hiicre kiiltiirleri tercih edilmemektedir.
Bunun nedeni CIV nin iiretimi i¢in verimli hiicre kiiltiirleri olmamalar1 nedenyledir.

CIV partikiiliinde en dista kapsid ortii, bunun altinda lipit tabaka ve bununda altinda
lineer cift zincirli DNA molekiilii mevcuttur. Lineer durumdaki DNA molekiiliiniin
“terminal redundansi” 6zellik gosterdigi tespit edilmistir (Delius ve ark., 1984; Schnitzler
ve ark., 1987; Fischer ve ark., 1990). Simdiye kadar CIV ile ilgili viriyon yapisi, viral

proteinlerin enzimatik aktiviteleri (Cerutti ve Devauchelle, 1980; Cerutti ve ark., 1981), 6
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adet replikasyon orijininin pozisyonu ve genomdaki tekrar eden DNA elementlerinin
varligir (Fischer ve ark., 1988; Handerman ve ark., 1992) gibi biyolojik ve genomik
ozellikler ¢alisilmistir. Major kapsit protein geni, DNA bagimli RNA polimeraz biiyiik alt
tinitesi, ATPaz ve DNA polimeraz gibi baz1i Onemli viral genler tespit edilmistir
(Stohwasser ve ark., 1993; Tidona ve ark., 1998; Miiller ve ark., 1999). D Costa ve
arkadaslar1 (2001) tarafindan yapilan bir calismada CIV'nin transkripsiyonel analizi
yapilmistir. DNA ve protein sentezi inhibitorleri kullanilarak yapilan ¢alismada CIV ye ait
38 en erken, 34 erken ve 65 gec genin varligi tespit edilmistir. Son olarak da Jakob ve
arkadaslar (2001) tarafindan CIV nin biitiin genomunun dizin analizi gerceklestirilmistir.
Genom biiyiikliigii 212,418 bp olarak tespit edilmistir. Baz bilesimi %71,37 oraninda A+T,
%?28,63 oraninda da G+C" den olusmaktadir. Yine dizin analizi sonucunda CIV genomunda
468 adet genin kodlandigi tespit edilmistir (Sekil 1.13, Ek-Sekil 4). Son zamanlarda
yayimlanan ¢alismalarin ilkinde CIV viriyon Oziitiiniin hiicre kiiltiiriinde apoptosisi tegvik
ettigi belirlenmistir (Paul ve ark., 2007). Literatiirde belirlenen en son ¢alisma da Iridoviriis
genomunda kodon kullanma egilimi ve baz kompozisyonundaki sirlilik iizerine

gerceklestirilmistir (Tsai ve ark., 2007).
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1.6. Calismanin Amaci

Bu tezde [ridoviridae familyasina ait iridoviriis cinsi iiyesi olan Chilo iridescent
viriis (CIV) iizerinde molekiiler ¢aligmalar planlanmistir. Bu viriise ait genom haritasinin
2001 yilinda belirlenmesi sonucunda viriisiin molekiiler biyolojisinin anlasilmasi i¢in
gerekli bilgiler elde edilmistir. Bu calisma son yillarda viriislerde bulunan ve konak
hiicrenin viral enfeksiyonunu sinirlandirmak i¢in kullandigr apoptosis mekanizmasini
baskiladig belirlenen apoptosis inhibitér genleri (iap) ile ilgili olarak hazirlanmistir. Bu
genler hakkinda giris kisminda detayl bilgi verilmistir. Bu baglamda CIV genomunda
belirlenen ii¢ farklt ORF’in, 157L (152 amino asit), 193R (208 amino asit) ve 332L nin
(234 amino asit) apoptosis inhibitor genleri olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Calismanin
baslangic asamasinda yapilan in silico analizler sonucunda bu ORFlerden yalnmizca
193R*nin BIR islevsel bolgesine sahip oldugu ve muhtemel apoptosis inhibitdr geni
olabilecegi belirlenmistir. Bu bulgu iridoviridae familyasina ait su ana kadar dizi analizleri
tamamlanan iiyeler arasinda ilk olarak belirlenmistir.

Bu calismada bakiiloviriislerde bulunan BIR islevsel bolgelerinin Jridoviridae
familyasinda bulunan bir gende ne isleve sahip oldugu, bu genin fonksiyonel analizi
gerceklestirilerek genin iglevsel olup olmadigi ve transkripsiyonel 6zelliklerinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Transkripsiyonel analizi RT-PCR kullanilarak, fonksiyonel
analizleri gecici gen ifade eden vektorler olusturularak ve RNAi teknikleri kullanilarak test
edilecektir. Ayrica bu genin CIV replikasyonunda etkili olup olmadigi RNAi yontemi
kullanilarak belirlenecektir. Bu deneyler sonucunda elde edilen veriler apoptosis siirecinde
hiicrelerin genomunda karakteristik olarak gozlenen pargalanma sonucunda olusan 6zgiin

DNA goériintiisiiniin belirlenmesiyle desteklenecektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Hiicrelerin ve Viriisiin Temini

Bombyx mori (SPC-BM-36) hiicre kiiltiirii “Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiir
Koleksiyonu (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH-
DSMZ)” kurulusundan temin edildi. Hiicreler 27 °C" de %10 Fetal Bovine Serum (FBS)
ihtiva eden Grace'nin bocek besiyerine %1°lik NaCl eklenerek hazirlanan TN-MFH
besiyeride biiyiitiildii.

Chilo iridescent viriis (Fukaya ve Nasu, 1966) Dr. C. Joel Funk'dan (USDA-ARS

Western Cotton Research Laboratory, Phoenix, Arizona) temin edildi.

2.2. Viriisiin Cogaltilmasi, Saflastirilmasi ve Konsantrasyonunun Tayini

Viriistin ¢ogaltilmasi i¢in konak olarak biiyiik balmumu giivesi (Galleria mellonella)
larvalart kullanildi. Larvalar viriisle, 30 G1/2 igne kalinliina sahip enjektor ile enjeksiyon
yoluyla 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 saflagtirilmas1 Marina ve arkadaglarinin (1999) gelistirdikleri metoda gore
gerceklestirildi. Donmug 1 adet larva 1 ml steril ddH,O'da homojen hale getirildi.
Homojenat, viriisiin saflagtirilmasi esnasinda sirasiyla 490xg, 960xg ve 1.250xg de 10 ar
dakika santrifiij edilerek doku parcalarindan ve kaba partikiillerden armndirildi. Ardindan
15.300xg"de santrifiij edilerek viriis ¢okelti haline getirildi. Cokelti 500 pl steril ddH,O"da
¢oziildii ve % 30luk siikroz cozeltisi iizerine birakilarak 15.300xg de 30 dakika santrifiij
edildi. Olusan c¢okelti 1 kez yikandi ve 1 ml steril ddH,O da c¢oziildii. Bu sekilde
saflastirilan virtis 0,22 um’lik filtreden siiziilerek steril tiiplerde toplandi 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 ve ark., 2001).
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2.3. Chilo iridescent viriis"in (CIV) Bombyx mori (SPC-BM-36) Bocek Hiicre
Kiiltiiriinde Replikasyonu

CIV genomiks calismalarinin gerceklestirilmesinde SPC-BM-36 hiicre hattinin
uygun sistemlerden biri oldugunun belirlenmesinden sonra viriisiin Bombyx mori
hiicrelerinde ki enfeksiyon siireci gozlenmistir. Bu hiicre kiiltiiriinde CIV nin enfeksiyon
sirecindeki en Onemli gozlem enfeksiyonun 1. giiniinde goézlenen vezikiillerdir. Bu
vezikiillerin hiicrelerdeki roliiniin anlasilmasi icin ilk adim olarak bu calismada bu
vezikiillerin apoptotik vezikiiller olup olmadiginin anlagilmasi hedeflenmistir. Apoptosise
giren hiicrelerin DNA"lar1 parcalanarak 0zgiin DNA goriintiileri olusturmaktadir. Bu

amacla apoptosise giren hiicrelerin géstermis oldugu 6zgiin DNA goriintiisii belirlendi.

2.4. Chilo Iridescent Viriis'iin (CIV) Muhtemel Apoptosis inhibitor Genlerinin
Biyoinformatik Analizi

CIV'de kaspazlarin aktivasyonunu (Seshagiri ve Miller, 1997) durdurabilen
apoptosis inhibitorlerinin (IAP) varligi in silico olarak belirlendi (Jakob ve ark., 2001).
Apoptosis inhibitér proteinlerinin (IAP) varlign BIR (baculovirus inhibitor repeat) ve
C3HC, Zinc/RING finger motiflerinin varligiyla karakterize edildi.

Fonsiyonel bolgelerin tespitinde Blast analizi (Entrez Pubmed) kullanildi ve islevsel
bolge veya bolgelere sahip olan proteinler diger bilinen IAP proteinleriyle MegAlign
(DNASTAR) programindaki Clustal algoritmasit kullamilarak karsilastirildi. CIV
genomunun analizi sonrasinda degisik biiyiikliiklerde muhtemel {i¢ apoptosis inhibitdr gen
157L (152 aminoasit), 193R (208 amino asit) ve 332L (234 amino asit) onerilmistir (Tablo
2.1).

Tablo 2.1 CIV muhtemel apoptosis inhibitor genleri (Jacob ve ark., 2001).

Genomdaki  Aminoasit islevsel gen bolgeleri ve Ozdeslik-
ORF Homoloji
yeri sayisl protein iizerindeki yeri Benzerlik
157L  62998-63453 152 C;HC, tip (RING) (111-145) 17.5-22.9
193R  82521-83144 208 BIR motifi (40-109), Cydia pomonella 19 5337
C;HC, tip (RING) (163-196) graniiloviriis
332L 149654-10355 234 Iki kistmh niiklear lokalizasyon apoptosis 18.1-40.6
sinyali (74-91), inhibitor (IAP)

C3HC4 tip (RING) (185-219)
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Bu genler Cydia pomonella granuloviriis (CpGV) apoptosis inhibitor genine % 17,5
ile 19,5 oranlarinda Ozdeslik ve aminoasit diizeyinde %?22,9 ile %40,6 oranlarinda
benzerlik gostermektedir. CpGV apoptosis inhibitor proteininin fonksiyonel bir TAP
proteini kodladigi bilinmektedir (Birnbaum ve ark., 1994). Ayrica CIV dizi analizi
sonucunda elde edilen veriler {i¢ agik okuma zincirinin su ana kadar belirlenen apoptosis

inhibitor genlerine olduk¢a az homoloji gosterdigi belirlenmistir.

2.5. CIV iap Geninin Transkriptomik Analizi

SPC-BM-36 hiicrelerindeki CIV iap replikasyonunu transkripsiyonel olarak
belirlemek icin CIV ile enfekte olmus hiicrelerden enfeksiyondan sonra 12. saatte RNA
izolasyonu yapildi1 (Chomczynski, 1993). Izole edilen RNA 6zel primerler kullanilarak ters
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizine tabi tutuldu. Bu sirada iap
geninin ifade edildigi sinifi da tayin edebilmek icin SPC-BM-36 hiicreleri, DNA (Ara-C)
ve protein sentezi (Siklohekzimit) inhibitorleri ile muamele edilerek CIV ile enfeksiyonu
gerceklestirildi. Bu sekilde muamele edilmis hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi ve elde
edilen RNA RT-PCR analizine tabi tutuldu.

2.5.1. Enfekte Olmus Hiicrelerden Toplam RNA izolasyonu

SPC-BM-36 hiicreleri daha once belirtildigi sekilde ii¢ set olarak 6 gozlii hiicre
kiiltiirii kaplarinda enfekte edildi. Uygun hiicrelerin bir seti enfeksiyondan 1 saat énce 200
pg/ml konsantrasyonunda protein sentezi inhibitorii siklohekzimit (Cyc) ve 100 pg/ml
konsantrasyonunda da DNA sentezi inhibitorii sitozin [-D-arabino-furanozit (Ara-C) ile
muamele edildi (Demirbag, 1993). Bu inhibitorler enfeksiyon boyunca ayni
konsantrasyonda uygulandi. Toplam RNA enfekte olmus hiicrelerden 0. ve 24. saatte trizol
kullanilarak firma tarafindan tavsiye edilen yonteme gore izole edildi. Izolasyon icin
hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve her gdze 1 ml Trizol ilave edildi. Trizol
pipetlenerek hiicrelerin tabandan kopmasi ve parcalanmasi saglandi. Ornekler 5 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra tizerlerine 0,2 ml kloroform ilave edildi. Nazik¢e alt {ist
edildi ve oda sicaklifinda 10 dakika bekletildi. Karigim 12.000xg de, 4 °C de 15 dakika
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 dakika bekletildikten sonra 12.000xg"de
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4 °C*de 10 dakika santrifiij edildi. Stv1 kisim uzaklastirildi ve ¢okelti 1 ml %70lik etanol
ilave edilerek yikandi. 7.500xg de 4°C de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen RNA
¢oOkeltisi havada 10 -15 dakika kurutulduktan sonra RNaz ihtiva etmeyen 30 ul ddH,0O"da
coziilerek —20 °C*de muhafaza edildi. Izole edilen RNA —80 °C de kullamlincaya kadar
saklandi.

RNA konsantrasyonunun tayini spektrofotometrede 260 nm'de gerceklestirildi.

260 nm'de 1 iinite absorbans degeri 40 pg/ml RNA"ya karsilik gelmektedir.

2.5.2. Ters Transkripsiyon (RT-PCR)

RT-PCR analizi icin, CIV ile inhibitorler (Ara-C ve Cyc) varliginda veya
yoklugunda enfekte edilmis SPC-BM-36 hiicrelerinden izole edilen RNA'lardan 2 ser pg
tiiplere birakildi. Bunlarin izerine 10 iinite superscript III revers transkriptaz, 10 {nite
RNAsin ve 12,5 UM iap i¢in 6zel primerlerden konuldu. Reaksiyon 20 ul'lik hacim iginde
37°C*de 1 saat bekletilerek gerceklestirildi. Bu sekilde elde edilen cDNA larin 2 ser pl'si
gene 0zgii RT-Reverse-CIV iap ve RT-Forward-CIV iap R (Ek Tablo 2) kullanilarak
PCR’da ¢ogaltildi. PCR reaksiyonu 2 ug 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 iinite
Go Taqg DNA polimeraz icerecek sekilde 50 pl'lik hacimde gerceklestirildi. PCR
reaksiyonu 94°C°de 2 dakika ilk denatiirasyonun ardindan, 25 dongii halinde 94°C de
1 dakika, 50°C°de 30 saniye ve 72°C°de 40 saniye bekletilerek gerceklestirildi. PCR
triinleri %1 lik agaroz jelde elektroforez edildi. Ayrica iki farkli kontrol kullanildi. Biri
icin PCR da dogrudan RNA kullanilirken digeri i¢in de CIV ile enfekte olmus hiicrelerden
0. saatte izole edilen RNA"dan elde edilen cDNA kullanildi.

2.6. CIV iap Geninin Anatomik Analizi

Belirlenen CIV iagp geninin anatomik analizini yapmak i¢in genin 5°ve 3° UTR

bolgeleri RNA transkriptleri iizerinden ACE teknigi kullanilarak belirlendi.
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2.6.1. CIV iap Geninin Translasyona Ugramayan 5 Bolgesinin (5°-UTR)
Cogaltilmasi

CIV iap geninin transkripsiyon baglangi¢c noktasini tespit edebilmek icin deney
sartlar1 5°-ACE kitindeki (Roche) kullanma yontemine gore olusturuldu. Sekil 2.1°de
5°-ACE analizi toplu halde sematik olarak anlatilmaktadir.

5"ACE analizinin ilk asamasinda toplam RNA“dan, gene 6zgii primer CIV iap SP1
(Ek Tablo 2) kullanilarak tek zincir cDNA sentezi gerceklestirildi. Her gen i¢in ayr birer
tiipe asagidaki karisim eklendi.

cDNA sentez tamponu ;4 ul
Deoksiriboniikleotit karigimi ;2 ul

Gene 6zgiin SP1 primeri ; 1wl (12 uM)
Toplam RNA ;3 W (2 ug)

Superscript Il Revers transkriptaz ;1 pul
H,O ;9 ul

Karisimin 55°C de 60 dakika ve 65°C de de 10 dakika bekletilmesi ile cDNA sentezi
gerceklestirildi. Sentezlenen cDNA, “High Pure PCR Product Purification Kit'i (Roche)”
kullanilarak temizlendi. Buna gore 20 ul hacimdeki cDNA™nin iizerine 100 pl baglanma
tamponu ilave edildi. Iyice karistirildiktan sonra kitte bulunan ve iclerinde filtre ihtiva eden
kolonlardan siiziildii. Siizme isleminin ardindan kolonlar iki kez yikama tamponu ile
santrifiij edilerek yikandi. Kolonlar temiz mikrosantrifiij tiiplerine gegirildi. cDNA nin
kolonlardan ayrilarak mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmasi i¢in kolonlarin iizerlerine 20 pl
10 mM Tris-HCl ilave edildi ve 13.000xg de 1 dakika santrifiij edildi. Bu sekilde cDNA,

tampon ve enzim gibi kimyasallardan temizlendi.
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mRNA 5 Tek zincir cDNA’nin SP1
l — primeri ile sentezi

mRNA’nin degredasyonu

Saflastirilmis cDNA’ya
poli A kuyrugunun takilmasi

3°-(A)nAAAA

“Oligo dT tutunma primeri”

(T)nTTTT

(ANAAAA Poli A kuyrugu takilmis
n

c¢DNA’nin oligo dT tutunma ve

48? SP2 primerleriyle ¢ogaltilmasi

«— | — | —

“PCR ankor primeri”

S
PCR iiriintiniin PCR tutunma ve

SP3 primerleri ile ikinci PCR’1

—
SP3

Jel elektroforezi i¢in hazir olan PCR iirtinii

Klonlama ve dizi analizi

Sekil 2.1. 5° ACE analizi

Temizlenen cDNAnin 3" ucuna terminal transferaz enzimi kullanilarak “poli A”

kuyrugu takildi. Her gen icin birer tiipe;

cDNA ; 19 ul
Reaksiyon tamponu ;2,5 ul
2 mM dATP ;2,5 ul

Karistm 94°C de 3 dakika bekletildikten sonra hemen buz iizerine alindi. Uzerine
1 pl terminal transferaz (10 {inite/ul) ilave edilip karistirildi ve 37°C°de 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Ardindan enzimi inaktive etmek i¢in 70°C"de 10 dakika bekletildi.
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Bu sekilde “poli A” kuyrugu takilmis cDNA gene 6zgii primerler CIV iap SP2 ve
CIV iap SP3 (Ek Tablo 2) kullanilarak birbirini takip eden iki ayr1 PCR reaksiyonuna tabi

tutuldu. Birinci PCR reaksiyonunda her bir tiipe asagida verilen oranlarda PCR karigimi

hazirlandi.
“Poli A” kuyrugu takilmig cDNA ;5ul
Oligo dT-tutunma primeri ; Ll
Gene 6zgiin SP2 primeri ; Lyl (12 uM)
Deoksiriboniikleotit karigimi ; Ll
Go Tag DNA polimeraz ;0,5
Reaksiyon tamponu ;10w
H,O ;31,5 ul

PCR reaksiyonu 94°C"de 2 dakikalik ilk denatiirasyonun ardindan, 25 dongii halinde
94 °C"de 1 dakika, 45°C"de 30 dakika ve 72°C"de 40 dakika bekletilerek gerceklestirildi.
Ikinci PCR reaksiyonunda ise yine her bir tiipe asagida verilen oranlarda PCR

karisimi hazirlandi.

Birinci PCR iiriinii ;5 ul
PCR-tutunma primeri ; 1l
Gene 6zgiin SP3 primeri ; 1wl (12 uM)

Deoksiriboniikleotit karigimi ;1 ul

Go Tag DNA polimeraz ;0,5 ul
Reaksiyon tamponu ; 10 pl
H,O ;31,5 u

Ikinci PCR reaksiyonu yukardaki karistm hazirlanarak aym programla tekrarlandi.

PCR iiriinu %1°1ik agaroz jelde elektroforez edildi.
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2.6.2. CIV iap Geninin Translasyona Ugramayan 3° Bolgesinin (3 UTR)
Cogaltilmasi

CIV iap geninin transkripsiyonunun sonlandigi noktanin belirlenmesi i¢in 3° ACE
teknigi kullanildi. Deney sekil 2.2°de sematik olarak oOzetlenmistir. Analizin ilk
basamaginda toplam RNA‘dan oligo d(T) tutunma primeri kullanmlarak (Ek Tablo 2)
cDNA sentezi gerceklestirildi. Fakat bu agama 6ncesinde 3" bolgesinde poli A icermedigi
bilinen CIV RNA larina poli A kuyrugu takildi. cDNA sentezini takip eden asamada PCR

tutunma ve gene 6zgii primer kullamlarak 5° ACE analizinde kullanilan yontemle PCR

gergeklestirildi.
mBNA 5 AAAAAAA
< VTTTT \
Oligo (dT)-tutunma primeri kullanilarak cDNA sentezi
cDNA
3 TT1T \
mRNA"nin reverse transkriptaz enziminin RNaz aktivitesiyle yikimi
Gene ozgiin primer »
-4 PCR tutunma primeri
cDNA"nin gene 6zgiin primer ve PCR
tutunma primeriyle cogaltilmasi
3’-UTR
Klonlama ve dizi analizi
Sekil 2.2 3°ACE analizi
cDNA sentez tamponu ;4 ul
Deoksiriboniikleotit karigimi ;2 ul
Gene 6zgiin SP1 primeri ; 1yl (12 uM)
Toplam RNA ;3 W (2 ug)

Superscript Il Revers Transkriptaz ;1 pl

H,O ; 9l

Elde edilen PCR iiriinleri pPGEM-T easy (Promega) vektorine klonlanarak dizi analizi
gergeklestirildi.
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2.6.3. CIV iap Geninin Translasyona Ugramayan 5 ve 3 Bolgelerinin
Klonlanmasi

Yukarida anlatildigi gibi olusturulan PCR diiriinleri % 1°lik agaroz jelde elektroforez
edildikten sonra olusan bantlar jelden kesilip mikrosantrifiij tiiplerine alindi ve iiriiniin
jelden temizlenmesi illustra™ GFX Gel Band Purification kiti (GE Healthcare) ve kitin
icinde bulunan kullanma yontemi takip edilerek gerceklestirildi. Mikrosantrifiij tiiplerine
birakilan jel parcalarinin {izerlerine, her 10 mg jel parcast i¢in 10 pl jel ¢cozme tamponu
kullanildi. Karnigim 60°C de yaklasik 15 dakika jel eriyinceye kadar bekletildi. Her
3 dakikada bir alt iist edilerek karistirildi. Bu siire sonunda baglama tamponu ve jel
karisimi GFX kolonlara aktarilarak 12.000xg de 30 saniye santrifiij edildi ve sivi atildi.
Kolon 1 kez 500 pl yikama taponuyla yikandi. Kolon, sonrasinda temiz bir ependorf
tiipiine alinarak uygun 10-50 pl eliisyon tamponu kolona homojen yayilacak sekilde
eklendi ve 1 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra santifugasyonla kolondan DNA
siiziildii. izole edilen DNA nin saflig1 ve konsantrasyonu % 1,5'lik agaroz jel elektroforezi

ile kontrol edildi.

Jelden temizlenen DNA fragmentleri, pGEM-T easy vektoriine 3:1 oraninda
(0,3 ug DNA fragmenti : 0,1 ug pGEM-T easy) hazirlanarak ligasyon gerceklestirildi.
Reaksiyon; 1 pl pGEM-T easy vektorii, 5 pl 2xligasyon tamponu, 1 pl T4 DNA ligaz ve 3
pul DNA fragmenti bir araya getirilerek 10 pl'lik hacim iginde gergeklestirildi. Ligasyon
karisimi 16°C de 1 gece inkiibasyona birakildi.

Ligasyon iiriinleri E. coli DH5a hiicrelerine elektrotransformasyonla aktarilarak
koloni secimleri gerceklestirildi. Bu transformasyonda kullanililan elektrokompetent
E. coli DH5« hiicreleri asagidaki protokole uygun olarak hazirlandi. Klonlarin se¢imi ve
dizin analizleri (Macrogen, KOREA) gerceklestirildi.

Petriye ekilmis E. coli DH5a hiicrelerinden tek bir koloni alinip NaCl ihtiva etmeyen
Luria Bertani (LB) Broth besiyerine asiland1 ve 37 °C de gece boyunca biiyiitiildii. Bu taze
kiiltirden fazla miktarda LB Broth besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi. Hiicreler
37°C de yogunluklar1 600 nm dalga boyunda OD 0,6-0,9 olacak sekilde biiyiitiildii. Bakteri
konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca, hiicreler 30 dakika buz iizerinde bekletildi.
Ardindan 4°C de 4.000xrpm hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim dokiildi ve

cokelti iki kez soguk su ile yikanarak aym hiz ve zamanda santrifiij edildi. Cokelti soguk
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% 1071luk gliserolde ¢oziildii ve 5.000xrpm™de 4 °C de 15 dakika santrifiij edildi. Tekrar
ist kisim dokiildii ve cokelti az miktarda %10°luk gliserol icinde siispansiyon haline
getirildi. Elde edilen kompetent hiicreler mikrosantrifiij tiiplerine boliindii (50 pl'lik

hacimlerde) ve -80 °C de kullanilincaya kadar saklandi.

Genlerin translasyona ugramayan DNA zincirlerinin klonlandig1 plazmitleri hiicreye
aktarmak i¢in elektrokompetent E.coli DHS5a hiicreleri kullanildi. Kompetent E.coli DHSa
hiicrelerinin bulundugu tiipler buz {izerine alindi ve bu hiicrelerin ilizerlerine 1-3 pl
ligasyon karistmindan konuldu ve karistirildi. Karisim elektroporasyon kiivetlerine
aktarildi ve kiivetler elektroporatdr cihazina (BioRad) yerlestirildi. Kiivetler cihazda
200 ohm (Q), 1,5-2K ve 25mF de 3-4 saniye bekletildi. Ardindan kiivetin igerigi 1 ml LB
broth besiyerine transfer edildi ve 37°C°de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonucunda hiicreler 6.000xrpm de 2 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Cokelti haline
gelen hiicreler 200 pl LB Broth besiyerisinde siispanse edildi ve petri kaplarinda bulunan
LB-Agar besiyerisi iizerine cam bagetle yayildi. Petriler 37°C’de 1 gece inkiibasyona

konuldu. Inkiibasyon sonucunda olusan kolonilerden gece kiiltiirleri hazirlandi.

2.6.4. CIV iap Geninin Proteine Doniismeyen 5' ve 3° Bolgelerini fhtiva Eden
Klonlarin Secilmesi

Izole edilen klonlardan plazmit DNAlarmin izolasyonu icin hizli miniprep metodu
kullanildi. Yukarida belirlenen klonlardan olusturulan gece kiiltiirleri 14.000xg de 2
dakika santrifiij edilerek c¢oktiiriildii. Hiicrelerin iizerindeki siipernatant geride 50 pul
kalacak sekilde dokiildii ve ¢okelti bunun iginde vortekslenerek ¢oziildii. Uzerine 300 ul
TENS tamponu (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0,1 mM EDTA, 0,1 N NaOH, % 0,5 SDS) ilave
edilerek karistirildi. Bunu takiben iizerine 150 pl 3 M sodyum asetat (pHS5.2) ilave edildi
ve tekrar 5-6 kez alt iist edilerek kanistirildi. 14.000xg de 3 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant temiz tiipe alindi ve iizerine 900 wl %100°liik etanol ilave edilerek
14.000xg"de 2 dakika santrifiij yapildi. Cokelti % 70°lik etanol ile yikandi ve kurumaya
birakildi. Kuruyan ¢okelti 50 pl ddH,O"da ¢oziildii.
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Izole edilen plazmit DNA'larin CIV iap genine ait DNA fragmentlerini icerip
icermedigini tespit etmek icin bu plazmit DNAlar1 EcoRI restriksiyon enzimi ile muamele
edildi. 10 ul DNA, 0,5 ul EcoRI, 1,5 pl enzime ait 10X tamponu ve 3 ul H,O olacak
sekilde 15 ul'lik hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi.
Ardindan karisim % 1°1ik jelde elektroforez yapildi. Klonlanan DNA fragmentlerini igeren

klonlar belirlendi.

CIV iap i¢in dogru oldugu gozlenen klonlarin 3 er tanesi tespit edildi. Bu klonlardan
kit (High Pure Plasmid Isolation Kit, Roche) kullanilarak saf plazmit DNA"lar1 izole edildi.
Bunun i¢in 3 ml kiiltiir 9.000xg de 30 saniye santrifiij edildi. Stv1 kisim uzaklagtirildi,
¢okelti 250 pl siispansiyon tamponunda ¢oziildii ve iizerine 250 pl pargalama tamponu
ilave edildi. Oda sicaklifinda 5 dakika bekletildikten sonra tizerine 350 pl baglanma
tamponu ilave edildi. Tekrar oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra 10 dakika en
yiiksek hizda santrifiij edildi. Cokelti uzaklastirildi ve s1v1 kisim, kitte bulunan ve iglerinde
filtre ihtiva eden kolonlardan siiziildii. Stizme isleminin ardindan kolonlar iki kez yikama
tamponu ile santrifiij edilerek yikandi. Kolonlar temiz mikrosantrifiij tiiplerine gecirildi.
DNA'nin kolonlardan ayrilarak mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmasi icin kolonlarin
tizerlerine 100 pl H,O ilave edildi ve 13.000xg de 1 dakika santrifiij yapildi. Boylece,
DNA kolonlardan siiziilerek alttaki temiz tiipte toplanmis oldu. izole edilen DNAlarin
konsantrasyonlar1 spektrofotometrede Olciildii. Tiim DNAlardan 100 pul'lik hacim iginde
100 ng/ul konsantrasyonlarinda hazirlandi. Uzerleri dikkatli bir sekilde etiketlenerek
BaseClear Firmasina (BaseClear, P.O.Box 1336, 2302 BH Leiden, The Netherlands) DNA
bazlarinin otomatik analiz edilmesi i¢in gonderildi. Dizi analizi i¢in genellikle M13 F ve

M13 R ve ya SP6 ve T7 primer c¢iftleri kullanildi.

2.7. CIV iap Geninin Fonksiyonel Analizi

CIV iap geninin islevsel bir apoptosis inhibitor geni olup olmadiginin ortaya
cikarilmasi i¢in CIV iap geninin gegici olarak ifadesini saglayan vektoriin olusturulmasi,
bu vektorlerin farkli hiicre hatlarinda test edilmesi, genin dogal konaginda RNAI teknigiyle
deneysel mutant olusturularak CIV enfeksiyonundaki roliiniin tespit edildi. CIVIAP

proteninin bakiiloviriis sisteminde etkinligi belirlendi.
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2.7.1. Gegici Ekspresyon Vektoriiniin Olusturulmasi

CIV iap geninin ve isaret geniyle (gfp) birlikte ifadesinin saglanabilmesi icin her iki
gen en erken genlerden elde edilen giiclii promotorlarin 6niine klonlandi. En erken yapisal
promotorlar olarak Bakuloviriis iel (CIV iap geni i¢in) ve ie2 (gfp isaret geni icin)
promotorlar1 kullanildi. Ac-p35 ve Op-iap3 genleri de kontrol olarak kullanilmak iizere
ayn1 sistemle klonlandi. Klonlanacak genler Phusion DNA-polymeraz (Finnzymes)
kullanilarak c¢ogaltildi. Her bir PCR reaksiyonu icin gerekli enzim bdolgelerini igeren
primerler tasarlandi (Ek Tablo 2). iap genlerinin pFAst Bac vektoriine klonlanabilmeleri
icin uclarinda Spel ve Pstl kesim bolgeleri icermektedir (Sekil 2.3). Phusion DNA
polimeraz enzimiyle ¢ogaltilan kiit u¢lu PCR iiriinlerine A kuyrugu takilarak pGEM-T
easy vektoriine klonlandi. Pozitif klonlar Spel/Pstl ile kesilerek vektoriin icerisinden
cikarilan gen pFastBac Dual vektoriine klonlandi.

Gegici gen ifadesinin gerceklestirilmesi icin tasarlanan vektor pFastBac Dual
vektoriiniin tizerinde bazi1 degisiklikler yapilarak olusturuldu. pFastBac Dual vektoriine
OpMNPV ie-1 promotoru ve hr5 enhansir bolgesi pAclEHr3 plazmitinde bulunan
Xmal/Bglll kesim bolgelerinden yararlanilarak aktarilmistir (Jarvis ve ark., 1996). Bu
aktarimda pFastBac Dual vektoriindeki pl0 ve polyhedrin promotorlan delesyona
ugramistir. Diger kisstma da OpMNPYV ie-2 promotorunun kontroliinde Xhol kesim bolgesi
iceren EGFP fragmani klonlanmustir. gfp(ie2) fragmenti, pEGFP plazmitinden (Clontech)
gfp nin pIB/V5-His (Invitrogen) vektoriine BamHI1/Xbal pargasi olarak klonlanmistir. Bu
parca, IE2-FW 5°-TTC TCG AGT CAT GAT GAT AAA CAA TGT ATG GTG-3" ve
GFP-RV 5°-TTT CTC GAG GTC GAC CCG CTT TAC TTG TAC AGC-"3 primerleriyle
(alt1 cizili bolgeler Xhol kesim bolgesini gostermektedir) flizyon DNA polimeraz enzimi
kullanilarak gerceklestirilen PCR reaksiyonu sonucunda elde edilmistir. Bu sayede gecici
gen ifadesini saglayan pFB gfp(ie2)-hr5-(iel) vektorii elde edildi.

pFB gfp(ie2)-hr5-(iel1)-CIViap plazmiti Spel/Pstl kesim bolgeleri iceren CIV iap
geninin pFB gfp(ie2)-hr5-(iel) palzmidine klonlanmasiyla elde edilmistir. Bu amacla CIV
iap geni phusion DNA polimeraz enzimi kullanilarak CIViap-FWI 5°-TTA_CTA GTA
TGG ATA CAT GTG GAA TTT ATA-3" ve CIViap-RVI 5°-TTC TGC AGT TAT ATA
AAA AGA TTG TTA ATT TTG AT-3" (alt ¢izili bolgeler sirasiyla Spel ve Pstl kesim
bolgelerini temsil elmektedir) genomik CIV DNA kullanmilarak gergeklestirilen PCR

reaksiyonu ile elde edildi. Elde edilen plazmite pFBCIViap ismi verilmistir. Pozitif kontrol
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olarak hazirlanan pFB gfp(ie2)-hr5-(iel)-Opiap3 plazmiti OpMNPV iap3 geninin
pHSOpiap plazmitinden elde edilen Eco47III/Pstl kesim bolgelerinden yararlanilarak
pFB gfp(ie2)-hr5-(iel) vektoriindeki Stul-Pstl kesim bolgelerinin bulundugu bolgeye
klonlanmasiyla elde edilmistir (Clem & Miller, 1994) Elde edilen plazmite pFBOpiap3 adi
verildi. Diger bir pozitif kontrol olan pFB gfp(ie2)-hr5-(iel)-p35, AcMNPV p35 geninin
MW321 5°-TTA ACT AGT ATG TGT GTA ATT TTT CCG GTA-3" ve MW322 5°-AAT
CTG CAG TTA TTT AAT TGT GTT TAA TAT TAC ATT TTT G-3" primerleri,
phusion DNA polimeraz enzimi ve kalip DNA olarak AcMNPV-E2 DNA™s1 kullanilarak
gergeklestirilen PCR reaksiyonu sonucunda elde edilmistir (alti ¢izili bolgeler sirasiyla
Notl/Pst] kesim bolgesini gostermektedir). PCR {iriinil ilk olarak pGEM-T easy vektoriine
Notl/Pstl kesim bolgeleri kullanilarak klonlandi. Bu vektorden pFB gfp(ie2)-hr5-(iel)
plazmitine Stul/Pstl kesim bolgeleri araciligiyla klonlanarak elde edilen plazmit pFBp35
olarak adlandirild1 (Sekil 2.3). Negatif kontrol olarak pFB gfp(ie2)-hr5-(iel) plazmiti
kullanildi (pFBempty).

2.7.2. Genin Amplifikasyonu (PCR) ve Gegici Gen ifadesi Vektoriine
Klonlanmasi

PrimerSelect (DNASTAR) programi kullanilarak 193R genine 0zgii primerler
Pstl/Spel kesim bolgelerini igcerecek sekilde olusturuldu. Genin cogaltilmasinda hata
olmasin1 engellemek icin hata diizeltme aktivitesine sahip phusion DNA Polimeraz

(Finnzymes) kullanildi. PCR karigima;

Kalip DNA ; lul
5% Phusion tamponu ; 10 uL
10mM dNTP karigimi ; 1 uL
10 uM CIViap-FW ; 1 uL
10 uM CIViap-RV ; 1yl

Phusion DNA polimeraz ; 0,25 uLL
H,O ; 35,75 ulL
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Reaksiyon toplam 50 upL olarak hazirlandi. Primerler i¢in yapisma sicakligi
Tm=4x(C+G) + 2x(T+A) — 5 formiiliine gore hesaplandi. Yapisma sicakligi 5 dongii sonra
60°C yiikseltildi. Sentez basamagi 20 saniye olarak programlandi. Sentez siiresi genin
uzunluguna gore ayarlandi. PCR reaksiyonu, 2 dakika 98°C de baslangi¢ denatiirasyonu
ardindan, 5 dongii halinde zincirlerin ayrilmasi icin 10 saniye 98°C'de, primerin
baglanmasi i¢in 45 saniye 55°C de ve sentez i¢in 30 saniye 72°C uygulandi ve 35 dongii
halinde zincirlerin ayrilmasi i¢in 10 saniye 98°C, primerin baglanmasi i¢in 45 saniye 60°C
ve sentez i¢in 30 saniye 72°C uygulandi ve son sentez asamasi 7 dakika 72°C olarak
tamamlandi. PCR iiriinii, Illustra™ GFX Gel Purification kiti (GE Healthcare) kullanilarak
izole edildi ve % 1'lik agaroz jelde DNA nin nisbi konsantrasyonu belirlendi.

PGEM-T easy vektorii (Promega) T kuyruklar bulunduran lineer bir yapidadir. Bu
timin kuyruklart A kuyrugu bulunduran DNA fiiriinleriyle ligasyonu kolaylastirmaktadir.
Bu nedenle DNA iiriinlerinin her iki 3" uguna A kuyrugu eklendi. Reaksiyon karigsimi;
7 uL DNA, 1 pL 10x Tag tamponu, 0,6 uL MgCl,, 0,5 uL. 10mM dNTP karisimi ve 0,4
UL Tag polimeraz icermektedir. Bu reaksiyon karisimi 72°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Ligasyonu takiben iiriin E.coli DHS5a hiicrelerine aktarildi. Klonlar klasik yontemlerle
belirlenip dogrulandi. Dizi analiziyle dogrulanan klonlardan plazmit izolasyonu yapilarak
hedef gen izole edildi. Yine es zamanl olarak vektor plazmiti de ayn1 enzimlerle kesilerek
ligasyon i¢in hazirlandi. Kesilen vektor ligasyon oOncesinde yeniden halkasal hale
gelmesini engellemek icin CIAP (calf intestine alkaline phosphatase) ile muamele
edilerek izole edildi. Bu enzim lineer durumdaki vektoriin 5° uclarindaki fosfatlar
uzaklastirmaktadir. Reaksiyon karisimi 8 pL. DNA, 1 pLL Alkalen fosfataz 10X tamponu ve
1 uLL Alkalen fosfataz (AP) enzimi icermektedir. Bu karisim 1 saat 37°C”de inkiibe edildi.

DNA bantlar1 UV transiliiminator ile gozlenerek steril bistiiri yardimiyla kesilerek
ependorf tiiplerine konuldu. Jelden DNA saflastirmada GE Healthcare ve Roche
firmalarma ait yiiksek saflikta PCR iiriinii saflagtirma kitleri kullanildi. Vektor ve hedef
genin bu islemlerden sonra DNA yogunlugu agaroz jelde marker bantlarinin bilinen
yogunluklanyla karsilastirarak tahmin edildi. Ligasyonda 1 vektor : 5 hedef gen olarak
gergeklestirildi. Bu oranlar hesaplandiktan sonra 5X ligasyon tamponundan 2 pL, 1 pL
T4 DNA ligaz ve 1 uL 15 mM ATP toplam hacim 10 pL olacak sekilde hazirlandi. pPGEM-
T easy kiti (Promega) ligasyonda kullanilirsa karisimda 3 pLL A uyrugu takilmis gen, 1 pLL
vektor, 5 pL. 2X ligasyon tamponu ve 1 pL ligaz kullanildi. Reaksiyon karigimi 16°C’de
15 saat inkiibe edildi.
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Elektroporasyon i¢in ligasyon iriiniinden 1 pL alinarak 50 pL kompetent hiicre ile
karistirildi. Cihazin sabit ayarlar1 kullanilarak transformasyon yapildi ve bu islemin hemen
ardindan hiicreler miimkiin oldugunca kisa surede 1 mL LB besiyeri ile alinarak 37 °C"de
45 — 60 dakika inkiibe edildi. Hiicreler 5000xrpm’°de 1 dakika santrifiij edildi ve pellet
tiipte kalan yaklagik 0,1 mL besiyeriyle ¢oziilerek antibiyotik igeren LB Agar petrilerine
ekildi. Plazmit izolasyonu 2.4.2. Boliimde aciklandig1 gibi gerceklestirildi.

Yiiksek konsantrasyonda ve saflikta kontrol veya hedef geni iceren plazmitlerin
izolasyonu icin hiicreler 100 mL antibiyotikli LB besiyerinde biiyiitiildii. Plazmit DNA
JetSTAR 2.0 plazmit saflastirma kiti (Genomed) kullanilarak kit protokoliine gore izole
edildi.

A)
’ Tlgili gen Kalp
Spel —* *— pPstl
Spel ligili gen Pst]
&
2
3
E
eel [ Tigii gen Pt pGemt Easy
Spel lggli gen Pstl ;
C) 1e2 1e1

Sekil 2.3. Gegici gen ifadesi vektoriiniin klonlanmasi. A; Hedef genin PCR basamagi
ve genin uglarma Spel/Pstl kesim bolgelerinin eklenmesi. B; pFastBac
vektoriinden pl0 ve polihedrin promotorunun uzaklastirilarak yerine
OpMNPV  ie-2 promotorunun kontroliinde gfp ve OpMNPV ie-/
promotoruyla hr5 enhansir bogesinin klonlanmasi. C; Hedef genin
OpMNPYV ie-1 promotorunun dniine klonlanmasi
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2.7.3. Rekombinant Plazmitlerin Kontrolii

Hazirlanan tiim plazmitler restriksiyon analizi, koloni PCR ve dizi analiziyle kontrol
edilerek dogrulandi. Bu amagla ilk olarak klonlardan elde edilen plazmitler tipik bir kesim

reaksiyonu protokolu uygulanarak kontrol edildi.

Plazmit DNA ; 3-5 uLL
Restriksiyon enzimi ;1 L
Tampon (10X) ; 1 ul
ddH,O ;5-3 uL

Toplam hacim 10 pL olacak sekilde steril dH,O/RNaz eklendi. Sonrasinda karigim
uygun sicaklikta 1-2 saat inkiibe edildi. Eger BSA gerekliyse karisimin 1/10°u oraninda
BSA ilave edilmelidir.

Ikinci olarak da koloni PCR kullanilarak klonlarm dogrulugu kontrol edildi. Bu
reaksiyon klasik PCR kosullarinda Tag polimeraz (Promega) enzimi kullanilarak
gerceklestirildi. Reaksiyon karigiminda 5 pL 10X Tag tamponu, 1 pL 10mM dNTP
karigimi, 1 uLL 10 uM primer 1, 1 pL 10 pM primer 2 ve 1 uL Tag polimeraz toplam hacim
50 pL olacak sekilde hazirlandi.

Kalip DNA olarak koloni direk olarak kullanildi. Bu islemde kiirdan veya pipet ucu
koloniye dokundurularak bir miktar bakteri alindi ve 18 pL steril su i¢inde bu bakteri
coziildi ve 95°C’de 5 dakika bu karisim bekletildi 8000xrpm” de 1 dakika santrifiij
edilerek siipernatant kalip DNA olarak kullanild1.

Primer baglanma sicaklig1 yukarida belirtilen formiile gore belirlendi. Taq polimeraz
enzimi Phusion polimeraz enziminden yavas olmasi nedeniyle sentez siiresi 40 saniye
olarak programlandi.

PCR reaksiyonu, 5 dakika 94°C’de baslangic denatiirasyonu ardindan, genin
cogaltilmasi icin zincirlerin ayrilmasi icin 30 saniye 94°C, primerin baglanmasi igin 45
saniye 55°C sentez i¢in 40 saniye 72°C lik program 35 dongii ve son sentez asamasi

7 dakika 72°C olarak uygulandi.
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2.8. CIV iap Ekspresyonunun in vivo Etkilerinin Belirlenmesi

2.8.1. Hiicre Kiiltiirii

Bu c¢alisma i¢in CIV nin replikasyonunun ve plazmit transfeksiyonunun en yiiksek
verimde saglanabildigi hiicre hatlar kullanild1 (Sekil 3.1). Hiicreler 25 cm” flasklarda 4 mL
Grace'nin bocek besiyeriyle (Grace, 1962) %1 fetal bovine serum (FBS) kullanilarak
kiiltiir edildi. Bu ¢calismada SPC-BM-36 (Bombyx mori), S21 (Spodoptera frugiperda) ve
TniH5 (Trichoplusia ni, sonuglar verilmemistir) kullanildi. Hiicreler 28°C de 4 mL

kiiltiirde tiim flask icinde 1x10° hiicre olacak sekilde inkiibe edildi.

2.8.2. Bocek Hiicrelerinin Transfeksiyonu

Petri kaplarma (35 mm) 2x10° hiicre 2 mL FBS icermeyen Grace nin bocek besiyeri
kullanilarak ekildi ve 1 gece 28°C de biiyiitiildii. Hoechst boyamas1 yapilmasi planlanan
petrilere hiicreler ekilmeden Once kiiciik boy steril lameller yerlestirildi. Transfeksiyon
karisimi1 hazirlanmasi igin polistren tiipler kullanildi. Polistren tiiplerin dip kismina
SPC-BM-36 hiicre hatti icin 10 pL lipofectin (invitrogen), Sf21 ve TniHS5 hiicre hatlar1 igin
10puL Cellfectin (invitrogen) 10 pg plazmit DNA (2.7.2°de agiklanan rekombinant
plazmitlerin) bigceren 40 pL steril bidistile suyla nazik¢e karistirilarak konuldu. Bu karigim
oda sicakliginda 45 dakika bekletildi ve her 15 dakikada bir nazikce karistirild.
Inkubasyon sonrasinda 500 pL Grace's Insect besiyeri ilave edildi. Petri kaplarindaki
besiyerleri uzaklastirildi ve hazirlanan transfeksiyon karistmi damla damla petrilere
aktarildi. Hiicreler 1 saat 27°C de 2,5 hizda karistirici iizerinde inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda 500 puL “Grace’s insect besiyeri” ilave edilerek hiicreler 3 saat 27°C de inkiibe
edildi. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra %10 FBS iceren besiyeri eklenerek bir kag¢ giin

hiicrelerin gelismesi i¢in 27°C de inkiibe edildi.

2.8.3. Apoptosisin Uyarilmasi

Bu ¢alismada 35 mm’lik petri kaplarinda, 2 mL besiyeri icerisinde, 1x10° hiicre tek
tabaka olacak sekilde gece boyunca inkiibasyon yapildiktan sonra kullanildi. Aktinomisin

D (Sigma) stok soliisyonu DMSO icerinde son yogunlugu 2,5 mg/mL olacak sekilde
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hazirlandi. Calisma soliisyonu 0,5 mg/mL olarak hazirlandi. SPC-BM-36, Sf21 ve TniH5
hiicrelerinde uygun aktinomisin D yogunluklar1 ve apoptosisi tegvik siireleri yapilan farkl
yogunluklarin test edilmesiyle belirlendi. Apoptosis SPC-BM-36 hiicre hattinda 0,5 pg/mL
6 saat, Sf21 hiicre hattinda 2 pg/mL 5 saat ve TniHS hiicrelerinde 1 pg/mL 10 saat
seklinde tesvik edilmistir.

2.8.4. Hoechst Boyamasi

Hiicrelerdeki apoptosisin belirlenmesinde kullanilan boyama yontemidir. Hoechst
boyas1 ¢ekirdegi boyar ve hiicrelerde ¢ekirdek DNA"sindaki pargalanmasinin gézlenmesini
saglar. Bu amacla, tabanina steril lamel yerlestirilen 35 mm capindaki petrilerde 2 mL
besiyeri icerisinde hiicreler biiyiitiildii. Deney gruplarinda apoptosisin gozlenmesinde stok
1 mM Hoechst boyasindan (bisBenzimide H33342 trihydrochloride, Sigma) hazirlanan
boyadan besiyerine son konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde ilave edildi. Hiicreler 37°C
1 saat inkube edildikten sonra lamel alinarak preparat hazirlandi ve DAPI filtresiyle
incelendi. Apoptosise ugrayan hiicrelerin cekirdekleri DAPI filtresiyle mavi renkte

parcalanmuis sekilde goriiliir.

2.8.5. Bocek Hiicre Kiiltiirlerinden DNA Eldesi

Hiicrelerde apoptosisin gozlenmesi icin kullanilmaktadir. Apoptosise ugrayan
hiicrelerden izole edilen DNA parcalanmis sekilde 6zgiin bant yapisina sahiptir. Hiicreler
flask tabanindan nazikce almarak tiiplere aktarildi. iki kez 1 mL soguk PBS ile yikandi.
Yikama sirasinda santrifugasyon islemi 5000xrpm’de 5 dakika olarak yapildi. Son
basamakta siipernatant uzaklastirilarak pellet 0,5 mL TENS (0,1 M Tris-HCl pH 7.6,
10 mM EDTA, 10 mM NaCl, 0,5% Sarkosyl) ile siispanse edilerek 1 saat 37 °C”de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda karigtma son konsantrasyonu 100 pg/mL olacak sekilde
proteinaz K ilave edilerek 56°C” de 1 saat inkiibe edildi. Bu asamadan sonra iki kez fenol
saflastirmas1 yapildi. Bir defa da Kloroform/izoamil alkol saflastirmasi yapilarak DNA
¢Oktiiriilmesi islemine gecildi. Bu islemde 5SM NaCl son yogunlugu 200 mM olacak
sekilde ve 2 hacimde soguk %100 EtOH eklendi ve -80°C 20 dakika veya -20°C"de gece
boyu bekletildikten sonra DNA yiiksek hizda 20 dakika ¢oktiiriildii. %70 ik EtOH ile

yikandiktan sonra kurutularak TE tamponu igerisinde ¢oziildii.
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2.8.6. Bombyx mori (SPC-BM-36) Hiicrelerinin Rekombinant Plazmitlerle
Transfeksiyonu

Deney 35 mm’lik hiicre kiiltiir kaplarinda gergeklestirildi. SPC-BM-36 hiicreleri bir
gece onceden hiicre kiiltiir kaplarina her kapta 1x10° hiicre olacak sekilde transfer edildi.
Hiicrelerin 2 saatlik tabana yapisma periyodunun ardindan, iizerlerindeki besiyeri
uzaklastirildi ve yerine FBS ve katki maddeleri ihtiva etmeyen besiyeri konuldu. Ertesi giin
hiicrelerin tizerindeki besiyeri alind1 ve yerine daha 6énceden hazirlanmis olan rekombinant
pFastBac Dual plazmiti (2 ug), cellfectin (10 ul) (Invitrogen) ve katki maddeleri ihtiva

etmeyen besiyeri (500 ul) karisimi birakilarak plazmitin hiicrelere transfeksiyonu

gergeklestirildi.
ie-2 ie-1 (en erken OpMNPYV promotoru)
pFastBac dual vektoriinden
m Hedef gen olusturulan ekspresyon vektorii
enhansir
Bos plazmit : negatif kontrol
CIV iap M
Transfeksiyon p35 - + kontrol
SPC-BM-36 hiicre hatti Opiap : + Kontrol
Sf21 hiicre hatt1
Anti apoptotik aktivitenin test edilmesi
—
= 9% Canlilik
Apoptosisin tesvik edilmesi = oligoniikleozomal ladder testi

Aktinomsin D (transkripsiyon inhibitorii)
Sekil 2.4. SPC-BM-36 ve Sf21 hiicre hatlarinin rekombinant plazmitlerle transfeksiyonu ve

apoptosisin uyarilmast

2.8.6. istatistiksel Analiz

Gegici gen ifadesi saglayan sistemde elde edilen sonuglat Excel (Microsoft)
programinin istatistik 6zellikleri kullanilarak degerlendirildi. Standart sapma (c) ‘STDEV"

seceneginden yaralanilarak asagidaki formiile (1) gore hesaplandi.
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Bu formiilde;

N: Ornek sayisi

X; ; 1 0rneginin degeri
[ ; ortalama

Standart hata asagida verilen formiile(2) gére hesaplandi.

Standart Hata=— (2)

B

Apoptotik hiicrelerin sayisindaki azalmanin hesaplanmasi, apoptosisin tesvik
edilmesinden once gfp ifade eden hiicrelerin apoptosisin tesvik edilmesinden sonraki gfp
ifade eden hiicrelerin sayisina oraninin kontrolle kargilagtirlmasiyla hesaplandi. Bu
oranlarin arasindaki istatistiksel farkliliklar, excel programindaki TTEST secenegi

kullanilarak degerlendirildi. P<0,05 degeri istatistiksek olarak 6nem sinir1 olarak belirlendi.

2.9. CIV iap Geninin Viral Enfeksiyondaki Roliiniin Tespiti

CIV iap geninin konak hiicrenin apoptosis siirecini baskiladigi yani viriisiin
fonksiyonel olarak aktif bir iap genine sahip oldugunun anlagilmasindan sonra genin
susturulmasi, boylece viral replikasyon i¢in gerekli bir gen olup olmadiginin ve ayrica
konak hiicrede enfeksiyon sonrasinda gerceklesecek degisimlerin gozlenmesi amaglandi.
Bu amacla dsRNA susturulmasi yontemi denenmesine karar verildi. Gene 6zgil in vitro
dsRNA sentezi yapmak i¢in yeni bir plazmit klonlandi. Bu sayede in vitro dsRNA sentezi

gerceklestirildi. Bu vektoriin yapisi Sekil 2.5 de genel olarak gosterilmektedir.

2.9.1. In vitro dsRNA Sentezi

dsRNA iiretimi icin olusturulan vektor her iki yonde T7 promotoru ve T7
sonlandirict bolgeleri bulunduracak sekilde tasarlandi. pFastBac Dual vektoriiniin ikinci

coklu klonlama bolgesi (MCS) MW 186 5°-CCC TCA AGA CCC GTT TAG AGG CCC
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CAA GGG GTT ATG CTA GTT ATT GCT CAG CGG ATC CCG GTC CGA AGC GCG
CGG AAT TC-3" ve MW187 5°-CCC TCA AGA CCC GTT TAG AGG CCC CAA GGG
GTT ATG CTA GTT ATT GCT CAG CGG AAG CTT GTC GAG ACT GCA GGC TCT
AG-3" primerleri kullamilarak cogaltildi (alt1 c¢izili bolgeler T7 sonlandirici bolgesinin
kismu bir parcasidir). PCR iiriini MW 188 5°- TTC CTA GGT TAA TAC GAC TCA CTA
TAG GCA AAA AAC CCC TCA AGA CCC GTT TAG AGG CCC CAA GG-3" primeri

kullanilarak tekrar PCR gerceklestirildi (italik kistm AvrIl kesim bolgesini, koyu punto ile
gosterilen bolge T7 promotorunu, alt1 ¢izili bolge T7 promotorunun geri kalan pargasini
temsil etmektedir). PCR {irlinii pFB-gfp(p10) delta polh vektoriiniin AvRII kesim bolgesine
klonlandi. Sonug olarak vektordeki polihedrin promotoru ve bitisigindeki ¢oklu klonlama
bolgesinin Bst11071/Hpal fragmenti olarak delesyonu gerceklesir sonrasinda Xmal
bolgesine GFP insersiyonu gerceklesir (red shifted GFP=smRS-GFP). CIV iap PCR iiriinii
iki yonlii T7 promotorunun arasindaki ¢oklu klonlama bolgesine Spel/Pstl kesim bolgeleri

araciligiyla klonlanarak pFB gfp(p10)-T7/CIViap elde edilir (Sekil 2.5).

Spel | ClViap Pstl
DAV --7 in vitro dsRNA sentezi
I
Acpl0 T7 pro  T7 pro f—
GFP — = Transfeksiyon ve ya dogrudan
T7ter T7ter besiyerine transfer
LA

pFastBac gfp T7-kaseti

o iridescent viriis
enfeksiyonu

Sekil 2.5. In vitro dsRNA iiretimini saglayan vektor

Bu olusturulan plazmit dsRNA sentezinde kullanildi. “T7 Ribomax Express RNAi
sistemi” kullanilarak in vitrro dsRNA sentezi gergeklestirildi. Bu amacla hazirlanan
plazmitler RNaz ile muamele edildi ve plazmit karistmindaki muhtemel RNaz aktivitesi
baskilandi. RNaz'dan arindirilan plazmitler karisimdan fenol kloroform yontemi
kullanilarak izole edildi. izole edilen plzmitler in vitro dsRNA sentezinde T7 Ribomax

Express RNAIi sisteminin protokoliine uygun sekilde dsRNA sentezlendi. Bu reaksiyon 20
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pl toplam hacimde gergeklestirildi. Plazmit DNAdan toplam reaksiyonda plazmitin

icerdigi hedef genden 1pg icerecek miktar pl olarak hesaplanarak reaksiyonda kullanildi.

Reaksiyonda;

Ribomax Express T7 2X tamponu  ; 10 pl

T7 RNA polimeraz ; 1ul

RNAsin ; Lyl

Niikleaz icermeyen ddH20 ; toplam hacim 20 pl"ye tamamlanir.

Reaksiyon karigimi sirasiyla 37°C de 30 dakika, 42°C 15-20 dakika ve 70°C de 10
dakika inkiibe edildikten sonra yavasca oda sicakligina kadar sogumaya birakildi. Bu
asama dsRNA sentez asamasidir. Bu agamayi takiben reaksiyon karigimindaki kalip DNA
(Plazmit DNA) ve ssRNA'lar uzaklagtirildi. dsRNA bu asamalardan sonra ¢o6zelti
icerisinden saflastirildi. Deneysel asamada farkli konsantrasyonlarda (0 pg, 10 ug ve 50
ng) dsRNA 35 mm'lik flasklarda 1x10° SPC-BM-36 hiicresine transfekte edildi.

Transfeksiyondan 24 saat sonra CIV enfeksiyonu gergeklestirildi.

2.9.2. siRNA Sentezi

CIV iap gen sirasinda 6zgiin hedef bolgelere baglanabilecek iki siRNA ve bu
yontemle deneysel sistemde genin hangi verimlilikte susturulabildiginin belirlenmesi
icinde gfp gen sirasma 0zgiin iki siRNA tasarlandi (Tablo 2.2). Tasarlanan siRNA dizileri
Eurogentec firmasi tarafindan sentezlendi. Negatif kontrol olarak mock transfeksiyon ve
mock enfeksiyon veya mock transfeksiyon ve enfeksiyon gerceklestirildi. Farkli
konsantrasyonlarda (0 pg, 2,5 pg, 5 pg ve 10 ug) CIV iap siRNA-1 ve siRNA-2 veya
kontrol olarak gfp siRNA-1 ve siRNA-2, 35 mm'lik flasklarda 1x10° SPC-BM-36
hiicresine transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra CIV enfeksiyonu

gerceklestirildi.

Susturmanin  verimliligi markir gene (gfp) 0zgli tasarlanan siRNA'larin
kullanilmasiyla test edildi. gfp siRNA'larinin GFP ifadesini verimli olarak baskiladigi

belirlenmistir. Bununla birlikte ayni sistemde kontrol olarak CIV iap siRNA'larinin
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kullanilmas1 sonucunda GFP ifadesi iizerinde onemli etkisi gozlenmedi. Ornekler UV

mikroskobunda DAPI filtresi kullanilarak incelendi.

Tablo 2.2. CIV iap geninin susturulmasi i¢in tasarlanan siRNA siralari

Gen siRNA dizisi hedef bolge*
5 GACAUGUCCAAUUUGUAAAJTAT - 3' 61581
IV igp |27 dTATCUGUACAGGUUAAACAULU -5
5 GAUCAGAUAAUCCAUUUGAJTAT - 3' 245265
3' — dTdTCUAGUCUAUUAGGUAAACU -5
5 CGGAAAACUUACCCUUAAAJTAT - 3' 105125
3' - dTAITGCCUUUUGAAUGGGAAUUU -5
eglr 5 GCAGACCAUUAUCAACAAAJTAT - 3' 23543
3'- dTdATCGUCUGGUAAUAGUUGUUU -5

*CIV iap (NP149656) ve gfp (U70496) siRNA'larinin GenBank verilerine belirlenen hedef bolgeler.

2.10. Bakiiloviriis Enfeksiyonunda CIV IAP Proteinin Rolii

Apoptosis inhibitor proteinlerinin islevlerinin test edilmesinde uygulanan etkin
yontemlerden biride apoptosis inhibitor genleri ¢ikarilmis viriislerde ilgili genin klonlarak
veya proteinin viriisiiniin replike olabilecegi ortamda ifadesi saglanarak gozlenmesidir. Bu
amagla, CIVIAP proteininin bakiiloviriis IAP proteinlerine gosterdigi yiiksek homoloji
nedeniyle bu proteinin AcMNPV nin model olarak kullanildigi bir sistemde etkinliginin
arastirilmasi hedeflendi. CIVIAP ifadesi hiicre kiiltiiriinde pFB gfp(ie2)-hr5-(iel)CIViap
plazmitinin ifadesiyle gerceklestirildi. CIV iap genini ifade eden bu plazmitin
transfeksiyonu takiben rekombinant AcMNPV [A p35 AcMNPV (polh+)] enfeksiyonu
gerceklestirilerek viriisiin replikasyonu gozlendi. Mikroskobik analizle AcMNPV
polihedralar1 gozlendi. AcMNPV polhedrin proteinine 6zgii antikor kullanilarak yapilan

Western analiziyle sonuglar kontrol edildi.



3. BULGULAR

3.1. Chilo iridescent viriis'in (CIV) Bombyx mori (SPC-BM-36) Bocek Hiicre
Kiiltiiriinde Replikasyonu

CIV'nin Bombyx mori hiicrelerinde ki enfektivitesini belirlemek amaciyla yapilan
deneyde, enfeksiyonu takip eden 24. saatte hiicrelerin ¢evresindeki besiyerinde daginik
halde bulunan bazi vezikiillerin olusumu gozlendi. Bu vezikiiller apoptotik yapilara
benzerlik gostermektedir (Nalcacioglu, ve ark., 2003, 2007). Bombyx mori hiicrelerinde
kontrolden farkli olarak goézlenen bu degisiklikler, CIV 'nin bu hiicrelerde enfeksiyon

olusturdugunu gostermektedir (Sekil 3.1).

kontrol

Sekil 3.1. Chilo iridescent viriis'iin (CIV) Bombyx mori hiicrelerinde olusturdugu sitopatik
etkiler. Kontrol; Enfekte olmamig SPC-BM-36 hiicreleri. Giinler enfeksiyondan
sonra gecen zamanlan gostermektedir. Biiytitme, 200X

CIV'nin SPC-BM-36 hiicrelerinde replikasyonuyla ilgili yapilan go6zlemler
sonucunda enfeksiyonun 24. saatinde gozlenen vezikiillerin apoptotik yap1 olup olmadigi
belirlendi. Apoptosise giren hiicrelerin DNA'lar1 parcalanarak ©6zgiin DNA profilleri
olusturdugu bilinmektedir. Bu amacla apoptosise giren hiicrelerin gostermis oldugu 6zgiin
DNA profili belirlendi (Sekil 3.2) ve CIV enfeksiyonunun belirli donemlerinde
hiicrelerden elde edilen genomik DNA analiz edildi.

Deney sonucuna gore enfeksiyondan sonra 3 saat, 1. giin ve 3. giin sonunda CIV
enfeksiyonunun konak hiicrelerde apoptosise neden olmadigi ve viral patogenezin basarili

oldugu belirlendi (Sekil 3.2).
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CIV enfeksiyonu
Kontrol ActD 3.s 24.s 72.s
P ————) Markir

3000 bp

1000 bp

400 bp
200 bp

yok var yok yok yok

Sekil 3.2. Chilo iridescent viriis'in (CIV) Bombyx mori SPC-BM-36
hiicrelerinde olusturdugu enfeksiyonda apoptotik etkilerin
DNA ladder analizi ile tespiti. Kontrol; Enfekte olmamis SPC-
BM-36 hiicreleri, Act-D; pozitif kontrol olarak apoptosisin
uyarildigr SPC-BM-36 hiicreleri, 3. s; Enfeksiyondan sonra 3.
saat, 24. s; Enfeksiyondan sonra 1. giin, 72. s; Enfeksiyondan
sonra 3. giin

3.2. Chilo iridescent viriis*iin (CIV) Muhtemel Apoptosis Inhibitér Genlerinin
Biyoinformatik Analizi

Fonksiyonel proteinleri kodlayan apoptosis inhibitor genlerinin en azindan bir adet
BIR islevsel bolgesiyle birlikte RING bolgesine sahip oldugu bilinmektedir. Dizi analizi
sonucunda muhtemel apoptosis geni olarak onerilen ii¢ gene ait amino asit dizileriyle farkli
viral TAP proteinleri arasindaki iligskiler ve ORF lerdeki islevsel bolgeler analiz edildi. BIR
ve RING islevsel gen bolgelerinin tespitinde MegAlign (DNASTAR) programindaki
Clustal algoritmasi kullanildi. Sonug olarak CIV genomunda belirtilen ii¢ genden yalnizca
birinin (193R) fonksiyonel IAP proteini kodlayan gen olabilecegi diisiiniildii. Bu gen,
farkl viriis gruplarinda belirlenen iap genlerinin amino asit dizileriyle karsilastirild (Sekil
2.2). Bu karsilasirma sonucunda bakiiloviriis (NPV I, NPV 1II, GV), nudiviriis,
entomopoks virils, herpes viriis, pikorna benzeri virlis, ascoviriis ve asfaviriislerde

belirlenen iap genleriyle olan filogenetik iligkisi tespit edildi.
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Sekil 3.3. CIVIAP proteininin islevsel bolgelerinin bilinen bazi viral IAP proteinleriyle

kargilastirilmasi. (A) BIR islevsel bolgesi. (B) RING islevsel bolgesi. Siyah
renkle belirtilen 6zdes amino asitleri. Koyu gri renkle belirtilen amino asitler
korunmus amino asitleri ve acik gri renkle belirtilen benzer amino asitleri temsil
etmektedir. BIR motifi; GXg.1; CX,CXs 10E/DXsHX3.¢C (Alt1 ¢izili olarak
gosterilmistir). RING islevsel bolgesi C3HC4 motifiyle (Altr ¢ift ¢izgili olarak
gosterilmektedir) temsil edilmektedir. IAP islevsel bolgeleri karsilastirilan
genlerin bulundugu organizmalar, CIVIAP; Chilo iridescent viriis. OsHV-1;
Ostreid Herpesviriis 1. KFV; Kelp fly viriis. AgselAP; Agrotis segetum NPV,
SeMNPV; Spodoptera exiguea MNPV. OplAP; Orgyia pseudotsugata MNPV.
EppoNPV; Epiphyas postvittana NPV. CplAP; Cydia pomonella GV. BmNPV;
Bombyx mori NPV. ChocNPV; Choristoneura occidentalis NPV. ChchNPV;
Chrysodeixis chalcites NPV, TniSNPV; Trichoplusia ni . AmEPV; Amsacta
moorei entomopoksviriis, DpAV; Diadromus pulchellus ascoviriis 4a. GbNV;
Gryllus bimaculatus nudiviriis. ASFV; African Swine fever viriis

3.3. CIV iap Geninin Transkriptomik Analizi

CIV iap geninin transkriplerinin Bombyx mori hiicrelerinde varliginin RT-PCR ile

tespiti sonucunda genin transkriptleri SPC-BM-36 hiicrelerinde 0 — 36. saatler arasinda test

edildi. 4. saatten itibaren 36. saate kadar gene 6zgiin transkriptler belirlendi. DNA (Ara-C)

ve protein sentezi (Siklohekzimit) inhibitorleri kullanilarak yapilan enfeksiyonlarda,
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CIV iap transkripti tespit edildi. Sonu¢ olarak bu bilgiler 1s18inda CIV iagp geninin en
erken gen grubuna ait bir gen oldugu belirlendi (Sekil 3.4).

RT-PCR PCR

K 0 4 12 24 36 K 0 4 12 24 36 Ara Cycl

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 3.4. CIV iap transkriplerinin RT-PCR analizi. 1) CIV ile enfekte olmus Bombyx
mori hiicrelerinden izole edilen total RNA'nin gene 0zgiin primerler
kullanilarak yapilmis PCR analizi. K; Kontrol; Enfekte olmamus hiicre hatti, 2-6;
RT PCR analizi (Enfeksiyon sonrasi gecen siire, saat), 8-12; PCR analizi
(Enfeksiyon sonrasi gecgen siire, saat), 13; 24. saatte Ara-C mevcudiyetinde, 14;
24. saatte siklohekzimit mevcudiyetinde CIV ile enfekte olmus Bombyx mori
hiicrelerinden izole edilen toplam RNA nin gene 6zgiin primerler kullanilarak
yapilmis RT-PCR analizi

3.4. CIV iap Geninin Anatomik Analizi

CIV iap geninin transkripsiyon baslangic noktasi 5°-ACE analiziyle belirlenerek
genin mRNA"sinda ki proteine doniismeyen kisimlarinin baz dizisi tespit edildi. CIV iap
icin elde edilen klonlarin dizin analizi sonuglar1 bu genin transkripsiyon baslangic
noktasinin, translasyon baslangi¢ noktasi +1 olarak alindiginda, -18. pozisyondaki A bazi

oldugunu gostermektedir (Sekil 3.5).

Yapilan 3°UTR analizi sonucunda 52 bp uzunlugunda bir bolge belirlendi. Fakat
yapilan aligment analizleri sonucunda CIV genomunda devamli bu bolge olarak tespit
edilemedi. Ayrica baz1 Iridoviriislerde oldugu gibi 3° UTR bolgesinde poli A kuyrugu

tespit edilmemistir.
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-18 +1

* *
.................. attttaaatagaattcaaaattaataatacatgatacaatatggatacatgtgg

aatttataatagtgataatgaagaattttcccaagaaaacgatggagaaaacgatggag
gagataaaattattaaaaatttaccatttgcatcatatgatgaaagattaaattcattt
caaaattggccaatacaattattaccttcaaaagaacagttgtctagagcaggatttat
atatttaaatattggtgaccaggtacaatgtttttattgtgatcttaaattaaaagaat
— —
ggaaaagatcagataatccatttgaagaacataaaaaacatacacaagatttaaaaatt
SP3 SP2

aattgcttatttgtaaaatcaatagaatttgataacttcgttaaaaaccattcagaatc

—
ttgttttcagaaccccattacaaacaatatcaaccaagatttggatcacaaccaagatt
SP1

tgGatcacaaccaagatttggatcaaaattctacaacatctgattgtgatgttttaaca

tgcaaaatttgttttacaaataaaattacgaaagttttaattccttgtggtcattcttce

gtgttatgaatgtgtttttaaa;cz‘gacagacatgtccaatttgtaaaaataactttatca
+

%
aaattaacaatctttttatataa

Sekil 3.5. CIV iap transkriplerinin 5° UTR bolgesinin belirlenmesi. Translasyon baslangi¢
noktast +1 olarak alindi. Alt1 ¢izgili olarak belirtilmis sira 5 -proteine
dontismeyen bolgeyi (5°UTR) gostermektedir. 5°-ACE analizi i¢in kullanilan
primerler SP1, SP2 ve SP3 olarak belirtilmistir

3.5. CIV iap Geninin Fonksiyonel Analizi

CIV iap geninin ifadesini saglayan rekombinant plazmitlerin Bombyx mori ve Sf21
hiicre hattina transfeksiyonu ve gecici ifadesi sonucunda hiicresel diizeyde CIVIAP
proteinin etkin bir apoptosis inhibitor proteini olup olmadig: belirlendi. Bu amagla hiicreler
Act-D ile muamele edilerek apoptosis siireci uyarildi. CIV iap geninin yam sira islevsel
oldugu bilinen iki apoptosis inhibitoér geni de CIV iap geniyle birlikte pozitif kontrol olarak
test edildi. Negatif kontrol olarak apoptosis inhibitér geni bulundurmayan vektor

kullanildi.
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Bu deneyde plazmitlerin transfeksiyonu sonrasinda bulundurdugu markir gen gfp
vasitasiyla rekombinat plazmitlerin hiicrelere aktarilip aktarilmadiklar ve hangi oranda bu
olayin gerceklestigi belirlendi. gfp ifade eden hiicreler sayisal olarak belirlendikten sonra
ActD ile apoptosis bu hiicrelerde uyarildi. Negatif kontrol olarak hazirlanan hiicrelerde
apoptosis gozlendikten sonra pozitif kontroller ve CIV iap geninin ifade edildigi
hiicrelerdeki gfp ifade edebilen saglikli hiicreler belirlenerek apoptosisin uyarilmasindan
onceki rakamlarla oransal olarak karsilagtirilarak apoptosis inhibitor geni i¢eren hiicrelerde
apoptosisin baskilanip baskilanmadigi belirlendi. Her iki hiicre hattinda da CIV iap geninin
negatif ve pozitif kontrollerle karsilagtirilmas1 sonucunda apoptosis siirecini baskiladigi
belirlendi. CIV iap ve Ac-p35 geninin apoptosis siirecini baskilamada yakin bir etkiye
sahip oldugu belirlendi (Sekil 3.6A). Genomik diizeyde apoptosisin belirlenmesi igin
hiicrelerden genom izolasyonu yapildi ve DNA'daki parcalanma belirlendi. Bu deney

sonucu da gecici gen ifadesi deneyinin sonucunu desteklemistir (Sekil 3.6B).

A B
100 |
SPC-Bm-36 null ClViap
- Bm Sf21 Bm Sf21
80 | @ Sf21
9
Z 60
=
©
[$)
S 40 4
2
[$)
3
T 20
0 . i _
Null CIV iap Ac-p35 Op-iap3

Sekil 3.6. CIV iap geninin SPC-BM-36 ve Sf21 hiicre hatlarinda gegici ifadesi ve
apoptosisin uyarilmasi. A; CIV iap geninin gegici ifadesi, B; Hiicresel DNA
goriintiisiiniin belirlenmesi. Null; Negatif kontrol, CIV iap; Chilo iridescent
viriis, Ac-p35 ve Op-iap3; Bakiiloviriis apoptosis inhibitor genleri
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3.6. CIV iap Geninin RNAi Yontemiyle Susturulmasi

CIV iap geninin gecici ifadesi sonucunda apoptosis siirecinin baskilandiginin
anlasilmasindan sonra genin viriisiin dogal enfeksiyon siirecindeki roliiniin anlagilmas1 ve
replikasyon siirecinde gerekli bir gen olup olmadiginin anlagilmasi i¢cin RNA susturma
teknigi kullanilmistir. Bu teknigin tercih edilmesinin nedeni CIV'de rekombinat viriis
olusturmada karsilasilan zorluklardir.

Bu amagla gene 6zgii sentezlenen dsRNA ve siRNA'lar kullamilmistir. Yapilan
calismalar kisminda in vitro dsSRNA sentezinin detaylar1 verilmistir. Ayrica hedef gen i¢in
iki farkli siRNA dupleksi (Ek Tablo 3) Eurogentec firmasi tarafindan sentezlenmistir.
dsRNA ve siRNA"larin SPC-BM-36 hiicrelerine olabilecek olumsuz etkilerinin veya RNA
duplekslerinin transfeksiyonunun RNAi'y1 baskilamasi ihtimalinin anlagilmasi igin
hiicrelere dsRNA ve siRNA transfeksiyonu gerceklestirilerek hiicreler gozlendi. RNAi
sisteminin bu hiicrelerde etkin bir sekilde calisip calismadiginin anlagilmasi i¢in gfp’ye
0zgii sentezlenen dsSRNA (Sekil 3.7A) ve siRNA'lar (Sekil 3.7B) test edildi.

Bu amacla CIV iap geninin gecici ifadesini saglayan vektér (pFB-ClIViap) ve
gfp dsRNA SPC-BM-36 hiicrelerine birlikte transfekte edildi. Sonugta bu vektoriin
transferi sonucunda olusan GFP sinyali hiicrelerde oldukc¢a az gozlendi. siRNA etkisi de
ayn1 yolla test edildi ve susturmanin basariyla gerceklestirilebildigi belirlendi.

Sonu¢ olarak RNAi sisteminin SPC-BM-36 hiicrelerinde ektili bir sekilde gen
ifadesini baskilayabildigi ve bu sistemde RNAi nin baskilanmadigi belirlendi.
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H—I

pFB-gfp-(ie2)-hr5-(iel1)-ClIViap transfeksiyonu

--
H—I

gfp dsRNA

A)

(B)
GFP ifadesi ] siRNA

- 2. giin

. P - ‘ | § x ..-‘___ bl

Sekil 3.7. RNAi sisteminin SPC-BM-36 hiicrelerinde etkinliginin kontrolii. A; gfp
dsRNA™nin pFB-gfp-(ie2)-hr5-(iel)-CIViap transfekte edilen SPC-BM-36
hiicreleri iizerine GFP ekspresyonuna etkisi, B; egfp siRNA-1 ve egfp siRNA-2

ile transfekte edilen Sf21 hiicrelerinde EGFP ekspresyonuna etkisi
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Kontrol deneylerinden alinan olumlu sonuglardan sonra SPC-BM-36 hiicrelerine
CIV iap dsRNA (Sekil 3.8) veya CIV iap-1 siRNA ve CIV iap-2 siRNA transfekte edildi
(Sekil 3.9). 1. giin sonunda SPC-BM-36 hiicrelerine CIV enfeksiyonu gerceklestirilerek
hiicreler 3 giin boyunca takip edilmistir.

CIV iap dsRNA uygulanan hiicrelerin CIV enfeksiyonu yapilmayan kontrollerinde
hicbir degisim gozlenmedi. CIV enfeksiyonu yapilan hiicrelerde ise ¢evrelerinde CIV
enfeksiyonunda goriilen vezikiiller goriildii. Fakat bu vezikiillerin apoptotik yap1 olup
olmadigi bilinmemektedir. Calismanin ilk asamalarinda CIV enfeksiyonunun ilk giinii
sonucunda olusan bu vezikiillerin apoptotik yapilar olmadigi DNA ladder analiziyle
belirlenmisti. Fakat bu deneyde hiicrelere transfekte edilen CIV iap dsRNA'larin etkisi
sonucunda viral iap geninin baskilanmasi sonucunda hiicrelerde meydana gelen apoptotik
yapilar oldugu ihtimali kontrolle yapilan karsilastirmalar sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.
Ayrica enfeksiyonun ilerleyen asamasina bu yapilarin arttign ve hiicrelerin apoptosise
girdigi aciklik kazandi. Ciinkii bu yapilar CIV enfeksiyonunda birinci giiniin sonrasina
kaybolmakta ve enfeksiyon normal seyrinde devam etmekteydi. Hiicrelerin apoptosise
girmeleri ve transfekte edilen CIV iap dsRNA dozuna bagimli olarak apoptosis siirecinde
goriillen artis nedeniyle bu yapilarin ve hiicrelerde goriilen degisimlerin apoptosis
sonucunda ortaya c¢iktigi belirlendi. Bu sonuglar orneklerden elde edilen genomik

DNA"larin incelenmesiyle de desteklendi.
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CIV iap dsRNA

10 ug

kontrol

2. giin

CIv

3. gilin

Sekil 3.8. CIV enfeksiyonunda CIV iap geninin dsRNA kullanilarak susturulmasi ve
SPC-BM-36 hiicreleri iizerinde etkilerinin incelenmesi
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CIV iap siRNA

1. glin

2. giin

Sekil 3.9. CIV enfeksiyonunda CIV iap geninin siRNA kullanilarak
susturulmast ve SPC-BM-36  hiicreleri iizerinde etkilerinin
incelenmesi

Yapilan caligmalar sonucunda, CIV iap geninin apoptosis siirecini CIV
enfeksiyonunda baskiladigi ve bu genin CIV replikasyonunda etkin role sahip oldugu
belirlendi. CIV iap siRNA ve dsRNA transfeksiyonunun CIV enfeksiyonunda apoptosise
neden oldugu ve CIV iap geninin replikasyonda etkili oldugunun anlasilmasi i¢in yapilan
mikroskobik calismalara ek olarak hazirlanan Orneklerde genomik DNA izolasyonu
yapilarak hiicresel genomda apoptosis sonucu meydana gelen 6zgiin DNA fragmentasyonu
orneklerde belirlendi (Sekil 3.10). CIV iap dsRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelerde CIV
enfeksiyonu sonucunda 6zgiin DNA fragmentasyonu meydana geldigi ve CIV iap geninin
replikasyon icin gerekli oldugu, CIV enfeksiyonunun apoptosisi baskilayarak viral neslin

olusumunu sagladigi anlasilmistir (Sekil 3.8 ve Sekil 3.9).
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Kontrol Clv dsRNA dsRNA+CIV

I

Sekil 3.10. CIV iap geninin gene oOzgiin dsRNA ile
susturulmasinin apoptosis siirecine etkisi

3.7. Bakiiloviriis Enfeksiyonunda CIVIAP Proteininin Rolii

CIV iap ifadesinin A p35 AcMNPV (polh+) enfeksiyonunda polihedra olusumuna
etkisi gozlendi. Sf21 hiicre hatt1 kullanilarak gerceklestirilen bu deneyde A p35 AcMNPV
(polh+) enfeksiyonunun hiicreleri apoptosise yonlendirildigi bilinmektedir. Apoptosis geni
cikarilan bu virlis hiicrelerin viral enfeksiyon nedeniyle apoptosise girmesini
engelleyememektedir. A p35 AcMNPV (polh+) enfeksiyonuna CIV iap ifadesinin etkisi
gecici gen ifadesi saglayan vektorlerin enfeksiyon o©ncesinde Sf21 hiicrelerine
transfeksiyonuyla test edildi. Negatif kontrol olarak apoptosis inhibitdr geni icermeyen
pFB empty plazmiti, pozitif kontrol olarak pFB Ac-p35, pFB Opiap plazmitleri,
pFB ClViap plazmitiyle gerceklestirilen bu deneyin degerlendirilmesinde kullanildi.
Plazmitler Sf21 hiicrelerine transfekte edildikten belli bir siire sonra (plazmitlerde bulunan
genlerin ifadesi gerceklestikten sonra) A p35 AcMNPV (polh+) enfeksiyonu (MOI=5)
gergeklestirildi. Enfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerdeki polihedra olusumu gozlendi.
Yaban tip AcMNPV enfeksiyonunda Sf21 hiicre hattinda polihedra olusumu gozlendigi
bilinmektedir.

CIV iap ifadesinin Sf21 hiicre hattinda A p35 AcMNPV enfeksiyonunda apoptosisi
baskilayarak polihedra olusumunu sagladigi tespit edildi. Polihedra olusumu

enfeksiyondan sonra 48. saatte belirgin hale geldi. OpIAP3, Ac-P35 ve CIVIAP ifade eden



59

plazmitlerin polihedra olusumunda farkl diizeylerde etkili oldugu goriildii. Negatif kontrol
plazmitini bulunduran ve A p35 AcMNPV (polh+) ile enfekte edilen hiicrelerin ise hizli bir
sekilde apoptosis siirecine girdigi belirlendi. Bu deneyde, polihedra olusumu AcMNPV
polihedrin antikoru kullanilarak Western blot analiziyle tespit edildi ve bu sonuglar
mikroskobik gozlemlerle paralel oldugu belirlendi (Sekil 3.11).

Sonug olarak Sf21 hiicre hattinda gergeklestirilen bu deneyde CIV iap ifade eden
plazmitin tranfeksiyonu hiicrelerin prematiire oliimlerini engellemis ve apoptosisin
baskilanarak hiicrelerde vAc-p35 (polh+) enfeksiyonu sonucunda polihedra olusumunu
p35 veya Op-iap ifade eden plazmitlerin ifade edildigi hiicrelere oranla daha diisiik bir

verimle gerceklestirdigi gdzlenmistir.

Kontrol (1)  Ac-vAp35 (2) CIVIAP (3) P35(4) OplIAP (5)

Sekil 3.11. CIVIAP proteinin bakiiloviriis sistemindeki rolii. 1; Kontrol
(pFB empty), 2; vAp35AcMNPV enfeksiyonu, 3; CIVIAP
ifadesi, 4; P35 ifadesi, 5, OpIAP ifadesi



4. TARTISMA

Bu calismada CIV replikasyonunun ve deneylerde kullanilmasi planlanan vektorlerin
ifadesinin verimli sekilde gerceklestirilecegi hiicre hatt1 belirlenerek ¢alismalarin SPC-BM-36
ve Sf21 hiicre hatlarinda yapilmasi uygun goriildii. Bu hiicre hatlar1 disinda da CIV replike
oldugu bilinmektedir. Fakat bu hiicrelerdeki verimlilik diizeyleri farkliliklar gostermektedir.
Constantino ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calisma sonucunda Diptera ve Lepidoptera
kaynakli 12 hiicre hattinda CIV 'nin replike oldugu belirlenmistir (Constantino, vd., 2001).
CIV replikasyon siirecinde yapilan gozlemlerde belirlenen 6nemli bir bulgu, enfeksiyonun ilk
giinii sonucunda CIV nin hiicrelerde yogun bir vezikiil olusumunun goézlendi (Sekil 3.1). Bu
vezikiillerin enfeksiyonun ilerleyen sathalarinda kayboldugu ve hiicrelerde CIV patolojisinin
normal seyrinde devam ettigi belirlendi. Bu vezikiillerin apoptotik bir yapt m1 yoksa CIV
replikasyonunda bagka bir role mi sahip oldugu bilinmemektedir. Bu nedenle apoptotik
hiicrelerde karakteristik olan oligoniikleozomal ladder olusumu hazirlanan Orneklerde
incelendi fakat herhangi bir olusum gozlenmedi (Sekil 3.2). Replikasyonun ge¢ evresinde
boyle bir olusumun viral neslin komsu hiicrelere yayilmasinda rol alabilecegi
diistiniilmektedir. RSBIV (Red Sea Bream Iridovirus) benzer bir mekanizmayla bu vezikiilleri
kullanarak viral neslin yayilmasini saglamaktadir (Imajoh vd., 2004). NPV enfeksiyonunda
erken olaylar kadar gec olaylarin bu sekilde apoptotik siirecini kontrol ettigi literatiir
kayitlarinda belirtilmektedir (Alnemri vd., 1992; Teodoro ve Branton, 1997; LaCount ve
Friesen, 1997). iap geninin viral enfeksiyon siirecinde gerekli oldugu ilk olarak Means ve
arkadaglar1 tarafindan (2003) Ld652Y hiicre hattinda OpMNPV ile gerceklestirdikleri
calismalarla belirlenmistir.

Bu tezde, CIV apoptosis inhibitdr genleri ve islevsel analizleri iizerinde calismalar
gerceklestirildi. Bu genlerin varligi Jacob ve arkadaslar1 (2001) tarafindan CIV genom analizi
sirasinda belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen bilgilere gore 157L, 193R ve
332L'nin Cydia pomonella graniiloviriis IAP proteiniyle yiiksek homolojiye sahip oldugu
belirlenmistir. Amino asit dizi homolojisine dayali olan bu benzerlik ile diger iap genleri

arasindaki benzerlik ilk olarak CpGV (Crook vd., 1993), AcMNPV (Clem ve Miller, 1994), ve
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OpMNPV'de (Birnbaum vd., 1994) tanimlanmistir. IAP proteinleri amino uglarinda bulunan
bakiiloviriis inhibitor tekrar1 (BIR) olarak isimlendirilen protein motifine sahip olup
olmamasiyla tanimlanir. Genellikle IAP proteinleri 1-3 tane BIR motifine sahiptir. BIR motifi
bazi kaspazlarin inhibisyonunda ve dolayisiyla IAP proteinlerinin anti apoptotik islevlerinden
sorumludur. Su ana kadar belirlenen tiim aktif IAP proteinlerinde BIR islevsel gen bolgesi
belirlenmistir. Bu baglamda iic ORF {izerinde yapilan motif analizi sonucunda yalnizca CIV
ORF 193Rnin BIR islevsel gen bolgesine sahip oldugu belirlendi. Ayrica ORF 193R nin
karboksi ucunda RING finger motifine sahip oldugu belirlendi. Yapilan ¢alismalar sonucunda
su ana kadar tamimlanmis IAP ailesine ait proteinlerinin apoptosise neden olabilecegi
belirlenmemistir. Yapilan Blast ve filogeni analizleri sonucunda CIV ORF 193R BIR
motifinin bakiiloviriis BIR2 motiflerine daha yiiksek oranda benzerlik gosterdigi belirlendi.
Ayrica, CIV iap geninin (ORF193R) bakiiloviriisler disinda Ostreid herpes viriis, Kelp fly
viriis, Amsacta moorei EPV, ASFV (African Swine Fever Virus) ve Ascoviriis (Diadromus
pulchellus ascoviriis 4a) genomunda bulunan BIR ve RING finger islevsel bolgeleriyle
homolojiye sahip bolgelere sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3). Su ana kadar 12
iridovirlisiin genom analizi tamamlanmistir. Bunlar arasinda sadece CIV genomunda iap geni
homologu tespit edildi. Biyoinformatik analizler ve literatiir kayitlarindan elde edilen bilgiler
1s1¢inda CIV ORF 193R*nin muhtemel apoptosis inhibitér geni olduguna karar verildi ve
calismalarin devami1 ORF 193R iizerinde gerceklestirildi.

[Ik olarak bu genin transkripsiyonel olarak aktif olup olmadigi belirlendi. Genin
transkripsiyonel analizi RT-PCR kullanilarak gerceklestirildi ve gene 0zgii transkriptler
enfeksiyon sonrasi 4. saatte goriilmeye baslanmustir. Ayrica protein sentezi inhibitorii
siklohekzimit (Cyc) ve DNA sentezi inhibitorii sitozin [-D-arabino-furanozit (Ara-C)
varliginda gerceklestirilen enfeksiyonlarda da gene 6zgii transkriptler belirlendi (Sekil 3.4). Bu
sonuca gore genin transkripsiyonel olarak aktif ve “en erken” genin grubuna ait bir gen oldugu
belirlendi. Enfeksiyonun erken fazinda islev gostermesi Viral nesli garanti altina almak icin
viral enfeksiyon sonucunda konak hiicrelerin apoptosis siirecine girmesini engelledigi
diistiniilmektedir. Transkripsiyonel olarak aktif bir gen oldugunun anlasilmasindan sonra genin
transkripsiyon baslangic noktas1 5° ACE analizi ile belirlendi ve translasyon baslangi¢ noktasi

ATG nin A baz1 +1 kabul edildiginde -18. bolgedeki A bazi oldugu belirlendi (Sekil 3.5).
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Genin fonksiyonel analizinde hiicre kiiltiiriinde gecici gen ifadesiyle ve CIV
enfeksiyonunda RNAi sistemi kullanilarak iap geninin susturulmasiyla test edildi. Ilk asamada
CIV iap geninin gecici gen ifadesi SPC-BM-36 ve Sf21 hiicrelerinde pFast Bac Dual
vektoriinden hazirlanan pFB gfp-(ie2)-hr5-(iel)-CIViap vektorii kullanilarak gerceklestirildi
ve apoptosis siireci Aktinomisin D kullanilarak uyarildi. Pozitif kontrol olarak CIV iap geni
yerine anti apoptotik etkisi bilinen Ac-p35, Op-iap3 pozitif kontrol ve bos vektor negatif
kontrol olarak kullanildi. SPC-BM-36 ve Sf21 hiicrelerinde gerceklestirilen deneylerde CIV
iap geninin Aktinomisin D ile tegvik edilen apoptosisi baskilamada farkli oranlarda etkili
oldugu belirlendi (Sekil 3.6A). Ayrica bu oOrneklerden hazirlanan genomik DNA
numunelerinde oligoniikleozomal ladder analizi yapilmis ve genomda apoptosis siirecinin
karakteristik 6zelligi olan parcalanma gdzlenmedi ve bu sonucun Onceki elde edilen sonuclarla
tutarlilik gosterdigi belirlendi (Sekil 3.6B).

Iridoviriislerde genetik manipiilasyonlarin zorlugu, mevcut bir bakmit sisteminin
olmayis1 ve CIV DNA'sinin enfektif olmayis1 bu gruptaki viriislerle ilgili genlerin islevsel
rollerinin aydinlatilmasini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle alternatif bir yol olarak ele aldigimiz
ve bakiiloviriislerde basarili denemeleri olan (Means vd., 2003) RNA interference teknigi viral
genetik mutantlarin  olusturulmasinda  kullanildi. Bu  teknik  viral replikasyonun
baskilanmasinda dengue viriis, HIV, Rous sarcoma viriis, Semliki forest viriis ve Hepatit B
viriisiinde etkili bir sekilde kullanilmistir (Adelman vd., 2001; Caplen vd., 2002; Coburn ve
Cullen, 2002; Hu vd., 2002; McCaffrey vd., 2003). Bu bilgiler dogrultusunda Calismada
RNAI tekniginin CIV genlerinin fonksiyonel analizinde viral mutantlarin hazirlamasinda
kullanilabilecek etkili bir yontem olabilecegi diisiiniildii. Fakat baz1 viriislerin enfeksiyonda
RNAi nin baskilanmasina neden oldugu bilindiginden (Li vd., 2002; Anandalakshmi vd.,
1998) Chilo iridesent viriis genlerinin susturulmasinda etkili olup olamayacagl
bilinmemekteydi. Bakiiloviriislerde RNAi nin viral enfeksiyon tarafindan baskilanmadig
DNA viriislerinde ilk olarak Means ve arkadaslar1 (2003) tarafindan belirlenmistir. CIV de bu
durum dsRNA ve siRNA kullanilarak yapilan deneylerle viral enfeksiyonun RNAi y1
baskilamadigi markir gen gfp lizerinde yapilan deneylerle belirlendi (Sekil 3.7A-B). Bu
teknigin DNA viriislerinde etkili olarak kullanilabildigi Means ve arkadaslari tarafindan

(2003) Op-1AP3 iizerinde yapilan calismalarla belirlenmistir.
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CIV iap genine 0zgii sentezlenen dsRNA (Sekil 3.8) ve siRNA'larin (Sekil 3.9)
kullanilmasiyla gerceklestirilen caligmalar sonucunda CIV enfeksiyonunda iap ifadesinin
gerekli oldugu ve iap ifadesinin RNAi teknigiyle CIV enfeksiyonunda susturulabildigi
belirlendi. CIV enfeksiyonunda iap geninin susturulmasinin transfekte edilen dsRNA ve ya
siRNA dozuna bagli olarak apoptosis siirecini hizlandirdig1 ve viral replikasyonu baskiladigi
belirlendi. Bu hiicre numunelerinden hazirlanan genomik DNA larda oligoniikleozomal ladder
analizi yapilarak sonuglar dogruland (Sekil 3.10).

RNAi tekniginin yalmzca bakiiloviriislerde degil geleneksel yontemlerle genetik
manipiilasyonu zor olan diger viriis gruplarinda da genlerin fonksiyonel analizinde kullanish
bir teknik olarak kullanilabilecegi yapilan ¢alismalar sonucunda belirlendi.

Ayrica CIV iap geninin Ap35 AcMNPV ye aktarilarak bu viriiste polihedra olusumu
dolayistyla viral replikasyonu saglamada etkili olup olmadig: belirlendi. CIV iap geni tasiyan
Ap35 AcMNPV rekombinant viriis Sf21 hiicre hattinda polihedra olusumu saglayamadigi ve
hiicrelerin apoptosis siirecine girdigi belirlendi ve bu yontemle CIV iap geninin anti apoptotik
etkisinin tespiti gerceklestirilemedi. Bu nedenle hiicreler enfeksiyondan bir giin énce Ac-p33,
Opiap3 ve CIV iap genleri tasiyan ve negatif kontrol olarak apoptosis inhibitdr gen,
bulundurmayan pFast Bac Dual vektorleriyle transfekte edildi ve sonrasinda Ap35 AcMNPV
(polh +) ile enfekte edildi. Bu enfeksiyon sonucunda fonksiyonel iap genine sahip plazmiti
iceren hiicrelerde AcMNPV ye ait polihedralarin gozlenmesi beklendi. Western analiziyle
hiicrelerden elde edilen protein oziitlerinde polihedrin proteinlerinin varliginin tespit edilmesi
(Sekil 3.11 B) ve mikroskobik analiz sonucunda dogrulanmast (Sekil 3.11 A), CIV iap geninin
ifade edildigi hiicrelerde anti apoptotik gen bulundurmayan AcMNPV nin replike oldugunu
gosterdi. Bu hiicrelerde pozitif kontrollere nazaran az miktarda polihedra olusumu belirlendi.

Sonug olarak tiim bu veriler 15181nda “CIV ORF 193R fonksiyonel olarak aktif bir anti
apoptotik protein kodlamaktadir” diyebiliriz. Bu aktif protein ayrica CIV replikasyonu igin
gerekli bir gen oldugu, viral enfeksiyonun erken fazinda ifade edilerek konak hiicrenin
apoptosis siirecini baskiladigi ve sonug olarak viral replikasyonun devamini dolayisiyla neslin

devamini sagladigi sOylenebilir. Bu gen iridoviriislerde belirlenen ilk ve tek aktif iap genidir.



5. SONUCLAR

CIV enfeksiyonunun baslangic asamasinda 1. giine kadar hiicre kiiltiiriinde bazi
vezikiillerin olustugu gozlemlendi. Bu vezikiillerin enfeksiyonun ilerleyen asamalarinda
kayboldugu ve CIV enfeksiyonunun dogal seyrinde siiregeldigi gozlendi. Hiicresel DNA
goriintiisiiniin incelenmesi sonucunda bu yapilarin apoptotik yapilar olmadigi enfeksiyonun
dogal seyrinde ortaya cikan yapilar oldugu belirlendi. Bu vezikiillerin islevi veya
enfeksiyonda bir rolleri olup olmadigi heniiz aydinlatilamamagtir.

CIV genomunun Jacob ve arkadaglar tarafindan (2001) aydinlatilmasindan sonra
genomda belirlenen muhtemel apoptosis genleri lizerinde in silico olarak yapilan analizler
sonucunda sadece ORF 193R geninin diger fonksiyonel apoptosis inhibitdr genlerinde
oldugu gibi BIR islevsel bolgesi ve RING parmak motifine sahip oldugu belirlendi ve
diger onerilen ORFlerin biiyiik ihtimalle bir apoptosis inhibitor proteini kodlamadigina
karar verildi. In silico analiz sonucunda CIV iap geninin iap gen ailesinde cogunlukla
iap-2 ve ya iap-3 grubu genlere yiiksek oranda homoloji gosterdigi belirlendi. Ayrica
bakiiloviriis iap genleri disinda DpAV 4a iap genine, Kelp fly viriis iap genine, Asfaviriis
ve entomopoks viriislerde belirlenen iap genlerine yiiksek homoloji gosterdigi belirlendi.

CIV iap geninin transkripsiyonel analizi RT-PCR analizi ile gerceklestirilerek, genin
en erken gen grubuna ait bir gen oldugu belirlendi. Ayrica genin 18 bp'lik bir 5° UTR
bolgesine sahip oldugu ACE analiziyle belirlendi. 3> UTR analizi i¢in gerekli metotlar
gelistirilerek ilk sonuglar elde edildi. CIV iap geninin 3° UTR bélgesinde belirlenen
bolgenin CIV genomunda CIV iap geninin asag1 bolgesinde tam olarak eslestigi bir bolge
belirlenemedi. Ayrica CIV iap transkriptinde poli-A kuyrugu bulunmadig: belirlendi.

Bu calisma sonucunda CIV ORF 193R’n fonksiyonel bir iap geni oldugu yapilan
gecici gen ifadesi sistemi, 0zgiin DNA profili ve RNAi deneyleriyle gosterildi. Bu genin
ActD ile tegvik edilen apoptosis siirecini baskilamada etkili oldugu ayrica Ap35 AcMNPV
(polh+) virlisiinde 6nceden genin hiicre hattinda ifadesi durumunda apoptosisi baskiladigi
ve polihedra olusumunu sagladig: belirlendi.

Gergeklestirilen RNAi c¢aligmalart sonucunda gene 6zgii sentezlenen dsRNA ve
siRNA'larla yapilan deneyler CIV iap geninin enfeksiyon surecinde konak hiicrenin
apoptosise girigini engelleyerek basarili bir enfeksiyonun gerceklesmesinde etkili oldugu

belirlenmistir. Bu ¢alismada CIV enfeksiyonunda genin etkinliginin goriilmesi agisindan
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onemli bir sonu¢ ortaya ¢ikarmistir. Paul ve arkadaglart (2007) tarafindan CIV viriyon
ektraktiyla gerceklestirilen bir calismada, viriyon ekstraktinin SPC-BM-36 hiicrelerinde
apoptosise neden oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gore CIV enfeksiyonlarinda apoptosis
siirecini baskilayan bir genin varligim desteklemektedir.

CIV iap genin aktif bir iap geni oldugunun belirlenmesiyle su ana kadar bu familya
da belirlenen ilk fonksiyonel gen belirlenmistir. Su ana kadar 12 iridoviriis’iin genom
haritas1 c¢ikarilmistir. Bunlar icerisinde ilk ve tek BIR ve RING motifi sadece CIV'de
bulundugu ve bu genin aktif role sahip oldugu belirlendi. Bu nedenle CIV'de bu genin
roliiniin detayli olarak aydinlatilmasi iridoviriislerin biyolojisinin anlasilmasi agisindan
olduk¢a onemlidir. Yeni literatiir kayitlarinda da belirlendigi gibi baz1 viriislerin apoptosis
mekanizmasini replikasyonlarinin belirli donemlerin viral neslin hiicreler aras1 dagilimi ve
dolayistyla viriis neslinin dagilmasini sagladigi belirlenmistir. Bu ikilemin aydinlatilmasi
ve apoptosis ile baskilanmasi siirecinin viral replikasyona, enfektiviteye ve viriis konak
etkilesimine ne gibi etkilerinin oldugunun aydinlatilmas: viriislerle ilgili yapilmasi
planlanan calismalara 151k tutmasi beklenmektedir. Ayrica CIV nin anatomik yapisinin ve
enfeksiyon siirecinin degerlendirilmesi sonucunda bu viriislerde diger gruplarda
bulunmayan bir anatomik yapi bulundugu tespit edilmistir. Bu yapinin nasil ortaya

ciktiginin anlasilmasi ve replikasyondaki rollerinin anlasilmasi olduk¢a dnemlidir.



6. ONERILER

Tezin tartisma boliimiinde de belirtildigi gibi literatiirdeki bilgilere gore Iridoviridae
familyasinda belirlene ilk iap geni olmasi nedeniyle bu genin islevlerinin detayl
aydinlatilmas: ve etkili bir promotorun belirlenmesi oldukc¢a 6nemlidir. Ozellikle CIV
genlerinin kendi promotor bolgelerinin belirlenmesi ve i¢erdikleri motiflerin tespiti CIV de
gen isleyisinin anlagilmasinda 6nemli katkilar saglayacaktir. Ayrica bu tez calismasinda
gelistirilen 3° ACE analizi yontemiyle CIV genlerinin transkripsiyon sonlanma
bolgelerinin tespiti ve CIV'de transkripsiyonun sonlanma sisteminin aydinlatilmasi bu
calisma sonrasinda yapilmas1 gereken oncelikli calismalardandir.

Ayrica CIV'nin enfeksiyon olusturdugu hiicre Kkiiltiirlerinde etkin bir sekilde
kullanilabilecek bir bakmit sisteminin gelistirilmesi CIV genlerinin islevlerinin
aydinlatilmasinda oldukg¢a kullanish bir yol agcacaktir. Bu amagla, CIV genlerinin transfer
edilerek rekombinant viriis sisteminin olusturulabilecek bakiiloviriis BmNPYV kullanilabilir.
Bu sistem CIV genlerinin islevsel analizlerinin gerceklestirilebilmesinde yeni bir imkan
saglayabilir. CIV'de bu tip rekombinasyonlarin gerceklestirilmesinde karsilasilan
zorluklarin iistesinden gelinebilir.

CIV enfeksiyonunun sebep oldugu vezikiil olusumunun viriisiin biyolojisinde ne gibi
bir rolii oldugunun aydinlatilmasi yapilmasi gereken oOncelikli caligmalarin baginda
gelmelidir. Bu vezikiillerin giiniimiizde iridoviriislerin replikasyonunda 6nemli rollere
sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Ayrica bu viriisiin ridoviridae familyasmin 6zelliklerinin anlasilmasi icin model bir
organizma rolii listlenmesi nedeniyle yapisal proteinlerinin belirlenmesi ve fonksiyonel

analizlerinin yapilmasi oldukca dnemlidir.
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Ek-Sekil 1. Bakiiloviriislerin siniflandirilmasi. Bakiiloviriislerin, genomlarinda bulunan 30 farkli gene bagh
olarak gercgekleitirilen filogenetik analiz (Herniou ve ark., 2003). Bakiiloviriisler bu analizle 4 gruba
ayrilmistir. Grup I ve II NPV, GV ve Diptera NPV. HearNPV (HaSNPV), Helicoverpa armigera
NPV, AcMNPV, Autographa californica MNPV; BmNPV, Bombyx mori NPV; EppoMNPV,
Epiphyas postvittana MNPV; OpMNPV Orgyia pseudotsugata MNPV; HaSNPV, Helicoverpa
armigera SNPV; HzSNPV, Helicoverpa zea SNPV; SpliMNPV, Spodoptera litura MNPV,
SeMNPV, Spodoptera exigua MNPV; LAMNPV, Lymantria dispar MNPV; CpGV, Cydia
pomonella GV; PxGV, Plutella xylostella GV; XcGV, Xestia c-nigrum GV; CuniNPV, Culex
nigripalpus NPV
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Ek-Sekil 2. Baculoviriis IAP proteinlerinin siniflandirilmas: (Lange, 2006). Alt1 farkli baculoviriisde IAP
proteinlerinin karsilastirilmasi: Alt1 farkli bakiiloviriisiin IAP proteinlerinin filogenetik analizi. IAP
proteinleri bes simifa ayrilmimaktadir. IAP1, IAP2, IAP3, IAP4 ve IAPS. Ac, Autographa
californica MNPV; Cp, Cydia Pomonella; Eppo, Epiphyas postvittana; Hear, Helicoverpa

armigera; Hycu, Hyphantria cunea; Op, Orgyia pseudotsugata. Amino asit dizileri GenBank dan
elde edilmistir.
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Ek-Tablo 1. fridoviridae familyasinin siniflandirilmasi (Williams, 1998; Wang ve ark., 2003; PubMed verileriyle
giincelenmistir, 2007).

Cins Kullanilan isim Konak tiirii Cinsin iiyesi
Iridovirus Kiiciik iridesent Cesitli omurgasiz Tipula paludosa IV (1 1)
bocek viriisleri takimlar Sericesthis pruinosa IV (IV 2)
Chilo suppressalis IV (IV 6)
Popilla japonica IV

Porcellio scaber IV

Wiseana cervinata IV (IV 9)
Witlesia sabulosella IV (IV 10)
Costelytra zealandica IV (IV 16)
Pterosticus madidus TV (IV 17)
Opogonia sp. IV (IVI)
Odontria striata IV (IV19)
Simocephalus expinosus IV (IV20)
Helicoverpa armigera IV (IV21)
Simulium sp. IV (IV22)
Heteronychus arator IV (IV23)
Anticarsia gemmatalis

Apis cerana IV (IV24)

Tipula sp. IV (IV25)
Ephemopteran (IV26)

Nereis diversicolor IN27)
Lethocerus columbiae IV (IV28)
Tenebrio molitor IV (IV29)
Helicoverpa zea IV (IV30)
Armadillidium vulgare IV
Gryllus bimaculatus IV (IV31)
Porcellio scaber IV (IV32)

Chloriridovirus Biiyiik iridesent Sivrisinekler Aedes taeniorhynchus IV (IV3)
bocek viriisleri Aedes cantans IV (IV4)
Aedes annulipes IV (IV5)

Simulium ornatum IV (IV7)

Culicoide's sp. IV (IV 8)

Aedes stimulans (IV 11)

Aedes cantans (IV 12)

Corethralla brakeleyi IV (IV 13)

Aedes detritus IV (IV 14)

Aedes detritus IV (IV 15)

Chironomus plumosus IV
Ranavirus Kurbaga viriisii Amfibiler Frog Viriis 1, 2

Frog Viriis 3 (FV3)

Box turtle viriis 3

Lucké triturus viriis 1-4
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Lymphocystivirus

Lenfosit
hastalig1 viriisii

Cesitli baliklar

Redwood Park virus

Stickleback virus

Tiger frog viriis

Tortoise virils 5

Bufo bufo UK iridoviriis 1-3

Rana temporaria UK iridoviriis 1-2
Bufo marinus Venezuelan IV 1-6
Xenopus viriis T21

Rana temporaria UK iridoviriis 1-2
Leptodactylus Venezuelan IV 1
Giant Seaperch IV

Santee-Cooper ranaviriis

Doctor fish virus

Guppyfish IV

Largemouth bass ranavirus
European catfish IV

Ictalurus melas ranaviriis
Grouper sleepy disease iridoviriis
Sheetfish iridoviriis

Bohle iridoviriis

Rana tigrina ranaviriis

Dwarf gourami iridovirus

Taiwan grouper iridovirus

Red Sea Bream IV

Sea Bass IV

African lampeye IV

Red Sea Bream IV

Grouper IV

Iridoviriis RGV-9807

Iridoviriis RGV-9806

Regina ranaviriis

Ambystoma tigrinum viriis

Newt viriis T6-T20
Lymphocystiviriis tip 1 (LCDV-1)
Lymphocystiviruiis tip 2 (LCDV-2)
Octopus vulgaris disease viriis
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Ek-Sekil 3. Iridoviriislerin simiflandirilmas1 (Wang ve ark., 2003). Maksimum parsimoni
analiziyle 45 iridoviriis major kapsit proteinine ait aminoasit dizisinin
karslastirihilarak [ridoviridae familyasimna ait tiirler arasindaki filogenetik
iligkisi gosterilmektedir. Bu analiz Iridovirus, Ranavirus ve Lymphocystivirus
cinslerini birbirinden ayirdigr gibi ve Iridovirus ve Ranavirus cinsine ait
tiirleride grup I ve II olarak ikiye ayrilmistir. Analizde kullanilan iridoviriisler ve
konaklar1 Tablo 1.2°de gosterilmektedir.
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[ ] LCDV homologlar
[ Poksviriis homologlar
) Diger viriislere homolog kisimlar
mRNA /DNA sentezi (polimerazlar)
[ ] DNA replikasyonu, modifikasyonu ve islenmesi
.| Niikleik asit metabolizmas
[  Protein islenmesi ve modifikasyonu (proteinazlar)
i S

Cinko-parmak ve apoptosis inhibitor motifleri

4. CIV gen lriinlerinin diger organizmalarla olan homolojilerine gore

siniflandirilmasi. Herbir homolog grup farkli renklerle belirtilmektedir.
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Ek-Tablo 2. Primer siralar1 (5" — 37)

Primer isimleri Primer Siralar1 (5° — 3°) Aciklama

RT PCR Primerleri

RT-Reverse-CIViap | GAAAACGATGGAGGAGATAA

RT-Forward-CIViap | TAAAAACACATTCATAACACGA

Gegici Gen Ifade Vektoriiniin Olusturulmasinda Kullanilan Primerler

IE2-FW TTCTCGAGTCATGATGATAAACAATGTATGGTG **Xhol

GFP-RV TTTCTCGAGGTCGACCCGCTTTACTTGTACAGC **Xhol

CIViap-FW TTAACTAGTATGTGTGTAATTTTTCCGGTA **Spel

CIViap-RV TTCTGCAGTTATATAAAAAGATTGTTAATTTTGAT ** Pyl

Ac-p35 - MW321 TTAACTAGTATGTGTGTAATTTTTCCGGTA **Spel

Ac-p35 - MW322 AATCTGCAGTTATTTAATTGTGTTTAATATTACATTTTTG ** Pyl

dsRNA Uretimi I¢in Hazirlanan Vektoriin Hazirlanmasinda Kullamlan Primerler

MW-186 CCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGT |
TATTGCTCAGCGGATCCCGGTCCGAAGCGCGCGGAATTC

MW-187 CCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGT |
TATTGCTCAGCGGAAGCTTGTCGAGACTGCAGGCTCTAG
TTCCTAGGTTAATACGACTCACTATAGGCAAAAAACCCCT

MW-188 * FEAprIL

CAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGG

5" ACE Primerleri

Oligo-dT tutunma

GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTV

Hesksk

PCR tutunma GACCACGCGTATCGATGTCGAC
CIV iap SP1 TCTTGGTTGATATTGTTTGT

CIV iap SP2 TTTTTAAATCTTGTGTATGT

CIV iap SP3 TATCTGATCTTTTCCATTCTTTTA

* Alu ¢izili bolgeler T7 sonlandici bolgesinin kismi bir parcasidir

** Kalin ve italik punto ile belirtilen bolgeler primere eklenen kesim bolgelerini gostermektedir

*#%% Primer Mlu 1, Cla I ve Sal I enzimlerine ait kesim bolgelerini icermektedir.
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