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ÖZET 

 

Amsacta moorei Entomopoksvirüs (AMEV), Poxviridae familyasına ve 

Entomopoxviridae subfamilyasına ait bir böcek virüsü olup, önemli böcek zararlıları 

üzerinde yüksek derecede patojenik etki göstermektedir. Ayrıca AMEV, gen ekspresyon ve 

gen terapi vektörleri olarak kullanılabilmekte ve insan virüslerinin mekanizmalarının 

anlaşılmasında çalışılabilecek model virüs olması bakımından büyük önem arz etmektedir. 

AMEV genomik araştırmaları kapsamında yapılan bu çalışmada, AMEV 

genomunda bulunan serin/treonin protein kinaz bölgesine sahip AMV197 kodlu genin 

transkripsiyonel ve fonksiyonel analizleri gerçekleştirildi.  

DNA sentez inhibitörü varlığında enfekte edilen Ld652 hücrelerinden izole edilen 

mRNA örneklerinin RT-PCR yöntemiyle yapılan transkripsiyonel analizleri, AMV197’nin 

“erken” grubu gen olarak ifade edildiğini gösterdi. AMV197’nin zamana bağlı 

transkripsiyon profili ise gene ait transkripsiyonun, enfeksiyondan 4 saat sonra başladığını, 

7. saatte en yüksek seviyeye çıktığını ve bu saatten sonra azalmaya başladığını gösterdi. 

5’ RACE analizi, transkripsiyonun, translasyon başlangıç noktasına göre -54. 

pozisyonda başladığını gösterdi. 3’ RACE analizi sonuçları, AMV 197 geninin translasyon 

bitiş noktasına (TAA), bir tanesi 21 diğeri 31 baz (aşağıda) uzaklıkta iki transkripsiyon 

bitiş noktasının bulunduğunu gösterdi. 

Genin fonksiyonel analizi için, AMV197 geni homolog rekombinasyon ile AMEV 

genomundan silindi. Oluşturulan rekombinant virüsün (AmΔPK/gfp) DNA replikasyonu 

slot-blot hibridizasyonu yöntemiyle ve enfektivitesi ise EPDA (End Point Dilution Assay) 

yöntemiyle belirlendi. Bu sonuçlar, protein kinaz geninin AMEV genomundan silinmesi 

durumunda, DNA replikasyonunun yaban tipe göre 6 saat erken gerçekleştiğini, ancak 

virüs üretiminin %61 oranında azaldığını göstermektedir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: AmΔPK/gfp, Amsacta moorei Entomopoksvirüs (AMEV), protein 
kinaz, böcek virüsü, transkriptomik analiz 
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SUMMARY 

Functional Analysis and Characterization of Protein Kinase Gene (AMV197) 

of Amsacta moorei Entomopoxvirus  

 

Amsacta moorei Entomopoxvirus (AMEV) is an insect viruses that belongs to 

Poxviridae family and Entomopoxviridae subfamily, and has high level pathogenic effect 

on insect pests. In addition, AMEV can be used as gene expression and gene therapy 

vectors, and has great importance as model virus for studying the mechanism of human 

viruses. 

In this work, in order to identify the AMEV genome, transcriptional and functional 

analysis of AMV197 which is found in AMEV genome and has serine/threonine protein 

kinase domain was performed. 

In the presence of DNA replication inhibitor, transcriptional analyses done with 

mRNA from Ld652 cells infected with AMEV by using RT-PCR methods showed that 

AMV197 is expressed as an early group gene. Also, time dependent transcription profile of 

AMV197 showed that transcription of AMV197 started 4 hour after infection, increased to 

the high level at 7th hour and started to decrease from this hour. 

5’ RACE analysis showed that transcription started at the -54th nucleotide relevant 

to translational start point. Result of 3’ RACE showed that AMV197 has two stop points, 

one of them is located at the 21st nucleotide and the other point is at the 31st nucleotide 

down stream of translational stop point (TAA). 

For functional analysis of AMV197 gene has been deleted from AMEV genome by 

homolog recombination. DNA replication of constructed recombinant virus (AmΔPK/gfp) 

was determined by slot-blot hybridization analysis, and infectivity of the recombinant virus 

was determined by EPDA (End Point Dilution Assay). These results showed that DNA 

replication occurred six hours earlier relevant to wild type virus, but recombinant virus 

production decreased by 61% relevant to wild type virus. 

 

 

Key Words: AmΔPK/gfp, Amsacta moorei Entomopoxvirus (AMEV), protein kinase, 
insect virus, transcriptomic analysis 
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1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1. Giriş 

 

Dünyada tanımı yapılan hayvan türlerinin %97’sini böcekler oluşturmaktadır. 

Doğada yaşayan böceklerin %99,5’inin doğa ve insana faydalı olduğu bilinmektedir. 

Bilinen yaklaşık 1 milyon 300 bin böcek türünün, sadece %0,5’i doğa ve insana zarar 

vermektedir (URL-1, 2010). Sayısal olarak az olmalarına rağmen bu zararlıların etkileri 

oldukça büyük olmaktadır. Çeşitli mikrobiyal etmenler, böceklerde doğal enfeksiyonlar 

meydana getirmektedir (Tanada ve Kaya, 1993; Boucias ve Pendland, 1998; Charles vd., 

2000). Bu doğal etmenlerin başında, böceklerin hastalanmalarına ve ölümlerine sebep olan 

böcek virüsleri gelmektedir (Hunter-Fujita vd., 1998; Miller ve Ball, 1998).  

Böcek virüslerini, doğaya ve insanlara yaptıkları olumlu ve olumsuz etkilere göre iki 

açıdan ele almak gerekir. Bu etkilerden bir tanesi, ipek böceği ve bal arıları gibi, insanlara 

ve çevreye faydalı olan böceklerin, virüsler yüzünden hastalanıp ölmeleridir. İkinci etki 

ise, fındık kurdu, ladin kabuk böceği, amerikan beyaz kelebeği, sivrisinek gibi, çeşitli tarım 

ve orman ürünlerini veya insan sağlığını etkileyen zararlı böcekler ile virüsler sayesinde 

mücadele edilebilmesidir. Böylece, böcek virüsleri tarım ve ormancılıkta zararlı böceklerle 

mücadelede kullanılan önemli biyolojik mücadele materyali haline gelmiştir (Flexner ve 

Belnavis, 2000; Harrison ve Bonning, 2000; Sezen ve Demirbağ, 2005). Ayrıca, böcek 

virüsleri gen ifade vektörü (Anderson vd., 1996; Ciccarone vd., 1997) ve gen terapi 

vektörü (Merrihew vd., 2001; Stanbridge vd., 2003) olarak kullanılma potansiyeline sahip 

olduklarından endüstriyel bakımdan da büyük önem sahiptirler. 

Başlıca böcek enfeksiyonu etmenlerinden olan Entomopoksvirüsler (EPV), ilk kez 

Vago (1963) tarafından keşfedilmişlerdir. EPV’lerin mikrobiyal mücadele ajanı olarak 

geliştirilmesi hem çok sayıdaki böcek takımından izole edilmelerinden hem de 

bakulovirüslerin kullanımını tamamlaması açısından çok büyük bir potansiyele sahiptir. 

Lepidoptera, Orthoptera, Coleoptera ve Diptera gibi dünyanın en önemli tarımsal 

zararlılarını içeren bu takımlardan izole edilmeleri, son yıllarda artan in vitro ve in vivo 

çalışmaları ve moleküler biyolojileri üzerine devam eden çalışmalar, bu virüsleri çok 

önemli kılmaktadır. Çekirgeler, ağustos böcekleri ve sivrisinekler gibi en önemli 

zararlıların mikrobiyal kontrolü, bu takımlardan yeni EPV’lerin izole edilip 
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tanımlanmasına bağlıdır (King vd, 1998). EPV’ler birçok zararlı tür için, özellikle de 

bakulovirüslerin hiç izole edilmediği, çekirgeler, ağustos böcekleri ve sivrisineklere karşı, 

biyolojik kontrol ajanı olarak düşünülmektedir. Biyolojik kontrolde, EPV’lerin 

bakulovirüslere kıyasla en önemli dezavantajı, konaklarını öldürme sürelerinin uzun 

olmasıdır. Bu problem, EPV genomuna yabancı genlerin yerleştirilmesi sonucu genetik 

olarak değiştirilmiş EPV’lerin oluşturulmasıyla aşılabilir. Özellikle, son yıllarda 

entomopoksvirüsler biyoteknolojik çalışmalarda ekspresyon vektör sistemi olarak 

kullanılmaya da başlanmıştır. Böyle bir çalışmada, Amsacta moorei entomopoksvirüse 

(AMEV) ait sferoidin (sph) kodlama bölgesi çıkartılıp yerine kloramfenikol asetil 

transferaz (cat) geni yerleştirilmiştir. Daha sonra rekombinant AMEV-cat transfeksiyonu, 

AMEV ile enfekte olmuş Ld652 hücrelerinde rekombinant proteinin üretimiyle 

sonuçlanmıştır (King vd, 1998). Bu örneğe benzer olarak yapılan diğer çalışmalarda, 

interlökinler, sitokininler, büyüme faktörleri, interferonlar, enzimler ve yapısal proteinleri 

kodlayan genler, büyük DNA fragmentlerini yapısına alabilen poksvirüs vektörlerine 

klonlanıp ekspresyonları yapılabilmektedir.  

AMEV önemli bazı tarım zararlısı böcekleri enfekte edebilen ve hücre kültüründe 

kolaylıkla büyüyebilen bir EPV’dir (Goodwin vd., 1990; Hall ve Moyer, 1991; Winter vd., 

1995). AMEV genomunda bulunan AMV197 kodlu açık okuma zinciri, serin/treonin 

protein kinaz bölgesine sahip potansiyel bir protein kinaz genidir. Protein kinazlar, 

ATP’deki bir fosfatı hedef substrat proteinin serin, treonin veya tirozin aminoasidine 

taşınmasını sağlayan büyük bir enzim grubudur. Bu enzimler, protein fosfatazlarla birlikte 

hücresel sinyal mekanizmasının düzenlenmesinde anahtar role sahiptir. Böylece, AMEV 

protein kinaz geninin virüs replikasyonu üzerinde önemli etkisinin olduğu 

düşünülmektedir. Ancak, bu genin virüste aktif olup olmadığı ve fonksiyonu hakkında 

literatürde herhangi bir bilgi bulunmamaktadır. 

Bu tez çalışmasında AMEV’nin moleküler yapısının aydınlatılması, virüs 

replikasyonundaki rolünün anlaşılması ve biyoteknolojik kullanımına katkılar sağlaması 

amacıyla, virüsün potansiyel bir protein kinaz geni olan AMV197’nin transkripsiyonel ve 

fonksiyonel analizi gerçekleştirilmiştir.  
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1.2. Poksvirüsler  

 

1.2.1. Poksvirüslerin Sistematiği 

 

Uluslararası Virüs Sınıflandırma Komitesi (International Committee on Taxonomy 

of Viruses, ICTV) tarafından yapılan sınıflandırmaya göre Poxviridae familyası 

Chordopoxvirinae ve Entomopoxvirinae olmak üzere iki alt familyaya ayrılmaktadır 

(URL-2, 2010). Omurgalı konaklardan elde edilen izolatlar, Chordopoxvirinae alt 

familyasına aitken, omurgasız konaklardan elde edilen izolatlar, Entomopoxvirinae alt 

familyasına aittir (Murphy vd., 1995) (Tablo 1). 

 

Tablo 1. Poksvirüslerin taksonomik özelliği 
 

Familya:  Poxviridae   
Alt familya Chordopoxvirinae (Konakları omurgalı) 10 cins 

Cins  Avipoxvirus 10 tür 
Cins Capripoxvirus 3 tür  
Cins Cervidpoxvirus 1 tür 
Cins Leporipoxvirus 4 tür 
Cins Molluscipoxvirus 1 tür 
Cins Orthopoxvirus 9 tür 
Cins Parapoxvirus 4 tür 
Cins Suipoxvirus 1 tür 
Cins Yatapoxvirus 2 tür 
Cins Tanımlanmamış 1 tür 

Alt familya Entomopoxvirinae (Konakları omurgasız) 4 cins 
Cins  Alphaentomopoxvirus 7 tür 
Cins  Betaentomopoxvirus 13 tür 
Cins  Gammaentomopoxvirus 6 tür 
Cins  Tanımlanmamış 1 cins 

 

1.2.2. Poxviridae Familyasının Genel Özellikleri 

 

Poksvirüsler, oldukça değişken şekilli, genellikle tubuler veya globuler üniteler 

içeren lipoprotein yüzey membranına sahip, tuğla biçimli (220-450 nm uzunluk, 140-260 

nm genişlik, 140-260 nm kalınlık) veya düzenli spiral flamentlere (10-20 nm çapında) 

sahip ve ovoid (250-300 nm uzunluk, 160-190 nm çap) yapıdadır (Murphy vd., 1995; 

Cann, 2005) (Şekil 1). 

Viriyon parçacığının protein içeriği, parçacığın ağırlığının yaklaşık %90’ını 

oluşturmaktadır. Cinslere bağlı olarak, virüs genomu tarafından yaklaşık 150-300 protein 
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kodlanır. Bunlardan yaklaşık 100 tanesi viriyonda mevcuttur. Virüs parçacığı, DNA 

replikasyonu, RNA transkripsiyonu, protein veya nükleik asitlerin modifikasyonu için 

gereken birçok enzime sahiptir (Carter ve Saunders, 2007). Zarflı viriyonlar, viriyon 

parçacığının etrafını çevreleyen çift tabakalı lipid arasına yerleşmiş, virüs tarafından 

kodlanan polipeptitlere sahiptirler (Murphy vd., 1995). 

Viriyon parçacığın ağırlığının yaklaşık %4’ünü lipidler oluşturur. Zarflı virüsler, 

hücresel lipidlerin modifikasyonu sonucu oluşabilen glikolipidlere veya virüs 

replikasyonunun erken aşamasında de novo olarak sentezlenen lipidlere sahiptir (Murphy 

vd., 1995).  

 

 
 

Şekil 1. Poksvirüslere ait genel görünüm. Orthopoksvirüs’lere ait 
tuğla şeklindeki şematik ve elektron mikroskobu görünümü 
solda ve Parapoksvirüs’lere ait ovoid şekildeki şematik ve 
elektron mikroskobu görünümü sağda yer almıştır (Murphy 
vd., 1995). 

 

Viriyonların karbohidrat içeriği ise, virüs ağırlığının yaklaşık %3’ünü teşkil 

etmektedir. Ortopoksvirüslerin zarfındaki hemaglutinin gibi belirli viral proteinler, N-

bağlı ve C-bağlı glikanları içerirler (Murphy vd., 1995). 

Poksvirüslerin genomları, tek parçalı, çift zincir DNA’dan ibarettir. Viriyonun 

genomu, ağırlığının yaklaşık %3’ünü oluşturur. Lineer dsDNA molekülü, uçlardan 

kovalent olarak kapalıdır. İki izomerik DNA’dan oluşan zincirin sonundaki saç tokası 

yapısı, ters dönmüş komplementer diziler içerir. Boyutları değişken olan bu ters tekrar 

sıralar, genomun uçlarına yakın bir yerde olabileceği gibi hiç de olmayabilir (Moss, 2001). 
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Konak hücrelere giriş, viriyonun hücreye tutunmasından sonra, plazma membranı ve 

viral yüzey membranı arasındaki kaynaşma sayesinde gerçekleşir. Virüs zarfı mevcut 

olduğunda, membranlar arasındaki kaynaşma, viral özün hücre sitoplazmasına salınması 

ve daha ileri derecede virüs zarfının soyunmasından sonra meydana gelir. Plazma ve 

vakuolar membranlar arasındaki kaynaşma durumunda görülen endositoz da mümkündür 

(Moss, 1991; Murphy vd., 1995). 

Poliadenillenmiş mRNA transkriptleri, genomun %15’ine tekabül eder. Bunlar, 

virüs özündeki çoklu alt ünitelere sahip RNA polimeraz enzimleri sayesinde, her iki DNA 

zincirinden de sentezlenir. Transkriptler, konak ribozomları tarafından translasyona 

uğratılmak üzere virüs özünden çıkarılır. Erken virüs moleküllerinin sentezi sırasında, 

konak makromoleküllerinin sentezi durdurulur. Virüsün çoğalması, konak hücre 

sitoplazmasında meydana gelir ve sonucunda viroplazma veya virüs faktörleri olarak 

adlandırılan bazofilik (B-tipi) inklüzyonlar oluşur. 

 

 
 

Şekil 2. Vaksinya virüsün enfeksiyon döngüsü 

 

Genomda, çeşitli promotorlar tarafından yönetilen Açık Okuma Zincir (ORF)’leri 

mevcuttur. Bu promotorlar, zamana bağlı olarak üç sınıf genin transkripsiyonunu 

düzenler. Erken genler, genomun soyunması öncesinde veya sırasında ifade edilir. Bunlar, 
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yapısal olmayan birçok RNA ve proteini kodlar. Ara genler, DNA replikasyonu sırasında 

ifade edilir ve geç genlerin transkripsiyonunu ayarlar. Geç genler, replikasyondan sonra 

ifade edilir ve birçok viriyon proteinini kodlar (Moss, 1991; Broyles, 2003) (Şekil 2) 

mRNA’ların, 5’ uçları şapkalı, 3’ uçları ise poliadenillenmiştir. İntronlar mevcut 

değildir. Erken protein sentezi, genellikle geç gen ifadesi sırasında azalır. Fakat bazı 

genler, ilk önce erken promotordan ifade edilmeye başlar, daha sonra geç promotordan 

ifade edilmeye devam eder. Belirli proteinler, translasyondan sonra proteolitik kesim, 

fosforilasyon, glikolizasyon, ribosilasyon, sülfasyon, açilasyon, myristalizasyon, metal 

iyonlarının bağlanması ve disülfüt bağlarının oluşması gibi modifikasyonlara maruz kalır 

(Murphy vd., 1995). 

 

1.3. Entomopoksvirüsler 

 

Entomopoksvirüsler ilk olarak Vago (1963) tarafından “yeni bir tip böcek virüsü” 

olarak açıklanmıştır. Bu virüsler, coğrafik olarak geniş bir alana yayılmış, onlarca böcek 

türünden izole edilmiştir. Uluslararası Virüs Taksonomi Komitesi (ICTV), poksvirüsleri 

Tablo 1’de gösterildiği gibi Chordopoxvirinae (Omurgalıları enfekte eden poksvirüsler) ve 

Entomopoxvirinae (Böcekleri enfekte eden poksvirüsler) olmak üzere iki alt familyaya 

ayırmıştır (Moss, 2001). Entomopoxvirinae virüs morfolojisi, konak türü ve genom hacmi 

bakımından 4 cinse ayrılır. Her bir cins, bir tip türle temsil edilmekte ve 

Alphaentomopoxvirusler Coleoptera grubu (Melolontha melolontha EPV), 

Betaentomopoxvirusler Lepidoptera grubu (Amsacta moorei EPV) ve Orthoptera grubu 

(Melanoplus sanguinipes EPV), Gammaentomopoxvirusler Diptera grubu (Chironomus 

luridis EPV) (Arif ve Kurstak, 1991; Goodwin vd., 1991; Moyer, 1999) böcekleri enfekte 

eden virüsleri kapsarken, bazı virüsleri kapsayan tanımlanmamış bir başka 

Entomopoxvirinae cinsi de bulunmaktadır. 

EPV’lerin en önemli karakteristik yapısı, enfekte olmuş hücrelerin 

sitoplazmalarında büyük oval şekilli sferoidlerin oluşumudur. Sferoidler, moleküler 

ağırlığı yaklaşık 110-115 kDa olarak bilinen sferoidin proteininden oluşur (Bilimoria ve 

Arif, 1979). Sferoidin sentezi, EPV replikasyon döngüsünün geç aşamasında ortaya çıkar 

ve bu protein, virüs parçacıklarının içine gömüldüğü, virüsleri UV ışığına ve sıcağa karşı 

koruyan matriksi oluşturur (Palmer vd., 1995).  
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Spindıllar, alfaentomopoksvirüsler ve bazı Lepidoptera grubu üyesi EPV’ler ile 

enfekte olmuş hücrelerinin sitoplazmasında, ikinci bir protein yapı olarak bulunur. Bu 

yapılar, şu ana kadar hiçbir Orthoptera veya Diptera konakta gözlenmemiştir. Spindıllar, 

1-15 μm boyunda, enfekte olmuş hücrelerin sitoplazmalarında veya bir sferoid içinde 

virüs partikülleriyle beraber görülebilirler. Fusolin proteini tarafından oluşturulan bu 

yapılar, sferoidlerden çok farklıdır ve ilk olarak Bergoin ve arkadaşları (1970) tarafından 

çalışılmıştır. Spindılların bilateral simetriye sahip olması, onları kolayca sferoidlerden 

ayırt etmeyi sağlar. Spindılların, sferoidlerden diğer bir önemli farkı ise spindılların 

gömülü virüslere sahip olmamasıdır. 

Böcek gruplarını enfekte eden virüsler arasında yapısal farklılıklar mevcuttur. 

Ancak, EPV’ler, orthopoksvirüslere benzer yapısal özelliklere sahiptirler ve omurgalı 

poksvirüs gen homolojileri gösterdikleri bulunmuştur (Bawden vd., 2000). Bu homolojiler 

sayesinde, iki grup arasında, gen regülasyonunda benzerliklerin olması da mümkündür. 

Bu virüslerin çoğunluğunu moleküler seviyede anlamak için, Amsacta moorei EPV 

(AMEV) üzerinde yapılan çalışmalar önemli yer tutmaktadır. Çünkü, AMEV, hücre 

kültüründe replike olabilen sadece birkaç EPV’den biridir (Langridge, 1983; Goodwin 

vd., 1990). Daha sonra, D. J. Dall tarafından yapılan çalışmaların yayınlanmamış 

sonuçlarına göre, Heliothis armigera entompoksvirüsünün de serumsuz lepidoptera hücre 

kültürlerinde çoğalabileceği bildirilmiştir. 

 

1.4. Amsacta moorei Entomopoksvirüs (AMEV) 

 

Amsacta moorei entomopoksvirüs (AMEV), betaentomopoksvirüslerdendir ve doğal 

olarak Amsacta moorei’den izole edilmiştir. Ayrıca, Estigmena acrea (Hall ve Hink, 

1990) ve Lymantria dispar (Arif ve Moyer, Basılmamış sonuçlar) gibi tarımsal bakımdan 

zararlı böcekleri enfekte ettiği rapor edilmiştir. Böcek konaklarında enfeksiyon, 

ekstrasellüler virüsün böcek tarafından yenilmesiyle ve böceğin alkali orta barsağında 

inklüzyon yapının sindirilmesiyle başlar. AMEV’nin larvalarda oluşturduğu enfeksiyon, 

larvanın gelişim aşamasına özeldir. Fakat, larvaya ait yağ doku, hemositler, sinir hücreleri, 

orta bağırsak hücreleri, hipodermis, trakeoblastlar ve kas hücreleri gibi bir çok hücre ve 

doku enfeksiyona maruz kalır (Bawden vd., 2000). Enfekte olmuş larvalarda, inklüzyon 

yapılarının varlığı, tipik bir durumdur. İnklüzyon yapılar, sferoidin matrikse gömülü halde 

viral parçacıkları bulundurur (Arif ve Kurstak, 1991). Tomurcuklanan virüslerin çevreye 
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saçılması, böceğin kusması, dışkılaması ve ölü larvanın etrafa dağılmasıyla meydana gelir 

(Goodwin vd., 1991). Bu yüzden, hem doku kültüründe moleküler özelliklerini hem de 

böceklerde poksvirüslerin patojenitesini araştırmak için, AMEV’nin kullanımı kolay bir 

yaklaşımdır. 

AMEV’nin 232,392 bp’lik genomunun dizisi tamamen belirlenmiştir (Bawden vd., 

2000). Bu sonuç, yaklaşık olarak diğer böcek poksvirüsleri için tahmin edilen veya 

yayınlanan genom miktarına eşittir. AMEV’de kodlama kapasitesinin etkili kullanımı, 

“uçlarda ters dönmüş tekrar sıralar” (ITR) dahil olmak üzere, %95’dir. Bilgisayar destekli 

ORF analizlerine göre, AMEV genomunda toplam 279 benzersiz ORF belirlenmiştir. 

Genomda, merkezi kodlama bölgesinin her iki yanında, yaklaşık 9.4 kb’lik ters yönlü uç 

tekrar (ITR)’lar mevcuttur. Her bir ITR, 13 ORF’nin birbirinin aynı iki kopyasına sahiptir. 

Bu durumda, AMEV genomundaki ORF’lerin sayısı 292’ye çıkar (Bawden vd., 2000). 

Daha sonra, Guo ve Yu (2007) tarafından yapılan bir çalışmada, AMEV ORF’lerinden 38 

tanesinin protein kodlamadığı, biyoinformatik analize göre belirlenmiştir ve protein 

kodlayan ORF sayısı 254 olarak son halini almıştır. 

Daha önce yapılan çalışmalarda, AMEV genomunun A+T içeriği %81.5 olarak 

tahmin edilmiştir (Langridge, 1983). Belirlenen dizinin A+T içeriğinin yeniden 

hesaplanması sonucunda, bu oran %82.2’ye yükselmiş ve böylece, AMEV poksvirüsler 

içinde en yüksek A+T oranına sahip virüs olarak belirlenmiştir (Bawden vd., 2000).  

AMEV, diğer poksvirüslerde bulunanlara benzer şekilde, gen ifadesini sağlayan 

promotor elemanlarına sahiptir. AMEV genlerinden 133 tanesinin, erken veya potansiyel 

olarak erken gen olabileceği düşünülmektedir. Diğer genlerden, 158 tanesi ise, geç veya 

potansiyel geç gen motifine sahiptir. Genomu oluşturan 179 genden sadece 15’i için, 

promotor veya düzenleyici elemanlar tanımlanamamıştır. Translasyonal başlangıç 

kodonunun 100 bp yukarısında TGAAAXXXXA veya TGAATXXXXA sıralarını içeren 

genler, erken (E) veya potansiyel erken genler (E?) olarak tanımlanır (Bawden vd., 2000). 

Ayrıca, genin 3’ ucuna yakın bir yerde vaksinya virüs (VV) erken terminasyon dizisine 

(TTTTTNT) sahip olan genler, erken grubu gen olmaya adaydır (Yuen ve Moss, 1987; 

Gruidl vd., 1992; Sriskantha vd., 1997). Translasyonal başlangıç dizisinde TAAATG 

sırasını taşıyan AMEV ORF’leri, geç genler (L) olarak düşünülür (Weir ve Moss, 1984; 

Rosel ve Moss, 1985; Bertholet vd., 1986; Davison ve Moss, 1989a). Bu geç promotor 

sırası, spheroidin gibi diğer EPV geç genlerinde gözlenmiştir (Hall vd., 1996). Başlangıç 

kodonundan 100 bp kadar yukarıda TAAAT veya TAAAAT sırasına sahip olan genler ise, 
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potansiyel geç genler olarak düşünülmektedir. Bu diziler, diğer omurgalı poksvirüs geç 

genlerinde de bulunmuştur (Roseman ve Hruby, 1987). 

 

1.5. Protein Kinazlar  

 

Protein kinazlar, ATP’deki bir fosfatı hedef substrat proteinin serin, treonin veya 

tirozin aminoasidine taşınmasını sağlayan büyük bir enzim grubudur. Bu enzimler, protein 

fosfatazlarla birlikte hücresel sinyal mekanizmasının düzenlenmesinde anahtar bir role 

sahiptir. Saflaştırılan ilk protein kinaz, fosforilaz kinazdır (Krebs vd., 1959) ve bunu diğer 

protein kinazların saflaştırılması izlemiştir. Bilinen protein kinazların sayısındaki bu artış, 

gen klonlaması ve dizi analiz tekniklerinin avantajı sayesinde meydana gelmiştir. Bu 

sayede, proteine ait nükleotid dizilerinden aminoasit dizileri elde edilir. Eğer, bu sıralarda 

protein kinaz katalitik bölgeleri için yüksek bir şekilde korunmuş belirli anahtar diziler 

mevcutsa, bu proteinin protein kinazları temsil ettiği düşünülür. Substrat seçiciliği ve 

düzenlenmesi benzer modellere sahip olan protein kinazların katalitik bölgeleri, bir gen 

kümesi oluşturur. Bu kümelenme, yeni protein kinazların görevi ve özelliklerinin 

belirlenmesinde kullanılmaktadır.  

Katalitik bölgenin proteindeki yeri sabit değildir. Buna rağmen, tek alt üniteden 

oluşan enzimlerin çoğunda, katalitik bölge proteinin karboksil ucunda bulunur ve amino 

ucu da proteinin düzenleyici rolünden sorumludur. Çoklu alt ünitelere sahip protein 

kinazlarda, genel olarak polipepditler, neredeyse katalitik bölgenin tamamını içerirler. 

Substrat seçiciliğine göre tanımlanan bütün protein kinazlar, serin/treonin seçici protein 

kinazlar veya tirozin seçici protein kinazlar olmak üzere iki büyük gruba ayrılır. İki grup 

protein kinaz da çok benzer katalitik bölge primer yapısına sahip olmasına rağmen, bu 

bölgedeki belirli kısa aminoasit dizileri, her iki sınıfı da temsil edebilir (Hanks, 1987). Bu 

bölgeler, varsayılan protein kinazın, tirozini mi yoksa serin/treonini mi fosforilleyeceğini 

gösterir. 

 

1.6. Viral Protein Kinazlar 

 

Herpesvirüsler ve poksvirüsler gibi büyük DNA virüsleri, hücresel serin/treonin 

protein kinazlarla ilişkili proteinleri kodlarlar. Hepatit-B ve veziküler stomatitis virüsleri, 
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ise yapısal olarak farklı protein kinazları kodlayabilirler. Diğer virüsler, interferon 

tarafından uyarılan ökaryotik başlangıç faktörü-2, büyüme faktörü tarafından uyarılan 

protein kinazlar ve mitozu düzenleyen protein kinazlar gibi bazı hücresel protein kinazları 

aktif hale getirebilirler.  

Ortopoksvirüsler büyük bir genoma sahiptir ve genom sıraları belirlenmiştir. Genom 

dizisine göre, vaksinya virüse ait B1R proteininin, ökaryotik protein kinazlarla kuvvetli 

homoloji gösterdiği ortaya çıkarılmıştır (Howard ve Smith, 1989; Traktman vd., 1989).  

B1R, hücresel protein kinazlarla kuvvetli bir ilişkisi olduğu varsayılan vaksinya 

virüs gen ürünüdür (Goebel vd., 1990). B1R proteini, Escherichia coli’de ifade edilmiş ve 

kazein gibi bazı sentetik substratları fosforillediği gösterilmiştir (Banham ve Smith, 1992; 

Lin vd., 1992; Rempel ve Traktman, 1992). Rekombinant B1R için şimdiye kadar in 

vitro’da tespit edilen en iyi substratlar, 40S ribozomal alt ünite proteinlerinden S2 ve Sa 

proteinleridir (Banham vd., 1993). Bu ribozomal proteinler, B1R kinazın potansiyel 

fizyolojik substratlarıdır ve B1R kinazın, vaksinya virüsün hücreleri enfeksiyonu 

süresince fosforillenmeye başladığı vurgulanmıştır (Kaerlein ve Horak, 1976; Kaerlein ve 

Horak, 1978; Buendia vd, 1987). Fosforilasyon, enfeksiyonun erken safhasında ortaya 

çıkar ve proteinin sentezinin virüs tarafından durdurulmasıyla zamana bağlı ilişki 

içindedir. Buna rağmen, ribozomal alt ünitelerin fosforilasyonundaki rolü tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Diğer yandan, S2-Sa protein kinaz aktivitesi, vaksinya virüs ile 

enfekte olmuş HeLa hücrelerinden saflaştırılmış ve B1R proteinine karşılık geldiği 

gösterilmiştir (Beaud vd., 1989; Beaud vd., 1994). 

 

1.7. Amsacta moorei Entomopoksvirüs Serin/Treonin Protein Kinaz Geni 
(AMV197) 

 

Biyoinformatik analizler, AMEV genomunda bulunan, 900 nükleotit ve 299 

aminoasit büyüklüğünde olan AMV197 kodlu açık okuma zincirinin (ORF), bir 

serin/treonin protein kinaz kodlayabileceğini göstermektedir. Bu bilgi, AMV197’ye ait 

nükleotit ve aminoasit sıralarının incelenmesi sırasında, protein kinazlara ait korunmuş 

sıraların ve domainlerin tespit edilmesiyle belirlenmiştir (Bawden vd., 2000). 
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1.8. Çalışmanın Amacı 

 

Tezin amacı, yukarıda da belirtildiği gibi, bir protein kinaz olabileceği belirtilen, 

virüs replikasyonunda ve enfektivitesinde önemli rolü olabileceği düşünülen ve şu ana 

kadar üzerinde herhangi bir araştırma yapılmamış olan Amsacta moorei entomopoksvirüs’e 

ait AMV197 açık okuma zincirinin transkripsiyonel ve fonksiyonel analizlerini 

gerçekleştirmektir. Bu amaç çerçevesinde tezin kapsamı şöyledir:  

1. Tez konusu olan AMV197’nin güncel ve ileri biyoinformatik yöntemler 

kullanılarak protein kinaz olma özelliğinin yeniden araştırılması,  

2. AMV197’nin transkripsiyonel olarak aktif olup olmadığının, aktif ise 

transkripsiyon periyodunun ve transkripsiyon sınıfının belirlenmesi, 

3. Transkripsiyonel olarak aktif olduğu belirlenen genin anatomik yapısının 

(translasyona uğramayan 5’ ve 3’ bölgelerinin) aydınlatılması, 

4. Genin virüs replikasyonunda herhangi bir etkisinin olup olmadığının, 

rekombinant virüs oluşturarak araştırılmasıdır. 



 

 

2. YAPILAN ÇALIŞMALAR  

 

2.1. Hücrelerin ve Virüslerin Temini 

 

Lymantria dispar böceğinden geliştirilmiş Ld652 hücre kültürü ve yaban tip AMEV, 

Dr. Basil Arif’ten (Centre of Forestry, Molecular Virology Laboratory, Sault Ste. Marie, 

Canada) temin edildi. Diğer yandan, sferoidin proteini yerine, 28 kDa’luk GFP proteini 

üreten, rekombinant olmasına rağmen yaban tip virüsün replikasyon özelliklerini gösteren 

vAmΔshp/gfp (Palmer vd., 1995), Dr. Richard Moyer’den (Florida University, School of 

Medicine, Department of Molecular Genetics and Microbiology, Gainesville, FL, USA) 

sağlandı. Hücreler 28 ºC’ye ayarlanmış etüvde, %10 Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma, 

Kat No: F-0643) katkılı besiyeride (%45 Grace’s Insect Medium, GIBCO, Kat No: 11605-

045; %45 Excell (TM) 420, Biosciences, Kat No: 14420C), özel hücre kültürü kapları 

(Corning) içerisinde büyütüldü. Hücrelerin pasajlanması işlemi haftada iki kez 

gerçekleştirildi. 

 

2.2. Virüslerin Çoğaltılması, Saflaştırılması ve Konsantrasyonlarının Tayini 

 

Virüs çoğaltma işlemi için, konak olarak Ld652 hücre kültürü kullanıldı. Daha önce, 

AMEV’nin bu böcek hücre kültüründe çoğaldığı gösterilmiştir (Goodwin vd., 1990). 

Hücreler AMEV ve vAmΔshp/gfp ile büyük ölçekli hücre kültürü kaplarında (75 cm2’lik 

flasklar) ayrı ayrı enfekte edildi. Enfekte edilmiş hücreler, 28 ºC’de enfeksiyon belirtileri 

gözleninceye kadar bekletildi. Elde edilen her bir virüse ait süspansiyondaki virüsün 

konsantrasyonu, 60 gözlü hücre kültürü kapları (Terasaki kapları; Corning) kullanılarak 

EPDA (End Point Dilution Assay) metoduna göre belirlendi (Darling vd., 1998).  

Deneye başlarken, 10 adet mikrosantrifüj tüpü, 1’den 10’a kadar numaralandırıldı. 

Virüs, 9. tüpe kadar büyüme besiyerisi içerisinde 1/10 oranında seyreltildi. 10. tüp, kontrol 

olarak kullanıldı ve buna sadece besiyeri bırakıldı. Bu arada 1,5-2x106 hücre/ml olarak 

süspansiyon haline getirilen Ld652 hücrelerinden, 10 tüpün her birine 90 μl eklendi ve 

karıştırıldı. Yeni pipet ucu kullanarak, Terasaki kabının her satırına (A’dan F’ye doğru) aynı 

konsantrasyonda olacak şekilde, 10 μl hücre-virüs karışımından eklendi. Virüssüz kuyudan 

(10. tüp) başlayarak, en yoğun virüs süspansiyonun olduğu kuyuya (1. tüp) doğru bir sıra 
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takip edildi. Terasaki kabının kapağı kapatılarak, ıslatılmış peçetelerle birlikte bir kutuya 

yerleştirildi ve 28 C’lik etüvde inkübasyona bırakıldı. Enfeksiyon belirtileri netleşinceye 

kadar inkübe edildi.  

EPDA deneyinin sonuçları, her bir gözdeki enfekte olmuş tek bir hücrenin dahi olup 

olmamasına göre her kuyuya + (artı) veya – (eksi) değer verilerek kayıt edildi. Virüs 

konsantrasyonu, aşağıdaki EPDA formülü ve elde edilen değerler kullanılarak hesaplandı. 

Titer (pfu/ml)=10(a+x) x 100/ml  

n = enfeksiyon değerinin %50 veya %50’den büyük olduğu en yüksek seyreltme, 

a = log n, 

b = n. seyreltiğin % değeri, 

c = n. değerin altındaki % değeri, 

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

 

2.3. AMV197’nin Biyoinformatik Analizi 

 

AMV197 kodlu genin aminoasit sırası veri tabanından temin edildi ve Expasy-Prosite 

programı kullanılarak, protein kinazlara ait bilinen motifler tarandı. Mevcut AMV197 

aminoasit sırası içinde, protein kinazlara ait katalitik bölge, ATP’nin bağlanma bölgesi ve 

ATP’nin bağlandığı yerde hayati değeri olan lizin (K) aminoasidi arandı. Ayrıca, Clustal W 

programı kullanılarak, AMV197’nin diğer organizmalara ait protein kinazlarla 

karşılaştırılması yapıldı. Veri tabanından temin edilen, vaksinya virüse ait B1R protein 

kinaz (VACV-B1-RPK, YP233065), Melanoplus sanguinipes entomopoksvirüs protein 

kinaz (MSEV-PK, AF063866), fareye ait bir protein kinaz (PIM-1, AAA39930), yine fareye 

ait serin/treonin protein kinaz dönüştürücü protein (MOS, P00538) ve Saccharomyces 

cerevisiae’ya ait hücre bölünmesi kontrol proteini 28 (CDC28, P00546) proteinlerinin 

aminoasit sıraları, AMV197’nin aminoasit sırasıyla karşılaştırıldı. 
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2.4. AMV197’nin Transkriptomik Analizi 

 

2.4.1. Transkripsiyon Kinetiğinin Belirlenmesi  

 

2.4.1.1. Enfekte Olmuş Hücrelerden mRNA İzolasyonu ve Konsantrasyonunun 
Tayini  

 

AMV197’nin AMEV ile enfekte olan Ld hücre kültüründe transkripsiyon zamanını 

belirlemek için, enfekte olan hücrelerden farklı zamanlarda izole edilen mRNA’ların RT-

PCR yöntemiyle analizleri yapıldı. 0., 1., 2., 4., 7., 12. ve 24. saatler ve kontrol için olmak 

üzere, sekiz adet T-75 flaske, 1x107 Ld652 hücresi içeren 15’er ml besiyeri bırakıldı. 

Yaklaşık 2-3 saat kadar hücrelerin tutunması için beklendikten sonra hücrelerin üzerinden 

besiyeri uzaklaştırılıp, MOI = 2 olacak şekilde 2 ml virüs süspansiyonu eklendi. Virüslerin 

hücreye tutunması için, iki saat 2,5 rpm’de sallandı. İki saatin sonunda, hücrelerin 

üzerindeki besiyeri uzaklaştırıldı ve hücreler FBS katkısız besiyeriyle yıkanarak 

tutunmayan virüsler uzaklaştırıldı. Hücrelerin üzerine 15 ml taze besiyeri eklendi. Bu 

zamanın 0. saat olduğu kabul edildi. 0. saat için ayrılan flaskdeki hücreler, besiyeri ile 

birlikte toplandı ve bu hücrelerden mRNA izolasyon kiti (PolyATtract System 1000, Z5420; 

Promega) kullanılarak, kitteki yönteme göre mRNA izolasyonu yapıldı. Diğer flasklerdeki 

hücreler de, saatlerine uygun şekilde toplandı ve bunlardan da mRNA izolasyonu yapıldı. 

Elde edilen mRNA’ların konsantrasyonu ve saflığı SpektraMax M2 (Molecular Devices 

Corporation) okuyucuda belirlendi.  

 

2.4.1.2. İzole Edilen mRNA’ların DNazI ile Muamele Edilmesi 

 

İzolasyon sırasında meydana gelebilecek DNA kontaminasyonundan mRNA’ları 

temizlemek için, mRNA’lar DNazI ile muamele edildi. Bu amaçla, her bir örnek için 8 µg 

mRNA, 5 µl tampon (10x) ve 2 µl DNazI (Sigma, AMP-D1, 1u/µl) karışımı bir tüpe 

bırakıldı. Son hacim, ddH2O ile 50 µl’ye tamamlanarak, karışım 15 dakika oda ısısında 

bekletildi. Bekleme süresi sonunda, 2’şer µl “stop solüsyonu” ilavesiyle, mRNA hidrolizini 

katalizleyebilecek divalent iyonların inaktivasyonu sağlandı. DNazI ve mRNA’nın 

denatürasyonu için 70 °C’de bekletilen mRNA’lar, yeniden spektrofotometrik olarak 

ölçüldü. 
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2.4.1.3. Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) 

 

İzole edilen mRNA’lar kullanılarak cDNA oluşturulması işlemine geçildi. 

Konsantrasyonu belirlenen mRNA’lardan, cDNA reaksiyonu için her reaksiyon başına 

yaklaşık 2’şer µg kullanıldı. Her bir zaman dilimi için izole edilen mRNA, primer (oligo 

dT-ankor primeri; 5’-GAC CAC GCG TAT CGA TGT CGA C(T)16V-3’) ve ddH2O farklı 

mikrosantrifüj tüplerinde karıştırıldı. Tüp ve içeriği, 70 C’de 5 dakika bekletildikten sonra 

buz içersine bırakılarak soğutuldu ve içerisine 2,5 µl tampon (10x, M-MuLV Revers 

Transkriptaz enzimine ait) ve 2 µl dNTP (10 mM) karışımı eklendi. Son karışım 37 C’de 2 

dakika bekletildi. Bu karışımdan 2 µl alındı ve DNA kontaminasyonunu araştırmak için 

yapılan PCR’de kalıp olarak kullanıldı. Geri kalan 23 µl’lik sıvıya 0,92 µl M-MuLV Revers 

Transkriptaz (Biolabs) enzimi ilave edildi. Önce 37 C’de 60 dakika bekletilerek enzimin 

aktivitesi, daha sonra 70 C’de 15 dakika bekletilerek enzimin inaktivasyonu sağlandı. Her 

bir zaman için ayrı ayrı yapılan cDNA’lar, PCR ürünü temizleme kiti (Nucleospin, Kat No: 

11457) kullanılarak temizlendi. Buna göre 20 l hacimdeki cDNA’nın üzerine 100 l 

bağlanma tamponu ilave edildi. İyice karıştırıldıktan sonra kitte bulunan ve içlerinde filtre 

ihtiva eden kolonlardan süzüldü. Süzme işleminin ardından kolonlar iki kez yıkama 

tamponu ile 13.000×g’de santrifüj edilerek yıkandı. Kolonlar temiz mikrosantrifüj tüplerine 

geçirildi. cDNA’nın kolonlardan ayrılarak mikrosantrifüj tüplerinde toplanması için 

kolonların üzerlerine 20 l, 10 mM Tris-HCl ilave edildi ve 13.000×g’de 1 dakika santrifüj 

yapıldı. Bu şekilde elde edilen cDNA, tampon ve enzim gibi kimyasallardan temizlenmiş 

oldu. Daha sonra, cDNA’lardan aşağıdaki şekilde PCR yapılarak, RT-PCR işlemi 

tamamlanmış oldu. PCR işlemi, mRNA’da DNA kontaminasyonu olmadığını görmek için, 

mRNA kalıbı kullanılarak da uygulandı. Bu uygulamadan herhangi bir bant 

beklenmemektedir. 
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PCR Karışımı      PCR Koşulları 

 

1 μl Kalıp (mRNA/cDNA)    95 C’de 3’ 

1 μl PKSP4 (İleri Primer) 

1 μl PKR (Geri Primer)    95 C’de 1’ 

1 μl dNTP      55 C’de 30’’      35 döngü 

3 μl MgCl2      72 C’de 1’ 

5 μl Tampon 10x 

0.5 μl Taq DNA polimeraz    72 C’de 7’ 

37.5 μl ddH2O      4 C’de  

 

PKR (5’-GGC AAA CTT CCA CTA TAC C-3’) 

PKSP4 (5’-CCG TTG TTT GTA GAA ATG C-3’) 

 

2.4.2. Transkripsiyon Sınıfının Belirlenmesi 

 

AMV197 kodlu ORF’nin transkript edildiği gen ekspresyon sınıfını tayin edebilmek 

için, AMEV ile enfekte olmuş Ld652 hücreleri, DNA sentezi inhibitörü olan β-D-

Arabinofuranozilsitozin (Ara-C; Sigma, Kat No: C-1768) ile muamele edildi.  

AMV197’nin gen ifade sınıfını belirlemek için RT-PCR yöntemi kullanıldı. Dört 

adet T-75 flaske, 15 ml besiyeri ve Ld652 hücre (1x107) karışımı bırakıldı. Yaklaşık 4-5 

saat hücrelerin tutunması için beklendikten sonra hücrelerin üzerinden besiyeri 

uzaklaştırıldı. Flaskların iki tanesine (I ve II no’lu) normal besiyeri, diğer iki tanesine (III 

ve IV no’lu) de Ara-C (100 μg/ml) inhibitörü eklenmiş besiyerinden 5 ml eklendi (Şekil 3).  

 

 
I) Ld652  II) Ld652  III) Ld652  IV) Ld652 

AMEV   Ara-C   AMEV+Ara-C 
 

Şekil 3. AMEV’nin enfeksiyonunda inhibitör kullanımı 
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Hücreler, bir saat 28 C’lik etüvde bekletildikten sonra, hücrelerin üzerindeki sıvı 

alındı. Virüs enfeksiyonu yapılacak olan flasklar (II ve IV no’lu) için MOI = 2 olacak 

şekilde, 2’şer ml enfeksiyon sıvısı hazırlandı ve ilave edildi. İnhibitör içeren flasklar (III ve 

IV no’lu) için inhibitör ilavesi yeniden sağlandı. Flasklar virüslerin hücreye tutunması için, 

iki saat 2,5 rpm’de sallandı. İki saatin sonunda, hücrelerin üzerindeki besiyeri tamamen 

uzaklaştırıldı ve hücreler inhibitör içerip içermediğine uygun olarak, 2’şer ml besiyeri 

kullanılarak yıkandı. Daha sonra hücrelerin üzerine yine inhibitör içeriğine uygun olarak 

15’er ml taze besiyeri eklendikten sonra kapağı kapatılıp, 28 C’lik etüvde, bu gene ait 

transkripsiyonun en yüksek zaman dilimi olan, 16 saat inkübasyona bırakıldı. Bu sürenin 

sonunda yukarıda belirtildiği gibi mRNA izolasyonu yapıldı.  

İzole edilen mRNA’lar, DNA kontaminasyonuna karşı, yukarıdaki gibi DNazI ile 

muamele edildikten sonra spektrofotometrik olarak ölçüldü. Bu mRNA’lar, AMV197’ye 

özel primerler kullanılarak, daha önce açıklandığı şekilde RT-PCR işlemine tabi tutuldu.  

 

2.5. Protein Kinaz Geninin Transkriptomik Yapısının Aydınlatılması 

 

Genin transkriptomik yapısının aydınlatılması amacıyla 5’/3’ RACE deneyi yapılarak 

transkripsiyonun başlama noktası (5’ ucu) ve durma noktası (3’ ucu) belirlenmeye çalışıldı. 

AMV197 geninin transkripsiyon başlangıç ve bitiş noktalarını tespit edebilmek için 

5’/3’ RACE (cDNA uçlarının rasgele çoğaltılması) tekniği kullanıldı (Frohman vd., 1988). 

Bu işlem için, daha önceden genlerin 5’ ucuna ait üçer adet geri primeri (PKSP1, PKSP2, 

PKSP3) ve 3’ ucuna ait 2 adet ileri primeri (PKSP4, PKSP5) sentezlettirildi (Tablo 2). Bu 

primerler kullanılarak deney şartları, 5’/3’ RACE kitindeki (ROCHE, Kat No: 1 734 792) 

kullanma yöntemine göre oluşturuldu. 

 
Tablo 2. Protein kinaz geninin 5’ ve 3’ kısımlarına ait primerler 

 
Primer Adı Primer Sırası Genomdaki Yeri 

PKSP1-Rv 5’-CAT AAT AAT CTA TTA CTA TAT ATC-3’ 169558–169534 

PKSP2-Rv 5’-CCA TTA TGA TAT AGT AAT GGT ATT CC-3’ 169504–169479 

PKSP3-Rv 5’-GCA TTT CTA CAA ACA ACG G-3’ 169411–169392 

PKSP4-Fw 5’-CCG TTG TTT GTA GAA ATG C-3’ 169392–169411 

PKSP5-Fw 5’-CAA CAC TTG TTT AAC TAA TTC ACC-3’ 169964–169988 
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2.5.1. Toplam RNA İzolasyonu 

 

Besiyeri içerisinde süspanse edilmiş 2,5x106 Ld hücresi 1,5 ml hacim içerisinde, 60 

mm2’lik hücre kültürü kabına (Petri) bırakıldı. Yaklaşık 10-12 saat hücrelerin tutunması için 

beklendikten sonra, hücrelerin üzerinden besiyeri uzaklaştırılıp MOI=2 konsantrasyonunda 

AMEV süspansiyonu (900 μl/petri) eklendi. Virüslerin hücreye tutunması için, iki saat 2,5 

rpm’de sallandı. İki saatin sonunda, hücrelerin üzerindeki besiyeri uzaklaştırıldı ve hücreler 

katkısız besiyeri ile iki kez yıkanarak tutunmayan virüsler uzaklaştırıldı. Hücrelerin üzerine 

1,5 ml taze besiyeri eklendi. Enfeksiyondan 16 saat sonra, AMEV ile enfekte olmuş 

hücrelerden, QIAGEN RNeasy ticari kit (Kat: 74106) kullanılarak, kitteki yönteme göre 

toplam RNA izolasyonu yapıldı. Elde edilen RNA’nın konsantrasyonu spektrofotometrede 

ölçüldü. RNA örneği, RNA’nın izolasyonu sırasında açığa çıkabilecek RNaz enzimiyle 

parçalanıp parçalanmadığını belirlemek için, %1,2’lik agaroz jelde yürütüldü ve görüntüsü 

Kodak MI Jel görüntüleme cihazıyla kaydedildi. 

 

2.5.2. Protein Kinaz Geninin Translasyona Uğramayan 5’ Ucunun Rasgele 
Çoğaltılması (5’ RACE) 

 

Genin 5’RACE analizinin ilk aşamasında, toplam RNA’dan PKSP1 primeri 

kullanılarak tek zincir cDNA sentezi gerçekleştirildi. Daha sonraki aşamaları da içeren 5’ 

RACE yönteminin şematik gösterimi aşağıdadır (Şekil 4). 

Sentez işlemi için, 5’/3’ RACE kitindeki kimyasallar kullanıldı. Bir tüpe; 

cDNA sentez tamponu (tüp 1)   :  4 l (5x) 

Deoksinükleotid karışımı (tüp 3) : 2 l 

PKSP1 primeri     : 1 l (12 M) 

Toplam RNA    : 2 g (3 l) 

AMV revers transkriptaz (tüp 2) : 1 l 

H2O     : 9 l 

karışımı bırakıldı. Karışımın 55 C’de 60 dakika ve 65 C’de de 10 dakika bekletilmesi ile 

cDNA sentezi gerçekleştirildi. Sentezlenen cDNA, PCR ürünü temizleme kiti (Nucleospin, 

Kat No: 11457) kullanılarak yukarıdaki talimata göre temizlendi.  

Temizlenen cDNA’nın 3’ ucuna, terminal transferaz enzimi kullanılarak “poli A” 

kuyruğu takıldı. Bunun için bir tüpe; 
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Temizlenen cDNA örneği  : 19 l 

Reaksiyon tamponu (tüp 5)  : 2,5 l (10x) 

2 mM dATP (tüp 4)   : 2,5 l 

karışımı bırakıldı ve karışım 94 C’de 3 dakika bekletildikten sonra hemen buz üzerine 

alındı. Üzerine 1 l terminal transferaz (tüp 6, 10 ünite/l) ilave edilip karıştırıldı ve 37 

C’de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. Enzimin inaktivasyonu için, karışım 70 C’de 10 

dakika bekletildi. 

 

 
 

Şekil 4. 5’RACE analizi 

 

Bu şekilde “poli A” kuyruğu takılmış cDNA, önce PKSP2 primeri sonra PKSP3 

primeri kullanılarak birbirini takip eden iki ayrı PCR reaksiyonuna tabi tutuldu. Birinci 

PCR reaksiyonunda tüpe; 

 

 

 

5’ Tek zincir cDNA’nın SP1 
Primeri ile sentezi 

SP1 

3’ 

mRNA 

cDNA 
mRNA’nın degredasyonu 

3’-(A)nAAAA Saflaştırılmış cDNA’ya poli A 
kuyruğunun takılması 

(T)nTTTT 
(A)nAAA
A 

Oligo dT-ankor primeri 

SP2 

Poli A kuyruğu takılmış cDNA’nın 
oligo dT-ankor ve SP2 primerleri ile 
çoğaltılması 

PCR ankor primeri 

SP3 

Jel elektroforezi için hazır olan PCR ürünü 

PCR ürününün, PCR ankor ve SP3 
primerleri ile ikinci PCR 
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“Poli A” kuyruğu takılmış cDNA :  5 l 

Oligo dT-ankor primeri (tüp 8) : 1 l 

PKSP2 primeri : 1 l (12 M) 

Deoksinükleotid karışımı (tüp 3) : 1 l  

Taq DNA Polimeraz : 0,5 l 

Reaksiyon tamponu (tüp 5) : 5 l (10x) 

H2O : 36,5 l 

karışımı bırakıldı ve PCR yapıldı. PCR reaksiyonu 94 C’de 3 dakikalık ilk 

denatürasyonun ardından, 30 döngü halinde 94 C’de 30 saniye, 50 C’de 30 saniye ve 72 

C’de 1 dakika bekletilerek gerçekleştirildi. İkinci PCR reaksiyonunda ise yine bir tüpe; 

Birinci PCR ürünü :  1 l 

PCR-ankor primeri (tüp 9)  : 1 l 

PKSP3 primeri : 1 l (12 M) 

Deoksinükleotid karışımı (tüp 3) : 1 l  

Taq DNA Polimeraz : 0,5 l 

Reaksiyon tamponu (tüp 5) : 5 l (10x)  

H2O : 40,5 l 

karışımı bırakıldı ve üstteki PCR programına tabi tutuldu. Neticede oluşan ürün %1,2’lik 

agaroz jelde elektroforez edildi. PCR sonucu oluşan DNA parçası jelde görüntülendi. 

 

2.5.3. Protein Kinaz Geninin Translasyona Uğramayan 3’ Bölgesinin ve 
Transkripsiyon Bitiş Noktasının Tespit Edilmesi 

 

Genin 3’ ucuna uygun ileri (forward) primeri kullanılarak deney şartları 3’ RACE 

kitindeki (ROCHE, Kat No: 1 734 792) kullanma yöntemine ikinci bir PCR’nin ilavesiyle 

oluşturuldu. Ökaryotik bir hücreyi enfekte eden AMEV için, mRNA’nın poli(A) taşıdığı 

gerçeğinden yola çıkarak, cDNA yapımında oligo dT-ankor primeri kullanıldı.  

Şekil 5’de, 3’RACE analizi şematik olarak anlatılmaktadır. PKSP4 primerinin 

kullanıldığı ilave PCR basamağı şemada gösterilmedi. Sentez işlemi için, 5’/3’ RACE 

kitindeki kimyasallar kullanıldı. Bunun için bir tüpe;  
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cDNA sentez tamponu (tüp 1)   :  4 l (5x) 

Deoksinükleotid karışımı (tüp 3) : 2 l 

Oligo dT-ankor primer (tüp 8)  : 1 l (12 M) 

Toplam RNA    : 2 g (3 l) 

AMV revers transkriptaz (tüp 2) : 1 l 

H2O     : 9 l 

karışımı bırakıldı. Reaksiyon, 55 C’de 60 dakika inkübe edilerek tamamlandı ve 65 C’de 

10 dakika bekletilerek reaksiyon durduruldu. Böylece cDNA sentezlenmiş oldu.  

 
  
Şekil 5. 3’RACE analizi 

 

Bu şekilde sentezlenmiş cDNA, PKSP4 primeri kullanılarak PCR reaksiyonuna tabi 

tutuldu. PCR reaksiyonu için tüpe; 

cDNA :  5 l 

PCR ankor primeri (tüp 9)  : 1 l 

PKSP4 primeri : 1 l (12 M) 

Deoksinükleotid karışımı (tüp 3) : 1 l  

Taq DNA Polimeraz : 0,5 l 

Reaksiyon tamponu (tüp 5) : 5 l (10x) 

H2O : 36,5 l  

karışımı bırakıldı ve PCR yapıldı. PCR reaksiyonu 94 C’de 3 dakikalık ilk 

denatürasyonun ardından, 30 döngü halinde 94 C’de 30 saniye, 60 C’de 30 saniye ve 72 

C’de 1 dakika bekletilerek gerçekleştirildi. Neticede oluşan ürün kalıp olarak kullanılarak 

PCR ankor primeri  

5’ 

3’ 

AAAAAAA Tek zincir cDNA’nın oligo  
VTTT  dT-ankor primeriyle sentezi 

mRNA 

cDNA TTTTT         mRNA’nın degredasyonu 

SP5 
Gene özel SP5 ve PCR ankor primeri 
kullanarak cDNA’nın çoğaltılması 

Jel elektroforezi için hazır olan PCR ürünü 
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ikinci bir PCR yapıldı. Böylece oluşacak ürünün gen için daha seçici olması sağlandı. Bu 

PCR için PKSP5 ve PCR ankor primeri kullanıldı. Elde edilen ürün %1,2’lik agaroz jelde 

elektroforez edildi ve oluşan DNA parçası jelde görüntülendi. 

 

2.5.4. Protein Kinaz Geninin Translasyona Uğramayan 5’/3’ Bölgelerini İhtiva 
Eden Vektörün Oluşturulması 

 

Klonlama işlemleri için fragmanlar, yukarıda belirtilen primerler (PKSP1-Rv, 

PKSP2-Rv, PKSP3-Rv, PKSP4-Fw, PKSP5-Fw) ve PCR koşulları uygulanarak çoğaltıldı. 

Elde edilen fragmanlar, %1,2’lik agaroz jelde yürütüldükten sonra jelden temizlendi. 

Temizlenen DNA, %1,2’lik agaroz jelde tekrar elektroforez edilerek konsantrasyonları 

kontrol edildi. 

 

2.5.5. Fragmanlar ile Vektörün Ligasyonu 

 

Jelden temizlenen DNA fragmenti, ampisilin antibiyotiğine direnç geni taşıyan 

pGEM-T Easy vektörüne, 3 DNA fragmenti: 1 vektör oranında (0,3 g DNA fragmenti ve 

0,1 g pGEM-T Easy) klonlandı. Reaksiyon  

1 l pGEM-T Easy vektörü,  

5 l 2× ligasyon tamponu,  

1 l T4 DNA ligaz (Promega) ve  

3 l DNA fragmenti bir araya getirilerek 10 l’lik hacim içinde gerçekleştirildi. 

Karışım 16 C’de 1 gece inkübasyona bırakıldı. 

 

2.5.6. Elektrokompotent DH5 Escherichia coli Hücrelerinin Hazırlanması 

 

Petriye ekilmiş DH5 E. coli hücrelerinden tek bir koloni alınıp, NaCl ihtiva 

etmeyen Luria Bertani (LB) Broth besiyerine aşılandı ve 37 C’de gece boyunca 

büyütüldü. Bu taze kültürden, 1:100 oranında LB Broth besiyerine aşılama yapıldı. 

Hücreler 37 C’de, yoğunlukları 600 nm dalga boyunda 0,6-0,9 OD olacak şekilde 

büyütüldü. Bakteri konsantrasyonu istenilen yoğunluğa ulaşınca, hücreler 30 dakika buz 

üzerinde bekletildi. Ardından 4 C’de, 4.000 rpm hızında, 5 dakika santrifüj edildi. Sıvı 
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kısım döküldü ve çökelti iki kez steril soğuk su ile yıkanarak aynı hız ve zamanda santrifüj 

edildi. Çökelti, soğuk %10’luk gliserolde çözüldü ve 5.000 rpm’de, 4 C’de, 15 dakika 

santrifüj edildi. Tekrar üst kısım döküldü ve çökelti az miktarda %10’luk gliserol içinde 

süspansiyon haline getirildi. Elde edilen kompotent hücreler, mikrosantrifüj tüplerine 

bölündü (50 l’lik hacimlerde) ve -80 C’de saklandı. 

 

2.5.7. Elektrotransformasyon 

 

Protein kinaz geninin translasyona uğramayan DNA sıralarının klonlandığı 

plazmidleri hücreye aktarmak için, elektrokompotent DH5 hücreleri kullanıldı. 

Kompotent E. coli hücrelerinin bulunduğu tüpler, -80 C’den buz üzerine alındı ve bu 

hücrelerin üzerlerine, 1-3 l ligasyon karışımından konuldu ve karıştırıldı. Karışım 

elektroporasyon küvetlerine aktarıldı ve küvetler elektroporatör cihazına (BioRad) 

yerleştirildi. Küvetler, cihazda 200 ohm, 1,5-2K ve 25mF’de 3-4 sn bekletildi. Ardından 

küvetin içeriği 1ml LB broth besiyerine transfer edildi ve 37 C’de 1 saat inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon sonucunda hücreler 6.000 rpm’de, 2 dakika santrifüj edilerek 

çöktürüldü. Çökelti haline gelen hücreler, 200 l LB Broth besiyerisinde süspanse edildi 

ve petri kaplarında bulunan, 1/1000 oranında ampisilin antibiyotiği içeren, 40 l IPTC 

(izopiropil beta-D-tiyogalaktosid) (100 mM) ve 40 l X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-

beta-D-galakto-piranosid) (50 mg/ml) sürülmüş LB Agar besiyerisi üzerine cam bagetle 

yayıldı. Petriler 37 C’de 1 gece inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonucunda oluşan 

kolonilerden, yalnızca beyaz olanlardan gece kültürleri hazırlandı. Hatalı olabilecek 

kolonileri de göz önünde bulundurarak her bir klonlama için yaklaşık 10 koloni seçildi. 

 

2.5.8. Plazmid DNA İzolasyonu ve Klonların Seçimi 

 

Plazmid DNA’larının izolasyonu için, hızlı miniprep metodu kullanıldı. Gece 

kültürleri 14.000 rpm’de, 2 dakika santrifüj edilerek çöktürüldü. Hücrelerin üzerindeki 

süpernatant, geride 50 l kalacak şekilde döküldü ve çökelti kalan süpernatant içinde 

vortekslenerek çözüldü. Üzerine 300 l TENS tamponu (10 mM Tris-HCl, pH 8,0; 0,1 mM 

EDTA; 0,1 N NaOH; %0,5 SDS) ilave edilerek karıştırıldı. Bunu takiben, üzerine 150 l 3 
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M sodyum asetat (pH 5,2) ilave edildi ve tekrar 5-6 kez alt üst edilerek karıştırıldı. 

Hazırlanan karışım, 10 dakika buz içinde bekletildi ve bu sürenin sonunda, 14.000 rpm’de, 

3 dakika santrifüj edildi. Süpernatant temiz tüpe alındı ve üzerine 900 l %100’lük etanol 

ilave edilerek 14.000 rpm’de, 2 dakika santrifüj yapıldı. Çökelti %70’lik etanol ile yıkandı 

ve 10 dakika kurumaya bırakıldı. Kuruyan çökelti 50 l ddH2O’da çözüldü.  

 

2.5.9. Restriksiyon Analiziyle Klonların Doğrulanması 

 

İzole edilen plazmid DNA’ların protein kinaz geninin translasyona uğramayan 

bölgesini içerip içermediğini tespit etmek için, bu plazmid DNA’ları EcoR I restriksiyon 

enzimi ile muamele edildi. pGEM-T Easy vektörü, EcoR I enzimi için iki adet kesme 

bölgesi içermektedir. Bu enzim kullanılarak kesim yapıldığında, agaroz jel üzerinde biri 

vektöre ait ~3000 bp’lik DNA ve diğeri vektöre ligasyonu sağlanan yabancı geni içeren 

DNA olmak üzere iki DNA bandı ortaya çıkmaktadır. Yabancı DNA bandının, DNA 

markıra göre beklenen uzunlukta olması, klonların doğrulanması için bir basamak teşkil 

etmektedir. Bunun için, 10 l DNA, 0,5 l EcoR I (Promega), 1,5 l enzime ait 10x 

tamponu ve 3 l H2O olacak şekilde 15 l’lik hacimlerde reaksiyonlar hazırlandı ve kesim 

reaksiyon tüpü, 37 C’de 2 saat inkübe edildi. Ardından reaksiyon karışımı, %1,2’lik jelde 

elektroforez edildi. Seçilen klonların büyük bir kısmının restriksiyon analizleri sonucunda, 

yaklaşık 250 baz çifti DNA fragmentlerini içeren klonlar belirlendi. 

 

2.5.10. Klonlanan 5’/3’ Translasyona Uğramayan Bölgelerin Dizi Analizi 
 

Protein kinaz geninin 5’ ve 3’ bölgeleri için doğru olduğu belirlenen klonlardan, kit 

(Promega, Kat No: A1360) kullanılarak saf plazmid DNA’ları izole edildi. Bunun için 3 ml 

gece kültürü, 9.000 rpm’de, 30 saniye santrifüj edildi. Sıvı kısım uzaklaştırıldı, çökelti 250 

l süspansiyon tamponunda çözüldü ve üzerine 250 l parçalama tamponu ilave edildi. 

Oda sıcaklığında 5 dakika bekletildikten sonra, üzerine 350 l bağlanma tamponu ilave 

edildi. Tekrar oda sıcaklığında 5 dakika bekletildikten sonra 10 dakika, en yüksek hızda 

santrifüj edildi. Çökelti uzaklaştırıldı ve sıvı kısım, kitte bulunan ve içlerinde filtre ihtiva 

eden kolonlardan süzüldü. Süzme işleminin ardından, kolonlar iki kez yıkama tamponu ile 

13.000 rpm’de, 1 dakika santrifüj edilerek yıkandı. Kolonlar temiz mikrosantrifüj tüplerine 
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geçirildi. DNA’nın kolonlardan ayrılarak mikrosantrifüj tüplerinde toplanması için, 

kolonların üzerlerine 100 l H2O ilave edildi ve 13.000 rpm’de, 1 dakika santrifüj yapıldı. 

Böylece, DNA kolonlardan süzülerek alttaki temiz tüpte toplanmış oldu. İzole edilen 

DNA’ların konsantrasyonları spektrofotometrede ölçüldü. Tüm DNA’ların 20 l’lik hacim 

içinde 100-200 ng/l’lik konsantrasyonları hazırlandı. Üzerleri dikkatli bir şekilde 

etiketlenerek, DNA bazlarının otomatik analiz edilmesi için, Macrogen Firmasına (Kore) 

gönderildi. Dizi analizi için T7 primeri kullanıldı. Dizi sonuçlarına göre, genin 5’/3’ 

proteine dönüşmeyen bölgeleri belirlendi. 

 

2.6 Protein Kinaz Geni (AMV197) Çıkartılmış Rekombinant Virüsün 
Oluşturulması 

 

Belirlenen genin fonksiyonel analizini gerçekleştirebilmek için ilk basamak, bu genin 

virüs genomundan silinmesi ve bu gen bakımından negatif (mutant) virüsün 

oluşturulmasıdır. Genin virüs genomundan silinmesi işlemi, bir işaret gen (Green 

flouescent protein, GFP)’i ile AMV197 kodlu genin yerlerinin değiştirilmesi şeklinde 

gerçekleştirildi. Bunun için, ilk önce protein kinaz geninin askı bölgelerini içeren bir ara 

vektör oluşturuldu. Oluşturulan bu ara vektördeki askı bölgelerinin arasına GFP geni 

yerleştirilerek, sonuç transfer vektörü oluşturuldu. Daha sonra, Ld652 hücrelerine yaban 

tip virüsün enfeksiyonu ve transfer vektörün transfeksiyonu sonucu, hücrede homolog 

rekombinasyon neticesinde oluşabilecek rekombinant virüsler oluşturulmaya çalışıldı. 

Rekombinant virüs seçilerek test edildi. 

 

2.6.1. gfp İçeren Rekombinant Transfer Vektörünün Oluşturulması 

 

Protein kinaz geninin kodlayan bölgesinin (ORF) baş kısmından, 1184 

(AMV197SUR) ve son kısmından, 1051 (AMV197SDR) bazlık DNA fragmentleri 

belirlendi. Bu bölgeleri AMEV genomundan ve işaretleme amacıyla kullanılacak gfp 

genini pDU20gfp transfer vektöründen çoğaltmak için, 3 çift primer hazırlandı (PK2Fw, 

PKSURRv, PKSDRFw, PK1Rv, AMV197GFPF, AMV197GFPR). Primerlere, üretilecek 

PCR ürünlerinin pBlueScript SK(-) vektörüne aynı oryantasyonda klonlanmasına imkan 

sağlayan ve vektörde bulunan kesme bölgelerine uygun enzim kesme bölgeleri eklendi 

(Tablo 3). Hazırlanan primerler kullanılarak, AMV197’nin baş ve son kısmı yaban tip 
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AMEV DNA’sından ve gfp geni pDU20gfp transfer vektöründen, sferoidin promotoruyla 

beraber PCR yöntemiyle çoğaltıldı. 

PCR işlemi için, 3’5’ ekzonükleaz (hataları doğrulama) aktivitesine sahip olan 

Phusion (FINNZYMES, Kat No: F-530S) marka DNA polimeraz enzimi kullanıldı. PCR 

ürünleri, %1,2’lik agaroz jelde yürütüldü ve görüntülendi. 

 

PCR Karışımı      PCR Koşulları 

 

1 μl Kalıp DNA     95 C’de 3’ 

1,5 μl İleri Primerler 

1,5 μl Geri Primerler     95 C’de 1’ 

1,5 μl dNTP      65 C’de 30’’      35 döngü 

1 μl MgCl2 50mM     72 C’de 1’ 

10 μl HF Tampon 5x 

0,5 μl Phusion DNA polimeraz   72 C’de 7’ 

33 μl ddH2O      4 C’de  

 

Tablo 3. Homolog rekombinasyon için kullanılan primerler. Enzim kesme bölgelerinin altı 
çizildi. Klonlama işlemi için, AMV197GFPF ve AMV197GFPR primerlerindeki 
kesme bölgeleri değil, pGEM-T Easy vektördeki EcoR I kesme bölgesi kullanıldı. 

 
Primer Adı Enzim 

Bölgesi 
Primer Sırası Genomdaki 

Yeri 
PK 2 Fw SacI 5’-TTGAGCTCCCATAACCATTTTTTATAACACGCATAGTACC-3’ 168069–168100 
PKSURRv PstI 5’-GGCTGCAGCGTCCATTTTAATTAATTATTATATATTATATC-3’ 169252–169220 
PKSDRFw HindIII 5’-GGAAGCTTGATAAATTAGTTTTTTGTAAATAAAATT-3’ 170122–170149 
PK 1 Rv KpnI 5’-GGGGTACCCATAATAACTATTATCTAATGTCTGTAT-3’ 171145–171172 
AMV197GFPF SacI 5’-GCATCGAGAGCTCTACTGTCGAAACATCTAACG-3’  
AMV197GFPR PacI 5’-GCATCGATTAATTAAAATTCTCACTTGTACAGCTC-3’  

 

2.6.2. Transfer Vektörünü Oluşturmak İçin Çoğaltılan DNA’ların 
Birleştirilmesi 

 

Protein kinaz ORF’sinin PCR ile çoğaltılan 1184 bp’lik baş kısmı (AMV197SUR), 

çoğaltılan primerlerdeki ve pBlueScript SK (-) vektöründeki kesme bölgeleri (Sac I ve Pst 

I) kullanılarak kesim işlemine tabi tutuldu. 
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Kesim yöntemi  

10 μl  DNA (pBlueScript SK(-) ve AMV197 baş kısım PCR ürünü) 

1 μl  Sac I 

1 μl  Pst I 

2 μl  TA tampon 10x 

6 μl  ddH2O  

karışımı, hem pBlueScript SK(-) için hem de AMV197 baş kısmının PCR ürünü için iki 

ayrı tüpte hazırlandı. Tüplerin içeriği, hafifçe karıştırıldıktan sonra, 37 °C’de 2 saat inkübe 

edilerek enzimlerin reaksiyonu sağlandı. İki saatin sonunda her bir tüp içeriği %1,2’lik 

agaroz jelde yürütüldü. Vektör için 2964 bp’lik ve AMV197 için 1184 bp’lik beklenilen 

bantlar elde edildi. 

Enzimlerle kesilip sonra elektroforez edilen pBlueScript SK(-) vektörün ve AMV197 

baş kısmının oluşturduğu bantlar, jelden kesilip mikrosantrifüj tüpüne alındı ve ürünün 

jelden temizlenmesi, DNA temizleme kiti (Nucleospin, Kat No: 11457) ve bu kitte bulunan 

uygulama yöntemi kullanılarak gerçekleştirildi.  

Kontrol işleminden sonra, daha önce jelden temizlenen DNA fragmentleri, 3 PCR 

fragmenti : 1 vektör oranında (0,3 g DNA fragmenti ve 0,1 g pBlueScript) klonlandı. 

Reaksiyon,  

2 l  pBlueScript SK(-) vektörü,  

10 l  2x ligasyon tamponu,  

1 l  T4 DNA ligaz (Promega) ve  

7 l  DNA (AMV197SUR) fragmenti bir araya getirilerek 20 l’lik hacim içinde 

gerçekleştirildi. Karışım 16 C’de 1 gece inkübasyona bırakıldı. 

Protein kinaz geninin baş bölgesinin klonlandığı plazmidleri hücreye aktarmak için, 

elektrokompotent DH10β hücreleri kullanıldı. İnkübasyon sonucunda oluşan beyaz 

kolonilerden gece kültürleri hazırlandı. Plazmid DNA’larının izolasyonu için, hızlı 

miniprep metodu kullanıldı.  

İzole edilen plazmid DNA’ların protein kinaz geninin baş bölgesini içerip 

içermediğini tespit etmek için, bu plazmid DNA’ları Sac I ve Pst I restriksiyon enzimleri 

ile muamele edildi. Kesim işlemi için yukarıdaki yöntem kullanıldı. Ardından %1,2’lik 

agaroz jelde elektroforez yapıldı. Kesim sonucu yaklaşık 1000 baz çifti DNA 

fragmentlerini içeren klonlar belirlendi. Belirlenen klonlardan pBS-AMV197SUR2 kodlu 
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klon, AMV197SDR’ye ait PCR ürününü klonlamak üzere ayrıldı, DNA dizi analiziyle 

klonun sırası doğrulandı ve stoklandı. 

pBS-AMV197SUR kodlu klon ve protein kinaz ORF’sinin PCR ile çoğaltılan 1051 

bp’lik son kısmına (AMV197SDR) ait PCR ürünü, yukarıdaki yönteme göre, Hind III ve 

Kpn I enzimleriyle kesildi. Kesilen DNA fragmanları, %1,2’lik agaroz jelde yürütüldü ve 

jelden temizlendi. Temizlenen DNA’lar %1,2’lik agaroz jelde elektroforez edilerek kontrol 

edildi.  

Kontrol işleminden sonra, daha önce jelden temizlenen DNA fragmentlerinin, 

ligasyonu sağlandı. Ligasyon ürünü, önceden hazırlanan elektrokompotent E. coli DH10β 

suşuna, elektrotransformasyonla aktarıldı. 

AMV197SUR’nin pBlueScript SK(-) vektöre transformasyonda, bu vektörde 

bulunan LacZ geni parçalandığı için, AMV197SDR’ye ait PCR ürününün pBS-

AMV197SUR vektöre transformasyonundan sonra, bu kez beyaz kolonilerden rasgele 

ekim yapıldı. Beyaz koloniler üreten suşlardan, hızlı miniprep yöntemi ile plazmid 

DNA’larının izolasyonu yapıldı. İzole edilen plazmidlerin doğrulanması için, Hind III ve 

Kpn I restriksiyon enzimleriyle yukarıdaki şekilde kesim işlemi yapıldı. Ardından %1,2’lik 

agaroz jelde elektroforez yapıldı. Kesim sonucu yaklaşık 1000 baz çifti DNA 

fragmentlerini içeren klonlar belirlendi. Belirlenen klonlardan pBS-AMV197SURSDR19 

kodlu klon, gfp genine ait PCR ürününü klonlamak üzere ayrıldı, DNA dizi analiziyle 

sırası doğrulandı ve stoklandı. 

pDU20gfp transfer vektöründen PCR yöntemiyle, sferoidin promotoruyla beraber 

çoğaltılan gfp geni, jelden temizlendi ve sferoidin promotorunun altında gfp geninin içeren 

bu parça, pGEM-T Easy vektöre A-T yöntemiyle klonlandı. Oluşturulan yeni vektör, pG-

gfp olarak isimlendirildi ve DNA dizi analizi yaptırılarak gfp’nin DNA sırası doğrulandı.  

pBS-AMV197SURSDR vektöre gfp geninin ligasyonunu sağlamak için, her iki DNA 

sırası da aynı enzimle kesilmek zorundadır. Bunun için uygun olan, EcoR I enzim kesme 

bölgesidir. Kesim için kullanılan EcoR I bölgesi, pBS-AMV197SURSDR’de pBlueScript 

SK (-) vektör ve pG-gfp için de pGEM-T Easy vektör çoklu klonlama bölgesinde 

mevcuttur. Bu yüzden, primerlerde kesme bölgeleri bulunan enzimler kullanılarak değil, 

EcoR I enzimi kullanılarak kesim yapıldı ve kesilen DNA fragmanları, %1,2’lik agaroz 

jelde yürütüldü. Gereken bantlar jelden kesilip mikrosantrifüj tüpüne alındı ve ürünün 

jelden temizlenmesi DNA temizleme kiti (Nucleospin, Kat No: 11457) ve kitin içindeki 
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uygulama yöntemi kullanılarak gerçekleştirildi. Temizlenen DNA’lar %1,2’lik agaroz jelde 

elektroforez edilerek kontrol edildi.  

Kontrol işleminden sonra, daha önce jelden temizlenen DNA fragmentleri, 3 DNA 

parçası : 1 vektör oranında (0,3 g gfp ve 0,1 g pBS-AMV197SURSDR) klonlandı. 

Ligasyon reaksiyonu,  

2 l pBS-AMV197SURSDR, 

10 l 2x ligasyon tamponu,  

1 l T4 DNA ligaz (Promega) ve  

7 l DNA (gfp) fragmenti bir araya getirilerek 20 l’lik hacim içinde 

gerçekleştirildi. Karışım 16 C’de 1 gece inkübasyona bırakıldı. Ligasyonu yapılan 

DNA’nın, önceden hazırlanan elektrokompotent E. coli DH10β suşuna, 

elektrotransformasyonu sağlandı. pBlueScript SK(-) vektörden pBS-AMV197 

SURSDR’nin oluşturulmasından sonra, bu ticari vektördeki doğal LacZ geni parçalandığı 

için, gfp’nin pBS-AMV197SURSDR vektöre transformasyonundan sonra, yine beyaz 

kolonilerden rasgele ekim yapıldı. Bunlardan, hızlı miniprep yöntemine göre plazmid DNA 

izolasyonu yapıldı. İzole edilen plazmidlerin doğrulanması için, EcoR I restriksiyon 

enzimiyle kesim işlemi yapıldı. Kesim sonucu, yaklaşık 900 baz çifti DNA fragmentlerini 

içeren klonlar, agaroz jelde belirlendi. 

Belirlenen klonlardan pBS-AMV197SURSDRgfp1 kodlu klon ayrıldı, pBS-

AmΔPK/gfp olarak adlandırıldı ve stoklandı. Böylece protein kinaz geninin askı 

bölgelerine ve işaret olarak GFP’yi üreten, gfp genine sahip rekombinant plazmid 

oluşturuldu. Plazmidler, E. coli DH10β hücrelerinde bol miktarda üretildi ve daha sonra 

transfeksiyon deneyinde kullanıldı. 

 

2.6.3. Rekombinant Virüsün Oluşturulması 

 

Böylece, vektördeki gfp geni ile, yaban tip AMEV virüsündeki AMV197 kodlu genin 

homolog rekombinasyonla silinmesi işlemi gerçekleştirildi. Rekombinant transfer 

vektörünün oluşturulması ile ilgili tüm klonlama, enfeksiyon, transfeksiyon ve 

rekombinasyon aşamaları Şekil 6’da gösterilmektedir. 
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Şekil 6: Rekombinant virüsün oluşturulması 

 

2.6.3.1. pBS-AmΔPK/gfp ve Yaban Tip AMEV’nin Ld Hücrelerine 
Transfeksiyonu  

 

pBS-AmΔPK/gfp vektörünün transfeksiyonu için, 35 mm’lik (8 cm2’lik) kültür 

kabına 9,4x105 Ld652 hücresi bırakıldı. Hücrelerin tutunması için, oda sıcaklığında 4-5 

saat bekletildi. Daha sonra hücrelerin üzerindeki sıvı alındı ve MOI = 5 olacak şekilde, 600 

µl enfeksiyon sıvısı (FBS’siz besiyeri ve 6 µl virüs (7,76x108 pfu/ml  AMEV virüs)) ilave 

edildi. Hücreler, enfeksiyon sıvısı ilave edildikten sonra, 2 saat oda sıcaklığında 2,5 rpm’de 

sallandı. İki saatin sonunda, iki ayrı tüpte transfeksiyon karışımı hazırlandı. Tüplerden 

birinde, 5 µg DNA (pBS-AmΔPK/gfp) son hacim 100 µl olacak şekilde FBS’siz 

besiyeriyle seyreltildi. Diğer tüpe ise 85 µl FBS’siz besiyeri ve 15 µl lipofektin 
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(Invitrogen, Kat No: 18292-011) bırakıldı. Her iki tüp oda sıcaklığında 20 dakika bekletildi 

ve bekleme süresinin sonunda, tüp içerikleri birbirine karıştırıldı. Bu transfeksiyon 

karışımı, karıştırıldıktan sonra 20 dakika daha bekletildi. Diğer yandan, hücrelerin 

üzerinden enfeksiyon sıvısı alındı ve hücreler FBS’siz besiyeriyle yıkandı. Hazırlanan 200 

µl’lik transfeksiyon karışımı ve 800 µl FBS’siz besiyeri hücrelerin üzerine bırakıldı. 

Tekrar 5 saat oda sıcaklığında 2,5 rpm’de sallandı. 5 saatin sonunda eski besiyeri çıkarıldı 

ve 2 ml FBS’li besiyeri eklenerek 28 ºC’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sırasında, 

Auxovert floresan inverted mikroskop ile bakılarak hücrelerde yeşil rengin oluşumu, yani 

sferoidin promotoru sayesinde sentezlenen GFP proteininin ortaya çıkışı beklendi. 

Yaklaşık 5 gün sonra, ortamdaki GFP proteinin çokluğuna bakılarak yeterince 

rekombinant virüs üretildiği tahmin edildi. Hücreler, besiyeriyle toplandı ve 1.000xg’de 5 

dakika santrifüj edilerek rekombinant virüsler hasat edildi. 

 

2.6.3.2. Plak Deneyi ile Rekombinant AMEV’nin Seçimi ve Saflaştırılması  

 

Transfeksiyon işleminden sonra elde edilen virüs süspansiyonu, rekombinant 

virüslerin (gfp genini ve protein kinaz geninin askı bölgelerini içerenleri) yanı sıra, yaban 

tip AMEV’leri de içermektedir. Karışık süspansiyondan rekombinantları seçmek için, virüs 

süspansiyonu Ld652 hücrelerine inoküle edildi ve rekombinant virüsler "plak deneyi" ile 

seçilerek saflaştırıldı (Dulbecco ve Vogt, 1953). 

Plak deneyi için, Ld652 hücreleri, 1,7x106 olacak şekilde son hacim 1,5 ml’ye 

ayarlanarak, 6 gözlü kültür kaplarına yerleştirildi. Hücrelerin tabana tutunması için 

yaklaşık 4-5 saat 28 ºC etüvde bekletildi. Daha önce üretilen rekombinant AMEV 

(vAmΔPK/gfp) virüsten, besiyeri kullanarak son hacim 900 µl olacak şekilde seyreltikler 

(10-1, 10-3, 10-5) hazırlandı. Her bir seyreltik virüs solüsyonu, farklı bir gözdeki hücrelerin 

üzerine bırakıldı. Hücre-virüs karışımı, iki saat 2,5 rpm’de sallanarak, virüslerin hücrelere 

tutunması sağlandı. İki saatin sonunda, enfeksiyon sıvısı uzaklaştırıldı ve hücreler, FBS 

içermeyen besiyeri ile yıkanarak tutunmayan virüslerin deney ortamından uzaklaştırılması 

sağlandı. Daha önceden, %2,5 olacak şekilde Sea plaque agaroz ddH2O’da çözüldü. 

Hazırlanan karışım, mikrodalga fırında eritildi, otoklavlandı ve 45 C’lik su banyosuna 

bırakıldı. Agarozun uygun sıcaklığa (hücreleri yakmayacak ve dökülmeden önce 

donmayacak) gelmesinden sonra, 1 hacim agaroz : 1 hacim besiyeri olmak üzere yeni bir 

karışım hazırlandı. Üzerinden enfeksiyon sıvısı alınan hücrelerin üzeri, 2.5 ml agaroz-
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besiyeri karışımıyla kaplandı. Agarozun tamamen donması için, kapağı açık şekilde 

bekletildi. Agaroz donduktan sonra kapak kapatıldı. Hücre kültür kabı, ddH2O ile ıslatılmış 

peçetelerle birlikte bir kutuya yerleştirildi ve 28 C’lik etüvde inkübasyona bırakıldı.  

Plak oluşumu Auxovert floresan inverted mikroskopla bakılarak kontrol edildi. 

Yaklaşık üçüncü günde, ancak floresan mikroskop ile görülebilen GFP içeren plaklar 

gözlenmeye başladı. Bir hafta sonra, bu yeşil renkli GFP içeren öbeklerden alınan virüsler 

çoğaltıldı ve bu çoğaltılan virüs süspansiyonu kullanılarak bir sonraki plak işlemi yapıldı. 

Ardışık şekilde yapılan dört plak işleminden sonra, saf vAmΔPK/gfp virüsü elde edildi.  

 

2.6.3.3 Rekombinant Virüs Stokunun Hazırlanması 

 

Rekombinant AMEV (vAmΔPK/gfp) hazırlandıktan sonra, sonraki çalışmalarda 

kullanılmak üzere rekombinant virüsün çoğaltılmasına başlandı. Bu çalışma için, üç adet 

T75 flaske, 9x106 olacak şekilde Ld652 hücresi bırakıldı. Hücreler, tabana tutunmaları 

için, 3-4 saat etüvde inkübe edildiler. İnkübasyondan sonra, her bir flaskdeki hücreler, son 

hacim 2 ml olacak şekilde 30 μl saf vAmΔPK/gfp virüsle enfekte edildi. Hücreler, 28 

C’de enfeksiyon belirtileri gözleninceye kadar bekletildiler. Enfeksiyondan 3 gün sonra, 

hücrelerin içerisinde belirgin granüllerin ve nükleus kararmalarının oluştuğu gözlendi. 

Hücrelerin %100 oranında enfekte olduğu gözlenince (8 gün sonra), hücre sıvısı toplandı 

ve 1.000xg’de 10 dakika santrifüj edildi. Elde edilen rekombinant virüs süspansiyonu, 4 

ºC’de, karanlık ortamda muhafaza edildi. 

vAmΔPK/gfp’nin saflaştırılması ve stokunun yapılması çalışmalarından sonra, 

üretilen virüsün konsantrasyonunun tayini, 60 gözlü hücre kültürü kapları (Corning) 

kullanılarak, EPDA (End Point Dilution Assay) metoduyla belirlendi (Darling vd., 1998). 

EDPA deneyinin sonuçları, her bir gözde GFP proteininin olup olmamasına göre her 

kuyuya + (artı) veya – (eksi) değer verilerek değerlendirildi. Virüs konsantrasyonu, EPDA 

formülü ve elde edilen değerler kullanılarak hesaplandı. 

 

2.6.3.4. AMV197’nin AMEV Genomundan Silindiğinin PCR Analiziyle 
Doğrulanması  

 

Transfeksiyon ve onu takip eden enfeksiyonlarda her ne kadar GFP proteininin 

varlığı, AMV197’nin yokluğu olarak değerlendirildiyse de AMV197’nin AMEV 
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genomundan tamamen silindiğini doğrulamak gerekmektedir. Bunun için, hem yaban tip 

AMEV’den hem de oluşturulan vAmΔPK/gfp virüsünden DNA izolasyonu yapıldı. İzole 

edilen DNA’lar, PCR işlemi için kalıp olarak kullanıldı. Hem AMEV DNA’sında hem de 

vAmΔPK/gfp DNA’sında ortak olan, AMV197’nin yukarı bölgesindeki iki farklı sıraya 

karşılık gelen, AMV197F ve AMVFw adlı primerler iki ayrı PCR işleminde ileri primer 

olarak kullanıldı. Geri primer olarak, her iki ileri primer için uygun olan AMV197GFPR 

primeri kullanıldı. Bu geri primeri, sadece vAmΔPK/gfp virüsünde bulunabilecek olan, 

sferoidin promotoru altındaki gfp genini pDU20gfp vektöründen çoğaltmak için kullanılan 

primerdir. 

Bu PCR işlemi sonucunda, yaban tip AMEV kalıbıyla yapılan PCR’de, yalnızca ileri 

primerler için bağlanma sırası mevcut olacağından herhangi bir bant beklenmedi. Oysa, 

vAmΔPK/gfp virüs kalıbıyla yapılan PCR’den, her iki primer çifti için de bağlanma sırası 

mevcut olacağından, 987 bp’lik (AMVFw) ve 1302 bp’lik (AMV197F) bantlar 

beklenmektedir. PCR için uygulanan yöntem şöyledir: 

 

PCR Karışımı     PCR Koşulları 

 

1,5 μl Kalıp DNA    94 C’de 3’ 

1 μl İleri Primer (20 mM) 

1 μl Geri Primer (20 mM)  94 C’de 1’ 

2 μl dNTP (5 mM)  48 C’de 30’’        35 döngü 

3 μl MgCl2 50mM   72 C’de 1’ 

5 μl Tampon 10x 

0,5 μl DNA polimeraz (Fermentas) 72 C’de 7’ 

36 μl ddH2O    4 C’de  

 
AMVFw  5’-GAT ATA ATA TAT AAT AAT TAA TTA AAA TGG-3’ 

AMV197F  5’-CGA ATA ATT ATC AGG ATT AAT TG-3’ 

AMV197GFPR  5’-G CAT CGA TTA ATT AAA ATT CTC ACT TGT ACA GCT C-3’ 

 

Elde edilen PCR ürünleri, jelden temizlendi ve doğrulama işlemine devam etmek 

amacıyla, restriksiyon analizine tabi tutuldu. PCR ürünleri, çoğaltıldığı varsayılan sırada 



 

 

34 

bulunan Xma I ve Nco I enzimleriyle ayrı ayrı kesilerek, kesim ürünleri %1,2’lik agaroz 

jelde yürütüldü. 

Restriksiyon analizinden sonra, PCR ürünlerinden 1302 bp olduğu düşünülen bant, 

jelden temizlendi ve bu DNA’nın, 3 DNA parçası : 1 vektör oranında pGEM-T Easy 

vektöre ligasyonu sağlandı. Vektör, ligasyon işleminden sonra, E. coli JM101 suşuna, 

soğuk CaCl2 transformasyonuyla aktarıldı. Transformasyon sonucu oluşan beyaz 

kolonilerden ekim yapıldı. Seçim işleminden sonra belirlenen bir klonun, DNA dizi analizi 

yaptırıldı. 

 

2.6.4. Rekombinant Virüsün (vAmΔPK/gfp) Analizi 

 

Tezin bu aşamasında protein kinaz geninin virüs replikasyonundaki rolünü anlamak 

için rekombinant virüsün DNA replikasyonu, protein profili ve toplam virüs üretim 

potansiyeli belirlendi. 

 

2.6.4.1. Rekombinant Virüsün (vAmΔPK/gfp) DNA Replikasyonunun 
Belirlenmesi 

 

Rekombinant virüsün DNA replikasyonu, Slot-Blot Hibridizasyonu yöntemi ile DIG 

High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Kat No: 11 745 832 910) 

kullanılarak belirlendi. 

Çalışmanın başında, hibridizasyon işlemi sırasında kullanılacak olan prob hazırlandı. 

Prob olarak kullanılacak DNA sırasının, hem yaban tip AMEV, hem vAmΔshp/gfp ve hem 

de vAmΔPK/gfp ile homoloji sağlaması gerekmektedir. Bunun için, rekombinant transfer 

vektörü hazırlarken kullanılan pBS-AMV197SDR plazmidinden yararlanıldı. Bu vektör, 

her üç virüs için de AMV197 açık okuma zincirinin aşağı bölgesine ait, 1051 bp’lik DNA 

sırası içermektedir ve hibridizasyon çalışmalarında prob olarak kullanılmaya uygundur. 

Yapılan bu tespitten sonra, pBS-AMV197SDR plazmidi kit yardımıyla izole edildi ve Hind 

III ve Kpn I kesme bölgeleri kullanılarak, kesme işlemi sağlandı. Kesilen DNA 

fragmanları, %1,2’lik agaroz jelde yürütüldü. 

Gereken bant, jelden kesilip mikrosantrifüj tüpüne alındı ve ürünün jelden 

temizlenmesi DNA temizleme kiti (Nucleospin, Kat No: 11457) ve kitin içindeki kullanma 
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yöntemi kullanılarak gerçekleştirildi. Temizlenen DNA’lar %1,2’lik agaroz jelde 

elektroforez edilerek kontrol edildi.  

Kontrol işleminden sonra, probun DIG-dUTP (Digoxigenin-dUTP) ile işaretlenmesi 

işlemine başlandı. Jelden temizlenen DNA’nın denatürasyonu, kaynamakta olan suda 10 

dakika bekletilerek sağlandı. Hemen buz üzerine alınarak DNA’nın yeniden birleşmesi 

engellendi. Soğutulan DNA’ya 1/5 oranında, işaretli dUTP ilave edildi ve karıştırıldı. Bu 

karışım, işaretleme işleminin tamamlanması için, 37 °C’de 16 saat inkübe edildi. 

İnkübasyondan sonra, karışım 65 °C’de 10 dakika bekletildi ve reaksiyon durduruldu. 

Hazırlanan prob, kullanılıncaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi. 

Diğer yandan, Ld652 hücreleri, 1x106 olacak şekilde 6 gözlü kültür kaplarına 

yerleştirildi. Hücreler, tutunma işlemi tamamlandıktan sonra, MOI=10 olacak şekilde, 

yaban tip AMEV, vAmΔshp/gfp ve vAmΔPK/gfp ile ayrı ayrı enfekte edildi. Enfekte 

edilen hücrelerden, 0., 6., 12., 18. ve 24. saatlerde örnekler alındı. Belirlenen sürelerde, 

hücreler ve hücre sıvısı tamamen alınıp 800xg’de, 10 dakika, 4 °C’de santrifüj edildi. 

Süpernatant uzaklaştırıldı. Geriye kalan pellet, 800 µl, 0,5 M sodyum hidroksit içinde lizis 

edildi. Lizis işleminden sonra 80 µl, 10 M amonyum asetat kullanılarak nötralizasyon 

sağlandı. Elde edilen lizatlar, bütün örnekler biriktirilinceye kadar 4 °C’de bekletildi. 

Bütün örnekler toplandıktan sonra, örneklerin nitroselüloz membrana (Hybond-N+ nylon 

membrane; Amersham-Biosciences, Kat No: RPN303B) geçirilmesi işlemine başlandı. 

Her bir virüsten alınan ve 4 °C’de muhafaza edilen hücre lizatından, 100’er µl alınıp 

yeni bir tüpe bırakıldı. Tüpler, 10 dakika kaynayan suda bırakıldı ve kaynatma işleminden 

sonra hemen buza alınarak soğutuldu. Diğer yandan, membran uygun ölçülerde kesildi, 

6xSSC (saline-sodium citrate) tamponunda 5 dakika yıkandı ve slot-blot aletine 

yerleştirildi. Kaynatılan örnekler, belli bir düzen içinde kuyucuklara yerleştirildi. Vakum 

yapılarak, kuyucuklardaki örneklerin membrana geçmesi sağlandı. Blotlama cihazından 

çıkarılan membran, 2xSSC ile 2 dakika yıkandı ve üç kat kurutma kağıdının arasında, oda 

ısısında 30 dakika kuruması için bırakıldı. Kurutma işleminden sonra, membran 80 °C’de 2 

saat bekletilerek örneklerin iyice membrana tutunması sağlandı.  

Probun hazırlanması ve örneklerin membrana emdirilmesi tamamlandıktan sonra, ön 

hibridizasyon işlemine başlandı. Önceden hazırlanan 15 ml’lik hibridizasyon tamponu, -20 

°C’den çıkarılıp eritildi, kaynayan su içinde 10 dakika kaynatıldı ve hemen buza alınarak 

hızlıca soğutuldu. Örneklerin emdirildiği membran, hibridizasyon şişesine alındı. 

Soğutulan hibridizasyon tamponu, şişedeki membranın üzerine boşaltıldı. Hibridizasyon 
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fırınına yerleştirilen şişe, 42 °C’de, 16 saat, döner durumda bırakılarak ön hibridizasyon 

sağlandı.  

Ön hibridizasyon süresinin sonunda, yeni bir hibridizasyon tamponu daha -20 °C’den 

alındı, eritildi. Eritilen tamponun içine, daha önceden hazırlanan işaretli probdan 5 µl 

eklendi ve karıştırıldı. Probun eklendiği tampon, kaynayan su içinde 10 dakika kaynatıldı 

ve tampon-prob karışımı hemen buza alınarak hızlıca soğutuldu. Diğer yandan, 

hibridizasyon şişesinden ön hibridizasyon sıvısı boşaltıldı. Yerine, işaretli probla beraber 

hazırlanan hibridizasyon tamponu eklendi ve şişe yine 42 °C’de, 16 saat, döner durumda 

bırakılarak probun membrandaki örneklerle hibridizasyonu sağlandı. 

İşaretli prob ile viral örneklerin hibridizasyonu tamamlandıktan sonra, bağlanan 

probun görünür hale getirilmesi işlemine başlandı. Hibridizasyon şişesinden alınan 

membran, yıkandı ve bağlanmayan problar uzaklaştırıldı. Yıkanan membran, bloklama 

solüsyonundan geçirilerek, kullanılacak antikora özgü olmayan membrandaki bağlanma 

bölgeleri kapatıldı ve membran, bu kez antikor solüsyonuna (Anti-Digoxigenin-AP) 

bırakıldı. DIG ile antikorların bağlanması sağlandıktan sonra, membran yeniden yıkama 

işlemine tabi tutuldu ve bağlanmayan antikorlar uzaklaştırıldı. Membran, tespit 

tamponunda yıkama işleminden sonra, renk tamponunda renk oluşumu gözleninceye kadar 

karanlıkta bırakıldı. Renk oluşumu tamamlandıktan sonra, membran tarandı ve kaydedildi.  

 

2.6.4.2. Rekombinant Virüsün (vAmΔPK/gfp) Protein Profilinin Belirlenmesi 

 

Rekombinant vAmΔPK/gfp’nin protein profilinin belirlenmesinin amacı, DNA 

sırasına göre 35,5 kDa olması gerektiği anlaşılan AMV197 kodlu genin protein ürününün, 

rekombinant virüsteki eksikliğini belirlemek ve AMV197 geninin silinmesinden 

kaynaklanacak diğer genlere ait protein bantlarının eksiklerini veya fazlalıklarını, yaban tip 

ve vAmΔshp/gfp virüsleri ile karşılaştırmaktır.  

Yapılan çalışmada, yine yaban tip AMEV ve vAmΔshp/gfp virüsleri kontrol olarak 

kullanıldı. Çalışmanın başında, Ld652 hücre kültürü, her üç tip virüs için de MOI=5 olacak 

şekilde enfekte edildi. Bir haftalık inkübasyon sonucu elde edilen virüs süspansiyonu, 0,45 

μm çapında gözenekleri bulunan filtrelerden geçirildi. Böylece, hücre parçaları ve 

bunlardan kaynaklanan proteinlerin çoğunluğu ortamdan uzaklaştırıldı. Yaklaşık 60 ml 

hacimdeki her bir süzüntü, 18.000 rmp’de, 4 ºC’de, 45 dakika santrifüj edildi. Süpernatant 

uzaklaştırıldı ve pellet, 5 mM Tris-HCl (pH 7,5) tamponda çözüldü ve proteinin 
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konsantrasyonu belirlendi (Bradford, 1976). Her bir örnek, kaynayan suda 3 dakika 

kaynatıldıktan sonra, hazırlanan %10’luk SDS-PAGE jeline 35 µg olacak şekilde yüklendi. 

Yürütme işlemi, 30 mA’lik akım altında ve protein marker eşliğinde uygulandı. Yürütülen 

jel, hem “Coomassie Brillant Blue” yöntemine (Neuhoff vd, 1985) hem de “gümüş 

boyama” yöntemine (Morrissey, 1981) göre boyandı.  

Yukarıdaki aynı işlem başka bir zamanda, virüs süspansiyonu filtre edilmeden de 

yapıldı. 

Diğer bir işlemde, her üç tip virüs ile yapılan enfeksiyonlardan, 0., 6., 12., 24., 48., 

ve 72. saatlerde örnekler alındı. Alınan örnekler santrifüjlendi ve pelletler -80 °C’de 

biriktirildi. Her bir zaman dilimi için örnek alınması tamamlandıktan sonra, hücreler 

proteaz inhibitörleri içeren tamponda patlatıldı ve hücre ekstraktları, SDS-PAGE’e 

(Laemmli, 1970) tabi tutuldu.  

 

2.6.4.3. Rekombinant Virüsün (vAmΔPK/gfp) Enfektivitesinin Belirlenmesi 

 

Protein kinaz geninin fonksiyonunu belirlemek amacıyla bu genden mahrum 

rekombinant vAmΔPK/gfp’nin enfektivitesi, yaban tip AMEV ve vAmΔshp/gfp ile 

karşılaştırılarak belirlendi. vAmΔshp/gfp adlı virüs, spheroidin geni yerinde gfp geni 

taşıyan başka bir rekombinant virüstür. Ancak, sadece dış ortam şartlarında virüs 

partiküllerini koruyan bu genin eksikliği, virüsün hücre kültüründe büyümesine herhangi 

bir olumsuz etki oluşturmaz (Palmer vd., 1995). Bu deneyde, hem vAmΔshp/gfp hem de 

vAmΔPK/gfp virüsün GFP proteininin üretimi, aynı sferoidin promotoru tarafından 

sağlandığı için, GFP proteininin belirlenmesi açısından, vAmΔshp/gfp virüsü AMEV’nin 

yanında başka bir pozitif kontrol olarak kullanılmıştır.  

Deney sırasında, Ld652 hücreleri, her üç tip virüs ile MOI=1 olacak şekilde, enfekte 

edildi. Enfeksiyondan sonra, belirtiler gözlenerek 7 gün inkübasyona devam edildi. Her üç 

tip virüs için, üretilen yeni virüsler alındı ve her birinin konsantrasyonu 96 gözlü hücre 

kültür kaplarında EPDA deneyi ile belirlendi. Deneyler, dört tekrar olarak yapıldı ve elde 

edilen ortalama değerler sonuç olarak, tabloya aktarıldı.  



 

 

3. BULGULAR 

 

3.1. Virüslerin Üretimi ve Saflaştırılması 

 

Tez çalışması sırasında kullanılacak virüslerin üretimi için, Ld652 hücre kültürü 

kullanıldı. Yaban tip AMEV ve kontrol olarak kullanılacak vAmΔshp/gfp virüslerin Ld652 

hücre kültürüne enfeksiyonu yapıldı. Enfekte edilmiş hücreler 28 C’de enfeksiyon 

belirtileri gözleninceye kadar bekletildiler. Enfeksiyondan 3 gün sonra hem AMEV hem de 

vAmΔshp/gfp enfekte olmuş hücrelerin içerisinde, enfeksiyona has belirgin granüllerin ve 

nükleus kararmalarının oluştuğu gözlendi. Hücrelerin %100 oranında enfekte olduğu 

gözlenince (9 gün sonra), her bir farklı virüsle enfekte edilen hücre sıvısı toplandı ve 2.000 

rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. Elde edilen virüs süspansiyonları kullanılarak sağlıklı 

Ld652 hücreleri, yine her bir virüs için ayrı ayrı tekrar enfekte edildi. Gayet güzel gelişen 

enfeksiyonların sonucu olarak, deneysel işlemler sırasında kullanılacak virüs stokları 

üretildi. 

AMEV’ye ve vAmΔshp/gfp’ye ait virüs stoklarının konsantrasyonları, EPDA 

metodu ile yapılan hesaplamaya göre tespit edildi. Seyreltik virüs süspansiyonu kullanarak, 

60 gözlü hücre kültür kaplarında yapılan enfeksiyonlardan elde edilen sonuçlar, 

istatistiksel temele dayanan EPDA formülüne göre hesaplandı. Yapılan hesaplamaya göre, 

AMEV ve vAmΔshp/gfp konsantrasyonları sırasıyla 7,76x108 pfu/ml ve 1,7x108 pfu/ml 

olarak belirlendi. Virüs stokları, ışık almayacak şekilde 4 C’de muhafaza edildi. 

 

3.2. AMV197’nin Biyoinformatik Analizi 

 

AMV197’in serin/treonin protein kinaz aktivitesi gösterebileceği daha önceki 

çalışmalarda in silico olarak belirlenmişti (Bawden vd., 2000). Bu tez çalışması 

kapsamında, mevcut AMV197 aminoasit sırası içinde, protein kinazlara ait katalitik bölge, 

ATP’nin bağlanma bölgesi ve ATP’nin bağlandığı yerde hayati değeri olan lizin (K) 

aminoasidi arandı. Bu işlem için, Expasy-Prosite programı (http://www.expasy.ch/prosite) 

kullanıldı. Analiz sonucunda, AMEV protein kinaz katalitik bölgesinin, aminoasit 

dizisindeki 12.-299. aminoasitler arasında bulunduğu belirlendi (Şekil 7). 
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Şekil 7. AMV197 protein kinaz katalitik bölgesi ve ATP bağlanma motifi. 12.-299. 
aminoasitler arasını gösteren sarı ile işaretli kısım, protein kinazlara ait katalitik 
bölgeyi göstermektedir. Sarı kısmın içindeki 18.-26. aminoasitler arasını 
gösteren yeşil sıra ise, ATP bağlanma motifini göstermektedir. 

 

Bu analize göre, protein kinazların yapısında bulunan, ATP bağlanma bölgesini 

oluşturan IAKGGFGTV motifi ise 18.-26. aminoasitler arasında belirlendi (Şekil 7).   

Ayrıca, AMEV’nin protein kinazının (AMV197) aminoasit dizisi, Clustal W 

programı (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) kullanılarak, diğer protein 

kinazlardaki temel protein motifleriyle karşılaştırıldı. Karşılaştırılan bu sıralar, öncelikle 

çeşitli protein kinazlarda kolaylıkla tanınabilen, korunmuş aminoasitlerden ve bazılarında 

ise ayrımı oldukça zor olan motiflerden oluşmaktadır (Şekil 8).  

Katalitik bölgenin N-ucundaki bölge (subdomain I), glisin bakımından zengin 

(21GFGTVY26) bir sırayı kapsar. Onun hemen yanındaki, 39.-42. aminoasitler arasını 

kapsayan bölgede (subdomain II), lizin aminoasidi (42K) vardır. I. bölgeden II. bölgeye 

kadar olan kısmın, ATP’nin bağlanmasından sorumlu olduğu gösterilmiştir (Hanks ve 

Hunter, 1995). Bu ATP bağlanma bölgesi, Prosite veri bankasında bir protein kinaz motifi 

olarak Şekil 8’de gösterilen iki bölgeden sadece biridir (Şekil 7). Bu bölgedeki sıra (21.-42. 

aminoasitler), protein kinaz I. korunmuş bölge motifine uyumludur: [LIV]-G-P-G-P-

[FYWMGSTNH]-[SGA]-PW-[LIVCAT]-PD-x-[GSTACLIVMFY]-x-(5,18)-[LIVM 

FYWCSTAR]-[AIVP]-[LIVMFAGCKR]-K. Burada, lizin (42K) ATP’nin bağlandığı 

aminoasidi göstermektedir (kare parantez, verilen pozisyon için kabul edilebilir 

aminoasitleri, dalgalı parantez ise, verilen pozisyon için kabul edilmeyecek aminoasitleri 
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göstermektedir). 54E ve 98YIV100 sırası, sırasıyla III. ve IV. bölgeler (subdomain III ve 

subdomain IV) ile homoloji göstermektedir. V. bölge (subdomain V) ise, ayırt edilecek 

kadar net değildir. 

 
AMEV-PK          -------------MDETI--NFNNK-SWEIK--------NLIAKGGFGTVYKLCEKNDNN 36 
VACV-B1-RPK      ----------MNFQGLVL--TDNCKNQWVVG--------PLIGKGGFGSIYTTNDNN--- 37 
MSEV-PK          ---------------MIL--KSVRGNIWQVS--------ECLVNEYYINIHLLENDDN-- 33 
PIM-1            RARPCNDLHATKLAPGKE--KEPLESQYQVG--------PLLGSGGFGSVYSGIRVADN- 61 
MOS              APRKAGKLFLGTTPPRAP--GLPRRLAWFSIDWEQVCLMHRLGSGGFGSVYKATYHGVP- 117 
CDC28            ------------MSGELANYKRLEK----------------VGEGTYGVVYKALDLRPG- 31 
                                                                    I 
 
AMEV-PK          NCYAIKIEPSDNGPLFV-EMHFYKKINK-NEIKNFIDAKNLSYLGIPLLYH-NGIIKKDN 93 
VACV-B1-RPK      --YVVKIEPKANGSLFT-EQAFYTRVLKPSVIEEWKKSHNIKHVGLITCKA-FGLYKSIN 93 
MSEV-PK          --KIIKIASIEDGPLFC-EINFYIRYCK---------EEMVKDVNILPYVD-SGIDKYK- 79 
PIM-1            LPVAIKHVEKDRISDWG-ELPNGTRVPMEVVLLKKVSSDFSGVIRLLDWFE-RPDSFVLI 119 
MOS              --VAIKQVNKCTEDLRASQRSFWAELNIAGLRHDNIVRVVAASTRTPEDSNSLGTIIMEF 175 
CDC28            --QGQRVVALKKIRLESEDEGVPSTAIREISLLKELKDDNIVRLYDIVHSD-AHKLYLVF 88 
                      II          III 
 
AMEV-PK          IEYRYIVIDYYEFNLNDILKK-YIKLPIITIYKITIQILYILEYLHKKKYTHNDIKKNNI 152 
VACV-B1-RPK      VEYRFLVINRLGADLDAVIRANNNRLPKRSVMLIGIEILNTIQFMHEQGYSHGDIKASNI 153 
MSEV-PK          -KLRFLVLPKLDYNLKQISIN--------NIYNLSKDIIFALKYIHSKEYIHSDIKDENI 130 
PIM-1            LERPEPVQDLFDFITERGALQ------EDLARGFFWQVLEAVRHCHNCGVLHRDIKDENI 173 
MOS              GGNVTLHQVIYDATRSPEPLSCRKQLSLGKCLKYSLDVVNGLLFLHSQSILHLDLKPANI 235 
CDC28            EFLDLDLKRYMEGIPKDQPLG------ADIVKKFMMQLCKGIAYCHSHRILHRDLKPQNL 142 
                     IV                 VI 
 
AMEV-PK          MFNSS-LTKVYLIDYGLIYNMNSNQEYN--IKCSN---DGTLEYLP-LITHLFGLKTYMG 205 
VACV-B1-RPK      VLDQIDKNKLYLVDYGLVSKFMSNGEHVPFIRNPNKMDNGTLEFTP-IDSHKGYVVSRRG 212 
MSEV-PK          LYDKN-NNKFYLTDFGNITKHTKK-----FITNCKLVNNGTYKYIG-IDMHNG-ISTYKS 182 
PIM-1            LIDLS-RGEIKLIDFGSGALLKDT---------VYTDFDGTRVYSPPEWIRYHRYHGRSA 223 
MOS              LISEQ--DVCKISDFGCSQKLQDLRGRQ----ASPPHIGGTYTHQA-PEILKGEIATPKA 288 
CDC28            LINKD--GNLKLGDFGLARAFGVP-------LRAYTHEIVTLWYRAPEVLLGGKQYSTGV 193 
                      VII                           VIII 
 
AMEV-PK          DIESLMYNIIEWYSGSLPWIKYKKKNVILKKLDFFNTCLTNSPIEICKLYNYIKNAPSIY 265 
VACV-B1-RPK      DLETLGYCMIRWLGGILPWTKISETKNCALVSATKQKYVNNTATLLMTSLQYAPRELLQY 272 
MSEV-PK          DLESFGYLLYDILYG-LPWNNKLDKDIINIKKDFIDNVIICN-NKLSKYFLYLS------ 234 
PIM-1            AVWSLGILLYDMVCGDIPFEHDEEIIKGQVFFRQTVSSECQHLIKWCLSLRPSDRPSFEE 283 
MOS              DIYSFGITLWQMTTREVPYSGEPQYVQYAVVAYNLRPSLAGAVFTASLTGKALQN-IIQS 347 
CDC28            DTWSIGCIFAEMCNRKPIFSGDSEIDQIFKIFRVLGTPNEAIWPDIVYLPDFKPSFPQWR 253 
   IX 
 
AMEV-PK          NYNFIPDHDKLINYFVTYLKSKNINLNDKLVFCK----------- 299 
VACV-B1-RPK      ----ITMVNSLTYFEEPNYDEFRHILMQGVYY------------- 300 
MSEV-PK          ----LIENDKNIEY-VTLLKTLE---------------------- 252 
PIM-1            IRNHPWMQGDLLPQAASEIHLHSLSPGSSK--------------- 313 
MOS              CWEARGLQRPSAELLQRDLKAFRGTLG------------------ 374 
CDC28            RKDLSQVVPSLDPRGIDLLDKLLAYDPINRISARRAAIHPYFQES 298 
 
Şekil 8. AMV197’nin, diğer protein kinazlarla karşılaştırılması. Korunmuş katalitik 

bölgeler, roma rakamıyla ve gölgelenmiş olarak gösterilmiştir. AMEV-PK, 
AMEV protein kinazı (AAG02903); VACV-B1-RPK, vaksinya virüs protein 
kinazı (YP233065); MSEV-PK Melanoplus sanguinipes entomopoksvirüs 
protein kinazı (AF063866); PIM-1, fare protein kinazı (AAA39930); MOS, 
fareye ait serin/treonin protein kinaz dönüştürücü protein (P00538) ve CDC28, 
Saccharomyces cerevisiae hücre bölünmesi kontrol proteini 28 (P00546) için 
kullanılan kodlardır. 
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VI. bölge (subdomain VI), protein kinazlar arasında çok iyi derecede korunmuştur. 

AMV197’deki 142YTHNDIKKNNIMF154, protein kinaz korunmuş bölge motifine çok 

iyi bir şekilde uyumlu ikinci sıradır: [LIVMFYC]-x-[HY]-x-D-[LIVMFY]-K-x-(2)-N-

[LIVMFYCT] (3). Buradaki aspartik asit (146D), muhtemelen enzimin katalitik aktivitesi 

için önemli aminoasittir (Kinghton vd., 1991; Liu vd., 2001). Serin/treonin protein kinaza 

özel lizin (K), 148. pozisyondaki aminoasittir. VII. bölge (subdomain VII), çok iyi 

derecede korunmuş 163LIDYG167 sırasından oluşur. 

VIII. bölge (subdomain VIII), çoğu protein kinazda çok iyi derecede korunmuş olan 

A-P-E motifidir. Bu bölgenin, katalitik bölgeye kadar uzadığı ve genel otofosforilasyon 

bölgesine komşu olduğu düşünülmektedir (Hunter, 1987; Selten vd., 1986). AMEV protein 

kinazda, bu sıra ile tamamen aynı olan bir sıra bulunamadı. Onun yerine, uygun bölgede 

diğer bir T-L-E sırası bulundu ve vaksinya virüs 34 kDa protein kinaz VIII. bölgesi ile 

uyum içindeki VIII. bölge olabileceği düşünüldü (Traktman vd., 1989). Bu çalışmada, APE 

motifinin TLE motifine değişme ihtimali, yayınlanmış protein kinaz motifleri içinde, bazı 

heterojenliklerin görülmesiyle açıklandı ve son glutamik asidin (E) tek değişmez aminoasit 

olduğu gösterildi (Selten vd., 1986). Alaninin, diğer nötral aminoasitlerle (Glisin, Lösin ve 

Prolin) yer değiştirdiği gözlendi. Alaninin (nötral), lösinin ve izolösinin (polar olmayan), 

merkez prolinin yerini aldığı tespit edildi. IX. bölgenin (subdomain IX), 206DIESLM211 

sırası olabileceği düşünülmektedir ancak, 212YNIIEWYSG220 sırasında da olabileceği 

sanılmaktadır. X. ve XI. Bölgeler (subdomain X ve subdomain XI) AMEV protein kinazda 

tam olarak tanımlanamamıştır. Fakat, X. bölgenin, 221. ve 225. aminoasitlerin arasında 

olması muhtemeldir. 

 

3.3. AMV197’nin Transkriptomik Analizi 

 

3.3.1. Transkripsiyon Kinetiğinin ve Sınıfının Analizi 

 

AMEV’nin Ld652 hücrelerindeki replikasyonunu transkripsiyonel olarak belirlemek, 

protein kinaz geninin transkripsiyon saatini ve hangi gen ekspresyon sınıfına ait olduğunu 

tespit etmek amacıyla RT-PCR deneyi yapıldı.  

Transkripsiyon süresini belirlemek için virüs enfeksiyonundan sonra farklı zaman 

dilimlerinde mRNA izolasyonu yapıldı. Elde edilen mRNA örnekleri ile gene ait özel 

primerler (PKR ve PKSP4) kullanılarak RT-PCR deneyi oluşturuldu. Bu deneyden elde 
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edilen verilere göre, AMV197 kodlu genin transkripsiyonu, AMEV’nin Ld652 hücre 

kültüründe enfeksiyonunu takip eden 2. ve 4. saatler arasında başladı. Enfeksiyondan 

sonraki 7. saatte, transkripsiyonun yoğunlaştığı ve daha sonra azalarak devam ettiği 

belirlendi (Şekil 9).  

 

 
 

Şekil 9. AMV197 kodlu ORF’nin transkripsiyon kinetiği. M; marker (100 bp, Promega). 
AMEV ile enfekte olmuş Ld652 hücrelerinden, enfeksiyondan sonra farklı 
zamanlarda (0-24 saat enfeksiyon sonrası) izole edilen mRNA’lardan yapılan 
RT-PCR ürünleri gösterilmektedir. 

 

Virüs genlerinin ifade edildiği gen ekspresyon sınıfını belirlemek için, DNA sentez 

inhibitörünün kullanımı, yaygın bir yöntemdir. Bu işlem için, AMEV’nin Ld652 hücre 

kültüründe enfeksiyonu sırasında DNA sentez inhibitörü β-D-Arabinofuranozilsitozin 

(Ara-C) kullanıldı. Negatif kontrol olarak, Ara-C’nin kullanılmadığı enfeksiyonlar yapıldı. 

İnhibitörün besiyerinde mevcut olduğu ve olmadığı ortamlarda, virüs enfeksiyonundan 

sonra izole edilen mRNA’lar ve gene ait özel primerler (PKR ve PKSP4) kullanılarak RT-

PCR deneyi yapıldı. Yapılan çalışmanın sonucu, AMV197 kodlu genin, hem DNA sentez 

inhibitörü Ara-C varlığında hem de yokluğunda sentezlendiğini gösterdi (Şekil 10). 
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Şekil 10. AMV197 kodlu ORF’nin transkripsiyon sınıfı. M; marker (100 bp, 
Promega). İnhibitörle muamele edilmiş, AMEV ile enfekte olmuş, 
Ld652 hücrelerinden enfeksiyondan sonra izole edilen mRNA’lardan 
yapılan RT-PCR ürünleri gösterilmektedir.  

 

3.4. Protein Kinaz Geninin Transkriptomik Yapısının Aydınlatılması 

 

3.4.1. Protein Kinaz Geninin Translasyona Uğramayan 5’ Ucunun Rasgele 
Çoğaltılması (5’ RACE) 

 

AMV197 kodlu genin, proteine dönüşmeyen 5’ bölgesini tespit edilebilmek için, 

transkripsiyon ürünleri kullanılmaktadır. Bunun için, yaban tip AMEV ile enfekte edilen 

Ld652 hücre kültüründen toplam RNA izolasyonu yapıldı. Elde edilen RNA’lar, 5’/3’ 

RACE kitinde anlatıldığı gibi PKSP1 primeri kullanılarak, cDNA’ya dönüştürüldü. Daha 

sonraki PCR işleminde kolaylık sağlaması bakımından, cDNA’nın 3’ ucuna poli-A 

kuyruğu takıldı. Oluşturulan poli-A kuyruklu cDNA kalıp olmak üzere, oligo dT-ankor / 

PKSP2 primer çifti kullanılarak PCR yapıldı. Bu ilk reaksiyonun ürünü DNA kalıp olmak 

üzere, PCR-ankor / PKSP3 primer çiftiyle ikinci bir PCR daha yapıldı. İkinci PCR 

reaksiyonunun ürünü olan DNA’lar, pGEM-T Easy vektöre klonlandı. Oluşturulan 

klonlardan rasgele olarak seçilen 11 klonun DNA dizi analizi yapıldı. Dizi analizi 

sonuçlarına göre, 11 klondan 9 tanesi AMEV genomunun 169192. sırasındaki Adenin 

bazında sonlanmaktadır. Buna göre, AMV197 geninin transkripsiyon başlangıç noktasının 

(5’ UTR), ATG’den 54 baz yukarda olduğu belirlendi (Şekil 11).  
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Şekil 11. Transkripsiyon başlangıç noktasının, AMEV genomu üzerindeki yeri. Kesiksiz 
çizgi: Translasyonun başlangıcını (ATG); Kesikli çizgi: PCR-ankor primerin 
ucundaki oligo dT-ankor primerini; Uzun çizgi-nokta: PKSP3 primerini; *: 
Doğru baz eşleşmelerini göstermektedir. 

 

3.4.2. Protein Kinaz Geninin Translasyona Uğramayan 3’ Bölgesinin ve 
Transkripsiyon Bitiş Noktasının Tespit Edilmesi (3’ RACE) 

 

AMV197 kodlu genin, proteine dönüşmeyen 3’ bölgesinin tespit edilebilmesi için de 

5’/3’ RACE kiti kullanıldı. Bunun için, yaban tip AMEV ile enfekte olan Ld652 hücre 

kültüründen izole edilen toplam RNA’lar, 5’/3’ RACE kitinde anlatıldığı gibi cDNA’ya 

dönüştürüldü. Oligo dT-ankor primeri kullanılarak yapılan cDNA’lardan, PCR-ankor / 

PKSP4 primer çifti kullanılarak yapılan PCR sonucunda, sağlıklı bir DNA bandı elde 

edilemedi. Bu yüzden, kit içeriğindeki yöntemden farklı olarak, ilk PCR reaksiyonunun 

ürünü DNA kalıbı olmak üzere, PCR ankor / PKSP5 primer çifti kullanılarak ilave bir PCR 

işlemi daha yapıldı. İlk ürüne göre daha kısa olmakla beraber daha seçici özelliğe sahip 

ikinci PCR reaksiyonunun ürünü DNA, pGEM-T Easy vektöre klonlandı. Oluşturulan 3’ 

UTR klonlarından 13 tanesi seçildi. Bu klonların DNA dizi analizleri yaptırıldı. Dizi 

analizi yapılan 13 klondan 8 tanesinin TAA’dan 21 baz aşağıda, 5 tanesinin ise 31 baz 

aşağıda Timin bazında sonlandıkları belirlendi (Şekil 12). Bu sonuçlara göre, AMV197 

geninin, iki tane poliadenilasyon kesim noktasına sahip olduğu ve bu noktaların, AMEV 

genomunun 170166. ve 170176. Timin bazlarında olduğu belirlendi.  
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Şekil 12. Transkripsiyon bitiş noktalarının AMEV genomu üzerindeki yerleri. Üstte, 21 
baz uzunluktaki 3’UTR, altta 31 baz uzunluktaki 3’UTR gösterilmiştir. 
Kesiksiz çizgi: Translasyonun bitişini (TAA); Kesikli çizgi: PCR-ankor 
primerin ucundaki oligo dT-ankor primerine komplementer sırayı; Uzun çizgi-
nokta: PKSP5 primerini; *: Doğru baz eşleşmelerini göstermektedir. 

 

3.5. Protein Kinaz Geni (AMV197) Çıkartılmış Rekombinant Virüsün 
Oluşturulması 

 

Tez çalışması boyunca, AMV197 kodlu genin fiziksel yapısı aydınlatıldı. Bu 

aşamadan sonra, genin fonksiyonel işlevini tespit edebilmek amacıyla, homolog 

rekombinasyonla genin virüs genomundan silinmesi sağlandı. Yaban tip virüs genomu 

kalıp olmak üzere, uygun primerler (PK2Fw, PKSURRv, PKSDRFw, PK1Rv) kullanılarak 

AMV197 kodlu genin yukarı ve aşağı kısımları çoğaltıldı. Çoğaltılan sıralar, pBlueScript 

SK(-) vektöre klonlandı. AMV197’nin askı bölgelerinin vektöre klonlanması 

tamamlandıktan sonra, sferoidin promotoru altında 28 kDa’luk GFP proteini üreten genin 

sırası, AMV197GFPF ve AMV197GFPR adlı primerler kullanılarak çoğaltıldı ve bu iki 

askı bölgesinin arasına klonlandı. Hazırlanan transfer vektörünün (pBS-AmΔPK/gfp), 
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AMEV ile enfekte Ld652 hücrelerine transfeksiyonundan sonra, hücrelerde GFP 

proteininin ortaya çıkışı, Auxovert floresan inverted mikroskopta yeşil rengin oluşumuyla 

belirlendi (Şekil 13). Yeşil rengin görünmesi, gfp geninin AMEV’nin genomuna dahil 

olduğunu ve GFP proteininin oluşturulan rekombinant virüs (vAmΔPK/gfp) tarafından 

üretildiğini göstermektedir. Elde edilen transfeksiyon sıvısı çoğaltıldı ve 4 ºC’de muhafaza 

edildi. 

 

      
 

Şekil 13. pBS-AmΔPK/gfp ile transfeksiyondan sonra Ld652 hücreleri. Halojen lamba 
altında görünümü solda ve floresan lamba altında GFP ifadesinin belirlenmesi 
sağda yer almıştır. 

 

3.5.1. Rekombinant Virüsün Saflaştırılması ve Stokunun Konsantrasyonunun 
Belirlenmesi 

 

Transfeksiyon işleminden sonra, bu sıvı çoğaltıldı. Diğer yandan, oluşturulan ve 

çoğaltılan vAmΔPK/gfp virüsleri içeren süspansiyon, plak işlemine tabi tutuldu. Elde edilen 

plakların arasında, en güzel virüs üremesinin olduğu plaktan yeniden virüs çoğaltımı yapıldı 

ve arka arkaya yapılan plak deneyleri sayesinde, virüs süspansiyonu yalnızca vAmΔPK/gfp 

virüslerden oluşacak şekilde saflaştırıldı. Saflaştırma işlemi için yapılan plak deneyinin 

sonucunda, plak oluşumu Auxovert floresan inverted mikroskopla bakılarak kontrol edildi. 

Yaklaşık üçüncü günde, ancak floresan mikroskop ile görülebilen GFP içeren plaklar 

gözlenmeye başladı (Şekil 14). Bu plaklardan alınan örneklerle yapılan ardışık dört plak 

işlemi sayesinde, vAmΔPK/gfp virüsler saflaştırıldı. 
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Şekil 14. Ld652 hücrelerinin vAmΔPK/gfp ile enfeksiyonu sonrasında oluşan plaklar. 
Halojen lamba altında görüntü solda ve aynı plağın floresan lamba altında GFP 
ifadesinin belirlenmesi sağda yer almıştır. 

 

Saflaştırılan vAmΔPK/gfp virüslerin konsantrasyonu Terasaki hücre kültür kapları 

kullanılarak EPDA metoduna ve formülüne göre belirlendi. Formüle bağlı olarak elde 

edilen sonuca göre, vAmΔPK/gfp’nin stok konsantrasyonu 1,166x108 pfu/ml’dir. 

Konsantrasyonu belirlenmiş virüs süspansiyonu, çalışmanın ilerleyen basamaklarında 

kullanıldı. 

 

3.5.2. AMV197’nin AMEV Genomundan Silindiğinin PCR Analiziyle 
Doğrulanması 

 

Rekombinant vAmΔPK/gfp virüsün inşasından sonra, homolog rekombinasyon 

sayesinde genomdaki delesyonun istenen sırada meydana gelip gelmediğinin belirlenmesi 

gerekmektedir. Bunun için, hem yaban tip AMEV’den hem de vAmΔPK/gfp’den genomik 

DNA izolasyonu yapıldı. Elde edilen DNA’lar kalıp olarak kullanılmak üzere, iki farklı 

PCR reaksiyonu uygulandı. Reaksiyonlar sırasında kullanılan ileri primerlerden biri, 

transfer vektörün hazırlanması sırasında da ileri primer olarak kullanılan AMV197F adlı 

primer, diğeri ise genin yukarısına, ama AMV197F’ye göre daha yakına, yerleşen AMVFw 

adlı primerdir. Geri primeri olarak, her iki PCR reaksiyonunda da AMV197GFPR adlı 

primer kullanıldı. Bu primer, gfp genini çoğaltmak için kullanılan primerdir. Yapılan PCR 

reaksiyonlarının sonucunda, yaban tip AMEV kalıbıyla yapılan PCR işleminde, yalnızca 

ileri primerler için bağlanma sırası mevcut olduğundan, herhangi bir bant oluşmadı. Oysa, 

vAmΔPK/gfp virüs kalıbıyla yapılan PCR reaksiyonunda, her iki primer çifti için de 
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bağlanma sırası mevcut olacağından, 987 bp’lik (AMVFw / AMV197GFPR) ve 1302 

bp’lik (AMV197F / AMV197GFPR) bantlar gözlendi (Şekil 15). Bu DNA ürünlerinin elde 

edilmesi, homolog rekombinasyonun virüs genomunda, doğru sırada meydana geldiğini 

gösterdi. 

 

 
 
Şekil 15. Rekombinant virüs oluşumunun PCR yöntemiyle teyit edilmesi. 1: AMEV 

kalıbı ve AMV197F / AMV197GFPR primerleri; 2: vAmΔPK/gfp kalıbı ve 
AMV197F / AMV197GFPR primerleri; 3: AMEV kalıbı ve AMVFw / 
AMV197GFPR primerleri; 4: vAmΔPK/gfp kalıbı ve AMVFw / 
AMV197GFPR primerlerinin kullanıldığı PCR reaksiyonlarını ve M, 100 
bp’lik marker (Promega) bantlarını göstermektedir. 

 

PCR reaksiyonları sonucunda, rekombinant vAmΔPK/gfp’ye ait DNA’dan beklenen 

bantların elde edildiği, bu DNA’ların restriksiyon analizinin yapılmasıyla da teyit edildi. 

Bunun için, rekombinant virüsün bilinen baz sırasına göre, 987 bp ve 1302 bp olması 

gereken PCR ürünleri, jelden temizlendi. Temizlenen her bir DNA, PCR ile çoğaltılan 

sırada olduğu bilinen, Xma I ve Nco I enzimleriyle ayrı ayrı kesilerek doğrulama işlemine 

devam edildi. Çoğaltılan 987 bp’lik DNA’nın Xma I enzimiyle kesiminden 247 bp ve 740 

bp’lik bantlar ve Nco I enzimiyle kesiminden 422 bp ve 565 bp’lik bantlar beklenirken, 

1302 bp’lik DNA’nın Xma I enzimiyle kesiminden 562 bp ve 740 bp’lik bantlar ve Nco I 

enzimiyle kesiminden 737 bp ve 565 bp’lik bantlar beklendi. Kesim sonucunda beklenen 

bantların mevcudiyeti, homolog rekombinasyonun yaban tip virüste, doğru yerde meydana 

getirildiğini ve böylece rekombinant vAmΔPK/gfp’nin oluşturulduğunu gösterdi (Şekil 

16). 
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Şekil 16. Rekombinant virüs oluşumunun restriksiyon analizi ile teyit edilmesi. 1: 

Kesilmemiş 987 bp’lik PCR; 2: Xma I kesilmiş 987 bp’lik PCR; 3: Nco I 
kesilmiş 987 bp’lik PCR; 4: Xma I kesilmiş 1302 bp’lik PCR; 5: Nco I 
kesilmiş 1302 bp’lik PCR; 6: 100 bp’lik marker (Promega) bantlarını 
göstermektedir. 

 

Diğer yandan, 1302 bp olduğu düşünülen PCR ürünü, pGEM-T Easy vektöre 

klonlandı ve klonun dizi analizi yaptırıldı. Rekombinant virüsün yapımında kullanılan 

transfer vektörü (pBS-AmΔPK/gfp) hazırlanırken, gfp geninin pBS-AmΔPK/gfp vektöre 

aktarılması sırasında, gfp geninin bulunduğu vektörün çoklu klonlama bölgesindeki kesim 

bölgelerinden bazı ek sıralar, pBS-AmΔPK/gfp vektöre de aktarılmıştır. pBS-AmΔPK/gfp 

vektörün hazırlanışı sırasında kullanılan bu sıralar bilindiğinden, 1302 bp’lik PCR 

ürününün pGEM-T Easy vektördeki klonun beklenen sırası Şekil 17’de gösterilmiştir. 

Şekildeki sıra, dizi analizi yaptırılan 1302 bp’lik PCR ürününün sırasıyla %100 

uyumludur. Böylece, yaban tip AMEV genomundan AMV197 kodlu genin çıkarıldığı ve 

çıkarılan genin yerine, sferoidin promotoru altında gfp geni taşıyan DNA parçasının 

eklendiği, şüpheye yer bırakmayacak şekilde doğrulanmış oldu. 

 

 

 

 

 
 



 

 

50 

168901 atatcgaataattatcaggattaattgatattcttgtgatatatttaaaataaaatgatg 
168961 ctatatttatttcttcgtcactattataatttatattttgtatctttattaatgataaat 
169021 gatatttttgtaataaatagtcataatttgtttcatctatttcttcttcttcatattttt 
169081 ttttataattatataatattaatactaaaaataatattactattagtatgtatataataa 
169141 tcatttattattatataataatatataattgaaaatttattaaaataatttaataataat 
169201 taaaaataatatatattttgatataatatataataattaattaaaatggacgctgcagga 
attcgattgcatcgagagctctactgtcgaaacatctaacgattgtagattattaagattattgatg 
gccaatacatcataaatacattataatattattataatatcaatcataatttttatatatattttat 
ctaaaaggactttttattttttatatattaataataataaatgagtaacgtacctttagcaacggat 
cccccgggctgcaggagcaagggcgaggaactgttcactggcgtggtcccaattctcgtggaactgg 
atggcgatgtgaatgggcacaaattttctgtcagcggagagggtgaaggtgatgccacatacggaaa 
gctcaccctgaaattcatctgcaccactggaaagctccctgtgccatggccaacactggtcactacc 
ctgacctatggcgtgcagtgcttttccagatacccagaccatatgaagcagcatgactttttcaaga 
gcgccatgcccgagggctatgtgcaggagagaaccatctttttcaaagatgacgggaactacaagac 
ccgcgctgaagtcaagttcgaaggtgacaccctggtgaatagaatcgagctgaagggcattgacttt 
aaggaggatggaaacattctcggccacaagctggaatacaactataactcccacaatgtgtacatca 
tggccgacaagcaaaagaatggcatcaaggtcaacttcaagatcagacacaacattgaggatggatc 
cgtgcagctggccgaccattatcaacagaacactccaatcggcgacggccctgtgctcctcccagac 
aaccattacctgtccacccagtctgccctgtctaaagatcccaacgaaaagagagaccacatggtcc 
tgctggagtttgtgaccgctgctgggatcacacatggcatggacgagctgtacaagtgagaatttta 
attaatcgatgcatcactagtgaattcgatatcaagcttgataaattagttttttgtaaataaaatt 
aatatttttaa 
170161 atatgtataaatatctatactttataataatatcattatcaaaatacctggatttaataa 
170221 taatagtatgagttttactataacattcgatatagaaaaaaatttatgtattttaaatta 
170281 tctttcgtacctaactgatataataatgtaattggtaataatagagctcttgaaattaga 
 
Şekil 17. Homolog rekombinasyondan sonra oluşan DNA dizisi. Gölgeli ve altı çizili 

sıralar, AMV197F ve PKSURFw primerlerini, mavi ve koyu sıralar 
AMV197GFPF ve AMV197GFPR primerlerini ve yeşil sıralar gfp genini 
göstermektedir. GFP proteininin üretimi, AMV197’e ait olan ilk ATG’den değil, 
gfp genine ait ikinci ATG’den, sferoidin promotoru sayesinde gerçekleşir. 

 

3.5.3. Rekombinant Virüsün (vAmΔPK/gfp) DNA Replikasyonunun 
Belirlenmesi  

 

Rekombinant virüsün DNA replikasyonu, slot-blot Hibridizasyonu yöntemi ile DIG 

High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Kat No: 11 745 832 910) 

kullanılarak belirlendi. Replikasyon işleminde hem AMEV hem de vAmΔshp/gfp pozitif 

kontrol olarak kullanıldı. Bu yüzden, hibridizasyon işlemi için, her üç tip virüs için de 

geçerli olan prob seçildi. Her bir virüsten, 0., 6., 12., 18. ve 24. saatlerde alınan hücre lizatı 

örnekleri membrana emdirildi. Membrandaki DNA’ların, döner durumdaki uygun sıcaklık 

sayesinde, işaretli prob ile hibridizasyonu sağlandı. Membranın renklendirme işlemi 

tamamlandıktan sonra, slot-blot hibridizasyonundan elde edilen sonuçlar kaydedildi. 

Sonuçlara göre, hem yaban tip AMEV’de hem de spheroidin geni bakımından kusurlu 

vAmΔshp/gfp’de, viral DNA replikasyonu ilk olarak enfeksiyondan sonra 18. saatte 

görülmeye başladı ve 24. saatte replikasyon daha da yoğunlaştı. Buna rağmen, AMV197 
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bakımından kusurlu olan vAmΔPK/gfp için kullanılan örneklerde, ilk DNA replikasyonu 

12. saatte belirlenmeye başladı (Şekil 18). DNA replikasyonu için 12. saat, hem yaban tip 

AMEV’ye hem de vAmΔshp/gfp’ye göre oldukça erken bir saattir.  

 

 
 
Şekil 18. Slot-blot hibridizasyonu ile DNA replikasyonu. Rekombinant 

vAmΔPK/gfp’nin DNA replikasyonu, slot-blot hibridizasyonu yöntemi 
kullanılarak, yaban tip AMEV ve vAmΔshp/gfp ile karşılaştırıldı. 

 

3.5.4. Rekombinant Virüsün (vAmΔPK/gfp) Protein Profilinin Belirlenmesi  

 

Rekombinant virüsün protein profilini belirleme çalışmaları için, çeşitli denemeler 

yapıldı. Bu denemelerin her birinde, vAmΔPK/gfp’ye karşı, AMEV ve vAmΔshp/gfp (shp 

geni yerinde gfp geni içeren rekombinant virüs) pozitif kontrol olarak kullanıldı. Her üç 

virüs ile yapılan enfeksiyondan 7 gün sonra, hücre sıvıları toplandı. Yapılan santrifüj 

işleminden sonra virüs-hücre lizatından oluşan pellet, proteaz inhibitörleri içeren tamponda 

çözüldü. Bu süspansiyon, SDS-PAGE işlemine maruz bırakıldı. SDS-PAGE işleminden 

sonra, jel üzerindeki bantların yerleşiminde veya miktarında, kontrol virüslere göre 

herhangi bir farklılık tespit edilemedi. Yapılan diğer SDS-PAGE denemelerinde de, 

vAmΔPK/gfp’de, AMEV ve vAmΔshp/gfp virüslerine göre farklı protein bantları 

belirlenemedi. Sonuç olarak, virüs süspansiyonunun filtre edilerek SDS-PAGE yapıldığı 
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son işlemde de, iki farklı boyama metodu uygulanmasına rağmen, her üç tip virüse ait 

protein bantlarının ortak olduğu tespit edildi (Şekil 19). 

 

 
 

Şekil 19. SDS-PAGE elektroforezi ile virüslerin protein içeriği. Rekombinant 
vAmΔPK/gfp’nin protein profili, yaban tip AMEV ve vAmΔshp/gfp 
ile karşılaştırıldı. Jelin gümüş boyaması yapılan hali solda ve CBB 
boyaması yapılan hali sağda yer almıştır. 

 

3.5.5. Rekombinant Virüsün (vAmΔPK/gfp) Enfektivitesinin Belirlenmesi 

 

Virüs enfektivitesinin belirlenmesi, virüs konsantrasyonunun yaban tip virüse göre 

kıyaslanması ile gerçekleştirilmiştir. Hem AMEV hem vAmΔshp/gfp (shp geni yerinde gfp 

geni içeren rekombinant virüs) hem de vAmΔPK/gfp ile enfekte edilen Ld652 

hücrelerinden, enfeksiyondan 7 gün sonra her üç virüse ait virüs süspansiyonu elde edildi. 

Elde edilen süspansiyonların konsantrasyonları, EPDA deneyi sayesinde belirlendi. 
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Deneyler, dört tekrar olarak yapıldı ve sonuçlar ortalama değer olarak verildi. Elde edilen 

veriler, Tablo 4’de gösterildi.  

Tablo 4’deki verilere dayanarak, yaban tip AMEV virüsünün, kontrol olarak 

kullanılan sferoidinsiz virüse (vAmΔshp/gfp) göre daha az enfektif olduğunu 

söyleyebiliriz. Bu durumda, hem vAmΔshp/gfp hem de vAmΔPK/gfp ile yapılan deney 

sırasında ortaya çıkan GFP üretiminin, her iki rekombinant virüste de aynı sferoidin 

promotoru tarafından sağlandığı bilinmektedir. Bu bilgiye dayanarak, GFP miktarının 

kıyaslanmasının yaban tip AMEV’deki sitopatik etkileri gözle belirlemeye çalışmaktan 

daha sağlıklı sonuç vereceğinden, testin pozitif kontrolünün vAmΔshp/gfp virüsüne göre 

yapılması sonucuna varıldı. Böylece, vAmΔshp/gfp virüsüne ait konsantrasyon 13,58x108 

pfu/ml ve bu çalışmanın ürünü olan protein kinaz geninden mahrum vAmΔPK/gfp 

virüsüne ait konsantrasyon ise 0,39x108 pfu/ml olarak belirlendi. Böylece, vAmΔPK/gfp 

enfektivitesinin kontrole göre %61 oranında azaldığı tespit edildi. 

 
Tablo 4. Rekombinant AMEV’nin Enfektivitesi.  

 
 Virüs Konsantrasyonu (pfu/ml) 

AMEV 7,67x108 ± 5,15 

vAmΔshp/gfp 13,58x108 ± 3,87 

vAmΔPK/gfp 0,39x108 ± 0,17 

 



 

 

4. TARTIŞMA 

 

Poksvirüslere ait bir çok enzime, örneğin DNA-bağımlı RNA polimeraza (Baroudy 

ve Moss, 1980; Shchelkunov vd., 1993), poli (A) polimeraza (Moss vd., 1975), mRNA 

guaniltransferaza ve mRNA metil transferaza (Martin vd., 1975; Barbosa ve Moss, 1978) 

dair çok çeşitli bilgiler olmasına rağmen, protein kinazlara ait bilgiler sınırlıdır. Poksvirüs 

protein kinazlarıyla ilgili ilk çalışmalar, vaksinya virüs B1R (Rempel ve Traktman, 1992; 

Lin vd.,1992) ve F10L (Lin ve Broyles, 1994) protein kinazlarına aittir. Bu çalışmaları, 

diğer poksvirüs protein kinazlarıyla (Fowlpox virüs (FWPV-pk, Poxviridae; Afonso vd., 

2000) Myksoma virüs (MYXV-pk, Poxviridae; Cameron vd., 1999), Molluscum 

contagiosum virüs alt tip 1 (MOCV1-pk, Poxviridae; Senkevich vd., 1996), Variola major 

virüs (VARV-pk, Poxviridae; Massung vd., 1993)) ilgili çalışmalar takip etmiştir. Ancak 

literatürde, Amsacta moorei entomopoksvirüs (AMEV) protein kinaz (pk) genleri ile ilgili 

herhangi bir çalışma bulunmamaktadır.  

Protein kinazların katalitik bölgeleri, 30 kDa’a karşılık gelen 250-300 aminoaside 

kadar ulaşmaktadır. Katalitik bölgelerin tam sıraları, kesim enzimlerinin kullanıldığı 

deneyler sayesinde, korunmuş dizilerin incelenmesiyle tanımlanmıştır (Hanks vd., 1988). 

Katalitik bölgenin protein kinazlar içindeki yerleşimi sabit olmamakla beraber, tek alt 

birimden oluşan enzimlerin çoğunda, proteinin karboksil ucuna yakın olarak bulunur ve 

proteinin amino ucu düzenleyici rolü üstlenir. Çoklu alt ünitelere sahip olan protein 

kinazlarda ise, katalitik bölgenin neredeyse tamamını içeren polipeptitler mevcuttur. 

AMV197 katalitik bölgesi ise, 12. aminoasitten başlayarak neredeyse genin tamamını 

kaplamaktadır. Ayrıca, bu proteinin amino ucu, Hanks ve arkadaşları (1988) tarafından 

bazı katalitik bölge polipeptitleri için gösterilen ilk korunmuş glisine, 10 aminoasit kadar 

yakındır. 

Protein kinazlarla ilgili genlerin büyük bir gurubunun DNA dizileri belirlenmiş ve 

aminoasit motifleri araştırılmıştır. Hanks ve arkadaşları (1988), PK protein ailesinin 65 

farklı üyesi üzerinde yapılan çalışmaya dayanarak, protein kinazların katalitik bölgeleri 

için 11 korunmuş bölge rapor etmişlerdir. Bu çalışma kapsamında AMV197’de, I., II., VI., 

VII. ve VIII. bölgeler net bir şekilde tanımlanırken, III. IV. IX. ve X. bölgeler sadece 

tahmin edilebilmiştir. Fakat, V. ve XI. bölgeler hakkında herhangi bir yorum 

yapılamamıştır.  
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AMV197, DNA sentez inhibitörünün (Ara-C) mevcudiyetinde, transkriptlerin 

varlığına göre, erken sınıfı gen olarak belirlenmiştir. Diğer yandan, transkriptler, 

enfeksiyondan sonra 4. saatten itibaren görülmeye başlanmış ve 7. saatte en yüksek 

noktaya ulaşmıştır. Bu zaman dilimi, öncelikle poksvirüsler için genomun replikasyonu, 

DNA, RNA ve proteinin modifikasyonunda rol oynayan proteinler gibi, yapısal olmayan 

proteinlerin sentezi için uygundur (URL-2, 2010). Bir başka çalışmada, vaksinya virüs 

enfeksiyonundan sonra, 0., 0,5., 1., 2. ve 4. saatlerde izole edilen, poliadenillenmiş 

mRNA’lardan yapılan cDNA’ların, Applied Biosystems SOLID cihazı kullanılarak, dizi 

analizleri yapılmıştır (Yang vd., 2010). Bu çalışmada, dördüncü saate ait oluşturulan 

cDNA’lar, vaksinya virüs DNA’sının %97’sine tekabül etmektedir. Buna göre, virüse ait 

transkripsiyon, enfeksiyondan yaklaşık 4 saat sonra tamamlanmaktadır. Diğer bir durumda 

aynı işlem, sitozin arabinosid (Ara-C, DNA sentez inhibitörü) veya sikloheksimid (CHX, 

mRNA translasyon inhibitörü) varlığında tekrarlanmıştır. Bu kez, 2. saatte izole edilen 

mRNA’lardan oluşturulan cDNA’lar, bu inhibitörlerin yokluğuna benzer olarak, vaksinya 

virüs DNA’sının yaklaşık %60’ını oluşturmuştur. İnhibitör varlığında ancak erken genlerin 

transkripsiyonu gerçekleşeceğinden, 2. saatte belirlenen transkriptler, erken genlere aittir. 

Buna göre, inhibitörlerin mevcudiyetine rağmen gerçekleşebilen erken gen 

transkripsiyonu, enfeksiyondan sonra 2. saatten itibaren meydana gelmektedir. Bu sonuç, 

bu tez çalışması kapsamında, erken gene ait ilk transkriptlerin enfeksiyondan sonra 4. 

saatte görülmesiyle uyumsuz gibi görünmektedir. Oysa cDNA dizisinin belirlenmesi 

işlemi, çalışmamızda kullanılan RT-PCR’ye göre çok daha duyarlı bir teknik olduğundan, 

meydana gelen mRNA’ların daha geç bir saatte tespit edilmesinin normal olduğu 

düşünülmektedir. 

Genin transkripsiyonel başlangıç ve bitiş noktaları, 5’/3’ RACE analiziyle belirlendi. 

5’ RACE analizine göre, 5’ UTR’nin 54 bp olduğu belirlendi. Ayrıca, promotor 

bölgesinde, değişken ve A-T nükleotidleri bakımından zengin sıralarla çevrelenen -21. 

nükleotidde üniversal bir G olduğu tespit edildi (Şekil 20). Bu sıranın, daha önce Davison 

ve Moss (1989b) tarafından tanımlanan vaksinya virüs erken promotor elementleriyle 

uyumlu olduğu görülmektedir.  

3’ UTR sonuçlarına göre, AMV197 genine ait heterojen transkriptler mevcuttur. 

Bunlar, translasyon bitiş noktasının 21 bp ve 31 bp aşağısında sonlanır. Yani, AMV197 

kesim noktalarından biri, genomun 170166. nükleotidinde iken, diğeri, birincinin 10 

nükleotid aşağısında ve genomun 170176. nükleotidinde belirlenmiştir. Heterojen 
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transkriptlerin mevcudiyeti, vaksinya virüse ait timidin kinaz geninde de mevcuttur. Daha 

önce gerçekleştirilen bir çalışmada timidin kinaz genine ait, 590 bp ve 2140 bp arasında 

değişen mRNA’lar tespit edilmiştir (Bajszar vd, 1983). AMV197 transkriptlerinde de tespit 

ettiğimiz bu heterojenliğin, memelilerde yaygın olan transkript seçiminin esnekliğine 

(Pauws vd., 2001) benzer bir mekanizmadan kaynaklandığı düşünülmektedir. İnsan ve 

diğer memeli genomlarının dizi analizinin yapılması, poliadenilasyon ve alternatif 

poliadenilasyon altında yatan olayları araştırma fırsatı sunmuştur. Bu fırsatlar, bilgiye 

ulaşabilme kolaylığı ve yeni teknikler sayesinde, insanda ve farede kodlanan transkriptlerin 

sayısının, genlerin sayısından 10 kat hatta daha fazla olduğunu göstermiştir (Carninci vd., 

2005; Cheng vd., 2005). Bu transkript varyasyonları, alternatif olarak poliadenillenmiş 

mRNA’ları temsil etmektedir. Alternatif poliadenilasyon, gen ekspresyonunun 

regülasyonunda önemli bir rol oynar. Bu mekanizma, farklı 3’ UTR’lere sahip mRNA’lar 

üreterek, olgun transkriptlerin çeşitliliğini artırır. 3’ UTR’lerde değişikliğe yol açabilen bu 

mekanizma, mRNA’nın kararlılığını, taşınabilirliğini ve protein üretim yeteneğini 

etkileyebilir (Chuvpilo vd., 1999). 

 

 

169141 TCATTTATTATTATATAATAATATATAATTGAAAATTTATTAAAATAATTTAATAATAAT 
169201 TAAAAATAATATATATTTTGATATAATATATAATAATTAATTAAAATGGACGAAACAATA 
169261 AATTTTAATAATAAATCATGGGAAATAAAAAATTTAATAGCTAAAGGTGGTTTTGGAACA 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
170041 AATTATAATTTTATACCTGATCATGATAAATTAATTAATTATTTTGTAACTTATTTAAAA 
170101 TCTAAAAATATAAATTTAAATGATAAATTAGTTTTTTGTAAATAAAATTAATATTTTTAA 
170161 ATATGTATAAATATCTATACTTTATAATAATATCATTATCAAAATACCTGGATTTAATAA 
 
 

Şekil 20. AMV197’nin transkriptomik yapısı. Translasyon başlangıç ve bitiş 
noktaları, gölgeli olarak işaretlenmiştir. Kesikli ok, AMV197’nin 5’ 
ucunu, düz oklar, 3’ uçlarını, kesikli kutu, transkripsiyon terminasyon 
sinyalini ve düz kutu poliadenilasyon sinyalini göstermektedir. 

 

AMV197’deki translasyon bitiş noktası, AAUAAA poliadenilasyon sinyaliyle üst 

üste gelmiştir (Şekil 20). mRNA’nın poliadenilasyonu, viral ve ökaryotik gen 

ekspresyonunun kontrolünde önemli bir rol oynar. Ökaryotik mRNA’ların hepsinde, 

AAUAAA sırasına ilave olarak ve bu sıranın aşağısında U/GU bakımından zengin bir sıra 

daha mevcuttur. Bu iki korunmuş sıra, mRNA’ların 3’ işlenmesi için gereken 

düzenlemeden sorumludur. Olgunlaşmamış mRNA’nın kesim bölgesi, kesim bölgesinin 

Transkripsiyonal 
başlangıç noktası 

Poli A ilave bölgeleri 
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nükleotit içeriği ve düzenleyici sıraların durumuyla beraber tespit edilir. Kesim bölgesi, 

AAUAAA sırasından 11-24 nükleotit aşağıda ve U/GU bakımından zengin sıranın 10-30 

nükleotit yukarısında bulunur (Chen vd., 1995). Bu durumda, çıplak mRNA’nın kesilmesi 

bu iki korunmuş sıranın arasından, bu işleme özel bir nükleaz ile gerçekleştirilir (Ryan vd., 

2004). Kesim işleminden sonra bu serbest uca, 150-200 adenilat nükleotidlerini içeren poli 

(A) kuyruğun eklenmesi gerçekleşir (Gilmartin, 2005). 

Terminasyon sinyali ((T)5NT), normalde poksvirüs erken mRNA’larının 3’ 

UTR’lerinin yukarısında bulunmaktadır. Bu doğrultuda aranan AMV197’nin terminasyon 

sinyali, AMV197 mRNA’sının 3’ UTR’sinin yukarısında bulunamadı. Yapılan ayrıntılı bir 

incelemeden sonra, korunmuş terminasyon sırası (TTTTTGT), AMV197’in kodlama 

sırasının içinde (ORF) bulunmuştur (Şekil 20). Terminasyon sinyalinin, AMV197 ORF’nin 

içinde bulunması, vaksinya virüs erken genleriyle ilgili bilgilerle de uyumludur ve 

poliadenilasyon sinyalinin yanına yerleşmiştir (Yuen ve Moss, 1987). 

Oluşturulan rekombinant virüsün konsantrasyonu, yaban tip ve vAmΔshp/gfp virüs 

ile karşılaştırıldı. Yapılan deney sonucunda, yaban tip virüs ile vAmΔshp/gfp virüsün 

konsantrasyonu arasında fark belirlendi. Ancak, bu durumun gerçekte doğru olmadığı, 

yapılan çalışmalarda vAmΔshp/gfp virüsün, yaban tip virüse göre herhangi bir enfektivite 

farkı sergilemediği belirlenmiştir (Palmer vd., 1995). Bu çalışmada elde edilen bu yüksek 

değerin, GFP’den dolayı daha hassas ölçme yapılmasından kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Bu durumda kontrol olarak kullanılan virüslerden vAmΔshp/gfp ile 

yapılan testin daha güvenilir olma ihtimali göz önünde bulundurulduğunda, 

vAmΔPK/gfp’nin enfektivitesinin, kontrol virüse göre azaldığı belirlenmiştir. Bu sonuca 

göre, pk geni virüs replikasyonu için zorunlu olmamakla birlikte, bu genin genomdan 

silinmesi durumunda, virüsün enfektivitesinin azaldığı tespit edilmiştir.  

Herpes Simpleks Virüs-1 (HSV-1) tarafından kodlanan protein kinaz (Us3) üzerinde 

yapılan benzer çalışmalarda, 147. sıradaki serin aminoasidinin enfekte olmuş hücrelerde ve 

in vitro’da otofosforilasyon sırasında fosforillendiği bilinmektedir (Kato vd., 2008). 

Yapılan çalışmada, bu serin aminoasidinin yeri, protein kinaz fonksiyonunu bozacak bir 

aminoasit olan alanin ile değiştirilmiştir. Bu virüs (Us3S147A) ve yaban tip HSV-1 

kullanılarak yapılan enfeksiyon sonucunda elde edilen virüs süspansiyonlarının 

konsantrasyonları, standart plak deneyi ile belirlenmiştir. Yaban tip HSV-1 ve Us3S147A 

tarafından üretilen yavru virüs miktarında önemli bir fark belirlenememiştir. Bu verilere 

göre, her ne kadar mevcut çalışmada, protein kinaz kusurlu virüsün enfektivitesinin %61 
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oranında azaldığı belirlenmiş olsa da, bu çalışmaya benzer olarak, optimum HSV-1 

replikasyonu için, bu fosforilasyonun zorunlu olmadığı gösterilmiştir (Kato vd., 2008). 

Daha sonra, Sagou ve arkadaşları (2009) tarafından yapılan başka bir çalışmada, 

HSV-1 protein kinazı Us3’ün, 147. serin aminoasidinden fosforillenmiş halinin, 

fosforillenmemiş haline göre çok daha yüksek protein kinaz etkisi gösterdiği tespit 

edilmiştir. Us3 protein kinazda, bu 147. aminoasit olan serinin yerinin alanin ile 

değiştirilmesi sonucu oluşturulan yeni virüsün (Us3S147A), fare korneasındaki ve 

farelerde herpes stromatal keratitis ve perioküler deri hastalığının gelişimindeki viral 

replikasyonu önemli derecede azalttığı gösterilmiştir. Bu sonuçlar, Us3’ün katalitik 

aktivitesinin enfekte olmuş hücrelerde Ser-147’nin otofosforilasyonu tarafından sıkı bir 

şekilde denetlendiğini ve otofosforilasyon sayesinde Us3’ün kontrolünün, in vivo ve HSV-

1 patogenezisindeki viral replikasyonda hayati bir rol oynadığını göstermiştir (Sagou vd, 

2009). Muhtemelen, Us3’ün, HSV-1’deki diğer bir protein kinaz olan UL13 tarafından 

fosforilasyonu, bazal Us3 protein kinaz aktivitesinin düzenlenmesinde kısmi bir rol 

oynamaktadır. Çünkü UL13 yoksunu mutant virüsün fenotipi, Us3 katalitik aktivitesi 

sayesinde ayarlandığı gösterilen UL13 ve UL34 protein kinazların yerleşimiyle ilgili 

olarak, Us3 yoksunu mutant virüsün fenotipine benzerdir (Roux ve Blenis, 2004; Kato vd, 

2006).  

Bu çalışma göz önüne alındığında, AMEV’nin biyoinformatik analizlerine göre, 

AMV153 kodlu bir genin de bir serin/treonin protein kinaz olduğu varsayılmaktadır 

(Bawden vd., 2000). Bu gen üzerinde yapılmış henüz hiçbir çalışma yoktur. Muhtemelen, 

AMV197 geni silinen virüste (vAmΔPK/gfp), AMV153 kodlu gen, AMV197 kodlu genin 

eksikliğini telafi edecek şekilde görev yapmaktadır. Bu yüzden, vAmΔPK/gfp virüs için 

virüs üretiminde azalma olmakla beraber, virüsün hücre kültüründeki replikasyonunun 

mevcudiyeti, bu silinme işleminden etkilenmemiş olabilir. 

DNA replikasyonunu belirleme işlemi için, DIG işaretleme sistemiyle işaretlenmiş 

prob ile birlikte slot-blot yöntemi kullanıldı. Daha önce slot-blot hibridizasyon yöntemiyle 

gerçekleştirilen AMEV’ye ait DNA replikasyonu çalışmalarında, AMEV DNA’sının 

enfeksiyondan sonraki yaklaşık 9. saatte belirlendiği rapor edilmiştir. Yaklaşık 23. saatte 

en yüksek seviyeye ulaşan DNA replikasyonu, bu saatten itibaren azalmıştır (Winter vd, 

1995). Bu çalışmada, yaban tip DNA replikasyonunun ilk kez 18. saatte görülmeye 

başlaması, çalışmada kullanılan DIG ile işaretleme yönteminin hassasiyetiyle ilgili bir 

sorundur. Fakat rekombinant virüsün DNA replikasyonunun, kontrol virüslerin DNA 
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replikasyonuna göre daha erken meydana geldiği açıktır. Bu durumda, AMV197’nin 

yokluğunda DNA replikasyonunun daha erken başladığı tartışılmamalıdır. Bu bağlamda, 

deney sonucunda, vAmΔPK/gfp’nin DNA replikasyonunun, kontrol virüslere göre yaklaşık 

6 saat kadar erken meydana geldiği belirlendi. Buna göre, AMV197 kodlu ORF’nin, henüz 

bilinmeyen nedenlerle DNA replikasyonunu geciktirici bir görevi olabileceği ve bu genin 

eksikliğinin, DNA replikasyonunu daha erken saatte meydana getirebileceği 

düşünülmektedir. 

Rekombinant vAmΔPK/gfp’nin protein profilini belirlemek amacıyla, AMV197 

geninin protein ürününün, rekombinant virüsteki eksikliği veya bu genin eksikliğine bağlı 

olarak üretilen, diğer proteinlerde meydana gelebilecek herhangi bir eksiklik veya 

fazlalığın olup olmadığı araştırıldı. Yapılan çalışma sonucunda yaban tip ve rekombinant 

virüs protein profilleri arasında herhangi bir farklılık belirlenemedi. Yapılan bir çalışmada, 

SDS-PAGE yöntemi kullanılarak, AMEV’nin protein profili ve bu yöntemin izin verdiği 

ölçüde yapısal proteinleri belirlenmişti (Langridge ve Roberts, 1982). Tez çalışması ile 

uyumlu olacak şekilde, burada da AMV197’ye karşılık gelecek 35,5 kDa’luk protein bandı 

gözlenemedi. Diğer yandan, AMEV’nin proteomik çalışmalarını yapan Profesör Basil 

ARIF ile kişisel iletişim sonucunda, AMEV’nin 134 tane yapısal geni olduğu 

bilinmektedir. Belirlenen bu yapısal proteinler arasında, AMV197’nin olmaması, bu genin 

yapısal olmayan bir proteini kodladığını göstermiştir. Bu bilgi, yapısal olmayan genlerin 

ürünlerini SDS-PAGE ile tespit edemeyeceğimiz gerçeğiyle uyumludur. Bu yüzden, SDS-

PAGE ile yapılan protein analizi çalışmalarından netice alınamamasının normal olduğu 

sonucuna varılmıştır. 



 

 

5. SONUÇLAR 

 

Bu tez çalışması sonucunda, AMEV’nin AMV197 kodlu ORF’sine ait genin, protein 

kinaz motifleri tespit edilmiş, transkripsiyon zamanı ve transkripsiyon sınıfı ile genin 3’/5’ 

uçlarındaki proteine dönüşmeyen bölgelerinin sırası belirlenmiştir. Ayrıca, gen bakımından 

kusurlu virüs üretilmiş ve bu genin yaban tip virüsün replikasyonu üzerindeki etkisi 

araştırılmıştır.  

1. Virüs stokunun konsantrasyonu EPDA metodu ile yapılan hesaplamaya göre, 

AMEV ve vAmΔshp/gfp stok konsantrasyonları sırasıyla 7,76x108 pfu/ml ve 1,7x108 

pfu/ml olarak belirlendi.  

2. AMV197 kodlu genin biyoinformatik analizinin sonucunda; 

a) AMV197’in serin/treonin protein kinazın katalitik bölgesinin 12.-299. 

aminoasitler arasında ve ATP bağlanma bölgesini oluşturan IAKGGFGTV motifinin ise 

18.-26. aminoasitleri arasında olduğu belirlendi.  

b) AMV197’de, protein kinazların katalitik bölgeleri için rapor edilen 11 korunmuş 

bölgeden, I., II., VI., VII. ve VIII. bölgeler net bir şekilde tanımlanırken, III. IV. IX. ve X. 

bölgeler sadece tahminen bulundu. Fakat, V. ve XI. bölgeler hakkında herhangi bir yorum 

yapılamadı. 

3. AMV197 kodlu genin transkripsiyon analizi sonucunda; 

a) Genin transkripsiyonunun Ld652 hücre kültüründe enfeksiyonu takip eden 2. ve 4. 

saatler arasında başladığı, enfeksiyondan sonraki 7. saatte, yoğunlaştığı ve daha sonra 

azalarak devam ettiği belirlendi.  

b) AMV197 kodlu genin, DNA sentez inhibitörü Ara-C varlığında ve yokluğunda 

sentezlendiğinden dolayı erken bir gen olduğu belirlendi. 

c) AMV197 geninin transkripsiyon başlangıç noktasının (5’ UTR), ATG’den 54 baz 

yukarda olduğu tespit edildi.  

d) AMV197’nin iki adet poliadenilasyon kesim noktasına sahip olduğu ve bu 

noktalardan birinin, TAA’dan 21 baz aşağıda, diğerinin ise 31 baz aşağıda sonlandığı 

bulunmuştur. 

4. Homolog rekombinasyon yöntemi kullanılarak, virüs genomundan AMV197’nin 

silinmesi sağlandı. 
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5. Oluşturulan rekombinant vAmΔPK/gfp virüs ile yaban tip virüs karşılaştırıldı. 

Karşılaştırma sonucunda; 

a) vAmΔPK/gfp’nin enfektivitesinin, kontrole göre yaklaşık %61 oranında azaldığı 

belirlendi. 

b) Viral DNA replikasyonunun yaban tip virüse göre, yaklaşık 6 saat daha erken 

meydana geldiği tespit edildi.  

c) SDS-PAGE yapılan protein profili karşılaştırmasında yaban tip ve rekombinant 

virüs enfeksiyonları sonucu protein sentez profilinde herhangi bir farklılık tespit edilemedi.



 

 

6. ÖNERİLER 

 

Yapılan bu çalışmalara rağmen, genin fonksiyonu hakkında bilinmeyen hala çok 

fazla şey mevcuttur. Bilinmeyenlerin aydınlatılması için, yapılması gereken bazı çalışmalar 

önerilmektedir. Bu öneriler başlıklar halinde sıralanmıştır: 

1. AMV197 kodlu gen, hem prokaryotik hem de ökaryotik gen ifade sistemlerine 

klonlanmalı ve elde edilen protein ürünün, serin/treonin protein kinaz fonksiyonu 

göstererek bilinen substratı fosforilleyip fosforillemediği, protein kinaz deneyi sayesinde 

araştırılmalıdır. 

2. İfade edilen proteine özel antikorlar ve virüsle enfekte hücre ekstratı kullanılarak, 

AMV197 gen ürünü protein ile reaksiyona girecek olan muhtemel virüs veya hücresel 

kaynaklı substrat proteinleri tespit edilmelidir. 

3. Tespit edilecek substrat proteinlerin, virüsün hücreyi enfeksiyonundaki rolü 

araştırılmalıdır. 

4. AMV197 gen ürününün, GFP veya LacZ gibi bir işaret proteiniyle beraber 

üretilerek işaretlenmesi sağlanmalı ve işaretlenen gen ürünü proteinin AMEV virüste in 

vivo olarak bulunduğu yer tespit edilmelidir. 
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ÖZGEÇMİŞ 

1973 yılında Trabzon’un Yomra ilçesinde doğdu. İlköğrenimini Çamlıca Mahallesi 

İlkokulunda tamamladı. Eğitimine verdiği arayı, 1995 yılında ortaokulu bitirme sınavlarına 

girip geçerek sona erdirdi. Aynı yıl, Açık Öğretim Lisesine başladı. Lise öğrenimini 

tamamladıktan sonra, 1998-1999 öğretim yılında KTÜ Fen-Edebiyat Fakültesi Biyoloji 

Bölümünde Lisans öğrenimine başladı. Bu bölümden, 2002 yılında Fen Edebiyat Fakültesi 

birincisi olarak ve biyolog ünvanı ile mezun oldu. Aynı yıl, Fen Bilimleri Enstitüsü Biyoloji 

Anabilim dalında yüksek lisans eğitimine başladı, ancak yüksek lisans eğitimini 

tamamlamadan, 2004 yılında Fen Bilimleri Enstitüsü Biyoloji Anabilim dalında doktora 

eğitimine geçiş yaptı. 2004-2010 yılları arasında Fen Bilimleri Enstitüsü Biyoloji Anabilim 

dalında araştırma görevlisi olarak çalışmakta olup iyi derecede İngilizce bilmektedir. 
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