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OZET

Amsacta moorei Entomopoksvirlis (AMEV), Poxviridae familyasina ve
Entomopoxviridae subfamilyasina ait bir bocek viriisii olup, 6nemli bocek zararhlari
iizerinde yiiksek derecede patojenik etki gostermektedir. Ayrica AMEV, gen ekspresyon ve
gen terapi vektorleri olarak kullanilabilmekte ve insan viriislerinin mekanizmalarinin
anlasilmasinda caligilabilecek model viriis olmas1 bakimindan biiyiik 6nem arz etmektedir.

AMEV genomik arastirmalar1 kapsamimda yapilan bu c¢alismada, AMEV
genomunda bulunan serin/treonin protein kinaz bolgesine sahip AMV197 kodlu genin
transkripsiyonel ve fonksiyonel analizleri ger¢eklestirildi.

DNA sentez inhibitorii varhiginda enfekte edilen Ld652 hiicrelerinden izole edilen
mRNA oOrneklerinin RT-PCR yontemiyle yapilan transkripsiyonel analizleri, AMV197’nin
“erken” grubu gen olarak ifade edildigini gosterdi. AMV197°nin zamana baglh
transkripsiyon profili ise gene ait transkripsiyonun, enfeksiyondan 4 saat sonra basladigini,
7. saatte en yiiksek seviyeye ¢iktigini ve bu saatten sonra azalmaya basladigmi gosterdi.

5> RACE analizi, transkripsiyonun, translasyon baslangi¢ noktasma gore -54.
pozisyonda basladigini gosterdi. 3> RACE analizi sonuglari, AMV 197 geninin translasyon
bitis noktasma (TAA), bir tanesi 21 digeri 31 baz (asagida) uzaklikta iki transkripsiyon
bitis noktasinin bulundugunu gosterdi.

Genin fonksiyonel analizi i¢in, AMV197 geni homolog rekombinasyon ile AMEV
genomundan silindi. Olusturulan rekombinant viriisiin (AmAPK/gfp) DNA replikasyonu
slot-blot hibridizasyonu yontemiyle ve enfektivitesi ise EPDA (End Point Dilution Assay)
yontemiyle belirlendi. Bu sonuglar, protein kinaz geninin AMEV genomundan silinmesi
durumunda, DNA replikasyonunun yaban tipe gore 6 saat erken gerceklestigini, ancak

viriis tiretiminin %61 oraninda azaldigmi gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: AmAPK/gfp, Amsacta moorei Entomopoksviriis (AMEV), protein
kinaz, bocek viriisii, 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
AMV 197 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 7™ hour and started to decrease from this hour.

5" RACE analysis showed that transcription started at the -54™ nucleotide relevant
to translational start point. Result of 3° RACE showed that AMV197 has two stop points,
one of them is located at the 21* nucleotide and the other point is at the 31* nucleotide
down stream of translational stop point (TAA).

For functional analysis of AMV 197 gene has been deleted from AMEV genome by
homolog recombination. DNA replication of constructed recombinant virus (AmAPK/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: AmAPK/gfp, Amsacta moorei Entomopoxvirus (AMEYV), protein kinase,
insect virus, transcriptomic analysis
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Diinyada tanimi yapilan hayvan tiirlerinin %97’sini bocekler olusturmaktadir.
Dogada yasayan boceklerin %99,5’inin doga ve insana faydali oldugu bilinmektedir.
Bilinen yaklasik 1 milyon 300 bin bdcek tiirliniin, sadece %0,5’1 doga ve insana zarar
vermektedir (URL-1, 2010). Sayisal olarak az olmalarina ragmen bu zararhilarin etkileri
oldukca biiyiik olmaktadir. Cesitli mikrobiyal etmenler, boceklerde dogal enfeksiyonlar
meydana getirmektedir (Tanada ve Kaya, 1993; Boucias ve Pendland, 1998; Charles vd.,
2000). Bu dogal etmenlerin basinda, boceklerin hastalanmalarina ve 6liimlerine sebep olan
bocek viriisleri gelmektedir (Hunter-Fujita vd., 1998; Miller ve Ball, 1998).

Bocek viriislerini, dogaya ve insanlara yaptiklari olumlu ve olumsuz etkilere gore iki
acidan ele almak gerekir. Bu etkilerden bir tanesi, ipek bdcegi ve bal arilar1 gibi, insanlara
ve ¢evreye faydali olan bdceklerin, viriisler yiiziinden hastalanip lmeleridir. Ikinci etki
ise, findik kurdu, ladin kabuk bdcegi, amerikan beyaz kelebegi, sivrisinek gibi, cesitli tarim
ve orman irlinlerini veya insan saghgmi etkileyen zararli bocekler ile viriisler sayesinde
miicadele edilebilmesidir. Boylece, bocek viriisleri tarim ve ormancilikta zararli boceklerle
miicadelede kullanilan 6nemli biyolojik miicadele materyali haline gelmistir (Flexner ve
Belnavis, 2000; Harrison ve Bonning, 2000; Sezen ve Demirbag, 2005). Ayrica, bocek
viriisleri gen ifade vektorii (Anderson vd., 1996; Ciccarone vd., 1997) ve gen terapi
vektorii (Merrihew vd., 2001; Stanbridge vd., 2003) olarak kullanilma potansiyeline sahip
olduklarindan endiistriyel bakimdan da biiyiik 6nem sahiptirler.

Baslica bocek enfeksiyonu etmenlerinden olan Entomopoksviriisler (EPV), ilk kez
Vago (1963) tarafindan kesfedilmislerdir. EPV’lerin mikrobiyal miicadele ajani olarak
gelistirilmesi hem ¢ok sayidaki bocek takimmdan izole edilmelerinden hem de
bakuloviriislerin kullanimin1 tamamlamasi acisindan c¢ok biiyiik bir potansiyele sahiptir.
Lepidoptera, Orthoptera, Coleoptera ve Diptera gibi diinyanin en O6nemli tarimsal
zararlilarmi igeren bu takimlardan izole edilmeleri, son yillarda artan in vitro ve in vivo
calismalar1 ve molekiiler biyolojileri ilizerine devam eden calismalar, bu viriisleri ¢ok
onemli kilmaktadwr. Cekirgeler, agustos bocekleri ve sivrisinekler gibi en Onemli

zararlilarin mikrobiyal kontrolii, bu takimlardan yeni EPV’lerin izole edilip



tanimlanmasina baghdir (King vd, 1998). EPV’ler bir¢ok zararl tiir icin, Ozellikle de
bakuloviriislerin hi¢ izole edilmedigi, cekirgeler, agustos bocekleri ve sivrisineklere karsi,
biyolojik kontrol ajan1 olarak disiiniilmektedir. Biyolojik kontrolde, EPV’lerin
bakuloviriislere kiyasla en Onemli dezavantaji, konaklarimmi 6ldiirme siirelerinin uzun
olmasidir. Bu problem, EPV genomuna yabanci genlerin yerlestirilmesi sonucu genetik
olarak degistirilmis EPV’lerin olusturulmasiyla asilabilir. Ozellikle, son yillarda
entomopoksviriisler biyoteknolojik c¢alismalarda ekspresyon vektér sistemi olarak
kullanilmaya da baslanmistir. Boyle bir calismada, Amsacta moorei entomopoksviriise
(AMEYV) ait sferoidin (sph) kodlama bolgesi cikartilip yerine kloramfenikol asetil
transferaz (cat) geni yerlestirilmistir. Daha sonra rekombinant AMEV-cat transfeksiyonu,
AMEV ile enfekte olmus Ld652 hiicrelerinde rekombinant proteinin iiretimiyle
sonu¢lanmistir (King vd, 1998). Bu 6rnege benzer olarak yapilan diger c¢alismalarda,
interlokinler, sitokininler, bliylime faktorleri, interferonlar, enzimler ve yapisal proteinleri
kodlayan genler, biiyiik DNA fragmentlerini yapisina alabilen poksviriis vektorlerine
klonlanip ekspresyonlar1 yapilabilmektedir.

AMEYV o6nemli bazi tarim zararlis1 bocekleri enfekte edebilen ve hiicre kiiltiiriinde
kolaylikla biiyiiyebilen bir EPV’dir (Goodwin vd., 1990; Hall ve Moyer, 1991; Winter vd.,
1995). AMEV genomunda bulunan AMV197 kodlu agik okuma zinciri, serin/treonin
protein kinaz bolgesine sahip potansiyel bir protein kinaz genidir. Protein kinazlar,
ATP’deki bir fosfati hedef substrat proteinin serin, treonin veya tirozin aminoasidine
tasinmasini saglayan biiylik bir enzim grubudur. Bu enzimler, protein fosfatazlarla birlikte
hiicresel sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. Boylece, AMEV
protein kinaz geninin virlis replikasyonu iizerinde oOnemli etkisinin oldugu
diistiniilmektedir. Ancak, bu genin viriiste aktif olup olmadigi ve fonksiyonu hakkinda
literatlirde herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinda AMEV’nin molekiiler yapisinin aydmlatilmasi, viriis
replikasyonundaki roliiniin anlagilmasi ve biyoteknolojik kullanimina katkilar saglamasi
amaciyla, viriisiin potansiyel bir protein kinaz geni olan AMV 197 nin transkripsiyonel ve

fonksiyonel analizi gergeklestirilmistir.



1.2. Poksviriisler

1.2.1. Poksviriislerin Sistematigi

Uluslararast Viriis Smiflandirma Komitesi (International Committee on Taxonomy
of Viruses, ICTV) tarafindan yapilan smiflandirmaya gore Poxviridae familyasi
Chordopoxvirinae ve Entomopoxvirinae olmak {izere iki alt familyaya ayrilmaktadir
(URL-2, 2010). Omurgali konaklardan elde edilen izolatlar, Chordopoxvirinae alt
familyasma aitken, omurgasiz konaklardan elde edilen izolatlar, Entomopoxvirinae alt

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

Tablo 1. Poksviriislerin taksonomik 6zelligi

Familya: Poxviridae

Alt familya Chordopoxvirinae (Konaklar1 omurgali) 10 cins
Cins Avipoxvirus 10 tiir
Cins Capripoxvirus 3 tiir
Cins Cervidpoxvirus 1 tiir
Cins Leporipoxvirus 4 tiir
Cins Molluscipoxvirus 1 tiir
Cins Orthopoxvirus 9 tiir
Cins Parapoxvirus 4 tiir
Cins Suipoxvirus 1 tiir
Cins Yatapoxvirus 2 tiir
Cins Tanimlanmamis 1 tiir

Alt familya Entomopoxvirinae (Konaklar1 omurgasiz) 4 cins
Cins Alphaentomopoxvirus 7 tiir
Cins Betaentomopoxvirus 13 tir
Cins Gammaentomopoxvirus 6 tiir
Cins Tanimlanmamis 1 cins

1.2.2. Poxviridae Familyasinin Genel Ozellikleri

Poksviriisler, olduk¢a degisken sekilli, genellikle tubuler veya globuler {initeler
iceren lipoprotein ylizey membranina sahip, tugla bicimli (220-450 nm uzunluk, 140-260
nm genislik, 140-260 nm kalinlik) veya diizenli spiral flamentlere (10-20 nm capinda)
sahip ve ovoid (250-300 nm uzunluk, 160-190 nm ¢ap) yapidadir (Murphy vd., 1995;
Cann, 2005) (Sekil 1).

Viriyon pargaci@min protein igerigi, parg¢acigin agwligmin yaklasik %90’ mi

olusturmaktadir. Cinslere bagli olarak, virlis genomu tarafindan yaklasik 150-300 protein



kodlanir. Bunlardan yaklagik 100 tanesi viriyonda mevcuttur. Virlis pargacigi, DNA
replikasyonu, RNA transkripsiyonu, protein veya niikleik asitlerin modifikasyonu igin
gereken bircok enzime sahiptir (Carter ve Saunders, 2007). Zarfli viriyonlar, viriyon
par¢aciginin etrafin1 gevreleyen ¢ift tabakali lipid arasina yerlesmis, virlis tarafindan
kodlanan polipeptitlere sahiptirler (Murphy vd., 1995).

Viriyon parcacign agirhigmin yaklasik %4’tini lipidler olusturur. Zarfli virtsler,
hiicresel lipidlerin modifikasyonu sonucu olusabilen glikolipidlere veya viriis

replikasyonunun erken asamasinda de novo olarak sentezlenen lipidlere sahiptir (Murphy
vd., 1995).

Sekil 1. Poksviriislere ait genel goriinim. Orthopoksviriis’lere ait
tugla seklindeki sematik ve elektron mikroskobu goriiniimii
solda ve Parapoksviriis’lere ait ovoid sekildeki sematik ve

elektron mikroskobu goériiniimii sagda yer almistir (Murphy
vd., 1995).

Viriyonlarin karbohidrat icerigi ise, virlis agirhgmin yaklasik %3’tnil teskil
etmektedir. Ortopoksviriislerin zarfindaki hemaglutinin gibi belirli viral proteinler, N-
bagli ve C-bagh glikanlar1 igerirler (Murphy vd., 1995).

Poksvirlislerin genomlari, tek pargali, ¢ift zincir DNA’dan ibarettir. Viriyonun
genomu, agirhgmin yaklasik %3’lini olusturur. Lineer dsDNA molekiilii, uclardan
kovalent olarak kapalidir. Iki izomerik DNA’dan olusan zincirin sonundaki sag tokasi
yapisi, ters donmiis komplementer diziler igerir. Boyutlar1 degisken olan bu ters tekrar

siralar, genomun uglarina yakin bir yerde olabilecegi gibi hi¢ de olmayabilir (Moss, 2001).



Konak hiicrelere giris, viriyonun hiicreye tutunmasidan sonra, plazma membrani ve

viral yilizey membrani arasindaki kaynagma sayesinde gergeklesir. Virlis zarfi mevcut
oldugunda, membranlar arasindaki kaynasma, viral 6ziin hiicre sitoplazmasma salinmasi
ve daha ileri derecede virlis zarfinin soyunmasindan sonra meydana gelir. Plazma ve

vakuolar membranlar arasindaki kaynasma durumunda goriilen endositoz da miimkiindiir

(Moss, 1991; Murphy vd., 1995).
Poliadenillenmis mRNA transkriptleri, genomun %]15’ine tekabiil eder. Bunlar,

viriis 6ziindeki ¢oklu alt iinitelere sahip RNA polimeraz enzimleri sayesinde, her iki DNA
zincirinden de sentezlenir. Transkriptler, konak ribozomlar: tarafindan translasyona

ugratilmak iizere virlis Oziinden cikarilir. Erken virlis molekiillerinin sentezi sirasinda,

konak makromolekiillerinin sentezi durdurulur. Viriisiin ¢ogalmasi, konak hiicre
sitoplazmasinda meydana gelir ve sonucunda viroplazma veya virlis faktorleri olarak
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Sekil 2. Vaksinya virlisiin enfeksiyon dongiisii

Genomda, ¢esitli promotorlar tarafindan yonetilen Ac¢ik Okuma Zincir (ORF)’leri
mevcuttur. Bu promotorlar, zamana bagli olarak lic sinif genin transkripsiyonunu

diizenler. Erken genler, genomun soyunmasi dncesinde veya sirasinda ifade edilir. Bunlar,



yapisal olmayan bircok RNA ve proteini kodlar. Ara genler, DNA replikasyonu sirasinda
ifade edilir ve ge¢ genlerin transkripsiyonunu ayarlar. Geg¢ genler, replikasyondan sonra
ifade edilir ve bir¢ok viriyon proteinini kodlar (Moss, 1991; Broyles, 2003) (Sekil 2)
mRNA’larin, 5° uclar1 sapkali, 3’ uglar1 ise poliadenillenmistir. Intronlar mevcut
degildir. Erken protein sentezi, genellikle ge¢ gen ifadesi swrasinda azalir. Fakat bazi
genler, ilk 6nce erken promotordan ifade edilmeye baslar, daha sonra ge¢ promotordan
ifade edilmeye devam eder. Belirli proteinler, translasyondan sonra proteolitik kesim,
fosforilasyon, glikolizasyon, ribosilasyon, siilfasyon, agilasyon, muyristalizasyon, metal
iyonlarinin baglanmasi ve disiilfiit baglarmin olusmasi gibi modifikasyonlara maruz kalir

(Murphy vd., 1995).

1.3. Entomopoksviriisler

Entomopoksviriisler ilk olarak Vago (1963) tarafindan “yeni bir tip bocek virtisii”
olarak aciklanmistir. Bu viriisler, cografik olarak genis bir alana yayilmis, onlarca bécek
tiirtinden izole edilmistir. Uluslararast Viriis Taksonomi Komitesi (ICTV), poksviriisleri
Tablo 1’de gosterildigi gibi Chordopoxvirinae (Omurgalilar1 enfekte eden poksviriisler) ve
Entomopoxvirinae (Bocekleri enfekte eden poksviriisler) olmak {izere iki alt familyaya
ayrrmistir (Moss, 2001). Entomopoxvirinae viriis morfolojisi, konak tiirli ve genom hacmi
bakimmdan 4 cinse ayrilir. Her bir cins, bir tip tirle temsil edilmekte ve
Alphaentomopoxvirusler ~ Coleoptera  grubu  (Melolontha  melolontha  EPV),
Betaentomopoxvirusler Lepidoptera grubu (Admsacta moorei EPV) ve Orthoptera grubu
(Melanoplus sanguinipes EPV), Gammaentomopoxvirusler Diptera grubu (Chironomus
luridis EPV) (Arif ve Kurstak, 1991; Goodwin vd., 1991; Moyer, 1999) bocekleri enfekte
eden viriisleri kapsarken, bazi viriisleri kapsayan tanimlanmamis bir baska
Entomopoxvirinae cinsi de bulunmaktadir.

EPV’lerin en Onemli karakteristik yapisi, enfekte olmus hiicrelerin
sitoplazmalarinda biiyiik oval sekilli sferoidlerin olusumudur. Sferoidler, molekiiler
agirhig yaklasik 110-115 kDa olarak bilinen sferoidin proteininden olusur (Bilimoria ve
Arif, 1979). Stferoidin sentezi, EPV replikasyon dongiisiiniin ge¢ asamasinda ortaya ¢ikar
ve bu protein, virlis par¢aciklarinin i¢ine gomiildiigi, virtisleri UV 1518ma ve sicaga karsi

koruyan matriksi olusturur (Palmer vd., 1995).



Spindillar, alfaentomopoksviriisler ve bazi Lepidoptera grubu iiyesi EPV’ler ile
enfekte olmus hiicrelerinin sitoplazmasinda, ikinci bir protein yapi olarak bulunur. Bu
yapilar, su ana kadar hi¢bir Orthoptera veya Diptera konakta gdzlenmemistir. Spindillar,
1-15 pm boyunda, enfekte olmus hiicrelerin sitoplazmalarinda veya bir sferoid icinde
viriis partikiilleriyle beraber goriilebilirler. Fusolin proteini tarafindan olusturulan bu
yapilar, sferoidlerden ¢ok farkhidir ve ilk olarak Bergoin ve arkadaslari (1970) tarafindan
calisilmistir. Spindillarin bilateral simetriye sahip olmasi, onlar1 kolayca sferoidlerden
ayirt etmeyi saglar. Spindillarin, sferoidlerden diger bir 6nemli farki ise spindillarin
gomiilii virlislere sahip olmamasidir.

Bocek gruplarini enfekte eden virlisler arasinda yapisal farkhiliklar mevcuttur.
Ancak, EPV’ler, orthopoksviriislere benzer yapisal 6zelliklere sahiptirler ve omurgali
poksviriis gen homolojileri gosterdikleri bulunmustur (Bawden vd., 2000). Bu homolojiler
sayesinde, iki grup arasinda, gen regiilasyonunda benzerliklerin olmasi da miimkiindiir.
Bu viriislerin ¢ogunlugunu molekiiler seviyede anlamak i¢in, Amsacta moorei EPV
(AMEV) {zerinde yapilan ¢aligmalar onemli yer tutmaktadwr. Ciinkii, AMEV, hiicre
kiiltiirtinde replike olabilen sadece birka¢c EPV’den biridir (Langridge, 1983; Goodwin
vd., 1990). Daha sonra, D. J. Dall tarafindan yapilan c¢alismalarin yaymlanmamis
sonuglarina gore, Heliothis armigera entompoksvirlisliniin de serumsuz lepidoptera hiicre

kiiltlirlerinde ¢ogalabilecegi bildirilmistir.

1.4. Amsacta moorei Entomopoksviriis (AMEYV)

Amsacta moorei entomopoksviriis (AMEV), betaentomopoksviriislerdendir ve dogal
olarak Amsacta moorei’den izole edilmistir. Ayrica, Estigmena acrea (Hall ve Hink,
1990) ve Lymantria dispar (Arif ve Moyer, Basilmamis sonuglar) gibi tarimsal bakimdan
zararli bocekleri enfekte ettigi rapor edilmistir. Bocek konaklarinda enfeksiyon,
ekstraselliiler viriisiin bocek tarafindan yenilmesiyle ve bocegin alkali orta barsaginda
inkliizyon yapmin sindirilmesiyle baglar. AMEV’nin larvalarda olusturdugu enfeksiyon,
larvanin gelisim asamasina 6zeldir. Fakat, larvaya ait yag doku, hemositler, sinir hiicreleri,
orta bagirsak hiicreleri, hipodermis, trakeoblastlar ve kas hiicreleri gibi bir ¢ok hiicre ve
doku enfeksiyona maruz kalir (Bawden vd., 2000). Enfekte olmus larvalarda, inkliizyon
yapilarmin varhgy, tipik bir durumdur. Inkliizyon yapilar, sferoidin matrikse gomiilii halde

viral pargaciklar1 bulundurur (Arif ve Kurstak, 1991). Tomurcuklanan viriislerin gevreye



sacilmasi, bocegin kusmasi, digkilamasi ve 6lii larvanimn etrafa dagilmasiyla meydana gelir
(Goodwin vd., 1991). Bu yiizden, hem doku kiiltiirtinde molekiiler 6zelliklerini hem de
boceklerde poksviriislerin patojenitesini arastirmak i¢in, AMEV’nin kullanimi kolay bir
yaklagimdir.

AMEV’nin 232,392 bp’lik genomunun dizisi tamamen belirlenmistir (Bawden vd.,
2000). Bu sonug, yaklasik olarak diger bocek poksviriisleri i¢in tahmin edilen veya
yayinlanan genom miktarina esittir. AMEV’de kodlama kapasitesinin etkili kullanima,
“uclarda ters donmiis tekrar siralar” (ITR) dahil olmak iizere, %95°dir. Bilgisayar destekli
ORF analizlerine gére, AMEV genomunda toplam 279 benzersiz ORF belirlenmistir.
Genomda, merkezi kodlama bdlgesinin her iki yaninda, yaklasik 9.4 kb’lik ters yonlii ug
tekrar (ITR)’lar mevcuttur. Her bir ITR, 13 ORF’nin birbirinin ayni1 iki kopyasina sahiptir.
Bu durumda, AMEV genomundaki ORF’lerin sayis1 292’ye ¢ikar (Bawden vd., 2000).
Daha sonra, Guo ve Yu (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, AMEV ORF’lerinden 38
tanesinin protein kodlamadigi, biyoinformatik analize gore belirlenmistir ve protein
kodlayan ORF sayis1 254 olarak son halini almistir.

Daha once yapilan ¢alismalarda, AMEV genomunun A+T icerigi %81.5 olarak
tahmin edilmistir (Langridge, 1983). Belirlenen dizinin A+T igeriginin yeniden
hesaplanmas1 sonucunda, bu oran %82.2’ye yiikselmis ve boylece, AMEV poksviriisler
icinde en yiiksek A+T oranina sahip viriis olarak belirlenmistir (Bawden vd., 2000).

AMEYV, diger poksviriislerde bulunanlara benzer sekilde, gen ifadesini saglayan
promotor elemanlarma sahiptir. AMEV genlerinden 133 tanesinin, erken veya potansiyel
olarak erken gen olabilecegi diisliniilmektedir. Diger genlerden, 158 tanesi ise, ge¢ veya
potansiyel gec gen motifine sahiptir. Genomu olusturan 179 genden sadece 15’1 i¢in,
promotor veya diizenleyici elemanlar tanimlanamamistir. Translasyonal baslangi¢
kodonunun 100 bp yukarisinda TGAAAXXXXA veya TGAATXXXXA siralarmi igeren
genler, erken (E) veya potansiyel erken genler (E?) olarak tanimlanir (Bawden vd., 2000).
Ayrica, genin 3’ ucuna yakin bir yerde vaksinya viriis (VV) erken terminasyon dizisine
(TTTTTNT) sahip olan genler, erken grubu gen olmaya adaydir (Yuen ve Moss, 1987;
Gruidl vd., 1992; Sriskantha vd., 1997). Translasyonal baslangi¢ dizisinde TAAATG
sirasini tastyan AMEV ORF’leri, ge¢ genler (L) olarak diistiniiliir (Weir ve Moss, 1984;
Rosel ve Moss, 1985; Bertholet vd., 1986; Davison ve Moss, 1989a). Bu ge¢ promotor
strasi, spheroidin gibi diger EPV gec genlerinde gozlenmistir (Hall vd., 1996). Baslangic
kodonundan 100 bp kadar yukarida TAAAT veya TAAAAT sirasina sahip olan genler ise,



potansiyel ge¢ genler olarak diisiiniilmektedir. Bu diziler, diger omurgali poksviriis geg

genlerinde de bulunmustur (Roseman ve Hruby, 1987).

1.5. Protein Kinazlar

Protein kinazlar, ATP’deki bir fosfat1 hedef substrat proteinin serin, treonin veya
tirozin aminoasidine taginmasini saglayan biiyiik bir enzim grubudur. Bu enzimler, protein
fosfatazlarla birlikte hiicresel sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde anahtar bir role
sahiptir. Saflastirilan ilk protein kinaz, fosforilaz kinazdir (Krebs vd., 1959) ve bunu diger
protein kinazlarin saflastirilmasi izlemistir. Bilinen protein kinazlarin sayisindaki bu artis,
gen klonlamasi ve dizi analiz tekniklerinin avantaji sayesinde meydana gelmistir. Bu
sayede, proteine ait niikleotid dizilerinden aminoasit dizileri elde edilir. Eger, bu siralarda
protein kinaz katalitik bolgeleri i¢in yiliksek bir sekilde korunmus belirli anahtar diziler
mevcutsa, bu proteinin protein kinazlar1 temsil ettigi diisliniiliir. Substrat segiciligi ve
diizenlenmesi benzer modellere sahip olan protein kinazlarin katalitik bolgeleri, bir gen
kiimesi olusturur. Bu kiimelenme, yeni protein kinazlarin gorevi ve 0Ozelliklerinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir.

Katalitik bdlgenin proteindeki yeri sabit degildir. Buna ragmen, tek alt iiniteden
olusan enzimlerin ¢ogunda, katalitik bolge proteinin karboksil ucunda bulunur ve amino
ucu da proteinin diizenleyici roliinden sorumludur. Coklu alt iinitelere sahip protein
kinazlarda, genel olarak polipepditler, neredeyse katalitik bdlgenin tamamini igerirler.
Substrat seciciligine gore tanimlanan biitiin protein kinazlar, serin/treonin se¢ici protein
kinazlar veya tirozin secici protein kinazlar olmak iizere iki bilyiik gruba ayrilir. 1ki grup
protein kinaz da ¢ok benzer katalitik bolge primer yapisina sahip olmasina ragmen, bu
bolgedeki belirli kisa aminoasit dizileri, her iki sinifi da temsil edebilir (Hanks, 1987). Bu
bolgeler, varsayilan protein kinazin, tirozini mi yoksa serin/treonini mi fosforilleyecegini

gosterir.

1.6. Viral Protein Kinazlar

Herpesviriisler ve poksviriisler gibi biiyilkk DNA viriisleri, hiicresel serin/treonin

protein kinazlarla iliskili proteinleri kodlarlar. Hepatit-B ve vezikiiler stomatitis viriisleri,
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ise yapisal olarak farkli protein kinazlar1 kodlayabilirler. Diger viriisler, interferon
tarafindan uyarilan Okaryotik baslangic faktorii-2, biiylime faktorii tarafindan uyarilan
protein kinazlar ve mitozu diizenleyen protein kinazlar gibi bazi1 hiicresel protein kinazlari
aktif hale getirebilirler.

Ortopoksviriisler biiyiik bir genoma sahiptir ve genom siralar1 belirlenmistir. Genom
dizisine gore, vaksinya viriise ait BIR proteininin, dkaryotik protein kinazlarla kuvvetli
homoloji gdsterdigi ortaya ¢ikarilmistir (Howard ve Smith, 1989; Traktman vd., 1989).

B1R, hiicresel protein kinazlarla kuvvetli bir iliskisi oldugu varsayilan vaksinya
virlis gen iirtiniidiir (Goebel vd., 1990). B1R proteini, Escherichia coli’de ifade edilmis ve
kazein gibi bazi sentetik substratlar1 fosforilledigi gosterilmistir (Banham ve Smith, 1992;
Lin vd., 1992; Rempel ve Traktman, 1992). Rekombinant B1R i¢in simdiye kadar in
vitro’da tespit edilen en 1yi substratlar, 40S ribozomal alt {inite proteinlerinden S2 ve Sa
proteinleridir (Banham vd., 1993). Bu ribozomal proteinler, BIR kinazin potansiyel
fizyolojik substratlaridir ve BIR kinazin, vaksinya virlisiin hiicreleri enfeksiyonu
siiresince fosforillenmeye basladig1 vurgulanmistir (Kaerlein ve Horak, 1976; Kaerlein ve
Horak, 1978; Buendia vd, 1987). Fosforilasyon, enfeksiyonun erken sathasinda ortaya
cikar ve proteinin sentezinin virlis tarafindan durdurulmasiyla zamana bagl iliski
icindedir. Buna ragmen, ribozomal alt iinitelerin fosforilasyonundaki rolii tam olarak
aydmlatilamamistir. Diger yandan, S2-Sa protein kinaz aktivitesi, vaksinya viriis ile
enfekte olmus HeLa hiicrelerinden saflastirilmis ve BIR proteinine karsilik geldigi

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

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

Biyoinformatik analizler, AMEV genomunda bulunan, 900 niikleotit ve 299
aminoasit blyiikliglinde olan AMV197 kodlu a¢ik okuma =zincirinin (ORF), bir
serin/treonin protein kinaz kodlayabilecegini gostermektedir. Bu bilgi, AMV197’ye ait
niikleotit ve aminoasit siralarinin incelenmesi sirasinda, protein kinazlara ait korunmus

siralarin ve domainlerin tespit edilmesiyle belirlenmistir (Bawden vd., 2000).
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1.8. Cahismanin Amaci

Tezin amaci, yukarida da belirtildigi gibi, bir protein kinaz olabilecegi belirtilen,
viriis replikasyonunda ve enfektivitesinde 6nemli rolii olabilecegi diisliniilen ve su ana
kadar tizerinde herhangi bir arastirma yapilmamis olan Amsacta moorei entomopoksviriis’e
ait AMV197 acik okuma zincirinin transkripsiyonel ve fonksiyonel analizlerini
gerceklestirmektir. Bu amag c¢ercevesinde tezin kapsami soyledir:

1. Tez konusu olan AMV197’nin giincel ve ileri biyoinformatik yOntemler
kullanilarak protein kinaz olma 6zelliginin yeniden arastirilmasi,

2. AMVI197’nin transkripsiyonel olarak aktif olup olmadigmin, aktif ise
transkripsiyon periyodunun ve transkripsiyon smifinin belirlenmesi,

3. Transkripsiyonel olarak aktif oldugu belirlenen genin anatomik yapisinin
(translasyona ugramayan 5’ ve 3’ bolgelerinin) aydinlatilmasi,

4. Genin virlis replikasyonunda herhangi bir etkisinin olup olmadiginin,

rekombinant viriis olusturarak arastirilmasidir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Hiicrelerin ve Viriislerin Temini

Lymantria dispar boceginden gelistirilmis Ld652 hiicre kiiltiirii ve yaban tip AMEV,
Dr. Basil Arif’ten (Centre of Forestry, Molecular Virology Laboratory, Sault Ste. Marie,
Canada) temin edildi. Diger yandan, sferoidin proteini yerine, 28 kDa’luk GFP proteini
iireten, rekombinant olmasina ragmen yaban tip viriisiin replikasyon 6zelliklerini gosteren
vAmAshp/gfp (Palmer vd., 1995), Dr. Richard Moyer’den (Florida University, School of
Medicine, Department of Molecular Genetics and Microbiology, Gainesville, FL, USA)
saglandi. Hiicreler 28 °C’ye ayarlanmis etiivde, %10 Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma,
Kat No: F-0643) katkil1 besiyeride (%45 Grace’s Insect Medium, GIBCO, Kat No: 11605-
045; %45 Excell (TM) 420, Biosciences, Kat No: 14420C), 6zel hiicre kiiltiirii kaplari
(Corning) igerisinde biiylitiildii. Hiicrelerin pasajlanmast islemi haftada iki kez

gerceklestirildi.

2.2. Viriislerin Cogaltilmasi, Saflastirilmas1 ve Konsantrasyonlarinin Tayini

Viriis ¢ogaltma islemi i¢in, konak olarak L.d652 hiicre kiiltiirii kullanildi. Daha 6nce,
AMEV’nin bu bocek hiicre kiiltiiriinde ¢ogaldigi gosterilmistir (Goodwin vd., 1990).
Hiicreler AMEV ve vAmAshp/gfp ile biiyiik dleekli hiicre kiltiirii kaplarinda (75 cm®’lik
flasklar) ayr1 ayr1 enfekte edildi. Enfekte edilmis hiicreler, 28 °C’de enfeksiyon belirtileri
gozleninceye kadar bekletildi. Elde edilen her bir viriise ait siispansiyondaki viriisiin
konsantrasyonu, 60 gozlii hiicre kiiltiirii kaplar1 (Terasaki kaplari; Corning) kullanilarak
EPDA (End Point Dilution Assay) metoduna gore belirlendi (Darling vd., 1998).

Deneye baglarken, 10 adet mikrosantrifiij tiipii, 1’den 10’a kadar numaralandirildi.
Virtiis, 9. tiipe kadar biiylime besiyerisi igerisinde 1/10 oraninda seyreltildi. 10. tiip, kontrol
olarak kullamldi ve buna sadece besiyeri birakildi. Bu arada 1,5-2x10° hiicre/ml olarak
siispansiyon haline getirilen Ld652 hiicrelerinden, 10 tiipiin her birine 90 ul eklendi ve
karigtirildi. Yeni pipet ucu kullanarak, Terasaki kabinin her satirina (A’dan F’ye dogru) ayni
konsantrasyonda olacak sekilde, 10 pl hiicre-viriis karisimindan eklendi. Viriissiiz kuyudan

(10. tiip) baslayarak, en yogun viriis siispansiyonun oldugu kuyuya (1. tiip) dogru bir sira
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takip edildi. Terasaki kabmin kapag: kapatilarak, islatilmis pecetelerle birlikte bir kutuya
yerlestirildi ve 28 °C’lik etlivde inkiibasyona birakildi. Enfeksiyon belirtileri netlesinceye
kadar inkiibe edildi.

EPDA deneyinin sonuglari, her bir gdzdeki enfekte olmus tek bir hiicrenin dahi olup
olmamasina gore her kuyuya + (art1) veya — (eksi) deger verilerek kayit edildi. Viriis
konsantrasyonu, asagidaki EPDA formiilii ve elde edilen degerler kullanilarak hesaplandi.

Titer (pfu/ml)=10“"x 100/ml

n = enfeksiyon degerinin %50 veya %50’den biiyiik oldugu en yiiksek seyreltme,

a=logn,

b = n. seyreltigin % degeri,

¢ = n. degerin altindaki % degeri,

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

2.3. AMV197’nin Biyoinformatik Analizi

AMV197 kodlu genin aminoasit siras1 veri tabanindan temin edildi ve Expasy-Prosite
programi kullanilarak, protein kinazlara ait bilinen motifler tarandi. Mevcut AMV197
aminoasit sirasi i¢inde, protein kinazlara ait katalitik bolge, ATP’nin baglanma bdlgesi ve
ATP’nin baglandig1 yerde hayati degeri olan lizin (K) aminoasidi arandi. Ayrica, Clustal W
programi kullanilarak, AMV197°nin diger organizmalara ait protein kinazlarla
karsilagtirilmasi yapildi. Veri tabanindan temin edilen, vaksinya viriise ait BIR protein
kinaz (VACV-B1-RPK, YP233065), Melanoplus sanguinipes entomopoksviriis protein
kinaz (MSEV-PK, AF063866), fareye ait bir protein kinaz (PIM-1, AAA39930), yine fareye
ait serin/treonin protein kinaz doniistiiriicii protein (MOS, P00538) ve Saccharomyces
cerevisiae’ya ait hiicre boliinmesi kontrol proteini 28 (CDC28, P00546) proteinlerinin

aminoasit siralar, AMV 197 nin aminoasit sirastyla karsilastirildi.
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2.4. AMV197°nin Transkriptomik Analizi

2.4.1. Transkripsiyon Kinetiginin Belirlenmesi

2.4.1.1. Enfekte Olmus Hiicrelerden mRNA Izolasyonu ve Konsantrasyonunun
Tayini

AMV197°nin AMEV ile enfekte olan Ld hiicre kiiltiiriinde transkripsiyon zamanini
belirlemek i¢in, enfekte olan hiicrelerden farkli zamanlarda izole edilen mRNA’larin RT-
PCR yontemiyle analizleri yapildi. 0., 1., 2., 4., 7., 12. ve 24. saatler ve kontrol i¢in olmak
tizere, sekiz adet T-75 flaske, 1x107 Ld652 hiicresi iceren 15’er ml besiyeri brrakildi.
Yaklasik 2-3 saat kadar hiicrelerin tutunmasi i¢in beklendikten sonra hiicrelerin lizerinden
besiyeri uzaklastirilip, MOI = 2 olacak sekilde 2 ml viriis siispansiyonu eklendi. Viriislerin
hiicreye tutunmasi igin, iki saat 2,5 rpm’de sallandi. iki saatin sonunda, hiicrelerin
iizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler FBS katkisiz besiyeriyle yikanarak
tutunmayan viriisler uzaklastirildi. Hiicrelerin iizerine 15 ml taze besiyeri eklendi. Bu
zamanin 0. saat oldugu kabul edildi. 0. saat i¢in ayrilan flaskdeki hiicreler, besiyeri ile
birlikte topland1 ve bu hiicrelerden mRNA izolasyon kiti (PolyATtract System 1000, Z5420;
Promega) kullanilarak, kitteki yonteme gére mRNA izolasyonu yapildi. Diger flasklerdeki
hiicreler de, saatlerine uygun sekilde toplandi ve bunlardan da mRNA izolasyonu yapildi.
Elde edilen mRNA’larin konsantrasyonu ve safligi SpektraMax M2 (Molecular Devices
Corporation) okuyucuda belirlendi.

2.4.1.2. izole Edilen mRNA’larin DNazI ile Muamele Edilmesi

Izolasyon sirasinda meydana gelebilecek DNA kontaminasyonundan mRNA’lar1
temizlemek i¢in, mRNA’lar DNazl ile muamele edildi. Bu amagcla, her bir 6rnek i¢in 8 pg
mRNA, 5 pl tampon (10x) ve 2 pl DNazl (Sigma, AMP-DI1, lu/ul) karigimi bir tiipe
birakildi. Son hacim, ddH,O ile 50 pl’ye tamamlanarak, karisim 15 dakika oda 1sisinda
bekletildi. Bekleme siiresi sonunda, 2’ser pl “stop soliisyonu” ilavesiyle, mRNA hidrolizini
katalizleyebilecek divalent iyonlarin inaktivasyonu saglandi. DNazl ve mRNA’nin
denatiirasyonu i¢in 70 °C’de bekletilen mRNA’lar, yeniden spektrofotometrik olarak
olciildii.
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2.4.1.3. Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Izole edilen mRNA’lar kullanilarak c¢DNA olusturulmasi islemine gecildi.
Konsantrasyonu belirlenen mRNA’lardan, cDNA reaksiyonu i¢in her reaksiyon basina
yaklasik 2°ser pg kullanildi. Her bir zaman dilimi i¢in izole edilen mRNA, primer (oligo
dT-ankor primeri; 5’-GAC CAC GCG TAT CGA TGT CGA C(T)16V-3’) ve ddH,O farkli
mikrosantrifiij tiiplerinde karistirildi. Tiip ve icerigi, 70 °C’de 5 dakika bekletildikten sonra
buz icersine birakilarak sogutuldu ve icerisine 2,5 pl tampon (10x, M-MuLV Revers
Transkriptaz enzimine ait) ve 2 ul ANTP (10 mM) karisimi eklendi. Son karigim 37 °C’de 2
dakika bekletildi. Bu karisimdan 2 pl alindi ve DNA kontaminasyonunu arastirmak ig¢in
yapilan PCR’de kalip olarak kullanildi. Geri kalan 23 pl’lik siviya 0,92 pl M-MuLV Revers
Transkriptaz (Biolabs) enzimi ilave edildi. Once 37 °C’de 60 dakika bekletilerek enzimin
aktivitesi, daha sonra 70 °C’de 15 dakika bekletilerek enzimin inaktivasyonu saglandi. Her
bir zaman i¢in ayr1 ayr1 yapilan cDNA’lar, PCR {iriinii temizleme kiti (Nucleospin, Kat No:
11457) kullanilarak temizlendi. Buna goére 20 pl hacimdeki cDNA’nin {izerine 100 pl
baglanma tamponu ilave edildi. Iyice karistirildiktan sonra kitte bulunan ve iclerinde filtre
ihtiva eden kolonlardan siiziildii. Siizme isleminin ardindan kolonlar iki kez yikama
tamponu ile 13.000xg’de santrifiij edilerek yikandi. Kolonlar temiz mikrosantrifiij tiiplerine
gecirildi. ¢cDNA’nin kolonlardan ayrilarak mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmasi icin
kolonlarin tizerlerine 20 pl, 10 mM Tris-HCI ilave edildi ve 13.000xg’de 1 dakika santrifiij
yapildi. Bu sekilde elde edilen cDNA, tampon ve enzim gibi kimyasallardan temizlenmis
oldu. Daha sonra, cDNA’lardan asagidaki sekilde PCR yapilarak, RT-PCR islemi
tamamlanmis oldu. PCR islemi, mRNA’da DNA kontaminasyonu olmadigmi gormek i¢in,
mRNA kalibi1 kullanilarak da wuygulandi. Bu uygulamadan herhangi bir bant

beklenmemektedir.
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PCR Karisimi PCR Kosullari

1l Kalip (mRNA/cDNA) 95 °C’de 3’

1 pl PKSP4 (ileri Primer)

1 ul PKR (Geri Primer) 95°C’de 1’

1l dNTP 55°C’de 30" » 35 dongii
3ul MgCl, 72 °C’de I’

Sul Tampon 10x

0.5 ul  Taq DNA polimeraz 72 °C’de 7’

37.5 ul ddH,O 4 °C’de

PKR  (5-GGC AAA CTT CCA CTATACC-3’)

PKSP4 (5’-CCG TTG TTT GTA GAA ATG C-37)

2.4.2. Transkripsiyon Simifimin Belirlenmesi

AMV197 kodlu ORF’nin transkript edildigi gen ekspresyon smifini tayin edebilmek
icin, AMEV ile enfekte olmus Ld652 hiicreleri, DNA sentezi inhibitorii olan B-D-
Arabinofuranozilsitozin (Ara-C; Sigma, Kat No: C-1768) ile muamele edildi.

AMV197’nin gen ifade smifin1 belirlemek icin RT-PCR yontemi kullanildi. Dort
adet T-75 flaske, 15 ml besiyeri ve Ld652 hiicre (1x10”) karisimi birakildi. Yaklagik 4-5
saat hiicrelerin tutunmasi i¢in beklendikten sonra hiicrelerin iizerinden besiyeri
uzaklastirildi. Flasklarin iki tanesine (I ve II no’lu) normal besiyeri, diger iki tanesine (I11

ve IV no’lu) de Ara-C (100 pg/ml) inhibitorii eklenmis besiyerinden 5 ml eklendi (Sekil 3).

I) Ld652 IT) Ld652 1) Ld652 IV) Ld652
AMEV Ara-C AMEV+Ara-C

Sekil 3. AMEV’nin enfeksiyonunda inhibitor kullanimi
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Hiicreler, bir saat 28 °C’lik etiivde bekletildikten sonra, hiicrelerin tizerindeki sivi
alindi. Viriis enfeksiyonu yapilacak olan flasklar (Il ve IV no’lu) i¢in MOI = 2 olacak
sekilde, 2’ser ml enfeksiyon sivis1 hazirlandi ve ilave edildi. Inhibitdr igeren flasklar (111 ve
IV no’lu) i¢in inhibitdr ilavesi yeniden saglandi. Flasklar viriislerin hiicreye tutunmasi i¢in,
iki saat 2,5 rpm’de salland. Iki saatin sonunda, hiicrelerin iizerindeki besiyeri tamamen
uzaklastirildi ve hiicreler inhibitor icerip igermedigine uygun olarak, 2’ser ml besiyeri
kullanilarak yikandi. Daha sonra hiicrelerin {izerine yine inhibitdr igerigine uygun olarak
15’er ml taze besiyeri eklendikten sonra kapagi kapatilip, 28 °C’lik etiivde, bu gene ait
transkripsiyonun en yiiksek zaman dilimi olan, 16 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin
sonunda yukarida belirtildigi gibi mRNA izolasyonu yapildi.

Izole edilen mRNA’lar, DNA kontaminasyonuna karsi, yukaridaki gibi DNazl ile
muamele edildikten sonra spektrofotometrik olarak 6lgiildii. Bu mRNA’lar, AMV197’ye
ozel primerler kullanilarak, daha 6nce agiklandig1 sekilde RT-PCR islemine tabi tutuldu.

2.5. Protein Kinaz Geninin Transkriptomik Yapisinin Aydinlatilmasi

Genin transkriptomik yapisinin aydinlatilmasi amaciyla 5°/3° RACE deneyi yapilarak
transkripsiyonun baslama noktasi (5’ ucu) ve durma noktasi (3’ ucu) belirlenmeye ¢alisildi.

AMV 197 geninin transkripsiyon baslangic ve bitis noktalarin tespit edebilmek i¢in
5°/3 RACE (cDNA ugclarinin rasgele ¢ogaltilmasi) teknigi kullanild1 (Frohman vd., 1988).
Bu islem icin, daha 6nceden genlerin 5’ ucuna ait tiger adet geri primeri (PKSP1, PKSP2,
PKSP3) ve 3’ ucuna ait 2 adet ileri primeri (PKSP4, PKSP5) sentezlettirildi (Tablo 2). Bu
primerler kullanilarak deney sartlari, 5°/3” RACE kitindeki (ROCHE, Kat No: 1 734 792)

kullanma yontemine gore olusturuldu.

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

Primer Adi  Primer Sirasi Genomdaki Yeri
PKSPI-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 CACTTGTTT AAC TAATTC ACC-3’ 169964-169988
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2.5.1. Toplam RNA izolasyonu

Besiyeri icerisinde siispanse edilmis 2,5x106 Ld hiicresi 1,5 ml hacim igerisinde, 60
mm®’lik hiicre kiiltiirii kabina (Petri) birakildi. Yaklasik 10-12 saat hiicrelerin tutunmasi igin
beklendikten sonra, hiicrelerin iizerinden besiyeri uzaklastirilip MOI=2 konsantrasyonunda
AMEV siispansiyonu (900 pl/petri) eklendi. Viriislerin hiicreye tutunmasi i¢in, iki saat 2,5
rpm’de sallandu. iki saatin sonunda, hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler
katkisiz besiyeri ile iki kez yikanarak tutunmayan virlisler uzaklastirildi. Hiicrelerin iizerine
1,5 ml taze besiyeri eklendi. Enfeksiyondan 16 saat sonra, AMEV ile enfekte olmus
hiicrelerden, QIAGEN RNeasy ticari kit (Kat: 74106) kullanilarak, kitteki yonteme gore
toplam RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA’nin konsantrasyonu spektrofotometrede
Olciildii. RNA 0rnegi, RNA’nin izolasyonu sirasinda aciga cikabilecek RNaz enzimiyle
parcalanip parcalanmadigini belirlemek icin, %1,2’°lik agaroz jelde yiirtitiildii ve goriintiisti

Kodak MI Jel goriintiileme cihaziyla kaydedildi.

2.5.2. Protein Kinaz Geninin Translasyona Ugramayan 5° Ucunun Rasgele
Cogaltilmasi (5’ RACE)

Genin 5’RACE analizinin ilk asamasinda, toplam RNA’dan PKSPI primeri
kullanilarak tek zincir cDNA sentezi gerceklestirildi. Daha sonraki asamalar1 da iceren 5°
RACE yonteminin sematik gosterimi asagidadir (Sekil 4).

Sentez islemi i¢in, 5°/3” RACE kitindeki kimyasallar kullanildi. Bir tiipe;

c¢DNA sentez tamponu (tiip 1) 4 ul (5x)
Deoksiniikleotid karisimi (tiip 3) 2ul

PKSP1 primeri "1 ul (12 uM)
Toplam RNA 2 ug (3 u)
AMV revers transkriptaz (tiip 2) 1l

H,O o ul

karisimi brrakildi. Karisimin 55 °C’de 60 dakika ve 65 °C’de de 10 dakika bekletilmesi ile
cDNA sentezi gerceklestirildi. Sentezlenen cDNA, PCR iiriinii temizleme kiti (Nucleospin,
Kat No: 11457) kullanilarak yukaridaki talimata gore temizlendi.

Temizlenen cDNA’nin 3’ ucuna, terminal transferaz enzimi kullanilarak “poli A”

kuyrugu takildi. Bunun i¢in bir tiipe;



Temizlenen cDNA 6rnegi 19 ul
Reaksiyon tamponu (tiip 5) “2,5 ul (10x)
2 mM dATP (tiip 4) 2,5 ul

karisimi birakildi ve karisim 94 °C’de 3 dakika bekletildikten sonra hemen buz iizerine
alind1. Uzerine 1 pl terminal transferaz (tiip 6, 10 {inite/ul) ilave edilip karistirild1 ve 37
°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Enzimin inaktivasyonu i¢in, karisim 70 °C’de 10
dakika bekletildi.

mRNA 5 Tek zincir cDNA’nin SP1
D — Primeri ile sentezi
l SP1
- R — RN A"nin degredasyonu
C

Saflagtirilmis cDNA’ya poli A

37-(A)nAAAA kuyrugunun takilmasi

— 5 (DnTTTT

Poli A kuyrugu takilmis cDNA’nin
(A)nAAA

oligo dT-ankor ve SP2 primerleri ile
SP2 cogaltilmasi

Oligo dT-ankor primeri l

PCR ankor primeri
—
PCR iriiniiniin, PCR ankor ve SP3

primerleri ile ikinci PCR

Jel elektroforezi icin hazir olan PCR iiriini

Sekil 4. 5’RACE analizi

Bu sekilde “poli A” kuyrugu takilmis cDNA, once PKSP2 primeri sonra PKSP3
primeri kullanilarak birbirini takip eden iki ayr1 PCR reaksiyonuna tabi tutuldu. Birinci

PCR reaksiyonunda tiipe;
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“Poli A” kuyrugu takilmis cDNA "5l

Oligo dT-ankor primeri (tiip 8) "1l

PKSP2 primeri "1 ul (12 uM)
Deoksiniikleotid karisimi (tiip 3) 1l

Taq DNA Polimeraz 0,5 ul
Reaksiyon tamponu (tiip 5) ©5 ul (10x)
H,0 36,5 ul

karigim1  brrakildt ve PCR yapildi. PCR reaksiyonu 94 °C’de 3 dakikalik ilk
denatiirasyonun ardindan, 30 dongii halinde 94 °C’de 30 saniye, 50 °C’de 30 saniye ve 72
°C’de 1 dakika bekletilerek gerceklestirildi. Ikinci PCR reaksiyonunda ise yine bir tiipe;

Birinci PCR iriini 1l
PCR-ankor primeri (tiip 9) "1l

PKSP3 primeri "1 ul (12 uM)
Deoksiniikleotid karisimi (tiip 3) 1l

Taq DNA Polimeraz 0,5 ul
Reaksiyon tamponu (tiip 5) ©5 ul (10x)
H,0 40,5 ul

karisimi birakildi ve iistteki PCR programina tabi tutuldu. Neticede olusan iirtin %1,2’°lik

agaroz jelde elektroforez edildi. PCR sonucu olugan DNA parcasi jelde gortintiilendi.

2.5.3. Protein Kinaz Geninin Translasyona Ugramayan 3’ Bolgesinin ve
Transkripsiyon Bitis Noktasinin Tespit Edilmesi

Genin 3’ ucuna uygun ileri (forward) primeri kullanilarak deney sartlar1 3> RACE
kitindeki (ROCHE, Kat No: 1 734 792) kullanma yontemine ikinci bir PCR’nin ilavesiyle
olusturuldu. Okaryotik bir hiicreyi enfekte eden AMEV i¢in, mRNA nin poli(A) tasidig:
gergeginden yola ¢ikarak, cDNA yapiminda oligo dT-ankor primeri kullanildi.

Sekil 5’de, 3’RACE analizi sematik olarak anlatilmaktadir. PKSP4 primerinin
kullanildig1 ilave PCR basamagi semada gosterilmedi. Sentez islemi icin, 5°/3° RACE

kitindeki kimyasallar kullanildi. Bunun i¢in bir tiipe;
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cDNA sentez tamponu (tiip 1) 4 ul (5x%)
Deoksiniikleotid karigimi (tip 3) 2 ul

Oligo dT-ankor primer (tiip 8) "1 ul (12 uM)
Toplam RNA 2 ug (3 ul)
AMV revers transkriptaz (tiip 2) "1l

H,O o ul

karigimi birakildi. Reaksiyon, 55 °C’de 60 dakika inkiibe edilerek tamamland: ve 65 °C’de
10 dakika bekletilerek reaksiyon durduruldu. Boylece cDNA sentezlenmis oldu.

AAAAAAA Tek zincir cDNA’nin oligo

mRNA %
l <_VTTT\ dT-ankor primeriyle sentezi
¢cDNA % TTTTT\mRNA’mn degredasyonu
SPS l
’ Gene 6zel SP5 ve PCR ankor primeri

<«—— kullanarak cDNA’nin ¢ogaltilmasi
l PCR ankor primeri

Jel elektroforezi icin hazir olan PCR {iriini

Sekil 5. 3’RACE analizi

Bu sekilde sentezlenmis cDNA, PKSP4 primeri kullanilarak PCR reaksiyonuna tabi

tutuldu. PCR reaksiyonu i¢in tiipe;

cDNA 5l

PCR ankor primeri (tiip 9) "1l

PKSP4 primeri 1 ul (12 uM)
Deoksiniikleotid karisimi (tiip 3) 1l

Taq DNA Polimeraz 0,5 ul
Reaksiyon tamponu (tiip 5) ©5 ul (10x)
H,0 36,5 ul

karisimi birakildi ve PCR yapildi. PCR reaksiyonu 94 °C’de 3 dakikalik ilk
denatiirasyonun ardindan, 30 dongii halinde 94 °C’de 30 saniye, 60 °C’de 30 saniye ve 72
°C’de 1 dakika bekletilerek gerceklestirildi. Neticede olusan {iriin kalip olarak kullanilarak
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ikinci bir PCR yapildi. Boylece olusacak {iriiniin gen i¢in daha secici olmast saglandi. Bu
PCR i¢in PKSP5 ve PCR ankor primeri kullanildi. Elde edilen iiriin %1,2’lik agaroz jelde

elektroforez edildi ve olusan DNA parcasi jelde goriintiilendi.

2.5.4. Protein Kinaz Geninin Translasyona Ugramayan 5°/3> Bélgelerini Ihtiva
Eden Vektoriin Olusturulmasi

Klonlama islemleri i¢in fragmanlar, yukarida belirtilen primerler (PKSP1-Rv,
PKSP2-Rv, PKSP3-Rv, PKSP4-Fw, PKSP5-Fw) ve PCR kosullar1 uygulanarak ¢ogaltildi.
Elde edilen fragmanlar, %1,2’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra jelden temizlendi.
Temizlenen DNA, %1,2’lik agaroz jelde tekrar elektroforez edilerek konsantrasyonlari

kontrol edildi.

2.5.5. Fragmanlar ile Vektoriin Ligasyonu

Jelden temizlenen DNA fragmenti, ampisilin antibiyotigine diren¢ geni tasiyan
pGEM-T Easy vektoriine, 3 DNA fragmenti: 1 vektor oraninda (0,3 ug DNA fragmenti ve
0,1 ug pGEM-T Easy) klonlandi. Reaksiyon

1 ul pGEM-T Easy vektorii,

Sul 2x ligasyon tamponu,

1 ul T4 DNA ligaz (Promega) ve

3ul DNA fragmenti bir araya getirilerek 10 pul’lik hacim i¢inde gergeklestirildi.
Karisim 16 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

2.5.6. Elektrokompotent DHSa Escherichia coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Petriye ekilmis DHS5a E. coli hiicrelerinden tek bir koloni alinip, NaCl ihtiva
etmeyen Luria Bertani (LB) Broth besiyerine asilandi ve 37 °C’de gece boyunca
biiyiitiildii. Bu taze kiiltiirden, 1:100 oraninda LB Broth besiyerine asilama yapild.
Hiicreler 37 °C’de, yogunluklari 600 nm dalga boyunda 0,6-0,9 OD olacak sekilde
biiyiitiildii. Bakteri konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca, hiicreler 30 dakika buz

iizerinde bekletildi. Ardindan 4 °C’de, 4.000 rpm hizinda, 5 dakika santrifiij edildi. Siv1
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kisim dokiildii ve ¢okelti iki kez steril soguk su ile yikanarak ayni hiz ve zamanda santrifiij
edildi. Cokelti, soguk %10’luk gliserolde ¢6ziildii ve 5.000 rpm’de, 4 °C’de, 15 dakika
santrifiij edildi. Tekrar st kisim dokiildii ve ¢okelti az miktarda %10’luk gliserol icinde
siispansiyon haline getirildi. Elde edilen kompotent hiicreler, mikrosantrifiij tiiplerine

boliindii (50 pl’lik hacimlerde) ve -80 °C’de saklandi.

2.5.7. Elektrotransformasyon

Protein kinaz geninin translasyona ugramayan DNA siralarinin  klonlandig:
plazmidleri hiicreye aktarmak icin, elektrokompotent DHS5o hiicreleri kullanildi.
Kompotent E. coli hiicrelerinin bulundugu tiipler, -80 °C’den buz iizerine alindi ve bu
hiicrelerin {izerlerine, 1-3 pl ligasyon karigimindan konuldu ve karistirildi. Karisim
elektroporasyon kiivetlerine aktarildi ve kiivetler elektroporatér cihazma (BioRad)
yerlestirildi. Kiivetler, cihazda 200 ohm, 1,5-2K ve 25mF’de 3-4 sn bekletildi. Ardindan
kiivetin icerigi 1ml LB broth besiyerine transfer edildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonucunda hiicreler 6.000 rpm’de, 2 dakika santrifiij edilerek
coktiiriildii. Cokelti haline gelen hiicreler, 200 pul LB Broth besiyerisinde siispanse edildi
ve petri kaplarinda bulunan, 1/1000 oraninda ampisilin antibiyotigi iceren, 40 ul IPTC
(izopiropil beta-D-tiyogalaktosid) (100 mM) ve 40 ul X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-
beta-D-galakto-piranosid) (50 mg/ml) siiriilmiis LB Agar besiyerisi ilizerine cam bagetle
yayildi. Petriler 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonucunda olusan
kolonilerden, yalnizca beyaz olanlardan gece kiiltiirleri hazirlandi. Hatali olabilecek

kolonileri de g6z onilinde bulundurarak her bir klonlama icin yaklasik 10 koloni segildi.

2.5.8. Plazmid DNA izolasyonu ve Klonlarin Secimi

Plazmid DNA’larinin izolasyonu i¢in, hizli miniprep metodu kullanildi. Gece
kiiltiirler1 14.000 rpm’de, 2 dakika santrifiij edilerek ¢oktiirildii. Hiicrelerin iizerindeki
siipernatant, geride 50 pl kalacak sekilde dokiildii ve ¢okelti kalan siipernatant icinde
vortekslenerek ¢oziildii. Uzerine 300 ul TENS tamponu (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 0,1 mM
EDTA; 0,1 N NaOH; %0,5 SDS) ilave edilerek karistirildi. Bunu takiben, tizerine 150 ul 3
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M sodyum asetat (pH 5,2) ilave edildi ve tekrar 5-6 kez alt iist edilerek karistirildi.
Hazirlanan karisim, 10 dakika buz i¢ginde bekletildi ve bu siirenin sonunda, 14.000 rpm’de,
3 dakika santrifiij edildi. Siipernatant temiz tiipe alind1 ve tizerine 900 pl %100’liik etanol
ilave edilerek 14.000 rpm’de, 2 dakika santriftij yapildi. Cokelti %70’lik etanol ile yikand1
ve 10 dakika kurumaya birakildi. Kuruyan ¢okelti 50 ul ddH,O’da ¢6ziildii.

2.5.9. Restriksiyon Analiziyle Klonlarin Dogrulanmasi

Izole edilen plazmid DNA’larin protein kinaz geninin translasyona ugramayan
bolgesini icerip icermedigini tespit etmek i¢in, bu plazmid DNA’lar1 EcoR 1 restriksiyon
enzimi ile muamele edildi. pGEM-T Easy vektorii, EcoR I enzimi i¢in iki adet kesme
bolgesi icermektedir. Bu enzim kullanilarak kesim yapildiginda, agaroz jel lizerinde biri
vektore ait ~3000 bp’lik DNA ve digeri vektore ligasyonu saglanan yabanci geni igceren
DNA olmak tizere iki DNA bandi ortaya ¢ikmaktadir. Yabanct DNA bandmin, DNA
markira gore beklenen uzunlukta olmasi, klonlarin dogrulanmasi i¢in bir basamak teskil
etmektedir. Bunun icin, 10 pl DNA, 0,5 ul EcoR I (Promega), 1,5 pl enzime ait 10x
tamponu ve 3 pl H,O olacak sekilde 15 pul’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve kesim
reaksiyon tiipii, 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan reaksiyon karisimi, %1,2’°lik jelde
elektroforez edildi. Secgilen klonlarin biiyiik bir kisminin restriksiyon analizleri sonucunda,

yaklagik 250 baz ¢ifti DNA fragmentlerini i¢eren klonlar belirlendi.

2.5.10. Klonlanan 5°/3’ Translasyona Ugramayan Bolgelerin Dizi Analizi

Protein kinaz geninin 5° ve 3 bolgeleri i¢in dogru oldugu belirlenen klonlardan, kit
(Promega, Kat No: A1360) kullanilarak saf plazmid DNA’lar1 izole edildi. Bunun i¢in 3 ml
gece kiiltiirti, 9.000 rpm’de, 30 saniye santrifiij edildi. Sivi kisim uzaklastirildi, ¢okelti 250
pl siispansiyon tamponunda ¢oziildii ve lizerine 250 ul parcalama tamponu ilave edildi.
Oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra, lizerine 350 pl baglanma tamponu ilave
edildi. Tekrar oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra 10 dakika, en yiiksek hizda
santrifiij edildi. Cokelti uzaklastirildi ve sivi kisim, kitte bulunan ve i¢lerinde filtre ihtiva
eden kolonlardan siiziildii. Stizme isleminin ardindan, kolonlar iki kez yikama tamponu ile

13.000 rpm’de, 1 dakika santrifiij edilerek yikandi. Kolonlar temiz mikrosantrifiij tiiplerine
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gecirildi. DNA’nin kolonlardan ayrilarak mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmasi igin,
kolonlarin tizerlerine 100 ul H,O ilave edildi ve 13.000 rpm’de, 1 dakika santrifiij yapildi.
Boylece, DNA kolonlardan siiziilerek alttaki temiz tiipte toplanmis oldu. izole edilen
DNA’larin konsantrasyonlar1 spektrofotometrede 6lgtildii. Tiim DNA’lari 20 ul’lik hacim
icinde 100-200 ng/ul’lik konsantrasyonlar1 hazirlandi. Uzerleri dikkatli bir sekilde
etiketlenerek, DNA bazlarinin otomatik analiz edilmesi i¢in, Macrogen Firmasina (Kore)
gonderildi. Dizi analizi i¢in T7 primeri kullamildi. Dizi sonuglarina goére, genin 5°/3°

proteine doniismeyen bdlgeleri belirlendi.

2.6 Protein Kinaz Geni (AMV197) Cikartilmis Rekombinant Viriisiin
Olusturulmasi

Belirlenen genin fonksiyonel analizini gerceklestirebilmek icin ilk basamak, bu genin
viris genomundan silinmesi ve bu gen bakimindan negatif (mutant) virlisiin
olusturulmasidir. Genin virlis genomundan silinmesi islemi, bir isaret gen (Green
flouescent protein, GFP)’1 ile AMV197 kodlu genin yerlerinin degistirilmesi seklinde
gergeklestirildi. Bunun i¢in, ilk 6nce protein kinaz geninin aski bolgelerini iceren bir ara
vektor olusturuldu. Olusturulan bu ara vektordeki aski bdlgelerinin arasina GFP geni
yerlestirilerek, sonug transfer vektorii olusturuldu. Daha sonra, Ld652 hiicrelerine yaban
tip virlisiin enfeksiyonu ve transfer vektoriin transfeksiyonu sonucu, hiicrede homolog
rekombinasyon neticesinde olusabilecek rekombinant virlisler olusturulmaya caligildi.

Rekombinant viriis secilerek test edildi.

2.6.1. gfp iceren Rekombinant Transfer Vektoriiniin Olusturulmasi

Protein kinaz geninin kodlayan bdlgesinin (ORF) bas kismindan, 1184
(AMV197SUR) ve son kismindan, 1051 (AMVI197SDR) bazlik DNA fragmentleri
belirlendi. Bu bolgeleri AMEV genomundan ve isaretleme amaciyla kullanilacak gfp
genini pDU20gfp transfer vektoriinden ¢ogaltmak i¢in, 3 ¢ift primer hazirland1 (PK2Fw,
PKSURRv, PKSDRFw, PK1Rv, AMV197GFPF, AMV197GFPR). Primerlere, liretilecek
PCR fiiriinlerinin pBlueScript SK(-) vektoriine ayni oryantasyonda klonlanmasina imkan
saglayan ve vektorde bulunan kesme bolgelerine uygun enzim kesme bolgeleri eklendi

(Tablo 3). Hazirlanan primerler kullanilarak, AMV197°nin bas ve son kismi yaban tip
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AMEV DNA’sindan ve gfp geni pDU20gfp transfer vektoriinden, sferoidin promotoruyla
beraber PCR yontemiyle ¢ogaltildi.

PCR islemi igin, 3°>5’ ekzoniikleaz (hatalar1 dogrulama) aktivitesine sahip olan
Phusion (FINNZYMES, Kat No: F-530S) marka DNA polimeraz enzimi kullanildi. PCR

iirtinleri, %1,2’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve goriintiilendi.

PCR Karisimi PCR Kosullari

1 ul Kalip DNA 95 °C’de 3’

1,5ul  ileri Primerler

1,5 ul  Geri Primerler 95°C’de 1’

I,5ul  dNTP 65 °C’de 30”’»> 35 dongii
1l MgCl, 50mM 72 °C’de 1’

10 ul  HF Tampon 5x

0,5 ul  Phusion DNA polimeraz 72°C’de T’

33w ddHO 4 °C’de

Tablo 3. Homolog rekombinasyon i¢in kullanilan primerler. Enzim kesme bolgelerinin alt1
c¢izildi. Klonlama iglemi i¢cin, AMV197GFPF ve AMV197GFPR primerlerindeki
kesme bolgeleri degil, pGEM-T Easy vektordeki EcoR 1 kesme bdlgesi kullanildi.

Primer Ad1 Enzim Primer Sirasi Genomdaki
Bolgesi Yeri

PK 2 Fw Sacl 5’-TTGAGCTCCCATAACCATTTTTTATAACACGCATAGTACC-3> 168069-168100

PKSURRv Pstl 5’-GGCTGCAGCGTCCATTTTAATTAATTATTATATATTATATC-3" 169252-169220

PKSDRFw Hindlll 5°-GGAAGCTTGATAAATTAGTTTTTTGTAAATAAAATT-3’ 170122-170149

PK 1 Rv Kpnl  5°-GGGGTACCCATAATAACTATTATCTAATGTCTGTAT-3’ 171145-171172

AMV197GFPF Sacl  5’-GCATCGAGAGCTCTACTGTCGAAACATCTAACG-3’
AMVI197GFPR Pacl  5’-GCATCGATTAATTAAAATTCTCACTTGTACAGCTC-3’

2.6.2. Transfer Vektoriinii Olusturmak licin Cogaltilan DNA’larin
Birlestirilmesi

Protein kinaz ORF’sinin PCR ile ¢ogaltilan 1184 bp’lik bas kism1 (AMV197SUR),
cogaltilan primerlerdeki ve pBlueScript SK (-) vektoriindeki kesme bdlgeleri (Sac 1 ve Pst

I) kullanilarak kesim islemine tabi tutuldu.
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Kesim yOontemi

10 ul  DNA (pBlueScript SK(-) ve AMV197 bas kisim PCR f{iriinii)

1 ul Sac 1

1 ul Pst 1

2 ul TA tampon 10x
6 ul ddH,O

karisimi, hem pBlueScript SK(-) i¢cin hem de AMV197 bas kisminin PCR {iriinii i¢in iki
ayr1 tiipte hazirlandi. Tiiplerin igerigi, hafif¢e karistirildiktan sonra, 37 °C’de 2 saat inkiibe
edilerek enzimlerin reaksiyonu saglandi. iki saatin sonunda her bir tiip icerigi %1,2’lik
agaroz jelde yiiriitiildii. Vektor icin 2964 bp’lik ve AMV197 i¢in 1184 bp’lik beklenilen
bantlar elde edildi.

Enzimlerle kesilip sonra elektroforez edilen pBlueScript SK(-) vektoriin ve AMV197
bas kisminin olusturdugu bantlar, jelden kesilip mikrosantrifiij tiipiine alind1 ve iirliniin
jelden temizlenmesi, DNA temizleme kiti (Nucleospin, Kat No: 11457) ve bu kitte bulunan
uygulama yontemi kullanilarak gergeklestirildi.

Kontrol isleminden sonra, daha once jelden temizlenen DNA fragmentleri, 3 PCR
fragmenti : 1 vektor oraninda (0,3 pg DNA fragmenti ve 0,1 pug pBlueScript) klonland:.
Reaksiyon,

2 ul pBlueScript SK(-) vektort,

10 ul  2x ligasyon tamponu,

1 ul T4 DNA ligaz (Promega) ve

7 ul DNA (AMV197SUR) fragmenti bir araya getirilerek 20 ul’lik hacim i¢inde
gerceklestirildi. Karisim 16 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

Protein kinaz geninin bas bdlgesinin klonlandig1 plazmidleri hiicreye aktarmak igin,
elektrokompotent DH10B hiicreleri kullanildi. Inkiibasyon sonucunda olusan beyaz
kolonilerden gece kiiltiirleri hazirlandi. Plazmid DNA’larinin izolasyonu icin, hizl
miniprep metodu kullanildi.

Izole edilen plazmid DNA’larin protein kinaz geninin bas bdlgesini icerip
icermedigini tespit etmek i¢in, bu plazmid DNA’lar1 Sac I ve Pst I restriksiyon enzimleri
ile muamele edildi. Kesim islemi i¢in yukaridaki yontem kullanildi. Ardindan %1,2°lik
agaroz jelde elektroforez yapildi. Kesim sonucu yaklasik 1000 baz ¢ifti DNA
fragmentlerini iceren klonlar belirlendi. Belirlenen klonlardan pBS-AMV197SUR2 kodlu
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klon, AMV197SDR’ye ait PCR firiiniinii klonlamak {izere ayrildi, DNA dizi analiziyle
klonun siras1 dogruland1 ve stoklandi.

pBS-AMV197SUR kodlu klon ve protein kinaz ORF’sinin PCR ile ¢ogaltilan 1051
bp’lik son kismina (AMV197SDR) ait PCR iiriinii, yukaridaki yonteme gore, Hind III ve
Kpn 1 enzimleriyle kesildi. Kesilen DNA fragmanlari, %1,2’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve
jelden temizlendi. Temizlenen DNA’lar %1,2’°lik agaroz jelde elektroforez edilerek kontrol
edildi.

Kontrol isleminden sonra, daha Once jelden temizlenen DNA fragmentlerinin,
ligasyonu saglandi. Ligasyon {iriinii, 6nceden hazirlanan elektrokompotent E. col/i DH10
susuna, elektrotransformasyonla aktarildi.

AMV197SUR’nin pBlueScript SK(-) vektore transformasyonda, bu vektorde
bulunan LacZ geni parcalandigi igin, AMV197SDR’ye ait PCR fiirliniiniin pBS-
AMV197SUR vektore transformasyonundan sonra, bu kez beyaz kolonilerden rasgele
ekim yapildi. Beyaz koloniler iireten suslardan, hizli miniprep yontemi ile plazmid
DNA’larinimn izolasyonu yapild. Izole edilen plazmidlerin dogrulanmasi igin, Hind 111 ve
Kpn 1 restriksiyon enzimleriyle yukaridaki sekilde kesim islemi yapildi. Ardindan %1,2’lik
agaroz jelde elektroforez yapildi. Kesim sonucu yaklagik 1000 baz c¢ifti DNA
fragmentlerini iceren klonlar belirlendi. Belirlenen klonlardan pBS-AMV197SURSDR19
kodlu klon, gfp genine ait PCR {iriiniinii klonlamak tizere ayrildi, DNA dizi analiziyle
siras1 dogrulandi ve stoklandi.

pDU20gfp transfer vektoriinden PCR yontemiyle, sferoidin promotoruyla beraber
cogaltilan gfp geni, jelden temizlendi ve sferoidin promotorunun altinda gfp geninin iceren
bu parca, pGEM-T Easy vektore A-T yontemiyle klonlandi. Olusturulan yeni vektor, pG-
gfp olarak isimlendirildi ve DNA dizi analizi yaptirilarak gfp’nin DNA siras1 dogrulandu.

pBS-AMV197SURSDR vektore gfp geninin ligasyonunu saglamak icin, her iki DNA
sirast da ayni enzimle kesilmek zorundadir. Bunun i¢in uygun olan, EcoR I enzim kesme
bolgesidir. Kesim i¢in kullanilan EcoR I bolgesi, pBS-AMV197SURSDR’de pBlueScript
SK (-) vektor ve pG-gfp icin de pGEM-T Easy vektor coklu klonlama bdlgesinde
mevcuttur. Bu ylizden, primerlerde kesme bolgeleri bulunan enzimler kullanilarak degil,
EcoR 1 enzimi kullanilarak kesim yapildi ve kesilen DNA fragmanlari, %1,2°lik agaroz
jelde yiiriitiildii. Gereken bantlar jelden kesilip mikrosantrifiij tiipline alindi ve {iriiniin

jelden temizlenmesi DNA temizleme kiti (Nucleospin, Kat No: 11457) ve kitin i¢indeki
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uygulama yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Temizlenen DNA’lar %1,2’lik agaroz jelde
elektroforez edilerek kontrol edildi.

Kontrol isleminden sonra, daha once jelden temizlenen DNA fragmentleri, 3 DNA
parcast : 1 vektor oraninda (0,3 pg gfp ve 0,1 pug pBS-AMV197SURSDR) klonlandi.
Ligasyon reaksiyonu,

2 ul pBS-AMV197SURSDR,

10 ul  2x ligasyon tamponu,

1 ul T4 DNA ligaz (Promega) ve

7 ul DNA (gfp) fragmenti bir araya getirilerek 20 upl’lik hacim ig¢inde
gergeklestirildi. Karisim 16 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Ligasyonu yapilan
DNA’nmm, oOnceden hazirlanan elektrokompotent E. coli DHI0B  susuna,
elektrotransformasyonu  saglandi.  pBlueScript SK(-) vektorden pBS-AMV197
SURSDR’nin olusturulmasindan sonra, bu ticari vektdrdeki dogal LacZ geni parcalandigi
icin, gfp’nin pBS-AMV197SURSDR vektore transformasyonundan sonra, yine beyaz
kolonilerden rasgele ekim yapildi. Bunlardan, hizli miniprep yontemine gore plazmid DNA
izolasyonu yapildi. Izole edilen plazmidlerin dogrulanmasi igin, EcoR 1 restriksiyon
enzimiyle kesim islemi yapildi. Kesim sonucu, yaklasik 900 baz cifti DNA fragmentlerini
iceren klonlar, agaroz jelde belirlendi.

Belirlenen klonlardan pBS-AMV197SURSDRgfpl kodlu klon ayrildi, pBS-
AmAPK/gfp olarak adlandirildi ve stoklandi. Boylece protein kinaz geninin aski
bolgelerine ve isaret olarak GFP’yi1 ireten, gfp genine sahip rekombinant plazmid
olusturuldu. Plazmidler, E. coli DH10p hiicrelerinde bol miktarda iiretildi ve daha sonra

transfeksiyon deneyinde kullanildi.

2.6.3. Rekombinant Viriisiin Olusturulmasi

Boylece, vektordeki gfp geni ile, yaban tip AMEYV viriisiindeki AMV 197 kodlu genin
homolog rekombinasyonla silinmesi islemi gerceklestirildi. Rekombinant transfer
vektoriinliin - olusturulmas:1 ile 1ilgili tim klonlama, enfeksiyon, transfeksiyon ve

rekombinasyon agsamalar1 Sekil 6°’da gosterilmektedir.
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Sekil 6: Rekombinant viriisiin olusturulmasi

2.6.3.1. pBS-AmAPK/gfp ve Yaban Tip AMEV’nin Ld Hiicrelerine
Transfeksiyonu

pBS-AmAPK/gfp vektoriiniin transfeksiyonu igin, 35 mm’lik (8 cm®lik) kiiltiir
kabma 9,4x10° Ld652 hiicresi birakildi. Hiicrelerin tutunmasi icin, oda sicakliginda 4-5
saat bekletildi. Daha sonra hiicrelerin iizerindeki sivi alind1 ve MOI = 5 olacak sekilde, 600
ul enfeksiyon sivis1 (FBS’siz besiyeri ve 6 pl viriis (7,76x10° pfu/ml AMEV viriis)) ilave
edildi. Hiicreler, enfeksiyon sivisi ilave edildikten sonra, 2 saat oda sicakliginda 2,5 rpm’de
salland1. Iki saatin sonunda, iki ayr1 tiipte transfeksiyon karisimi hazirlandi. Tiiplerden
birinde, 5 pg DNA (pBS-AmAPK/gfp) son hacim 100 pl olacak sekilde FBS’siz
besiyeriyle seyreltildi. Diger tiipe ise 85 pul FBS’siz besiyeri ve 15 pl lipofektin
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(Invitrogen, Kat No: 18292-011) birakildi. Her iki tiip oda sicakliginda 20 dakika bekletildi
ve bekleme siiresinin sonunda, tiip icerikleri birbirine karistirildi. Bu transfeksiyon
karigimi, karistirildiktan sonra 20 dakika daha bekletildi. Diger yandan, hiicrelerin
iizerinden enfeksiyon sivisi alind1 ve hiicreler FBS’siz besiyeriyle yikandi. Hazirlanan 200
pul’lik transfeksiyon karisimi ve 800 pl FBS’siz besiyeri hiicrelerin ilizerine birakildi.
Tekrar 5 saat oda sicakliginda 2,5 rpm’de sallandi. 5 saatin sonunda eski besiyeri ¢ikarildi
ve 2 ml FBS’li besiyeri eklenerek 28 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sirasinda,
Auxovert floresan inverted mikroskop ile bakilarak hiicrelerde yesil rengin olusumu, yani
sferoidin promotoru sayesinde sentezlenen GFP proteininin ortaya ¢ikisi beklendi.
Yaklasik 5 giin sonra, ortamdaki GFP proteinin ¢okluguna bakilarak yeterince
rekombinant viriis iiretildigi tahmin edildi. Hiicreler, besiyeriyle topland1 ve 1.000xg’de 5

dakika santrifiij edilerek rekombinant viriisler hasat edildi.

2.6.3.2. Plak Deneyi ile Rekombinant AMEV’nin Secimi ve Saflastirilmasi

Transfeksiyon isleminden sonra elde edilen virlis siispansiyonu, rekombinant
viriislerin (gfp genini ve protein kinaz geninin aski bolgelerini igerenleri) yani sira, yaban
tip AMEV’leri de icermektedir. Karisik siispansiyondan rekombinantlar1 segmek i¢in, viriis
siispansiyonu Ld652 hiicrelerine inokiile edildi ve rekombinant viriisler "plak deneyi" ile
secilerek saflastirildi (Dulbecco ve Vogt, 1953).

Plak deneyi i¢in, Ld652 hiicreleri, 1,7x10° olacak sekilde son hacim 1,5 ml’ye
ayarlanarak, 6 gozIi kiiltiir kaplarina yerlestirildi. Hiicrelerin tabana tutunmasi i¢in
yaklagik 4-5 saat 28 °C etiivde bekletildi. Daha once iiretilen rekombinant AMEV
(VAmAPK/gfp) viriisten, besiyeri kullanarak son hacim 900 ul olacak sekilde seyreltikler
(10'1, 107, 10'5) hazirlandi. Her bir seyreltik virlis soliisyonu, farkli bir gézdeki hiicrelerin
iizerine birakildi. Hiicre-viriis karisimy, iki saat 2,5 rpm’de sallanarak, viriislerin hiicrelere
tutunmasi1 saglandi. iki saatin sonunda, enfeksiyon sivis1 uzaklastirildi ve hiicreler, FBS
icermeyen besiyeri ile yikanarak tutunmayan viriislerin deney ortamindan uzaklastirilmasi
saglandi. Daha onceden, %?2,5 olacak sekilde Sea plaque agaroz ddH,O’da ¢d6ziildi.
Hazirlanan karisim, mikrodalga firinda eritildi, otoklavland1 ve 45 °C’lik su banyosuna
birakildi. Agarozun uygun sicakliga (hiicreleri yakmayacak ve dokiilmeden once
donmayacak) gelmesinden sonra, 1 hacim agaroz : 1 hacim besiyeri olmak iizere yeni bir

karisim hazirlandi. Uzerinden enfeksiyon sivisi alinan hiicrelerin iizeri, 2.5 ml agaroz-
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besiyeri karigimiyla kaplandi. Agarozun tamamen donmasi ic¢in, kapagi acik sekilde
bekletildi. Agaroz donduktan sonra kapak kapatildi. Hiicre kiiltiir kabi, ddH,O ile 1slatilmig
pecetelerle birlikte bir kutuya yerlestirildi ve 28 °C’lik etiivde inkiibasyona birakildi.

Plak olusumu Auxovert floresan inverted mikroskopla bakilarak kontrol edildi.
Yaklasik ti¢iincli giinde, ancak floresan mikroskop ile goriilebilen GFP iceren plaklar
gozlenmeye basladi. Bir hafta sonra, bu yesil renkli GFP igceren 6beklerden alman viriisler
cogaltild1 ve bu ¢ogaltilan viriis siispansiyonu kullanilarak bir sonraki plak islemi yapildi.

Ardisik sekilde yapilan dort plak isleminden sonra, saf vAmAPK/gfp viriisii elde edildi.

2.6.3.3 Rekombinant Viriis Stokunun Hazirlanmasi

Rekombinant AMEV (VAmAPK/gfp) hazirlandiktan sonra, sonraki g¢alismalarda
kullanilmak {izere rekombinant viriisiin ¢ogaltilmasina baslandi. Bu ¢alisma igin, ii¢ adet
T75 flaske, 9x10° olacak sekilde Ld652 hiicresi birakildi. Hiicreler, tabana tutunmalari
icin, 3-4 saat etiivde inkiibe edildiler. Inkiibasyondan sonra, her bir flaskdeki hiicreler, son
hacim 2 ml olacak sekilde 30 pl saf vVAmAPK/gfp viriisle enfekte edildi. Hiicreler, 28
°C’de enfeksiyon belirtileri gézleninceye kadar bekletildiler. Enfeksiyondan 3 giin sonra,
hiicrelerin igerisinde belirgin graniillerin ve niikleus kararmalarinin olustugu gozlendi.
Hiicrelerin %100 oraninda enfekte oldugu gozlenince (8 giin sonra), hiicre sivisi toplandi
ve 1.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen rekombinant viriis siispansiyonu, 4
°C’de, karanlik ortamda muhafaza edildi.

vAmMAPK/gfp’nin saflastirilmast ve stokunun yapilmasi c¢aligmalarindan sonra,
dretilen virtisiin konsantrasyonunun tayini, 60 gozli hiicre kiltiirii kaplar1 (Corning)

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

EDPA deneyinin sonuclari, her bir gozde GFP proteininin olup olmamasima gore her
kuyuya + (art1) veya — (eksi) deger verilerek degerlendirildi. Viriis konsantrasyonu, EPDA

formiilii ve elde edilen degerler kullanilarak hesaplandi.

2.6.3.4. AMV197’nin AMEV Genomundan Silindiginin PCR Analiziyle
Dogrulanmasi

Transfeksiyon ve onu takip eden enfeksiyonlarda her ne kadar GFP proteininin

varligi, AMV197°nin yoklugu olarak degerlendirildiyse de AMV197°nin AMEV
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genomundan tamamen silindigini dogrulamak gerekmektedir. Bunun i¢in, hem yaban tip
AMEV’den hem de olusturulan vAmAPK/gfp viriisinden DNA izolasyonu yapild1. Izole
edilen DNA’lar, PCR islemi i¢in kalip olarak kullanildi. Hem AMEV DNA’sinda hem de
vAmAPK/gfp DNA’sinda ortak olan, AMV197 nin yukar1 bdlgesindeki iki farkl siraya
karsilik gelen, AMV197F ve AMVFw adli primerler iki ayr1 PCR isleminde ileri primer
olarak kullanildi. Geri primer olarak, her iki ileri primer i¢in uygun olan AMV197GFPR
primeri kullanildi. Bu geri primeri, sadece vVAmAPK/gfp viriisiinde bulunabilecek olan,
sferoidin promotoru altindaki gfp genini pDU20gfp vektoriinden ¢ogaltmak i¢in kullanilan
primerdir.

Bu PCR islemi sonucunda, yaban tip AMEV kalibiyla yapilan PCR’de, yalnizca ileri
primerler i¢in baglanma siras1 mevcut olacagindan herhangi bir bant beklenmedi. Oysa,
vAmMAPK/gfp viriis kalibiyla yapilan PCR’den, her iki primer ¢ifti i¢cin de baglanma sirasi
mevcut olacagindan, 987 bp’lik (AMVFw) ve 1302 bp’lik (AMV197F) bantlar
beklenmektedir. PCR i¢in uygulanan yontem soyledir:

PCR Karisimi PCR Kosullari

1,5 ul Kalip DNA 94 °C’de 3°

1 pl [leri Primer (20 mM)

1 ul Geri Primer (20 mM) 94 °C’de 1’

2ul dNTP (5 mM) 48 °C’de 307 35 dongi

3ul MgCl, 50mM 72 °C’de I’

Sul Tampon 10x

0,5 wl DNA polimeraz (Fermentas) 72 °C’de T’

36 ul ddH,O 4 °C’de
AMVFw 5’-GAT ATA ATA TAT AAT AAT TAA TTA AAA TGG-3’
AMVI197F 5’-CGA ATA ATT ATC AGG ATT AAT TG-3’
AMVI197GFPR 5’-G CAT CGATTA ATT AAA ATT CTC ACT TGT ACA GCT C-3°

Elde edilen PCR firiinleri, jelden temizlendi ve dogrulama islemine devam etmek

amaciyla, restriksiyon analizine tabi tutuldu. PCR iiriinleri, ¢ogaltildig1 varsayilan sirada
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bulunan Xma 1 ve Nco 1 enzimleriyle ayr1 ayr1 kesilerek, kesim iiriinleri %1,2’lik agaroz
jelde yirttildii.

Restriksiyon analizinden sonra, PCR iiriinlerinden 1302 bp oldugu diisiiniilen bant,
jelden temizlendi ve bu DNA’nin, 3 DNA pargast : 1 vektor oraninda pGEM-T Easy
vektore ligasyonu saglandi. Vektor, ligasyon isleminden sonra, E. coli JM101 susuna,
soguk CaCl, transformasyonuyla aktarildi. Transformasyon sonucu olusan beyaz
kolonilerden ekim yapildi. Se¢im isleminden sonra belirlenen bir klonun, DNA dizi analizi

yaptirildi.

2.6.4. Rekombinant Viriisiin (vVAmAPK/gfp) Analizi

Tezin bu asamasinda protein kinaz geninin viriis replikasyonundaki roliinii anlamak
icin rekombinant virlisin DNA replikasyonu, protein profili ve toplam virlis iiretim

potansiyeli belirlendi.

2.6.4.1. Rekombinant Viriisiin (vAmAPK/gfp) DNA Replikasyonunun
Belirlenmesi

Rekombinant viriisiin DNA replikasyonu, Slot-Blot Hibridizasyonu yontemi ile DIG
High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Kat No: 11 745 832 910)
kullanilarak belirlendi.

Calismanin basinda, hibridizasyon islemi sirasinda kullanilacak olan prob hazirlandi.
Prob olarak kullanilacak DNA sirasinin, hem yaban tip AMEV, hem vAmAshp/gfp ve hem
de vAmAPK/gfp ile homoloji saglamasi1 gerekmektedir. Bunun i¢in, rekombinant transfer
vektorli hazirlarken kullanilan pBS-AMV197SDR plazmidinden yararlanildi. Bu vektor,
her ii¢ viriis icin de AMV197 a¢ik okuma zincirinin asag1 bolgesine ait, 1051 bp’lik DNA
siras1 icermektedir ve hibridizasyon calismalarinda prob olarak kullanilmaya uygundur.
Yapilan bu tespitten sonra, pBS-AMV197SDR plazmidi kit yardimiyla izole edildi ve Hind
III ve Kpn 1 kesme bolgeleri kullanilarak, kesme islemi saglandi. Kesilen DNA
fragmanlari, %1,2’lik agaroz jelde yiriitiildii.

Gereken bant, jelden kesilip mikrosantrifiij tiipiine alindi ve iriiniin jelden

temizlenmesi DNA temizleme kiti (Nucleospin, Kat No: 11457) ve kitin i¢indeki kullanma
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yontemi kullanilarak gercgeklestirildi. Temizlenen DNA’lar 9%1,2’lik agaroz jelde
elektroforez edilerek kontrol edildi.

Kontrol isleminden sonra, probun DIG-dUTP (Digoxigenin-dUTP) ile isaretlenmesi
islemine baglandi. Jelden temizlenen DNA’nin denatiirasyonu, kaynamakta olan suda 10
dakika bekletilerek saglandi. Hemen buz lizerine alinarak DNA’nin yeniden birlesmesi
engellendi. Sogutulan DNA’ya 1/5 oraninda, isaretli dUTP ilave edildi ve karistirildi. Bu
karisim, isaretleme isleminin tamamlanmasi i¢in, 37 °C’de 16 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra, karisim 65 °C’de 10 dakika bekletildi ve reaksiyon durduruldu.
Hazirlanan prob, kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

Diger yandan, Ld652 hiicreleri, 1x10° olacak sekilde 6 gozli kiiltiir kaplarina
yerlestirildi. Hiicreler, tutunma islemi tamamlandiktan sonra, MOI=10 olacak sekilde,
yaban tip AMEV, vAmAshp/gfp ve vVAmAPK/gfp ile ayr1 ayr1 enfekte edildi. Enfekte
edilen hiicrelerden, 0., 6., 12., 18. ve 24. saatlerde O0rnekler alindi. Belirlenen siirelerde,
hiicreler ve hiicre sivis1 tamamen alinip 800xg’de, 10 dakika, 4 °C’de santriflij edildi.
Siipernatant uzaklastirildi. Geriye kalan pellet, 800 pl, 0,5 M sodyum hidroksit i¢inde lizis
edildi. Lizis isleminden sonra 80 pl, 10 M amonyum asetat kullanilarak nétralizasyon
saglandi. Elde edilen lizatlar, biitiin 6rnekler biriktirilinceye kadar 4 °C’de bekletildi.
Biitiin ornekler toplandiktan sonra, 6rneklerin nitroseliilloz membrana (Hybond-N+ nylon
membrane; Amersham-Biosciences, Kat No: RPN303B) gecirilmesi islemine basland:.

Her bir viriisten alinan ve 4 °C’de muhafaza edilen hiicre lizatindan, 100’er pl alinip
yeni bir tiipe birakildi. Tiipler, 10 dakika kaynayan suda birakild1 ve kaynatma isleminden
sonra hemen buza alinarak sogutuldu. Diger yandan, membran uygun Ol¢iilerde kesildi,
6xSSC (saline-sodium citrate) tamponunda 5 dakika yikandi ve slot-blot aletine
yerlestirildi. Kaynatilan 6rnekler, belli bir diizen i¢inde kuyucuklara yerlestirildi. Vakum
yapilarak, kuyucuklardaki 6rneklerin membrana ge¢cmesi saglandi. Blotlama cihazindan
c¢ikarilan membran, 2xSSC ile 2 dakika yikand1 ve ii¢ kat kurutma kagidiin arasinda, oda
1s1sinda 30 dakika kurumasi i¢in birakildi. Kurutma igleminden sonra, membran 80 °C’de 2
saat bekletilerek 6rneklerin iyice membrana tutunmasi saglandu.

Probun hazirlanmasi ve orneklerin membrana emdirilmesi tamamlandiktan sonra, 6n
hibridizasyon islemine basland1. Onceden hazirlanan 15 ml’lik hibridizasyon tamponu, -20
°C’den c¢ikarilip eritildi, kaynayan su i¢cinde 10 dakika kaynatildi ve hemen buza alinarak
hizlica sogutuldu. Orneklerin emdirildigi membran, hibridizasyon sisesine alind.

Sogutulan hibridizasyon tamponu, sisedeki membranin {izerine bosaltildi. Hibridizasyon
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firinina yerlestirilen sise, 42 °C’de, 16 saat, doner durumda birakilarak 6n hibridizasyon
saglandu.

On hibridizasyon siiresinin sonunda, yeni bir hibridizasyon tamponu daha -20 °C’den
alindi, eritildi. Eritilen tamponun i¢ine, daha 6nceden hazirlanan isaretli probdan 5 pl
eklendi ve karistirildi. Probun eklendigi tampon, kaynayan su i¢inde 10 dakika kaynatild1
ve tampon-prob karisimi hemen buza alinarak hizlica sogutuldu. Diger yandan,
hibridizasyon sisesinden 6n hibridizasyon sivisi bosaltildi. Yerine, isaretli probla beraber
hazirlanan hibridizasyon tamponu eklendi ve sise yine 42 °C’de, 16 saat, doner durumda
birakilarak probun membrandaki 6rneklerle hibridizasyonu saglandi.

Isaretli prob ile viral drneklerin hibridizasyonu tamamlandiktan sonra, baglanan
probun goriiniir hale getirilmesi islemine baslandi. Hibridizasyon sisesinden alinan
membran, yikandi ve baglanmayan problar uzaklastirildi. Yikanan membran, bloklama
soliisyonundan gecirilerek, kullanilacak antikora 6zgii olmayan membrandaki baglanma
bolgeleri kapatildi ve membran, bu kez antikor soliisyonuna (Anti-Digoxigenin-AP)
birakildi. DIG ile antikorlarin baglanmasi saglandiktan sonra, membran yeniden yikama
islemine tabi tutuldu ve baglanmayan antikorlar uzaklastirildi Membran, tespit
tamponunda yikama isleminden sonra, renk tamponunda renk olusumu gozleninceye kadar

karanlikta birakildi. Renk olusumu tamamlandiktan sonra, membran tarandi ve kaydedildi.

2.6.4.2. Rekombinant Viriisiin (VAmAPK/gfp) Protein Profilinin Belirlenmesi

Rekombinant vAmAPK/gfp’nin protein profilinin belirlenmesinin amaci, DNA
sirasina gore 35,5 kDa olmas1 gerektigi anlasilan AMV197 kodlu genin protein iirliniiniin,
rekombinant virtisteki eksikligini belirlemek ve AMV197 geninin silinmesinden
kaynaklanacak diger genlere ait protein bantlarmin eksiklerini veya fazlaliklarini, yaban tip
ve VAmAshp/gfp viriisleri ile karsilastirmaktir.

Yapilan calismada, yine yaban tip AMEV ve vAmAshp/gfp viriisleri kontrol olarak
kullanildi. Calismanin basinda, Ld652 hiicre kiiltiirii, her ii¢ tip viriis i¢in de MOI=5 olacak
sekilde enfekte edildi. Bir haftalik inkiibasyon sonucu elde edilen viriis siispansiyonu, 0,45
um capmda gozenekleri bulunan filtrelerden gecirildi. Bdylece, hiicre parcalar1 ve
bunlardan kaynaklanan proteinlerin ¢ogunlugu ortamdan uzaklastirildi. Yaklagik 60 ml
hacimdeki her bir siiziintii, 18.000 rmp’de, 4 °C’de, 45 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildi ve pellet, 5 mM Tris-HCl (pH 7,5) tamponda ¢6zildii ve proteinin
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konsantrasyonu belirlendi (Bradford, 1976). Her bir ornek, kaynayan suda 3 dakika
kaynatildiktan sonra, hazirlanan %10’luk SDS-PAGE jeline 35 pg olacak sekilde yiiklendi.
Yiiriitme islemi, 30 mA’lik akim altinda ve protein marker esliginde uygulandi. Yiirtitiilen
jel, hem “Coomassie Brillant Blue” yontemine (Neuhoff vd, 1985) hem de “glimiis
boyama” yontemine (Morrissey, 1981) gore boyandi.

Yukaridaki ayni islem baska bir zamanda, viriis siispansiyonu filtre edilmeden de
yapild1.

Diger bir islemde, her {i¢ tip viriis ile yapilan enfeksiyonlardan, 0., 6., 12., 24., 48.,
ve 72. saatlerde Ornekler alindi. Alinan Ornekler santrifiijlendi ve pelletler -80 °C’de
biriktirildi. Her bir zaman dilimi i¢in 6rnek almmasi tamamlandiktan sonra, hiicreler
proteaz inhibitorleri iceren tamponda patlatildi ve hiicre ekstraktlar, SDS-PAGE’e
(Laemmli, 1970) tabi tutuldu.

2.6.4.3. Rekombinant Viriisiin (VAmAPK/gfp) Enfektivitesinin Belirlenmesi

Protein kinaz geninin fonksiyonunu belirlemek amaciyla bu genden mahrum
rekombinant vVAmAPK/gfp’nin enfektivitesi, yaban tip AMEV ve vAmAshp/gfp ile
karsilastirilarak belirlendi. vAmAshp/gfp adli viriis, spheroidin geni yerinde gfp geni
tastyan baska bir rekombinant virilistiir. Ancak, sadece dis ortam sartlarinda wviriis
partikiillerini koruyan bu genin eksikligi, viriisiin hiicre kiiltiirlinde biliylimesine herhangi
bir olumsuz etki olusturmaz (Palmer vd., 1995). Bu deneyde, hem vAmAshp/gfp hem de
vAmAPK/gfp viriisin GFP proteininin iiretimi, ayni sferoidin promotoru tarafindan
saglandig1 i¢in, GFP proteininin belirlenmesi agisindan, vAmAshp/gfp viriisi AMEV nin
yaninda baska bir pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Deney sirasinda, Ld652 hiicreleri, her ii¢ tip viriis ile MOI=1 olacak sekilde, enfekte
edildi. Enfeksiyondan sonra, belirtiler gézlenerek 7 giin inkiibasyona devam edildi. Her ii¢
tip virlis i¢in, iretilen yeni viriisler alindi ve her birinin konsantrasyonu 96 gozlii hiicre
kiiltlir kaplarinda EPDA deneyi ile belirlendi. Deneyler, dort tekrar olarak yapildi ve elde

edilen ortalama degerler sonug olarak, tabloya aktarild1.



3. BULGULAR

3.1. Viriislerin Uretimi ve Saflastiriimas:

Tez caligsmasi sirasinda kullanilacak viriislerin tiretimi i¢in, Ld652 hiicre kiiltiirii
kullanild1. Yaban tip AMEV ve kontrol olarak kullanilacak vAmAshp/gfp viriislerin Ld652
hiicre kiiltiiriine enfeksiyonu yapildi. Enfekte edilmis hiicreler 28 °C’de enfeksiyon
belirtileri gozleninceye kadar bekletildiler. Enfeksiyondan 3 giin sonra hem AMEV hem de
vAmAshp/gfp enfekte olmus hiicrelerin igerisinde, enfeksiyona has belirgin graniillerin ve
niikleus kararmalarinin olustugu goézlendi. Hiicrelerin %100 oraninda enfekte oldugu
gozlenince (9 giin sonra), her bir farkli viriisle enfekte edilen hiicre sivisi topland1 ve 2.000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen viriis slispansiyonlar1 kullanilarak saglikli
Ld652 hiicreleri, yine her bir viriis i¢in ayr1 ayr1 tekrar enfekte edildi. Gayet giizel gelisen
enfeksiyonlarin sonucu olarak, deneysel islemler swrasinda kullanilacak virlis stoklari
retildi.

AMEV’ye ve vAmAshp/gfp’ye ait viriis stoklarmin konsantrasyonlari, EPDA
metodu ile yapilan hesaplamaya gore tespit edildi. Seyreltik viriis siispansiyonu kullanarak,
60 gozli hiicre Kkiiltiir kaplarinda yapilan enfeksiyonlardan elde edilen sonuglar,
istatistiksel temele dayanan EPDA formiiliine gore hesaplandi. Yapilan hesaplamaya gore,
AMEV ve vAmAshp/gfp konsantrasyonlar1 sirastyla 7,76x10° pfu/ml ve 1,7x10° pfu/ml
olarak belirlendi. Viriis stoklari, 151k almayacak sekilde 4 °C’de muhafaza edildi.

3.2. AMV197’nin Biyoinformatik Analizi

AMV197’in serin/treonin protein kinaz aktivitesi goOsterebilecegi daha Onceki
calismalarda in silico olarak belirlenmisti (Bawden vd., 2000). Bu tez ¢aligmasi
kapsaminda, mevcut AMV 197 aminoasit sirasi i¢inde, protein kinazlara ait katalitik bolge,
ATP’nin baglanma bdlgesi ve ATP’nin baglandigi yerde hayati degeri olan lizin (K)
aminoasidi arandi. Bu islem i¢in, Expasy-Prosite programi (http://www.expasy.ch/prosite)
kullanildi. Analiz sonucunda, AMEV protein kinaz katalitik bolgesinin, aminoasit

dizisindeki 12.-299. aminoasitler arasinda bulundugu belirlendi (Sekil 7).
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Sekil 7. AMV197 protein kinaz katalitik bolgesi ve ATP baglanma motifi. 12.-299.
aminoasitler arasini gosteren sar1 ile isaretli kisim, protein kinazlara ait katalitik
bolgeyi gostermektedir. Sar1 kismin i¢indeki 18.-26. aminoasitler arasini
gosteren yesil sira ise, ATP baglanma motifini gostermektedir.

Bu analize gore, protein kinazlarin yapisinda bulunan, ATP baglanma bolgesini
olusturan IAKGGFGTYV motifi ise 18.-26. aminoasitler arasinda belirlendi (Sekil 7).

Ayrica, AMEV’nin protein kinazinin (AMV197) aminoasit dizisi, Clustal W
programi (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) kullanilarak, diger protein
kinazlardaki temel protein motifleriyle karsilastirildi. Karsilagtirilan bu swralar, dncelikle
cesitli protein kinazlarda kolaylikla taninabilen, korunmus aminoasitlerden ve bazilarinda
ise ayrimi1 oldukga zor olan motiflerden olusmaktadir (Sekil 8).

Katalitik bolgenin N-ucundaki bolge (subdomain I), glisin bakimindan zengin
(21GFGTVY26) bir siray1 kapsar. Onun hemen yanindaki, 39.-42. aminoasitler arasini
kapsayan bolgede (subdomain II), lizin aminoasidi (42K) vardir. 1. bdlgeden II. bolgeye
kadar olan kismm, ATP’nin baglanmasmdan sorumlu oldugu gosterilmistir (Hanks ve
Hunter, 1995). Bu ATP baglanma bdlgesi, Prosite veri bankasinda bir protein kinaz motifi
olarak Sekil 8’de gosterilen iki bolgeden sadece biridir (Sekil 7). Bu bolgedeki sira (21.-42.
aminoasitler), protein kinaz I. korunmus bdlge 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 baglandig1
aminoasidi gostermektedir (kare parantez, verilen pozisyon i¢in kabul edilebilir

aminoasitleri, dalgali parantez ise, verilen pozisyon i¢in kabul edilmeyecek aminoasitleri
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gostermektedir). 54E ve 98YIV100 sirasi, sirasiyla I11. ve IV. bolgeler (subdomain III ve

subdomain IV) ile homoloji gostermektedir. V. bdlge (subdomain V) ise, ayirt edilecek

kadar net degildir.

AMEV-PK  ——————————— o MDETI--NFNNK-SWEIK---——--- NLIAKGGFGTVYKLCEKNDNN 36
VACV-B1-RPK ~  —————————- MNFQGLVL--TDNCKNQWVVG-—-———-=-— PLIGKGGFGSIYTTNDNN--- 37
MSEV-PK  ———mmmm—mmm e MIL--KSVRGNIWQVS——-—---—-- ECLVNEYYINIHLLENDDN-- 33
PIM-1 RARPCNDLHATKLAPGKE--KEPLESQYQVG—--——--- PLLGSGGFGSVYSGIRVADN- 61
MOS APRKAGKLFLGTTPPRAP--GLPRRLAWFS I DWEQVCLMHRLGSGGFGSVYKATYHGVP- 117
cpc28 0 —mm—mmmmm o MSGELANYKRLEK--——=--——===————- VGEGTYGVVYKALDLRPG- 31

I
AMEV-PK NCYATKIEPSDNGPLFV-EMHFYKKINK-NEIKNFIDAKNLSYLGIPLLYH-NGIIKKDN 93
VACV-B1-RPK --YVVKIEPKANGSLFT-EQAFYTRVLKPSVIEEWKKSHNIKHVGLITCKA-FGLYKSIN 93
MSEV-PK -—KIIKIASIEDGPLFC-EINFYIRYCK-—--——--- EEMVKDVNILPYVD-SGIDKYK- 79
PIM-1 LPVAIKHVEKDRI SDWG-ELPNGTRVPMEVVLLKKVSSDFSGVIRLLDWFE-RPDSFVLI 119
MOS --VAIKQVNKCTEDLRASQRSFWAELNIAGLRHDNIVRVVAASTRTPEDSNSLGTIIMEF 175
CDC28 --QGQRVVALKKIRLESEDEGVPSTAIREISLLKELKDDNIVRLYDIVHSD-AHKLYLVF 88
11 111
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—--—-- ADIVKKFMMQLCKGIAYCHSHRILHRDLKPONL 142
v VI
AMEV-PK MENSS-LTKVYLIDYGLIYNMNSNQEYN--IKCSN-—--DGILEYLP-LITHLFGLKTYMG 205
VACV-B1-RPK VLDQIDKNKLYLVDYGLVSKFMSNGEHVPF IRNPNKMDNGTLEFTP-IDSHKGYVVSRRG 212
MSEV-PK LYDKN-NNKFYLTDFGNITKHTKK-——-— FITNCKLVNNGTYKYIG-IDMHNG-ISTYKS 182
PIM-1 LIDLS-RGEIKLIDFGSGALLKDT---——-——- VYTDFDGTRVYSPPEWIRYHRYHGRSA 223
MOS LISEQ--DVCKISDFGCSQKLODLRGRQ----ASPPHIGGTYTHQA-PEILKGEIATPKA 288
CDC28 LINKD--GNLKLGDEGLARAFGVP-—-——-— LRAYTHEIVTLWYRAPEVLLGGKQYSTGV 193
VII VITI
AMEV-PK DIESLMINIEBNISESL PWIKYKKKNVILKKLDFFNTCLTNSPIEICKLYNY IKNAPSIY 265
VACV-B1-RPK DLETLGYCMIRWLGGILPWTKISETKNCALVSATKQKYVNNTATLLMTSLQYAPRELLQY 272
MSEV-PK DLESFGYLLYDILYG-LPWNNKLDKDI INIKKDFIDNVIICN-NKLSKYFLYLS--——-— 234
PIM-1 AVWSLGILLYDMVCGDIPFEHDEEI IKGQVFFROTVSSECQHLIKWCLSLRPSDRPSFEE 283
MOS DIYSFGITLWQMTTREVPYSGEPQYVOYAVVAYNLRPSLAGAVFTASLTGKALON-IIQS 347
CDC28 DTWSIGCIFAEMCNRKPIFSGDSEIDQIFKIFRVLGTPNEAIWPDIVYLPDFKPSFPQWR 253
IX

AMEV-PK NYNFIPDHDKLINYFVTYLKSKNINLNDKLVFCK--——--—--—- 299

VACV-B1-RPK -——-ITMVNSLTYFEEPNYDEFRHILMQGVYY-—-——-——--——— 300

MSEV-PK -——-LIENDKNIEY-VTLLKTLE--——--—--————————————— 252

PIM-1 IRNHPWMQGDLLPQAASETHLHSLSPGSSK—-——--——-——-——- 313

MOS CWEARGLQRPSAELLORDLKAFRGTLG-—-———--——-——=——-—— 374

cDC28 RKDLSQVVPSLDPRGIDLLDKLLAYDPINRISARRAATHPYFQES 298

Sekil 8. AMV197’nin, diger protein kinazlarla karsilastirilmasi. Korunmus katalitik
bolgeler, roma rakamiyla ve goélgelenmis olarak gosterilmistir. AMEV-PK,
AMEYV protein kinazi (AAG02903); VACV-B1-RPK, vaksinya viriis protein
kinazi (YP233065); MSEV-PK Melanoplus sanguinipes entomopoksviriis
protein kinazi (AF063866); PIM-1, fare protein kinazi (AAA39930); MOS,
fareye ait serin/treonin protein kinaz doniistiiriicii protein (P00538) ve CDC28,
Saccharomyces cerevisiae hiicre bolinmesi kontrol proteini 28 (P00546) i¢cin
kullanilan kodlardir.
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VI. bolge (subdomain VI), protein kinazlar arasinda c¢ok iyi1 derecede korunmustur.
AMV197°deki 142YTHNDIKKNNIMF154, protein kinaz korunmus bdlge motifine ¢ok
iyl bir sekilde uyumlu ikinci siradwr: [LIVMFYC]-x-[HY]-x-D-[LIVMFY]-K-x-(2)-N-
[LIVMFYCT] (3). Buradaki aspartik asit (146D), muhtemelen enzimin katalitik aktivitesi
icin dnemli aminoasittir (Kinghton vd., 1991; Liu vd., 2001). Serin/treonin protein kinaza
ozel lizin (K), 148. pozisyondaki aminoasittir. VII. bdlge (subdomain VII), cok iyi
derecede korunmus 163LIDY G167 sirasindan olusur.

VIII. bolge (subdomain VIII), ¢ogu protein kinazda ¢ok iyi derecede korunmus olan
A-P-E motifidir. Bu bdlgenin, katalitik bolgeye kadar uzadigi ve genel otofosforilasyon
bolgesine komsu oldugu diisiintilmektedir (Hunter, 1987; Selten vd., 1986). AMEV protein
kinazda, bu sira ile tamamen ayni olan bir sira bulunamadi. Onun yerine, uygun bolgede
diger bir T-L-E siras1 bulundu ve vaksinya viriis 34 kDa protein kinaz VIII. bdlgesi ile
uyum i¢indeki VIII. bolge olabilecegi diisiiniildii (Traktman vd., 1989). Bu calismada, APE
motifinin TLE motifine degigsme ihtimali, yaymlanmis protein kinaz motifleri i¢inde, baz1
heterojenliklerin goriilmesiyle agikland1 ve son glutamik asidin (E) tek degismez aminoasit
oldugu gosterildi (Selten vd., 1986). Alaninin, diger notral aminoasitlerle (Glisin, Lsin ve
Prolin) yer degistirdigi gozlendi. Alaninin (ndtral), 16sinin ve izoldsinin (polar olmayan),
merkez prolinin yerini aldig1 tespit edildi. IX. bolgenin (subdomain IX), 206DIESLM211
sirast olabilecegi diistiniilmektedir ancak, 212YNIEWYSG220 swrasinda da olabilecegi
sanilmaktadir. X. ve XI. Bolgeler (subdomain X ve subdomain XI) AMEV protein kinazda
tam olarak tanmimlanamamistir. Fakat, X. bolgenin, 221. ve 225. aminoasitlerin arasinda

olmas1t muhtemeldir.

3.3. AMV197°nin Transkriptomik Analizi

3.3.1. Transkripsiyon Kinetiginin ve Sinifinin Analizi

AMEV’nin Ld652 hiicrelerindeki replikasyonunu transkripsiyonel olarak belirlemek,
protein kinaz geninin transkripsiyon saatini ve hangi gen ekspresyon smifina ait oldugunu
tespit etmek amaciyla RT-PCR deneyi yapildi.

Transkripsiyon siiresini belirlemek i¢in viriis enfeksiyonundan sonra farkli zaman
dilimlerinde mRNA izolasyonu yapildi. Elde edilen mRNA ornekleri ile gene ait 6zel
primerler (PKR ve PKSP4) kullanilarak RT-PCR deneyi olusturuldu. Bu deneyden elde
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edilen verilere gore, AMV197 kodlu genin transkripsiyonu, AMEV’nin Ld652 hiicre
kiiltliriinde enfeksiyonunu takip eden 2. ve 4. saatler arasinda basladi. Enfeksiyondan
sonraki 7. saatte, transkripsiyonun yogunlastigi ve daha sonra azalarak devam ettigi

belirlendi (Sekil 9).

521 bp

Sekil 9. AMV 197 kodlu ORF’nin transkripsiyon kinetigi. M; marker (100 bp, Promega).
AMEYV ile enfekte olmus Ld652 hiicrelerinden, enfeksiyondan sonra farkl
zamanlarda (0-24 saat enfeksiyon sonrasi) izole edilen mRNA’lardan yapilan
RT-PCR iiriinleri gosterilmektedir.

Virlis genlerinin ifade edildigi gen ekspresyon smifini belirlemek i¢cin, DNA sentez
inhibitoriiniin kullanimi, yaygm bir yontemdir. Bu islem i¢cin, AMEV’nin Ld652 hiicre
kiiltiirlinde enfeksiyonu sirasinda DNA sentez inhibitorii B-D-Arabinofuranozilsitozin
(Ara-C) kullanildi. Negatif kontrol olarak, Ara-C’nin kullanilmadig1 enfeksiyonlar yapildi.
Inhibitériin besiyerinde mevcut oldugu ve olmadigi ortamlarda, viriis enfeksiyonundan
sonra izole edilen mRNA’lar ve gene ait 6zel primerler (PKR ve PKSP4) kullanilarak RT-
PCR deneyi yapildi. Yapilan ¢alismanin sonucu, AMV197 kodlu genin, hem DNA sentez
inhibitorii Ara-C varliginda hem de yoklugunda sentezlendigini gosterdi (Sekil 10).
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Sekil 10. AMV197 kodlu ORF’nin transkripsiyon smifi. M; marker (100 bp,
Promega). Inhibitérle muamele edilmis, AMEV ile enfekte olmus,
Ld652 hiicrelerinden enfeksiyondan sonra izole edilen mRNA’lardan
yapilan RT-PCR firiinleri gosterilmektedir.

3.4. Protein Kinaz Geninin Transkriptomik Yapisinin Aydinlatilmasi

3.4.1. Protein Kinaz Geninin Translasyona Ugramayan 5’ Ucunun Rasgele
Cogaltilmasi (5’ RACE)

AMV197 kodlu genin, proteine doniismeyen 5’ bolgesini tespit edilebilmek igin,
transkripsiyon tirtinleri kullanilmaktadir. Bunun i¢in, yaban tip AMEV ile enfekte edilen
Ld652 hiicre kiiltiirlinden toplam RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA’lar, 5°/3°
RACE kitinde anlatildig1 gibi PKSP1 primeri kullanilarak, cDNA’ya donistiiriildii. Daha
sonraki PCR isleminde kolaylik saglamasi bakimindan, cDNA’nin 3’ ucuna poli-A
kuyrugu takildi. Olusturulan poli-A kuyruklu cDNA kalip olmak {izere, oligo dT-ankor /
PKSP2 primer ¢ifti kullanilarak PCR yapildi. Bu ilk reaksiyonun {irtinii DNA kalip olmak
iizere, PCR-ankor / PKSP3 primer giftiyle ikinci bir PCR daha yapildi. Ikinci PCR
reaksiyonunun Uriinii olan DNA’lar, pGEM-T Easy vektore klonlandi. Olusturulan
klonlardan rasgele olarak segilen 11 klonun DNA dizi analizi yapildi. Dizi analizi
sonuclarmma gore, 11 klondan 9 tanesi AMEV genomunun 169192. srrasindaki Adenin
bazinda sonlanmaktadir. Buna gére, AMV197 geninin transkripsiyon baslangi¢ noktasinin

(5’ UTR), ATG’den 54 baz yukarda oldugu belirlendi (Sekil 11).
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pk2_7 GACTTTTTTTTTTTTTTTTCTTTTTTTTAATAATAAT
genon TCATTTATTATTATATAATAATATAT AT IO AT TT AT TA L A Ta T TTAATAATAAT
* ¥ X FX ¥* €36 3 3 I 336 I I IHHE
pk2_7 TAAAAATAATATATATTTTGATATAATATATAATAATTAATTAALLIGACCAAACAATA
genon TAAAAATAATATATATTTTGATATAATATATAATAATTAATTAALATGGACGAAACAATA
3E 36 3 36 336 3 I I IE I I I3 IE I I I I I IE I IE I I IE I IE I IEIEIEIE I I I I IE I IE I I I IEIE-IE I I I IEIE I I IEE
pk2_7 AATTTTAATAATAAATCATGGGAAATAAAAAATTTAATAGCTAAAGGTGGTTTTGGAACA
genon AATTTTAATAATAAATCATGGGAAATAARAAATTTAATAGCTAAAGOTGGTTTTGGAACA
36 3636 36336 36 36 I IE I I I3 36 IE I I3 I IE I IE I I I IE I IE I I I IE 36 I I I I IE I 363636 I IEI6-IE I I I I I I I I
pk2_7 GTATATAAATTATGCGAARAAAATGATAATAATAACTGTTACGCTATTAARATAGAACCA
genon GTATATAAATTATGCGAARAAAATGATAATAATAACTGTTACGCTATTAAAATAGAACCA
36363636336 36363 3633633636 3636336366636 I IE I I3 I 366636636666 INNIEN

pk2_7 TCGGATAATGGTCOGTTGTTTGTAGAAATG -
genon TCGGATAATGGTCOGTTGIT TGl AGAAATGUACTTTTATARAAAAATAAATAAALATGAA

6363636 36 363633 I IE I IE I IE I I I I I I I I I I

Sekil 11. Transkripsiyon baslangi¢c noktasinin, AMEV genomu iizerindeki yeri. Kesiksiz
cizgi: Translasyonun baslangicini (ATQG); Kesikli ¢izgi: PCR-ankor primerin
ucundaki oligo dT-ankor primerini; Uzun c¢izgi-nokta: PKSP3 primerini; *:
Dogru baz eslesmelerini gostermektedir.

3.4.2. Protein Kinaz Geninin Translasyona Ugramayan 3’ Boélgesinin ve
Transkripsiyon Bitis Noktasinin Tespit Edilmesi (3° RACE)

AMV197 kodlu genin, proteine doniismeyen 3’ bolgesinin tespit edilebilmesi i¢cin de
5°/3° RACE Kkiti kullanildi. Bunun i¢in, yaban tip AMEV ile enfekte olan Ld652 hiicre
kiiltliriinden izole edilen toplam RNA’lar, 5°/3° RACE kitinde anlatildig1 gibi cDNA’ya
doniistiiriildii. Oligo dT-ankor primeri kullanmilarak yapilan ¢cDNA’lardan, PCR-ankor /
PKSP4 primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR sonucunda, saglikli bir DNA band1 elde
edilemedi. Bu ylizden, kit icerigindeki yontemden farkli olarak, ilk PCR reaksiyonunun
irtinii DNA kalib1 olmak iizere, PCR ankor / PKSP5 primer ¢ifti kullanilarak ilave bir PCR
islemi daha yapildi. Ilk iiriine gére daha kisa olmakla beraber daha secici 6zellige sahip
ikinci PCR reaksiyonunun iiriini DNA, pGEM-T Easy vektore klonlandi. Olusturulan 3’
UTR klonlarindan 13 tanesi se¢ildi. Bu klonlarin DNA dizi analizleri yaptirildi. Dizi
analizi yapilan 13 klondan 8 tanesinin TAA’dan 21 baz asagida, 5 tanesinin ise 31 baz
asagida Timin bazinda sonlandiklar1 belirlendi (Sekil 12). Bu sonuglara gore, AMV197
geninin, iki tane poliadenilasyon kesim noktasina sahip oldugu ve bu noktalarm, AMEV

genomunun 170166. ve 170176. Timin bazlarinda oldugu belirlendi.
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JUTRSY e L T I A g g R g A Y B W N E YR
fernom GTTATATTAAARLAATTAGATTTTTTCALCACTT LACTAATTCACCAATTGAARTR
LR R TR R T e e

3UTRS TETALATTATATAA TTATATALAR AT ETCCTTCTATATATALMTTATAATTTTATACCT
Fernom TETALATTATATAA TTATATALAR AT ETCCTTCTATATATALMTTATAATTTTATACCT
i i i i i i i e i e i e e e i e i i e e e e e e e i e i i i e e i i e e

SUTRE CATCATGATAASTTASTTARTTATT TTGTAACTTAT I TALMATCTAALATATALATTTA
Jernom CATCATGATAAATTAATTARTTAT T TTGTAACTTAT I TAARATCTAAALATATAAATTTA

****ttt#*#**************tt*#***************WWW*I************

SUTRS AATGATARATTAGTTTTTTOTAL A ATTAATATTTTTALLTATGT, i

genom AATGATARATTAGTTTTTTGTAAATARAATTAATATTTTTAAATATGTATAAATATCTAT
i i e e e e i e e e e e e i e e e e i e e e e e e e e e e e e S e

IUTRE ————CAACRCTICTTTARCTARTICACCARTTGRAATATGTARATTATATAATTATATAR |

genom ITII AR CACTIGITT AR CTAR TTCACCAR T TR A TATGTARLTTATATARTTATATAR
kkkhhhkhhhd kb hd bk bk hhhdh kb hhhhhhhhhhhhhhhhh ki ko

3UTIR& AR A TGCTCCTICTATATATARTTATARTTTTATACCTGAT CATGATALATTRARTTARTT

Jenom A T T T T CTAT AT AT A R TTAT A R TTTTATA O CTGATCATGATARATTRARTTARTT
R T T T T Ty

JUTE&G ATTITGIARCTITATITAR AT CTRAR A R TR TAR R TTTAR R TGATRARRTTAGTITITIGTIA

Jenom ATTTIGTAL CTTAT T TR R T TR R T TR R R TT TR R TERATARATTASGTITITIGTIA
***********************************i************************

3UTRE AR RANTTAATATTTTTAAATATGTATAAATATCTAARAARMAAAARAALNGTCGACAT |
genom AATARRRTTAATATITITARATATGTATAARATATCTATACTTTATARTAATA TCATTAT |
R R R R R R R ¥ kk k& ok k& * ok

Sekil 12. Transkripsiyon bitis noktalarinmn AMEV genomu iizerindeki yerleri. Ustte, 21
baz uzunluktaki 3’UTR, altta 31 baz uzunluktaki 3’UTR gosterilmistir.
Kesiksiz ¢izgi: Translasyonun bitisini (TAA); Kesikli ¢izgi: PCR-ankor
primerin ucundaki oligo dT-ankor primerine komplementer siray1; Uzun ¢izgi-
nokta: PKSPS5 primerini; *: Dogru baz eslesmelerini gdstermektedir.

3.5. Protein Kinaz Geni (AMV197) Cikartilmis Rekombinant Viriisiin
Olusturulmasi

Tez calismast boyunca, AMV197 kodlu genin fiziksel yapis1 aydinlatildi. Bu
asamadan sonra, genin fonksiyonel islevini tespit edebilmek amaciyla, homolog
rekombinasyonla genin virlis genomundan silinmesi saglandi. Yaban tip virlis genomu
kalip olmak {izere, uygun primerler (PK2Fw, PKSURRv, PKSDRFw, PK1Rv) kullanilarak
AMV 197 kodlu genin yukar1 ve asag1 kisimlar1 cogaltildi. Cogaltilan siralar, pBlueScript
SK(-) vektore klonlandi. AMV197°nin aski bolgelerinin  vektére klonlanmasi
tamamlandiktan sonra, sferoidin promotoru altinda 28 kDa’luk GFP proteini iireten genin
siras, AMV197GFPF ve AMV197GFPR adli primerler kullanilarak c¢ogaltildi ve bu iki

ask1 bolgesinin arasmna klonlandi. Hazirlanan transfer vektoriiniin (pBS-AmAPK/gfp),



46

AMEV ile enfekte Ld652 hiicrelerine transfeksiyonundan sonra, hiicrelerde GFP
proteininin ortaya ¢ikisi, Auxovert floresan inverted mikroskopta yesil rengin olusumuyla
belirlendi (Sekil 13). Yesil rengin goriinmesi, gfp geninin AMEV’nin genomuna dahil
oldugunu ve GFP proteininin olusturulan rekombinant viriis (VAmAPK/gfp) tarafindan
iiretildigini gostermektedir. Elde edilen transfeksiyon sivisi ¢ogaltildi ve 4 °C’de muhafaza
edildi.

R a D ad L s X
e "f Aol g PR

A
»

iy & K* BE e

,,,,,

Sekil 13. pBS-AmAPK/gfp ile transfeksiyondan sonra Ld652 hiicreleri. Halojen lamba
altinda goriiniimii solda ve floresan lamba altinda GFP ifadesinin belirlenmesi
sagda yer almistir.

3.5.1. Rekombinant Viriisiin Saflastirilmas1 ve Stokunun Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

Transfeksiyon isleminden sonra, bu sivi cogaltildi. Diger yandan, olusturulan ve
cogaltilan vAmAPK/gfp viriisleri igeren siispansiyon, plak islemine tabi tutuldu. Elde edilen
plaklarin arasinda, en giizel viriis liremesinin oldugu plaktan yeniden viriis cogaltim1 yapildi
ve arka arkaya yapilan plak deneyleri sayesinde, viriis slispansiyonu yalnizca vAmAPK/gfp
viriislerden olusacak sekilde saflastirildi. Saflastirma islemi i¢in yapilan plak deneyinin
sonucunda, plak olusumu Auxovert floresan inverted mikroskopla bakilarak kontrol edildi.
Yaklagik iiclincli giinde, ancak floresan mikroskop ile goriilebilen GFP igeren plaklar
gozlenmeye basladi (Sekil 14). Bu plaklardan alinan orneklerle yapilan ardisik dort plak
islemi sayesinde, VAmMAPK/gfp viriisler saflastirildi.
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Sekil 14. Ld652 hiicrelerinin vVAmAPK/gfp ile enfeksiyonu sonrasinda olusan plaklar.
Halojen lamba altinda goriintii solda ve ayni plagin floresan lamba altinda GFP
ifadesinin belirlenmesi sagda yer almistir.

Saflastirilan vVAmAPK/gfp viriislerin konsantrasyonu Terasaki hiicre kiiltiir kaplar1
kullanilarak EPDA metoduna ve formiiliine gore belirlendi. Formiile bagl olarak elde

edilen sonuca gore, VAmAPK/gfp’nin stok konsantrasyonu 1.166x10° pfu/ml’dir.

Konsantrasyonu belirlenmis viriis silispansiyonu, calismanin ilerleyen basamaklarinda

kullanildz.

3.5.2. AMV197’nin AMEV Genomundan Silindiginin PCR Analiziyle
Dogrulanmasi

Rekombinant vAmAPK/gfp viriisiin insasindan sonra, homolog rekombinasyon
sayesinde genomdaki delesyonun istenen sirada meydana gelip gelmediginin belirlenmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in, hem yaban tip AMEV’den hem de vAmAPK/gfp’den genomik
DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA’lar kalip olarak kullanilmak {izere, iki farkh
PCR reaksiyonu uygulandi. Reaksiyonlar sirasinda kullanilan ileri primerlerden biri,
transfer vektoriin hazirlanmasi sirasinda da ileri primer olarak kullanilan AMVI197F adli
primer, digeri ise genin yukarisina, ama AMV197F’ye gore daha yakia, yerlesen AMVFw
adli primerdir. Geri primeri olarak, her iki PCR reaksiyonunda da AMV197GFPR adl
primer kullanildi. Bu primer, gfp genini ¢ogaltmak icin kullanilan primerdir. Yapilan PCR
reaksiyonlarinin sonucunda, yaban tip AMEV kalibiyla yapilan PCR isleminde, yalnizca
ileri primerler i¢in baglanma sirast mevcut oldugundan, herhangi bir bant olusmadi. Oysa,

vAmAPK/gfp viriis kalibtyla yapilan PCR reaksiyonunda, her iki primer ¢ifti icin de
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baglanma sirasi mevcut olacagindan, 987 bp’lik (AMVFw / AMV197GFPR) ve 1302
bp’lik (AMV197F / AMV197GFPR) bantlar gézlendi (Sekil 15). Bu DNA {iriinlerinin elde
edilmesi, homolog rekombinasyonun viriis genomunda, dogru sirada meydana geldigini

gosterdi.

Matker (bp)
1500
1000

1302 bp
987 bp

Sekil 15. Rekombinant virlis olusumunun PCR yOntemiyle teyit edilmesi. 1: AMEV
kalib1 ve AMV197F / AMV197GFPR primerleri; 2: vAmAPK/gfp kalib1 ve
AMVI197F / AMV197GFPR primerleri; 3: AMEV kalibi ve AMVFw /
AMV197GFPR primerleri; 4: vAmAPK/gfp kalibi ve AMVFw /
AMV197GFPR primerlerinin kullanildigi PCR reaksiyonlarm ve M, 100
bp’lik marker (Promega) bantlarini géstermektedir.

PCR reaksiyonlar1 sonucunda, rekombinant vAmAPK/gfp’ye ait DNA’dan beklenen
bantlarin elde edildigi, bu DNA’larin restriksiyon analizinin yapilmasiyla da teyit edildi.
Bunun i¢in, rekombinant virlisiin bilinen baz sirasina gore, 987 bp ve 1302 bp olmasi
gereken PCR firiinleri, jelden temizlendi. Temizlenen her bir DNA, PCR ile ¢ogaltilan
sirada oldugu bilinen, Xma I ve Nco I enzimleriyle ayr1 ayr1 kesilerek dogrulama islemine
devam edildi. Cogaltilan 987 bp’lik DNA’nin Xma 1 enzimiyle kesiminden 247 bp ve 740
bp’lik bantlar ve Nco 1 enzimiyle kesiminden 422 bp ve 565 bp’lik bantlar beklenirken,
1302 bp’lik DNA’nin Xma I enzimiyle kesiminden 562 bp ve 740 bp’lik bantlar ve Nco |
enzimiyle kesiminden 737 bp ve 565 bp’lik bantlar beklendi. Kesim sonucunda beklenen
bantlarin mevcudiyeti, homolog rekombinasyonun yaban tip viriiste, dogru yerde meydana
getirildigini ve boylece rekombinant vVAmAPK/gfp’nin olusturuldugunu gosterdi (Sekil
16).
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Sekil 16. Rekombinant virlis olusumunun restriksiyon analizi ile teyit edilmesi. 1:
Kesilmemis 987 bp’lik PCR; 2: Xma 1 kesilmis 987 bp’lik PCR; 3: Nco 1
kesilmis 987 bp’lik PCR; 4: Xma 1 kesilmis 1302 bp’lik PCR; 5: Nco 1
kesilmis 1302 bp’lik PCR; 6: 100 bp’lik marker (Promega) bantlarini
gostermektedir.

Diger yandan, 1302 bp oldugu diisiiniilen PCR iirlinii, pGEM-T Easy vektore
klonland1 ve klonun dizi analizi yaptirildi. Rekombinant viriisiin yapiminda kullanilan
transfer vektorii (pBS-AmAPK/gfp) hazirlanirken, gfp geninin pBS-AmAPK/gfp vektore
aktarilmasi sirasinda, gfp geninin bulundugu vektoriin ¢oklu klonlama bolgesindeki kesim
bolgelerinden bazi ek siralar, pBS-AmAPK/gfp vektore de aktarilmistir. pBS-AmAPK/gfp
vektoriin  hazirlanig1 sirasinda kullanilan bu siralar bilindiginden, 1302 bp’lik PCR
irtiiniiniin pGEM-T Easy vektordeki klonun beklenen sirasi Sekil 17’de gosterilmistir.
Sekildeki sira, dizi analizi yaptirilan 1302 bp’lik PCR diriiniiniin sirasiyla %100
uyumludur. Boylece, yaban tip AMEV genomundan AMV197 kodlu genin ¢ikarildigi ve
cikarilan genin yerine, sferoidin promotoru altinda gfp geni tasiyan DNA pargasinin

eklendigi, siipheye yer birakmayacak sekilde dogrulanmis oldu.
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168901 atatcgaataattatcaggattaattgatattcttgtgatatatttaaaataaaatgatg
168961 ctatatttatttcttcgtcactattataatttatattttgtatctttattaatgataaat
169021 gatatttttgtaataaatagtcataatttgtttcatctatttcttcttcttcatattttt
169081 ttttataattatataatattaatactaaaaataatattactattagtatgtatataataa
169141 tcatttattattatataataatatataattgaaaatttattaaaataatttaataataat
169201 taaaaataatatatattttgatataatatataataattaattaaaatggacgctgcagga

attcgattgeategagagetotactgtegaaacatotascyatitagat at taagat tattqaty

gccaatacatcataaatacattataatattattataatatcaatcataatttttatatatattttat
ctaaaaggactttttattttttatatattaataataataal

atgcatcactagtgaattcgatatcaagcttgataaattagttttttgtaaataaaatt
aatatttttaa

170161 atatgtataaatatctatactttataataatatcattatcaaaatacctggatttaataa
170221 taatagtatgagttttactataacattcgatatagaaaaaaatttatgtattttaaatta
170281 tctttcgtacctaactgatataataatgtaattggtaataatagagctcttgaaattaga

Sekil 17. Homolog rekombinasyondan sonra olusan DNA dizisi. Golgeli ve alt1 ¢izili
siralar, AMV197F ve PKSURFw primerlerini, mavi ve koyu siralar
AMV197GFPF ve AMVI197GFPR primerlerini ve yesil siralar gfp genini
gostermektedir. GFP proteininin tiretimi, AMV197’¢ ait olan ilk ATG’den degil,
gfp genine ait ikinci ATG’den, sferoidin promotoru sayesinde gergeklesir.

3.5.3. Rekombinant Viriisin (vAmAPK/gfp) DNA Replikasyonunun
Belirlenmesi

Rekombinant virlisiin DNA replikasyonu, slot-blot Hibridizasyonu yontemi ile DIG
High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Kat No: 11 745 832 910)
kullanilarak belirlendi. Replikasyon isleminde hem AMEV hem de vAmAshp/gfp pozitif
kontrol olarak kullanildi. Bu yiizden, hibridizasyon islemi i¢in, her ii¢ tip viriis i¢in de
gecerli olan prob secildi. Her bir viriisten, 0., 6., 12., 18. ve 24. saatlerde alinan hiicre lizat1
ornekleri membrana emdirildi. Membrandaki DNA’larin, doner durumdaki uygun sicaklik
sayesinde, isaretli prob ile hibridizasyonu saglandi. Membranin renklendirme iglemi
tamamlandiktan sonra, slot-blot hibridizasyonundan elde edilen sonuglar kaydedildi.
Sonuglara gore, hem yaban tip AMEV’de hem de spheroidin geni bakimindan kusurlu
vAmAshp/gfp’de, viral DNA replikasyonu ilk olarak enfeksiyondan sonra 18. saatte
goriilmeye baslad1 ve 24. saatte replikasyon daha da yogunlasti. Buna ragmen, AMV197
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bakimindan kusurlu olan vAmAPK/gfp icin kullanilan 6rneklerde, ilk DNA replikasyonu
12. saatte belirlenmeye baslad1 (Sekil 18). DNA replikasyonu i¢in 12. saat, hem yaban tip
AMEV’ye hem de vAmAshp/gfp’ye gore oldukca erken bir saattir.

24 18 12 06 0 Ld

AMEV

vAmAshp/gfp

vAMAPK/gfp

Sekil 18. Slot-blot hibridizasyonu 1ile DNA replikasyonu. Rekombinant
vAmAPK/gfp’nin DNA replikasyonu, slot-blot hibridizasyonu yontemi
kullanilarak, yaban tip AMEV ve vAmAshp/gfp ile karsilastirildi.

3.5.4. Rekombinant Viriisiin (vVAmAPK/gfp) Protein Profilinin Belirlenmesi

Rekombinant viriisiin protein profilini belirleme ¢alismalari icin, cesitli denemeler
yapildi. Bu denemelerin her birinde, vAmMAPK/gfp’ye karsi, AMEV ve vAmAshp/gfp (shp
geni yerinde gfp geni iceren rekombinant viriis) pozitif kontrol olarak kullanildi. Her ii¢
virlis ile yapilan enfeksiyondan 7 giin sonra, hiicre sivilar1 toplandi. Yapilan santrifiij
isleminden sonra viriis-hiicre lizatindan olusan pellet, proteaz inhibitorleri igeren tamponda
¢oziildii. Bu siispansiyon, SDS-PAGE islemine maruz birakildi. SDS-PAGE isleminden
sonra, jel iizerindeki bantlarin yerlesiminde veya miktarinda, kontrol virlislere gore
herhangi bir farklilik tespit edilemedi. Yapilan diger SDS-PAGE denemelerinde de,
vAmAPK/gfp’de, AMEV ve vAmAshp/gfp virislerine gore farkli protein bantlar

belirlenemedi. Sonug olarak, viriis slispansiyonunun filtre edilerek SDS-PAGE yapildig:
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son islemde de, iki farkli boyama metodu uygulanmasma ragmen, her ii¢ tip viriise ait

protein bantlarinin ortak oldugu tespit edildi (Sekil 19).
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Sekil 19. SDS-PAGE elektroforezi ile viriislerin protein icerigi. Rekombinant
vAmMAPK/gfp’nin protein profili, yaban tip AMEV ve vAmAshp/gfp
ile karsilastirildi. Jelin giimiis boyamasi yapilan hali solda ve CBB
boyamasi yapilan hali sagda yer almistir.

3.5.5. Rekombinant Viriisiin (vVAmAPK/gfp) Enfektivitesinin Belirlenmesi

Virlis enfektivitesinin belirlenmesi, viriis konsantrasyonunun yaban tip virlise gore
kiyaslanmasi ile gergeklestirilmistir. Hem AMEV hem vAmAshp/gfp (shp geni yerinde gfp
geni iceren rekombinant virlis) hem de vAmAPK/gfp ile enfekte edilen Ld652
hiicrelerinden, enfeksiyondan 7 giin sonra her ii¢ viriise ait viriis siispansiyonu elde edildi.

Elde edilen siispansiyonlarin konsantrasyonlar, EPDA deneyi sayesinde belirlendi.
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Deneyler, dort tekrar olarak yapildi ve sonuglar ortalama deger olarak verildi. Elde edilen
veriler, Tablo 4’de gosterildi.

Tablo 4’deki verilere dayanarak, yaban tip AMEV viriisiiniin, kontrol olarak
kullanilan sferoidinsiz virlise (VAmAshp/gfp) gore daha az enfektif oldugunu
sOyleyebiliriz. Bu durumda, hem vAmAshp/gfp hem de vAmAPK/gfp ile yapilan deney
sirasinda ortaya c¢ikan GFP {iretiminin, her iki rekombinant virliste de ayni sferoidin
promotoru tarafindan saglandigi bilinmektedir. Bu bilgiye dayanarak, GFP miktarmnin
kiyaslanmasmin yaban tip AMEV’deki sitopatik etkileri gozle belirlemeye calismaktan
daha saglikli sonu¢ vereceginden, testin pozitif kontroliiniin vAmAshp/gfp viriisiine gore
yapilmasi sonucuna varildi. Béylece, vAmAshp/gfp viriisiine ait konsantrasyon 13,58x10®
pfu/ml ve bu calismanin {irlinii olan protein kinaz geninden mahrum vAmAPK/gfp
viriisiine ait konsantrasyon ise 0,39x10® pfu/ml olarak belirlendi. Bdylece, vVAmAPK/gfp

enfektivitesinin kontrole gore %61 oraninda azaldigi tespit edildi.

Tablo 4. Rekombinant AMEV ’nin Enfektivitesi.

Viriis Konsantrasyonu (pfu/ml)
AMEV 7,67x10° + 5,15
vAmAshp/gfp 13,58x10° + 3,87
vAmAPK/gfp 0,39x10% + 0,17




4. TARTISMA

Poksviriislere ait bir ¢cok enzime, 6rnegin DNA-bagimli 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 ¢ok cesitli bilgiler olmasina ragmen, protein kinazlara ait bilgiler sinirlidir. Poksviriis
protein kinazlariyla ilgili ilk ¢aligmalar, vaksinya viriis BIR (Rempel ve Traktman, 1992;
Lin vd.,1992) ve F10L (Lin ve Broyles, 1994) protein kinazlarma aittir. Bu ¢aligmalari,
diger poksviriis protein kinazlariyla (Fowlpox viriis (FWPV-pk, Poxviridae; Afonso vd.,
2000) Myksoma virlis (MYXV-pk, Poxviridae; Cameron vd., 1999), Molluscum
contagiosum viriis alt tip 1 (MOCV 1-pk, Poxviridae; Senkevich vd., 1996), Variola major
virlis (VARV-pk, Poxviridae; Massung vd., 1993)) ilgili caligmalar takip etmistir. Ancak
literatiirde, Amsacta moorei entomopoksviriis (AMEV) protein kinaz (pk) genleri ile ilgili
herhangi bir caligma bulunmamaktadir.

Protein kinazlarin katalitik bdlgeleri, 30 kDa’a karsilik gelen 250-300 aminoaside
kadar ulasmaktadir. Katalitik bolgelerin tam siralari, kesim enzimlerinin kullanildigi
deneyler sayesinde, korunmus dizilerin incelenmesiyle tanimlanmistir (Hanks vd., 1988).
Katalitik bdlgenin protein kinazlar i¢indeki yerlesimi sabit olmamakla beraber, tek alt
birimden olusan enzimlerin ¢ogunda, proteinin karboksil ucuna yakin olarak bulunur ve
proteinin amino ucu diizenleyici rolii {stlenir. Coklu alt {initelere sahip olan protein
kinazlarda ise, katalitik bolgenin neredeyse tamamini igeren polipeptitler mevcuttur.
AMV197 katalitik bolgesi ise, 12. aminoasitten baglayarak neredeyse genin tamamini
kaplamaktadir. Ayrica, bu proteinin amino ucu, Hanks ve arkadaslar1 (1988) tarafindan
bazi katalitik bolge polipeptitleri i¢in gdsterilen ilk korunmus glisine, 10 aminoasit kadar
yakindir.

Protein kinazlarla ilgili genlerin biiyiik bir gurubunun DNA dizileri belirlenmis ve
aminoasit motifleri arastirilmistir. Hanks ve arkadaslar1 (1988), PK protein ailesinin 65
farkli tiyesi lizerinde yapilan ¢alismaya dayanarak, protein kinazlarin katalitik bolgeleri
icin 11 korunmus bolge rapor etmislerdir. Bu ¢alisma kapsaminda AMV197°de, I, 11., VL.,
VII. ve VIII. bolgeler net bir sekilde tanimlanirken, I11. TV. IX. ve X. bolgeler sadece
tahmin edilebilmistir. Fakat, V. ve XI. bolgeler hakkinda herhangi bir yorum

yapilamamaistir.
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AMV197, DNA sentez inhibitoriiniin (Ara-C) mevcudiyetinde, transkriptlerin
varlifina gore, erken smifi gen olarak belirlenmistir. Diger yandan, transkriptler,
enfeksiyondan sonra 4. saatten itibaren goriilmeye baslanmis ve 7. saatte en yiiksek
noktaya ulagsmistir. Bu zaman dilimi, 6ncelikle poksviriisler icin genomun replikasyonu,
DNA, RNA ve proteinin modifikasyonunda rol oynayan proteinler gibi, yapisal olmayan
proteinlerin sentezi i¢cin uygundur (URL-2, 2010). Bir bagka calismada, vaksinya viriis
enfeksiyonundan sonra, 0., 0,5., 1., 2. ve 4. saatlerde izole edilen, poliadenillenmis
mRNA’lardan yapilan cDNA’larin, Applied Biosystems SOLID cihazi kullanilarak, dizi
analizleri yapilmistir (Yang vd., 2010). Bu calismada, dordiincii saate ait olusturulan
cDNA’lar, vaksinya viriis DNA’smnm %97’sine tekabiil etmektedir. Buna gore, viriise ait
transkripsiyon, enfeksiyondan yaklasik 4 saat sonra tamamlanmaktadir. Diger bir durumda
ayni islem, sitozin arabinosid (Ara-C, DNA sentez inhibitorii) veya sikloheksimid (CHX,
mRNA translasyon inhibitorii) varliginda tekrarlanmistir. Bu kez, 2. saatte izole edilen
mRNA’lardan olusturulan cDNA’lar, bu inhibitorlerin yokluguna benzer olarak, vaksinya
viriis DNA’sinin yaklasik %60°m1 olusturmustur. Inhibitdr varliginda ancak erken genlerin
transkripsiyonu gercekleseceginden, 2. saatte belirlenen transkriptler, erken genlere aittir.
Buna gore, inhibitorlerin mevcudiyetine ragmen gerceklesebilen erken gen
transkripsiyonu, enfeksiyondan sonra 2. saatten itibaren meydana gelmektedir. Bu sonug,
bu tez caligmasi kapsaminda, erken gene ait ilk transkriptlerin enfeksiyondan sonra 4.
saatte goriilmesiyle uyumsuz gibi goriinmektedir. Oysa ¢cDNA dizisinin belirlenmesi
islemi, calismamizda kullanilan RT-PCR’ye gore cok daha duyarl bir teknik oldugundan,
meydana gelen mRNA’larin daha ge¢ bir saatte tespit edilmesinin normal oldugu
diistiniilmektedir.

Genin transkripsiyonel baslangi¢ ve bitis noktalari, 5°/3° RACE analiziyle belirlendi.
5> RACE analizine gore, 5° UTR’nin 54 bp oldugu belirlendi. Ayrica, promotor
bolgesinde, degisken ve A-T niikleotidleri bakimindan zengin siralarla ¢evrelenen -21.
niikleotidde tliniversal bir G oldugu tespit edildi (Sekil 20). Bu siranin, daha 6nce Davison
ve Moss (1989b) tarafindan tanimlanan vaksinya virlis erken promotor elementleriyle
uyumlu oldugu goriilmektedir.

3> UTR sonuglarina goére, AMV197 genine ait heterojen transkriptler mevcuttur.
Bunlar, translasyon bitis noktasinin 21 bp ve 31 bp asagisinda sonlanir. Yani, AMV197
kesim noktalarindan biri, genomun 170166. niikleotidinde iken, digeri, birincinin 10

niikleotid asagisinda ve genomun 170176. niikleotidinde belirlenmistir. Heterojen
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transkriptlerin mevcudiyeti, vaksinya viriise ait timidin kinaz geninde de mevcuttur. Daha
once gerceklestirilen bir calismada timidin kinaz genine ait, 590 bp ve 2140 bp arasinda
degisen mRNA’lar tespit edilmistir (Bajszar vd, 1983). AMV 197 transkriptlerinde de tespit
ettifimiz bu heterojenligin, memelilerde yaygm olan transkript se¢ciminin esnekligine
(Pauws vd., 2001) benzer bir mekanizmadan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Insan ve
diger memeli genomlarmin dizi analizinin yapilmasi, poliadenilasyon ve alternatif
poliadenilasyon altinda yatan olaylar1 arastirma firsat1 sunmustur. Bu firsatlar, bilgiye
ulagabilme kolaylig1 ve yeni teknikler sayesinde, insanda ve farede kodlanan transkriptlerin
sayisinin, genlerin sayisindan 10 kat hatta daha fazla oldugunu gostermistir (Carninci vd.,
2005; Cheng vd., 2005). Bu transkript varyasyonlari, alternatif olarak poliadenillenmis
mRNA’lar1  temsil etmektedir. Alternatif poliadenilasyon, gen ekspresyonunun
regililasyonunda 6nemli bir rol oynar. Bu mekanizma, farkli 3> UTR’lere sahip mRNA’lar
iireterek, olgun transkriptlerin ¢esitliligini artirir. 3> UTR’lerde degisiklige yol agabilen bu
mekanizma, mRNA’nin kararliligini, tasinabilirligini ve protein iiretim yetenegini
etkileyebilir (Chuvpilo vd., 1999).
Transkripsiyonal

baslangig¢ noktasi

1

v
169141 TCATTTATTATTATATAATAATATATAATTGAAAATTTATTAAAATAATTTAATAATAAT
169201 TAAAAATAATATATATTTTGATATAATATATAATAATTAATTAAAATGGACGAAACAATA
169261 AATTTTAATAATAAATCATGGGAAATAAAAAATTTAATAGCTAAAGGTGGTTTTGGAACA

170041 AATTATAATTTTATACCTGATCATGATAAATTAATTAATTATTTTGTAACTTATTTAAAA

170101 TCTAAAAATATAAATTTAAATGATAAATTAGﬂ?TTTTGT‘ﬂﬁﬁ!ﬂﬂ“TTAATATTTTTAA

170161 ATATG$ATAAATATC%ATACTTTATAATAATATCATTATCAAAATACCTGGATTTAATAA

Poli A ilave bolgeleri

Sekil 20. AMV197’nin transkriptomik yapisi. Translasyon baslangic ve bitis
noktalari, golgeli olarak isaretlenmistir. Kesikli ok, AMV197’nin 5’
ucunu, diiz oklar, 3’ uclarini, kesikli kutu, transkripsiyon terminasyon
sinyalini ve diiz kutu poliadenilasyon sinyalini géstermektedir.

AMV197°deki translasyon bitis noktasi, AAUAAA poliadenilasyon sinyaliyle iist
iste gelmistir (Sekil 20). mRNA’nin poliadenilasyonu, viral ve oOkaryotik gen
ekspresyonunun kontroliinde &nemli bir rol oynar. Okaryotik mRNA’larin hepsinde,
AAUAAA srrasina ilave olarak ve bu siranin asagisinda U/GU bakimindan zengin bir sira
daha mevcuttur. Bu iki korunmus sira, mRNA’larin 3’ islenmesi i¢in gereken

diizenlemeden sorumludur. Olgunlasmamis mRNA’nin kesim bdlgesi, kesim bolgesinin
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niikleotit igerigi ve diizenleyici siralarin durumuyla beraber tespit edilir. Kesim bolgesi,
AAUAAA sirasindan 11-24 niikleotit asagida ve U/GU bakimindan zengin siranin 10-30
niikleotit yukarisinda bulunur (Chen vd., 1995). Bu durumda, ¢iplak mRNA’nin kesilmesi
bu iki korunmus siranin arasindan, bu isleme 6zel bir niikleaz ile gerceklestirilir (Ryan vd.,
2004). Kesim igsleminden sonra bu serbest uca, 150-200 adenilat niikleotidlerini igeren poli
(A) kuyrugun eklenmesi gergeklesir (Gilmartin, 2005).

Terminasyon sinyali ((T)sNT), normalde poksviriis erken mRNA’larmm 3’
UTR’lerinin yukarisinda bulunmaktadir. Bu dogrultuda aranan AMV197°nin terminasyon
sinyali, AMV197 mRNA’smin 3’ UTR’sinin yukarisinda bulunamadi. Yapilan ayrintili bir
incelemeden sonra, korunmus terminasyon swrast (TTTTTGT), AMV197’in kodlama
sirasinin i¢inde (ORF) bulunmustur (Sekil 20). Terminasyon sinyalinin, AMV197 ORF’nin
icinde bulunmasi, vaksinya virlis erken genleriyle ilgili bilgilerle de uyumludur ve
poliadenilasyon sinyalinin yanma yerlesmistir (Yuen ve Moss, 1987).

Olusturulan rekombinant viriisiin konsantrasyonu, yaban tip ve vVAmAshp/gfp viriis
ile karsilastirildi. Yapilan deney sonucunda, yaban tip viriis ile vVAmAshp/gfp viriisiin
konsantrasyonu arasinda fark belirlendi. Ancak, bu durumun gerg¢ekte dogru olmadigi,
yapilan ¢alismalarda vAmAshp/gfp viriisiin, yaban tip viriise gore herhangi bir enfektivite
fark: sergilemedigi belirlenmistir (Palmer vd., 1995). Bu calismada elde edilen bu yiiksek
degerin, GFP’den dolayr daha hassas 0Olgme yapilmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Bu durumda kontrol olarak kullamilan viriislerden vAmAshp/gfp ile
yapilan testin daha gilivenilir olma ihtimali g6z Oniinde bulunduruldugunda,
vAmMAPK/gfp’nin enfektivitesinin, kontrol viriise gore azaldigi belirlenmistir. Bu sonuca
gore, pk geni viriis replikasyonu i¢in zorunlu olmamakla birlikte, bu genin genomdan
silinmesi durumunda, viriisiin enfektivitesinin azaldig1 tespit edilmistir.

Herpes Simpleks Virtis-1 (HSV-1) tarafindan kodlanan protein kinaz (Us3) {izerinde
yapilan benzer ¢alismalarda, 147. siradaki serin aminoasidinin enfekte olmus hiicrelerde ve
in vitro’da otofosforilasyon sirasinda fosforillendigi bilinmektedir (Kato vd., 2008).
Yapilan ¢alismada, bu serin aminoasidinin yeri, protein kinaz fonksiyonunu bozacak bir
aminoasit olan alanin ile degistirilmistir. Bu viriis (Us3S147A) ve yaban tip HSV-1
kullanilarak yapilan enfeksiyon sonucunda elde edilen virlis slispansiyonlarmin
konsantrasyonlari, standart plak deneyi ile belirlenmistir. Yaban tip HSV-1 ve Us3S147A
tarafindan tretilen yavru viriis miktarinda 6nemli bir fark belirlenememistir. Bu verilere

gore, her ne kadar mevcut ¢aligmada, protein kinaz kusurlu viriisiin enfektivitesinin %61



58

oraninda azaldig1 belirlenmis olsa da, bu ¢alismaya benzer olarak, optimum HSV-1
replikasyonu i¢in, bu fosforilasyonun zorunlu olmadigi gosterilmistir (Kato vd., 2008).

Daha sonra, Sagou ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan bagka bir caligmada,
HSV-1 protein kinazi Us3’lin, 147. serin aminoasidinden fosforillenmis halinin,
fosforillenmemis haline gore c¢ok daha yiiksek protein kinaz etkisi gosterdigi tespit
edilmistir. Us3 protein kinazda, bu 147. aminoasit olan serinin yerinin alanin ile
degistirilmesi sonucu olusturulan yeni viriisin (Us3S147A), fare korneasindaki ve
farelerde herpes stromatal keratitis ve periokiiler deri hastaligmin gelisimindeki viral
replikasyonu Onemli derecede azalttigi gosterilmistir. Bu sonuglar, Us3’lin katalitik
aktivitesinin enfekte olmus hiicrelerde Ser-147°nin otofosforilasyonu tarafindan siki bir
sekilde denetlendigini ve otofosforilasyon sayesinde Us3’iin kontroliiniin, in vivo ve HSV-
1 patogenezisindeki viral replikasyonda hayati bir rol oynadigimi gostermistir (Sagou vd,
2009). Muhtemelen, Us3’iin, HSV-1"deki diger bir protein kinaz olan UL13 tarafindan
fosforilasyonu, bazal Us3 protein kinaz aktivitesinin diizenlenmesinde kismi bir rol
oynamaktadir. Ciinkii UL13 yoksunu mutant viriisiin fenotipi, Us3 katalitik aktivitesi
sayesinde ayarlandig1r gosterilen UL13 ve UL34 protein kinazlarin yerlesimiyle ilgili
olarak, Us3 yoksunu mutant viriisiin fenotipine benzerdir (Roux ve Blenis, 2004; Kato vd,
20006).

Bu calisma g6z Oniine alindiginda, AMEV’nin biyoinformatik analizlerine gore,
AMV153 kodlu bir genin de bir serin/treonin protein kinaz oldugu varsayilmaktadir
(Bawden vd., 2000). Bu gen iizerinde yapilmis heniiz hi¢bir caligma yoktur. Muhtemelen,
AMV 197 geni silinen viriiste (VAmAPK/gfp), AMV 153 kodlu gen, AMV197 kodlu genin
eksikligini telafi edecek sekilde gorev yapmaktadir. Bu yiizden, vVAmAPK/gfp viriis i¢in
viriis liretiminde azalma olmakla beraber, viriisiin hiicre kiiltiiriindeki replikasyonunun
mevcudiyeti, bu silinme isleminden etkilenmemis olabilir.

DNA replikasyonunu belirleme islemi i¢cin, DIG isaretleme sistemiyle isaretlenmis
prob ile birlikte slot-blot yontemi kullanildi. Daha 6nce slot-blot hibridizasyon yontemiyle
gerceklestirilen AMEV’ye ait DNA replikasyonu caligmalarinda, AMEV DNA’smin
enfeksiyondan sonraki yaklasik 9. saatte belirlendigi rapor edilmistir. Yaklasik 23. saatte
en yiiksek seviyeye ulasan DNA replikasyonu, bu saatten itibaren azalmistir (Winter vd,
1995). Bu calismada, yaban tip DNA replikasyonunun ilk kez 18. saatte goriilmeye
baslamasi, ¢aligmada kullanilan DIG ile isaretleme ydnteminin hassasiyetiyle ilgili bir

sorundur. Fakat rekombinant viriisin DNA replikasyonunun, kontrol virlislerin DNA



59

replikasyonuna gore daha erken meydana geldigi agiktir. Bu durumda, AMV197’nin
yoklugunda DNA replikasyonunun daha erken basladig: tartisiilmamalidir. Bu baglamda,
deney sonucunda, vVAmMAPK/gfp’nin DNA replikasyonunun, kontrol viriislere gore yaklasik
6 saat kadar erken meydana geldigi belirlendi. Buna gére, AMV 197 kodlu ORF’nin, heniiz
bilinmeyen nedenlerle DNA replikasyonunu geciktirici bir gérevi olabilecegi ve bu genin
eksikliginin, DNA replikasyonunu daha erken saatte meydana getirebilecegi
diistiniilmektedir.

Rekombinant vVAmAPK/gfp’nin protein profilini belirlemek amaciyla, AMV197
geninin protein Uriiniiniin, rekombinant virilisteki eksikligi veya bu genin eksikligine bagli
olarak iiretilen, diger proteinlerde meydana gelebilecek herhangi bir eksiklik veya
fazlaligin olup olmadig1 arastirildi. Yapilan calisma sonucunda yaban tip ve rekombinant
viriis protein profilleri arasinda herhangi bir farklilik belirlenemedi. Yapilan bir ¢alismada,
SDS-PAGE yontemi kullanilarak, AMEV’nin protein profili ve bu ydntemin izin verdigi
Olciide yapisal proteinleri belirlenmisti (Langridge ve Roberts, 1982). Tez calismasi ile
uyumlu olacak sekilde, burada da AMV197’ye karsilik gelecek 35,5 kDa’luk protein band1
gozlenemedi. Diger yandan, AMEV’nin proteomik ¢alismalarmi yapan Profesér Basil
ARIF ile kisisel iletisim sonucunda, AMEV’nin 134 tane yapisal geni oldugu
bilinmektedir. Belirlenen bu yapisal proteinler arasinda, AMV197°nin olmamasi, bu genin
yapisal olmayan bir proteini kodladigin1 géstermistir. Bu bilgi, yapisal olmayan genlerin
iirtinlerini SDS-PAGE ile tespit edemeyecegimiz gercegiyle uyumludur. Bu yiizden, SDS-
PAGE ile yapilan protein analizi ¢alismalarindan netice alinamamasinin normal oldugu

sonucuna varilmistir.



5. SONUCLAR

Bu tez ¢aligmasi sonucunda, AMEV’nin AMV197 kodlu ORF’sine ait genin, protein
kinaz motifleri tespit edilmis, transkripsiyon zamani ve transkripsiyon simifi ile genin 3°/5°
uclarindaki proteine doniismeyen bolgelerinin sirasi belirlenmistir. Ayrica, gen bakimindan
kusurlu viriis tiiretilmis ve bu genin yaban tip virlisiin replikasyonu {izerindeki etkisi
arastirilmstir.

1. Viriis stokunun konsantrasyonu EPDA metodu ile yapilan hesaplamaya gore,
AMEV ve vAmAshp/gfp stok konsantrasyonlar1 srasiyla 7,76x10° pfu/ml ve 1,7x10°
pfu/ml olarak belirlendi.

2. AMV197 kodlu genin biyoinformatik analizinin sonucunda;

a) AMVI197’in serin/treonin protein kinazin katalitik bdlgesinin  12.-299.
aminoasitler arasinda ve ATP baglanma bolgesini olusturan IAKGGFGTV motifinin ise
18.-26. aminoasitleri arasinda oldugu belirlendi.

b) AMV197°de, protein kinazlarin katalitik bolgeleri i¢in rapor edilen 11 korunmus
bolgeden, 1., I1., V1., VIIL. ve VIII. bolgeler net bir sekilde tanimlanirken, III. IV. IX. ve X.
bolgeler sadece tahminen bulundu. Fakat, V. ve XI. bolgeler hakkinda herhangi bir yorum
yapilamadi.

3. AMV197 kodlu genin transkripsiyon analizi sonucunda;

a) Genin transkripsiyonunun Ld652 hiicre kiiltiiriinde enfeksiyonu takip eden 2. ve 4.
saatler arasinda basladigi, enfeksiyondan sonraki 7. saatte, yogunlastigi ve daha sonra
azalarak devam ettigi belirlendi.

b) AMV197 kodlu genin, DNA sentez inhibitérii Ara-C varliginda ve yoklugunda
sentezlendiginden dolay1 erken bir gen oldugu belirlendi.

c) AMV197 geninin transkripsiyon baslangi¢c noktasinin (5> UTR), ATG’den 54 baz
yukarda oldugu tespit edildi.

d) AMV197’nin iki adet poliadenilasyon kesim noktasina sahip oldugu ve bu
noktalardan birinin, TAA’dan 21 baz asagida, digerinin ise 31 baz asagida sonlandigi
bulunmustur.

4. Homolog rekombinasyon yontemi kullanilarak, viris genomundan AMV197’nin

silinmesi sagland1.
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5. Olusturulan rekombinant vVAmAPK/gfp virlis ile yaban tip viriis karsilastirildi.
Karsilastirma sonucunda;

a) VAmAPK/gfp’nin enfektivitesinin, kontrole gore yaklasik %61 oraninda azaldig:
belirlendi.

b) Viral DNA replikasyonunun yaban tip viriise gore, yaklasik 6 saat daha erken
meydana geldigi tespit edildi.

c) SDS-PAGE yapilan protein profili karsilastrmasinda yaban tip ve rekombinant

viriis enfeksiyonlar1 sonucu protein sentez profilinde herhangi bir farklilik tespit edilemedi.



6. ONERILER

Yapilan bu caligmalara ragmen, genin fonksiyonu hakkinda bilinmeyen hala ¢ok
fazla sey mevcuttur. Bilinmeyenlerin aydinlatilmasi i¢in, yapilmasi gereken bazi ¢alismalar
onerilmektedir. Bu oneriler bagliklar halinde siralanmigtir:

1. AMV197 kodlu gen, hem prokaryotik hem de dkaryotik gen ifade sistemlerine
klonlanmal1 ve elde edilen protein {riiniin, serin/treonin protein kinaz fonksiyonu
gostererek bilinen substrat1 fosforilleyip fosforillemedigi, protein kinaz deneyi sayesinde
arastirilmalidir.

2. Ifade edilen proteine dzel antikorlar ve viriisle enfekte hiicre ekstrat1 kullanilarak,
AMV197 gen {iriinii protein ile reaksiyona girecek olan muhtemel viriis veya hiicresel
kaynakli1 substrat proteinleri tespit edilmelidir.

3. Tespit edilecek substrat proteinlerin, virlisiin hiicreyi enfeksiyonundaki rolii
arastirilmalidir.

4. AMVI197 gen iirliniiniin, GFP veya LacZ gibi bir isaret proteiniyle beraber
iretilerek isaretlenmesi saglanmali ve igaretlenen gen lriinii proteinin AMEV virliste in

vivo olarak bulundugu yer tespit edilmelidir.
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OZGECMIS

1973 yilinda Trabzon’un Yomra ilgesinde dogdu. Ilkdgrenimini Camlica Mahallesi
Ilkokulunda tamamlad1. Egitimine verdigi aray1, 1995 yilinda ortaokulu bitirme smavlarma
girip gecerek sona erdirdi. Ayni yil, A¢ik Ogretim Lisesine basladi. Lise dgrenimini
tamamladiktan sonra, 1998-1999 6gretim yilinda KTU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimiinde Lisans 6grenimine basladi. Bu boliimden, 2002 yilinda Fen Edebiyat Fakiiltesi
birincisi olarak ve biyolog linvani ile mezun oldu. Ayn1 y1l, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji
Anabilim dalinda yiiksek lisans egitimine basladi, ancak yiliksek lisans egitimini
tamamlamadan, 2004 yilinda Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dalinda doktora
egitimine gecis yaptl. 2004-2010 yillar1 arasinda Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim

dalinda arastirma gorevlisi olarak galismakta olup iyi derecede Ingilizce bilmektedir.
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