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Chilo iridescent virus (CIV), zararlı böcekler arasında oldukça geniş konak 

spektrumuna sahip olan Iridoviridae familyasına ait bir böcek virüsüdür. DNA genomunun 

dizin analizi gerçekleştirilmiş ve genom uzunluğu 212,482 nükleotit olarak belirlenmiştir. 

Hücre kültürüne uyarlanabilmiş ve çok sayıda hücre suşunda düşük seviyede de olsa 

replike olduğu belirlenmiştir. Virüs genomuna yabancı bir geni yerleştirebilmek için 

genomda bir yer açılması yani genomdan mevcut bir genin/bölgenin çıkarılması 

gerekmektedir. Ancak genomdan çıkarılacak genin yokluğu virüs replikasyonunu veya 

virüse ait önemli diğer bir mekanizmayı etkilememelidir. Biyoinformatik analizlere göre 

apoptozis inhibitör genleri arasında bulunmasına rağmen ORF 157L’nin fonksiyonel 

olmadığı belirlenmiştir. Bu tezde, ilk defa bir rekombinant iridovirüsün oluşturulması ve 

karakterize edilmesi gerçekleştirilmiştir. Homolog rekombinasyon ile oluşturulan 

rekombinant (rCIVΔ157L-gfp)  iridovirüs CIV mcp pormotoru altında bir raportör gen 

olan yeşil floresan proteini geni (gfp)’ni başarılı bir şekilde ifade etmiştir. 157L geni yerine 

yerleştirilen gfp’nin virüs replikasyonunu etkilemediği gösterilmiştir. Rekombinant CIV ile 

enfeksiyon esnasında viral replikasyon ve üretim yaban tip CIV ile benzer bir durum 

oluşturmuştur. Sonuç olarak CIV 157L gen bölgesinin biyolojik mücadele ve 

biyoteknolojik amaçla yabancı DNA’ların yerleştirilebileceği bir bölge olarak 

kullanılabileceği söylenebilir. 

 

 

Anahtar sözcükler:  Chilo iridescent virüs, yeşil floresan proteini, rekombinant virüs, 

157L, apoptosis 
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Chilo iridescent virus (CIV) is an insect virus belongs to the Iridoviridae family and 

has wide host spectrum among pest insects. Sequence analysis of the DNA genome was 

carried out and length of the genome was determined as 212,482 base pair. CIV was able 

to be adapted to the cell culture and determined to be replicated in a number of cell strains 

though at low levels. For placing a foreign gene into virus genome a suitable place should 

be opened means a gene or region must be deleted from the genome.  However deleting a 

gene from the genome should not effect the viral replication or any other mechanism of the 

virus. Based on bioinformatics analysis, ORF 157 was determined to be non-functional 

although it exist among apoptosis inhibitor gene. In this thesis, construction and 

characterization of a recombinant insect iridovirus is generated first time. This recombinant 

(rCIVΔ157L-gfp) generated by homologous recombination in cell culture successfully 

expressed the reporter gene gfp (green fluorescent protein gene) under control of the CIV 

mcp promoter at the 157L locus. This study also showed that virus replication was not 

affected by replacing the 157L gene with gfp. Virus replication and production during 

rCIVΔ157L-gfp infection was similar to that of wt-CIV. Consequently, it can be said that 

the CIV 157L locus can be used as a site for insertion of foreign DNAs for insect 

biocontrol and biotechnological. 
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1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1. Giriş 

 

Canlı olarak kabul edilebilmenin temel kriterlerini tam olarak karşılamadıkları için 

virüsler cansız varlıklar olarak kabul edilirler. Bunun yanında virüsler canlı varlıklarla 

önemli olan bazı özellikleri de paylaşırlar. Virüsler de nükleik asitler (DNA veya RNA) ve 

proteinler gibi canlılarda bulunan bazı ortak bileşiklere sahiptirler ve konak hücreyi 

kullanarak sayılarını arttırabilirler. Yine de virüsler yaşamlarını sürdürebilmeleri için canlı 

varlıklara bağımlı olduklarından zorunlu hücre içi patojenlerdir. Virüsler insan da dahil 

olmak üzere mikroorganizmalardan bitki ve hayvanlara kadar tüm canlı varlıklarda 

hastalığa ve ölüme sebep olurlar. Ancak virüsler bazı durumlarda insanlık için faydalıdır 

ve buna iyi bir örnek böcek virüsleridir. Böcekler pek çok sayıda virüs tarafından enfekte 

edilirler ve bu enfeksiyonlar onların ölümlerine sebep olabilir. Pek çok böcek türü insanlık 

için önemli olan tarımsal ve endüstriyel ürünlere zarar verdiği için pest (zararlı böcek) 

olarak adlandırılır. Bu zararlı böceklerin pek çoğu viral enfeksiyonlara karşı oldukça 

hassastırlar ve bu virüsler biyolojik mücadele ajanları olarak kullanılırlar. Böcek virüsleri 

çok büyük bir çeşitliliğe sahip olmalarına rağmen böcek popülasyonlarında en çok göze 

çarpanları bakulovirüs, askovirüs, cypovirüs, entomopoksvirüs, iridovirüs, ve 

polydnavirüsdür. Bu entomopatojenik virüsler potansiyel mücadele ajanları olarak 

kullanılmakta veya düşünülmektedirler (Ibarra vd., 2009). Ayrıca, virüsler moleküler ve 

hücresel biyolojide hücrelerin işlevlerini anlamak için kullanılırlar (Lodish vd., 2008). 

Örneğin genetikte, DNA’nın replikasyonu, transkripsiyon, RNA’nın işlenmesi, 

translasyon, proteinlerin taşınması ve immünoloji gibi temel hücresel mekanizmaların 

anlaşılmasında virüslerin büyük katkısı olmuştur. Genetikçiler çeşitli hücrelerin içine ya da 

genomuna yabancı genleri sokmak için virüsleri taşıyıcı araç (vektör) olarak kullanırlar. 

Bu, hücrenin yabancı bir bileşiği üretmesini sağlamak veya bir genin genomda yer 

almasının etkisinin anlaşılmasında kullanılan yararlı bir yöntemdir. Bu yöntem kanser 

tedavisi ve gen terapisinde de kullanılır (Matsuzaki vd., 2005). Endüstriyel anlamda 

virüsler aşı, antikor ve tedavi amaçlı birçok proteinin üretilmesinde de kullanılmaktadırlar 

(Gleba vd., 2011).  
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Son zamanlarda virüsler nanoteknoloji alanında da umut vaat etmektedir. Organik 

nanopartiküller olarak kabul edilen virüsler konakçı hücrelerin yüzeyine tutunmak ve hücre 

içerisine girmek için özel tasarlanmış yapılar taşır (Fischlechner vd., 2007). Virüsler boyut, 

şekil ve iyi tanımlanmış kimyasal yapıları ile malzeme bilimi ve elektronik alanlarında 

nano materyallerin düzenlenmesi için şablon olarak kullanılmaktadır (Soto vd., 2006).     

Önemli bir grubu oluşturan İridovirüsler böcek, balık, amfibi ve reptilleri içine alan 

omurgasızları ve poikilotermik omurgalıları enfekte eden çift zincir DNA genomuna sahip 

virüslerdir (Goorha vd., 1984; Williams vd., 2005). Chilo iridescent virüs (CIV) 

Iridoviridae familyasının İridovirus cinsine ait bir böcek virüsüdür. CIV aynı zamanda 

“Invertebrate iridescent virus 6” olarak da bilinir. Zararlı böceklerde enfeksiyona neden 

olan CIV, İridovirus cinsinin tip türüdür. Bu tür ülkemizde özellikle çay, pamuk ve 

fındıkta zarara neden olan böceklere karşı geliştirilebilir potansiyel biyokontrol ajanlarının 

başında gelmektedir. CIV’nin potansiyel bir biyolojik kontrol ajanı olarak görülmesine 

rağmen en önemli dezavantajı enfekte ettiği konağı öldürme hızının yavaş olmasıdır 

(Williams vd., 2005). Bu durum virüsün biyopestisit olarak kullanılabilirliğini 

kısıtlamaktadır. 

CIV’ye ait moleküler bilgiler genomik, transkriptomik ve proteomik temelli 

çalışmalar olup oldukça sınırlıdır (D’Costa vd., 2004; Nalçacıoğlu vd., 2007; Dizman vd., 

2012; Bigot vd., 2013). CIV’nin moleküler biyolojisi hakkında elde edilecek daha çok bilgi 

iridovirüslerin böcekler üzerindeki patolojisini anlamamıza yardımcı olacaktır. Viral bir 

genin in-vivo olarak virüsün replikasyonuna ve patogenesisine olan katkısını belirlemek 

için bu genin virüs genomundan çıkarılması (knockout virüs oluşturulması) moleküler 

biyolojideki en önemli stratejidir (Guangchun vd., 2011). Bu işlem için en kolay yaklaşım 

heterolog işaret genin virüs genomuna sokulmasıdır. Yeşil floresan proteini (GFP) gibi 

floresan proteinleri ifade eden rekombinant virüslerin oluşturulması virüs-konak 

etkileşimleri (Hollinshead vd., 2001; de Oliveira vd., 2008), virüs partiküllerinin 

hareketliliği ve yayılması (Doceul vd., 2010) dahil olmak üzere virüs enfeksiyonunu ve 

patogenezini anlamayı büyük ölçüde kolaylaştırmıştır (Ward ve Moss, 2001; Husain ve 

Moss, 2003; Greber ve Way, 2006; Hernaez vd., 2006; Brandenburg ve Zhuang, 2007;  

Ohkawa vd., 2010).  

Bu tez çalışmasında CIV’nin moleküler yapısının aydınlatılması, virüs 

replikasyonundaki rolünün anlaşılması ve biyoteknolojik kullanımına katkılar sağlaması 

amacıyla, virüse ait açık okuma zincirlerinden (ORF) biri olan 157L geni virüs 
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genomundan homolog rekombinasyon ile silinmiştir. Oluşturulan rekombinant CIV, 

Anthonomus grandis (BRL-AG-3A) hücrelerinde saflaştırılmış ve replikasyonu 

çalışılmıştır.  

 

1.2. İridovirüsler 

 

1.2.1. İridovirüslerin Keşfi 

 

İridovirüsler ilk olarak 1954 yılında İngiltere’de Cambridge Üniversitesi mensubu 

olan Claude F. Rivers adlı bilim adamının yaptığı bir arazi çalışması sırasında bazı Tipula 

paludosa larvalarının epidermisinin hemen altında parlak mavi bir renk oluşumunun 

gözlenmesi ile keşfedilmiştir (Şekil 1). Daha sonra Nick Xeros adlı başka bir araştırmacı 

bu larvalardan ilk iridovirüsü (Tipula paludosa iridovirus; IV1) izole etmiştir. Böylece, 

Xeros tarafından 1954 yılında iridovirüsler ile ilgili ilk yayın Nature dergisinde “Tipula 

paludosa larvasında ikinci bir virüs hastalığı” başlığı ile gerçekleştirilmiştir (Xeros, 1954). 

Ardından başka böcek türlerinde de belirgin iridovirüs enfeksiyonları tespit edilmiştir. 

İridovirüs enfeksiyonlarının tespit edildiği böcekler arasında önemli bazı zararlıların 

bulunması, bu virüslerin potansiyel biyolojik kontrol materyalleri olarak 

kullanılabileceklerini düşündürmüştür.  

 

 

                                                                                   

                                                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I 

Şekil 1. Ağır iridovirüs enfeksiyonunda tipik renk oluşumu. A: Çayır 

sineklerinde iridovirus enfeksiyonu sonucu mavileşmiş vücut 

rengi (Boumans ve Aarnes, 2010), B: Invertebrate iridescent 

virüs enfeksiyonu. I: Invertebrate iridescent virüs ile enfekte 

olmamış Galleria mellanolla larvası II: Invertebrate 

iridescent virüs ile enfekte olmuş G. mellanolla larvasında 

ağır enfeksiyonun sebep olduğu mavi-yeşil vücut rengi 

(URL-1).  

 

II 

I II 

A B 
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1.2.2. İridovirüslerin Sistematiği 

 

Iridoviridae familyası, gittikçe artan sayıdaki omurgalı ve omurgasız konaklardan 

rapor edilen ve karakteristik olarak virüsü oluşturacak yapıların birleşme işlemini konak 

sitoplazmasında gerçekleştirdiği “ikosahedral” yapıdaki DNA virüslerini içine almak üzere 

1976 yılında oluşturulmuştur (Fenner, 1976). 

 Virüslerin sınıflandırılmasını yapan ve uluslararası bir kuruluş olan “Uluslararası 

Virüs Sınıflandırma Komitesi” (International Committee on Taxonomy of Viruses) 

tarafından yapılan son açıklamalara göre bugün Iridoviridae familyası altında Iridovirus, 

Chloriridovirus, Ranavirus, Lymphocystivirus, Megalocytivirus olmak üzere 5 cins 

bulunmaktadır (King vd., 2012) (Tablo 1).  Bu sınıflandırma virion parçacığının boyutuna, 

konak spektrumuna, hastalığın DNA metiltransferazın varlığından veya yokluğundan 

dolayı meydana gelmesine, genomun GC içeriğine ve majör kapsid proteininin filogenetik 

analizine göre yapılmıştır. İridovirüslerde ortak olan 26 genin kullanılarak yapıldığı 

filogenetik analiz familyada bulunan 5 cinsin birbirlerinden nasıl ayrıldığını ve birbirleri 

ile olan yakınlık derecelerini net bir şekilde göstermektedir (Şekil 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2. Iridovirüslerin filogenetik ilişkileri. Iridoviridae familyasının cinsleri 

arasındaki ilişki, 26 ortak gen dizisine göre analiz edilmiştir (King vd., 

2012). 
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Iridoviridae familyasının üyeleri (iridovirüsler) omurgasızları (birincil olarak 

böcekler) ve soğukkanlı omurgalıları (balıklar, kurbağalar ve sürüngenler) enfekte 

etmektedir. Bunun yanısıra sucul kabuklu hayvanları (crustacea) ve yumuşakçaları da 

enfekte ettikleri tahmin edilmektedir (Williams vd., 2005). Enfekte ettikleri konaklara ve 

genomik DNA’nın metilasyon seviyesine göre 5 iridovirüs cinsi genel olarak omurgasız ve 

omurgalıları enfekte edenler şeklinde iki gruba ayrılır (Chinchar vd., 2008). Iridovirus ve 

Chloroiridovirus cinsleri omurgasızları (böcekler, crustacealar) enfekte eder ve genomik 

DNA metillenmesi yoktur. Ranavirus, Lymphocystivirus ve Megalocytivirus cinsleri ise 

balıklar, kurbağalar ve sürüngenler gibi soğukkanlı omurgalı hayvanları enfekte eder ve 

virüs genomunda bulunan bir DNA metiltransferaz tarafından sitozin nükleotitlerinin 

yaklaşık %25’i metillenir (Chinchar vd., 2008). Ancak bir ranavirus türü olan Singapore 

grouper iridovirüs (SGIV) DNA metiltransferaz enzimi kodlamadığı için kendi DNA’sını 

metilleyemez (Song vd., 2004). Cinslerin ayrımında konak spektrumu ve genomun 

metilasyonu dışında farklı kriterler de kullanılmaktadır. Bunlar genomun GC içeriği, 

seroloji, virion morfolojisi, partikül büyüklüğü, histopatolojisi ve hastalığın klinik belirtiler 

olarak sıralanabilir. En son yapılan majör kapsid proteini ve diğer viral proteinlerin 

aminoasit dizilerinin analizi de bu sistematik ayrımı doğrulamaktadır ve bir cins içindeki 

türlerin yüksek seviyede ortak özellikler paylaştıklarına işaret etmektedir. Örneğin,  aynı 

viral cinsin üyeleri majör kapsid proteinlerinin aminoasit dizilimi seviyesinde %70’den 

daha fazla benzerlik gösterirken farklı cinslere ait türler arasındaki bu benzerlik %50’den 

daha az olmaktadır (Do vd., 2005a, 2005b). Iridioviridae familyasında ki cinsleri 

birbirinden ayıran özellikler Tablo 1’de özetlenmiştir.  
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Tablo 1. Iridoviridae familyasının cinslerini birbirinden ayıran özellikler  

 

Familya Iridoviridae 

Cinsler Iridovirus Chloriridovirus Lymphocystivirus Ranavirus 
Megalocytivir

us 

Genom 

Büyüklüğü 

197-220 kbp 135 kbp 103-186 kbp 105 kbp 105-118 kbp 

DNA 

metilasyonu 

yok yok var var var 

GC içeriği %27 %54 %27-29 %49-55 %53-55 

Virion 

Büyüklüğü 

120-130 nm 180 nm 200-300 nm 150 nm  150 nm 

Enfekte ettiği 

konak türleri 

Böcekler 

Crustacealar 

Muhtemelen 

yumuşakçalar 

izopodlar 

Sivrisinekler 

İki kanatlılar 

(Diptera) 

Deniz ve tatlı su 

balıkları 

Yassı Balıklar 

Soğuk-Kanlı 

Omurgalılar 

(Kurbağalar 

Kaplumbağalar 

Sürüngenler 

Kemikli Balıklar) 

Deniz balıkları 

 

Her ne kadar iridovirüs cinslerinin sistematiği basit görünse de aynı cinsin üyeleri 

arsındaki majör kapsid proteinleri ve diğer korunmuş proteinlerin dizi analizi 

benzerliklerinin yüksek oranda oluşu viral türlerin belirlenmesini zorlaştırmaktadır. 

Örneğin birkaç ranavirüs türü arasında majör kapsid proteini aminoasit benzerliği %90’ın 

üzerindedir. Bu durumda viral türlerin ayırt edilmesinde viral proteinlerin profilleri, DNA 

restriksiyon fragment uzunluğu polimorfizmi (RFLP), enfekte ettiği konak türleri, klinik 

bulgular ve nükleotit ve aminoasit dizi analizlerindeki farklılıklar gibi kriterler göz önünde 

bulundurulmaktadır (Mao vd., 1997; Chinchar ve Mao, 2000; Chinchar vd., 2005). 

İridovirüs izolatlarının birçoğunun DNA dizi analizinin yapılmamış olması izolatların 

sınıflandırılmalarını zorlaştırmaktaydı; fakat son zamanlarda birçok iridovirüsün tüm 

genom dizi analizi yapılmıştır. DNA dizi analizi yapılan iridovirüsler Tablo 2’de 

verilmiştir.  
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Tablo 2. Tüm genomu dizin analizi yapılmış iridovirüsler.  

 
Virüs Cinsi Türler Genom 

Büyüklü

ğü (bp) 

ORF 

Sayısı 

%G+C GenBank 

Erişim  

Numarası 

Kaynak 

 

 

 

 

Iridovirus 

IIV-6* 212,482 463 28,63 AF303741  Jakob vd., 2001 

IIV-9  205,791 193 30,9 GQ918152  Wong vd., 2011 

IIV-22 197,700 167 28 NC_023615 Piegu vd., 2013 

IIV-22A 196,455 174 55,204  Piegu vd., 2014 

IIV-25 204,815 177 30,3 NC_023613 Piegu vd., 2014b 

IIV-30 198,533 176 28,1 HF920636 Piegu vd., 2014a 

IIV-31 220,222 203 35,09 HF920637 Piegu vd., 2014c 

Chloriridovirus IIV-3*  191,132 126 47,9 DQ643392  Delhon vd., 2006 

AMIV 163,023 148 39  Huang vd., 2015 

Lymphocystivirus LCDV-1*  102,653 110 29,1 L63545  Tidona ve Darai, 1997 

LCDV-C  186,250 239 27,2 AY380826  Zhang vd., 2004 

 

 

 

 

 

Ranavirus 

TFV  105,057 105 55,01 AF389451  He vd., 2002 

ATV  106,332 95 54 AY150217  Jancovich vd., 2003 

FV3*  105,903 99 55,1 AY548484  Tan vd., 2004 

SGIV  140,131 162 48,6 AY521625  Song vd., 2004 

GIV  139,793 120 49 AY666015 Tsai vd., 2005 

STIV  105,890 105 55,1 EU627010  Huang vd., 2009 

EHNV  127,011 100 54 FJ433873  Jancovich vd., 2010 

ESV 127732 136 54,2 JQ724856 Mavian vd., 2012 

RGV 105,791 106 55 JQ654586 Lei vd., 2012 

 

 

 

Megalocytivirus 

LYCIV 111,767 - 54 AY779031 Yayınlanmamış 

ISKNV  111,362 125 54,8 AF371960  He vd., 2001 

RBIV  112,080 118 53 AY532606  Do vd., 2004 

RSIV*  112,414 93 53 AB104413 Nakajima ve Kunita, 2005 

OSGIV  112,636 116 54 AY894343  Lu vd., 2005 

TRBIV  110,104 115 55 GO273492   Shi vd., 2010 

Altı çizili yazılan virüs isimleri ICTV tarafından tanınan virüsleri belirtmektedir. * İlgili cinse ait tip türü 

göstermektedir. IIV-6, Invertebrate iridovirüs tip 6; IIV-9, Invertebrate iridovirüs tip 9; IIV-22, Invertebrate 

iridovirüs tip 22;  IIV-22-A, Invertebrate iridovirus; IIV-25, Invertebrate iridovirüs tip 25; IIV-30, 

Invertebrate iridovirüs tip 30; IIV-31, Invertebrate iridovirüs tip 31; IIV-3, Invertebrate iridovirüs tip 3;  

AMIV, Anopheles minimus iridovirüs; LCDV-1, Lymphocystis disease virüs 1;  LCDV-C, Lymphocystis 

disease virüs-China;  TFV, tiger frog virüs; ATV, Ambystoma tigrinum virüs;  FV3, Frog virüs 3; SGIV, 

Singapore grouper iridovirüs; GIV, grouper iridovirüs; STIV, soft-shelled turtle iridovirüs; EHNV, Epizootic 

haematopoietic necrosis virüs; ESV, European sheatfish ranavirüs; RGV, Rana grylio iridovirüs; LYCIV, 

large yellow croaker iridovirüs; ISKNV, Infectious spleen and kidney necrosis virüs; RBIV, rock bream 

iridovirüs; RSIV, red seabream iridovirüs; OSGIV, orange spotted grouper iridovirüs; TRBIV, turbot reddish 

body iridovirüs. 
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1.2.3. Iridoviridae Familyasının Özellikleri 

 

Morfolojik olarak 120-200 nm çapında ikozahedral simetride lineer, çift iplikli tek 

DNA genomuna sahip olan iridovirüsler ayrıca büyük DNA virüslerindendirler. İridovirüs 

ailesi üyeleri 140 kbp (Ranavirüs cinsi) ile 200 kbp (İridovirüs cinsi) arsında değişen çeşitli 

boyutlarda ki viral genoma sahiptirler. İridovirüslerin kapsid ile viral öz arasında uzanan 

lipid bir membrana sahip olmaları onları diğer DNA virüslerinden ayıran bir özelliktir 

(Şekil 3). Virüs partikülleri hücreden çıkış şekline göre zarflı (hücre membranından 

tomurcuklanma ile salınım) veya çıplak (liziz ile salınım) olabilir (Chinchar vd., 2008, 

Jankovich vd., 2012). 

 

 

 

 

 

İridovirüslerin enfeksiyonu sonucu sitoplazmada oldukça yoğun bir virüs toplanma 

bölgesi görülür. Bu bölge (virojenik stroma) virüs proteinleri ve DNA’larının en yoğun 

olduğu, virüs partiküllerinin bir araya toplandığı yani virüs inşasının gerçekleştiği bölgedir. 

İkozahedral partiküller sitoplazmada çoğunlukla 120-200 nm (nanometre) çapında bir dizi 

olacak şekilde sıralanır. Bu dizi “parakristal dizi” olarak adlandırılır (Şekil 4) ve 

iridovirüsleri diğer DNA virüslerinden ayıran önemli bir özelliktir. 

 

 

 

 

 

Şekil 3. İridovirüslerde viral yapının şematik olarak gösterilişi (ViralZone, 2009). 

İç membran 

Dış membran 

Kapsid 

Genomik DNA 

Yüzey proteinleri 

Zarfsız virion Zarflı virion 
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İridovirüs ailesi mensupları halkasal permutasyon (circularly permuted) ve genomun 

uç kısımlarında dizi tekrarları (terminal redundancy) bulunduran bir genoma sahip olmaları 

nedeniyle hayvan virüsleri arasında benzersizdirler (Goorha ve Murti, 1982; Delius vd., 

1984). Örneğin, alfabetik harf dizilimi viral genom dizilimini temsil ettiğinde her bir 

virüsün genom dizilişi ABCDE ...UVWXYZABCDE, CDEFG ...WXYZABCDEFG, 

FGHIJ ...ZABCEDFGHIJ şeklinde olacaktır (Chinchar vd., 2008). Bu nedenle aynı cins 

üyeleri arasında gen sırası oldukça değişken olabilir. 

                          

1.2.4. İridovirüslerde Genom Organizasyonu ve Replikasyon 

 

FV3 (Frog virüs-3, Ranavirus cinsinin tip türü) dışındaki birçok iridovirüs grubu 

incelenmiş olmasına rağmen bu çalışmalardan bir kaçı replikasyon mekanizması üzerine 

odaklanmıştır. Dolayısıyle iridovirüs replikasyonu hakkındaki bildiklerimizin çoğu FV3 

virüsü ile yapılan çalışmalar sonucunda elde edilmiştir ve ailenin diğer üyelerinde de bu 

replikasyon stratejisinin kullanıldığı varsayılmaktadır. Bu stratejinin Ranavirüs cinsi 

Şekil 4. A: European catfish virüs ile enfekte fathead minnow 

hücrelerinin transmisyon elektron mikroskobu ile 

elde edilmiş görüntüsü. Nükleus (nu); virüs 

inklüzyon cisimcikleri (VIB); zarfsız virüs 

parçacıklarının oluşturmuş olduğu parakristalin 

diziler (ok ile gösterilmiştir); sitoplazma (cy); 

mitekondri (mi); Bar: 1 μm (Hyatt vd., 2000). B: 

Frog virus 3 (FV-3) parçacıklarının plazma 

membranından tomurcuklanmasının transmisyon 

elektron mikroskobu ile elde edilmiş görüntüsü; 

oklar viral zarfı göstermektedir; Bar: 200 nm 

(Devauchelle vd., 1985).  

A 

B 
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üyeleri arasında doğru olduğu kabul edilse de diğer cins üyeleri üzerinde de çalışmalar 

yapılarak bu bilgiler pekiştirilmelidir (Chinchar vd., 2008). 

İridovirüslerde hem çıplak hem de zarflı virionlar enfeksiyon oluşturduğu için, en az 

iki farklı konak reseptör proteini bulunmaktadır. Konak hücreye bağlandıktan sonra zarflı 

virionlar reseptör aracılı endositoz ile hücreye girerken çıplak virionlar ise plazma 

membranına füzyon yaparak hücreye girerler (Williams vd., 2005). Kapsidin soyulmasının 

ardından, virüse ait DNA özü (elektron mikroskobunda yoğun görünen virüsün en iç 

kısmını oluşturan, proteinlerle ilişkili DNA), DNA sentezinin ilk aşamasının, en erken 

genlerin (IE) ve gecikmiş erken genlerin (DE) sentezinin yapıldığı yer olan nükleusa 

yönlendirilir (Jankovich vd., 2012). Bir veya daha fazla virüs yapısal proteini en erken ve 

erken genlerin transaktivatör proteini olarak rol oynar ve konağa ait RNA polimeraz II’nin 

aktivasyonunu sağlar. En erken ve gecikmiş erken genler DNA polimeraz ve konağa ait 

RNA polimeraz II’nin homoloğu gibi regülatör proteinleri ve katalitik enzimleri kodlar. 

Virüsün kodladığı DNA polimeraz sitoplazmada translasyona uğradıktan sonra nükleusa 

girer ve virüs genomunun birinci aşamada replikasyonunu sağlar (Goorha, 1982). Yeni 

sentezlenmiş virüs DNA’sı sitoplazmaya gönderilir ve ikinci aşama DNA replikasyonu 

olarak adlandırılan süreç başlar (Goorha ve Dixit, 1984). Bu süreçte virüs DNA’sı oldukça 

büyük konkatamerik bir yapı oluşturacak şekilde replike olur. Konkatamerik formdaki 

virüs DNA’sı sitoplazmada virojenik stroma içinde bulunur ve geç genlerin 

transkripsiyonu da bu bölgede gerçekleşir. RNA polimeraz II’nin iki adet büyük alt ünitesi 

bütün iridovirüslerce kodlanmaktadır. Geç genlerin transkripsiyonu için virüsün ürettiği 

RNA polimeraz kullanılır veya hücresel RNA polimerazın nükleustan sitoplazmaya 

geçişini sağlayacak bir mekanizma kullanılmaktadır. İridovirüsler iki aşamalı DNA 

replikasyonuna sahip oldukları için (DNA replikasyonunun önce nükleusta sonra 

sitoplazmada devam etmesinden dolayı) nükleositoplazmik virüslerdendir. Geç genlerin 

translasyonundan sonra virojenik stromada virionlar oluşur. Virionların oluşumu ile ilgili 

özel basamaklar bilinmemektedir. Üretilen konkatamerik DNA’nın hacim bağımlı 

(headfull) mekanizma ile kapsid içine paketlendiği düşünülmektedir. Böylece virüse ait 

genom hem terminal tekrarlara hem de halkasal permütasyona sahip olur. Bu sayede 

genom %10-30 oranında diploid olmaktadır. Böylece bazı genler bir çift olarak bulunur ve 

genlerin bir kopyasında oluşacak mutasyon sonucu kötü etkilerden virüs korunur veya yeni 

bir fonksiyon kazanır. Yeni sentezlenmiş virionlar virojenik stromadan ayrılarak 

sitoplazmanın başka bir bölgesinde büyük parakristal diziler oluşturacak şekilde birikirler 
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veya plazma membranından zarf kazanarak tomurcuklanırlar. Parakristal dizi oluşturan 

virüsler hücrenin lizizi sonucu zarf kazanmadan salınırlar. Her iki tip virüs partikülü 

enfektif olmasına rağmen spesifik enfektivite zarflı virüslerde çok daha yüksek (150 kata 

kadar) olduğu için zarf proteinlerinden bir veya birkaçının virüsün konak hücreye girişinde 

önemli bir rol oynadığı düşünülmektedir (Braunwald vd., 1979; Gendrault vd., 1981).  FV3 

DNA`sı için replikasyon modeli Şekil 5’te şematik olarak gösterilmiştir (Chinchar vd., 

2011). Bunlarla birlikte iridovirüslerde saflaştırılmış virüs DNA’sı hücreye transfekte 

edildiğinde CIV ve FV3’te gösterildiği gibi enfeksiyon oluşturamamaktadır; fakat virion 

ile birlikte transfekte edilen saflaştırılmış virüs DNA’sının enfeksiyon oluşturduğu 

gösterilmiştir (Willis vd., 1979; Willis ve Granoff, 1985; Cerutti vd., 1989; Nalçacıoğlu 

vd., 2003).  

 

 

 

     

 

Zarflı virion 

DNA 

Reseptör bağımlı 

endositoz ile hücreye 

giriş  

İkinci aşama DNA replikasyonu: 

Konkatamer oluşumu ve DNA 

metilasyonu 

Konkatamerik  

DNA 

Birinci aşama virüs 

DNA replikasyonu  

En erken ve 

gecikmiş erken 

mRNA sentezi 

Nükleus 

Geç genlerin 

mRNA sentezi  

Virüs yapısal 

proteinleri 

Virüs inşaası bölgesi 

Tomurcuklanan 

virion 

Viral protein sentezi 

Parakristal dizi 

Füzyon ile 

hücreye giriş 

Zarfsız virion 

Şekil 5. Frog virüs-3 DNA'sının replikasyon modeli. Bu şekil ICTV’nin 9. Raporundan 

alınmıştır (Chinchar vd., 2002). 
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1.2.3. Iridovirus Cinsi 

Iridovirus cinsi, ICTV’nin en son 2012’de yapmış olduğu toplantıda almış olduğu 

kararlar doğrultusunda iki tür ve henüz sınıflandırılmamış 11 türü kapsamaktadır (Tablo 3) 

(Jankovich vd., 2012). Ancak son zamanlarda tüm genom dizi analizi yapılan türler ile bu 

cinsin altında kesin kabul edilen türlerin sayısı artacaktır. 

 

Tablo 3. Iridovirus cinsine ait türler  

 

a
Coleoptera (C), Diptera (D), Homoptera (H), Hymenoptera (Hy), Lepidoptera (L) ve karasal 

izopodlar (Is) (Crustacea). 
b
Muhtemel üye. 

c
Witlesia sabulosella (L) ve Opogonia sp. (C) simpatrik böcek 

türlerinden de izole edilmiştir. 
d
Uganda’da Victoria Gölü’nde Lethocerus colombiae (H)’dan da izole 

edilmiştir, fakat kontamine olmuş olabilir. 
e
Porcellio dilatatus’tan ve muhtemelen karasal izopodların diğer 

bazı türlerinden de izole edilmiştir. 

 

 

 

 

 

Virüs  Kısaltma Konak Türü (Ordo)
a
 İzolasyon 

Bölgesi  

ICTV tarafından kabul edilen türler 

Invertebrate iridescent virus 1  

(Tipula iridescent virüs, TIV) 

IIV-1 

 

Tipula paludosa (D) İngiltere 

Invertebrate iridescent virus 6  

(Chilo iridescent virüs, CIV) 

IIV-6 Chilo suppressalis (L) 

 

Japonya 

ICTV tarafından henüz tür olarak doğrulanmamış fakat Iridovirüs cinsi ile ilişkili olabileceği 

düşünülen türler  

Anticarsia gemmatalis iridescent virus
b 

AGIV Anticarsia gemmatalis (L) Amerika 

Invertebrate iridescent virus 2
b
 IIV-2 Sericesthis pruinosa (C) Avustralya 

Invertebrate iridescent virus 9
b
 IIV-9 Wiseana cervitana (L)

c
 Yeni Zelanda 

Invertebrate iridescent virus 16
b
 IIV-16 Costelytra zealandica (C) Yeni Zelanda 

Invertebrate iridescent virus 21
b
 IIV-21 Helicoverpa armigera (L)

d
 Malawi 

Invertebrate iridescent virus 22
b
 IIV-22 Simulium sp. (D) İngiltere 

Invertebrate iridescent virus 23
b
 IIV-23 Heteronychus arator (C) Güney Afrika 

Invertebrate iridescent virus 24
b 

IIV-24 Apis cerena (Hy) Kaşmir 

Invertebrate iridescent virus 29
b
 IIV-29 Tenebrio molitor (C) Amerika 

Invertebrate iridescent virus 30
b
  IIV-30 Helicoverpa zea (L) Avustralya 

Invertebrate iridescent virus 31
b
 IIV-31 Armadillidium vulgare (Is)

e
 Amerika 
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1.2.5.1. Chilo Iridescent Virüs (CIV) 

 

Iridovirus cinsinin tip türü olan Chilo iridescent virüs (CIV), sistematik açıdan 

omurgasız iridesent virüs tip-6 (Invertebrate Iridescent Virus Type-6, IIV-6) olarak 

adlandırılmaktadır. CIV, lepidopter grubuna dâhil olan kök delici Chilo suppressalis 

(pirinç sap kurdu) böceğinden izole edilmiştir (Fukaya ve Nasu, 1966). IIV-6 önemli 

zararlı böcek türlerinde ölümcül enfeksiyonlara neden olduğu için, bu böcek iridovirüsü 

potansiyel bir biyolojik kontrol ajanı olarak değerlendirilmektedir (Henderson vd., 2001). 

CIV’nin avantajlarından biri, Anthonomus grandis (boll weevil) böceğinden oluşturulmuş 

hücre kültüründe (BRL-AG-3A) (Şekil 6)  kolayca büyütülüp çoğaltılabilmesidir (D’Costa 

vd., 2012). Bu hücreler kullanılarak ilk rekombinant CIV yapımı gerçekleştirilmiştir 

(Özgen vd., 2014). Ayrıca CIV Choristoneura fumiferana (IPRI-CF-124T) (D'Costa vd., 

2001; D'Costa vd., 2004), Drosophila melanogaster (Drosophila S2) (Bronkhorst vd., 

2012; Bronkhorst vd., 2014; İnce vd., 2014) ve Bombyx mori (SPC-BM-36) (Nalçacıoğlu 

vd., 2003; Nalçacıoğlu vd., 2007) hücre kültürlerinde replike olabilmekte ve 

çalışılabilmektedir. Bunların yanında CIV’nin Pierris rapae, Spodoptera frugiperda, 

Heliothis virescens, Helicoverpa zea, Trichoplusia ni,  Anticarsia gemmatalis,  Aedes 

aegypti,  Plutella xylostella ve Aedes albopictus hücre kültürlerinde de replike olabildiği 

tespit edilmiştir (Constantino vd., 2001). 
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1.2.5.1.1. Virion Yapısı 

 

CIV virionu yaklaşık olarak 1850 Å çapında, ikozahedral (20 eşkenar üçgen yüz) 

görünümde olup, yapısında genomu çevreleyen bir lipit tabaka ve onu da çevreleyen bir 

protein örtü (kapsid) bulundurmaktadır. CIV virionları iki (kenarlara göre), üç (eşkenar 

yüzlere göre) ve beş (köşelere göre) eksen boyunca katlandığında benzer yapılar 

A B 

E D 

C 

Şekil 6. CIV ile enfekte BRL-AG-3A hücrelerinin transmisyon 

elektron mikroskobu ile elde edilen görüntüleri. Hücreler 

0. (A), 48. (B), 72. (C, D, E) ve 96. (F) saatlerde 

toplanmıştır. A: virüs parçacıklarının pinositoz ile 

hücreye girişi (0. saat), B ve C: çok sayıdaki virüs 

parçacıklarının gelişme aşamaları (48. ve 72. saat), D: 

virüs parçacıklarının morfolojisi (72. saat), E: virüs 

parçacığının sitoplazmik membrandan tomurcuklanarak 

ayrılması (72. saat), F: hücre sitoplazmasında iridovirüs 

enfeksiyonu ile karakteristik virojenik stroma (VS) ve 

çok sayıda olgunlaşmış virion (96. saat). Bar: A, D ve E 

; 100 nm, B, C ve F; 200 nm (D’ Costa vd., 2012).  

F 
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oluşturmaktadır. (Jankovich vd., 2012). Her virion 12 pentasimetron (köşelerde bulunan 

beşgenler) ve 20 trisimetrondan (eşkenar üçgen) oluşan ikozahedral yapıdadır 

(Üçgenleşme sayısı, T = 147, h=7, k=7) (Şekil 7). Trisimetronların (20 tane eşkenar üçgen) 

her birinde 55 kapsomer bulunur (toplam 5520=1100 kapsomer). Bu kapsomerler 

aralarında 7,5 nm uzaklık olacak şekilde paketlenmiştir. İki trisimetron arasında 60 

derecelik bir açı vardır. Bununla birlikte, virionun köşelerinde bulunan pentasimetronların 

(12 tane beşgen) her birinde 30 kapsomer vardır (3012=360). Bu şekilde her virionda 

toplam 1460 (10(T-1)) tane kapsomer bulunur. Bu kapsomerlerden herbiri altıgen 

şeklindedir. Altıgen şekle sahip olmaları sebebiyle bu kapsomerlere hekzavalent kapsomer 

denir. Hekzavalent kapsomerler dış yüzeyde kovalent olmayan bağlarla bir arada olan 

trimerik Majör kapsid protein (MCP) ve iç yüzeyde de disülfit bağlarıyla bağlı ikinci bir 

trimerik MCP’den oluşur (Yan vd., 2009).  

                            

 

 

 

 

 

 

 

CIV virionlarının özü, liflerle (fibrillerle) kaplı ikozahedral bir örtü içinde 212,482 

nükleotit çiftinden oluşan, virion kütlesinin %12’sini oluşturan, lineer, çift zincir 

elektronca yoğun bir nükleoprotein (DNA/protein) filamentinden oluşur. Diğer 

Iridoviridae familyasına mensup virüsler ve T4 fajında olduğu gibi (Myoviridae) CIV 

genomu halkasal permutasyon özelliği gösterir (Schnitzler vd., 1987) ve genomun yaklaşık 

Şekil 7. Chilo iridescent virüs’deki trimerik kapsomerlerin organizasyonu. A: CIV 

kapsidi 20 trisimetron (biri açık ve diğeri koyu mavi renkli) ve 12 

pentasimetrona (pembe renkli) sahiptir. Ikozahedronun bir üçgen yüzeyi 

yeşil çizgi ile gösterilmiştir. B: Bir asimetrik birim içerisindeki kapsomerler 

arası etkileşimlerin şematik olarak gösterilişi (Yan vd., 2009).  

A B 
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%12’si terminal tekrarlardan oluşur (Schnitzler vd., 1987). Genomda en az altı replikasyon 

orijini tespit edilmiştir (Sonntag vd., 1994). CIV virionları LC-MS/MS (Liquid 

chromatography–mass spectrometry) analizinde iki veya daha fazla peptidin varlığına göre 

46; tek peptidin varlığına göre ise 54 yapısal proteinden oluşur (İnce vd., 2010). 54 yapısal 

proteinden 36’sı diğer iridovirüs ve askovirüslerdeki proteinlerle homoloji gösterir. P50 

(51,4 kDa, 467 amino asid, majör kapsid proteini, MCP) toplam protein kütlesinin yaklaşık 

yarısı (%40) kadardır. Diğer yapısal proteinlerin lokalizasyonları ve organizasyonları 

bilinmemektedir (Şekil 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CIV virionlarının %9’u lipittir (Kelly ve Vance, 1973). Virion özü fonksiyonu 

bilinmeyen transmembran proteinler içeren bir lipid membran ile sarılıdır. Virüse ait bu 

Şekil 8. Chilo iridescent virüs’ün 3Å çözünürlükte 3 boyutlu 

görüntüsü. (a) CIV virionları. CIV öz bölgesi (dsDNA 

genomu ve DNA bağlanma proteinleri) kapsidi tamamen 

doldurmamaktadır, (b) CIV’nin ikili simetri açısından 

görünüşü, (c) Şekil b’de işaretli bölgenin kesiti, yaklaşık 

40Å kalınlığındaki iç lipid tabaka ve öz bölge, (d) Şekil 

b’de işaretli bölgenin büyütülmüş hali. İnce beyaz çizgi iki 

trisimetronun birleştiği bölgeyi gösteriyor, siyah leke 2’li 

simetrinin katlandığı bölge (e) pentamerik kapsomerin 

büyütülmüş hali. Bu kompleks hekzavalent 

kapsomerlerden daha büyük olması, ortada bir boşluğun 

olması ve fibrilinin olmaması ile kolayca ayrılır. (f) Şekil 

c’deki işaretli bölgenin büyütülmüş hali, (g) Şekil f ile aynı 

pentamerik kapsomer, üç kapsomer ve kapsomerlerin 

fibrilleri çizgilerle gösterilmiş (Yan vd., 2009). 
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DNA özü ile kapsid arasında bulunan iç lipid membran fosfatidilinositol ve digliseridlerce 

zengindir ve konak hücrenin lipid membranından farklı bir bileşeni vardır. Bu durum 

CIV’nin kendi lipid membranını sentezlediğini gösterir (Balange-Orange ve Devauchelle, 

1982).  

CIV virionlarının yapısında bulunan proteinler konak makromoleküler sentezini 

durdurmakta (Cerutti ve Devauchelle, 1980), virüse ait erken genlerin transaktivasyonunu 

sağlamaktadır (Nalçacıoğlu vd., 2003; İnce vd., 2013). Yapısal proteinlerden iridoptin adı 

verilen bir proteinin, protein kinaz aktivitesine sahip olduğu ve apoptosize (Paul vd., 2007; 

Chitnis vd., 2011) sebep olduğu bilinmektedir. İridoptinin konak makromoleküler sentezini 

inhibe ederek böceklerde toksisiteye sebep olduğu tespit edilmiştir. Böylece ilk kez virüse 

ait bir toksin geni tespit edilmiş ve patenti alınmıştır (Bilimoria, 2009). Ayrıca yapısal 

proteinlerden bir kısmı protein kinaz (Monnier ve Devauchelle, 1980), nükleotit 

fosfohidrolaz (Monnier ve Devauchelle, 1976), RNA polimeraz (Kelly ve Tinsley, 1973) 

gibi enzimatik aktivitelere sahiptir. Anthonomus grandis (pamuk kozalak kurdu)  üzerine 

yapılan çalışmalar sonucunda CIV yapısal proteinlerinin böcekte metamorfik değişimlere 

ve ölüme sebep olduğu tespit edilmiştir (Bilimoria, 2001). 

 

1.2.5.1.2. Transkripsiyonel Regülasyon 

 

CIV’de gen ifadesi basamaklı bir şekilde düzenlenmekte olup ifade edilen genler en 

erken (α, IE), gecikmiş erken (β, DE) ve geç (γ, L) olmak üzere 3 sınıfa ayrılmaktadır 

(D'Costa vd., 2001; D'Costa vd., 2004). En erken ve gecikmiş erken grubu genler DNA 

sentezinden önce ifade edilirler. En erken grubu genler protein sentezine ihtiyaç duymaz 

iken, gecikmiş erken grubu genler protein sentezine ihtiyaç duyar. Geç grubu genler ise 

hem protein sentezine hem de DNA replikasyonuna ihtiyaç duyar. Bugüne kadar yapılan 

çalışmalarda CIV’de gen sınıflarının tespiti için DNA sentez inhibitörü olarak 100 μg/ml 

cytosine-1-β-D-arabinofuranoside (Ara-C) veya 5 μg/ml aphidicolin (APH); protein sentez 

inhibitörü olarak ise 200 g/ml cycloheximide (CHX) kullanılmaktadır. CIV genomunda 

Northern blot hibridizasyon analizine göre tespit edilen 137 transkripten 37 tanesi en 

erken, 34 tanesi gecikmiş erken ve 65 tanesi geç olarak karakterize edilmiştir (D'Costa vd., 

2004). Kütle spektroskopisinin (MS) kullanıldığı proteomik analize göre ise, ifade edildiği 

belirlenen 95 proteinden 37 tanesi virion proteinlerinden oluşmaktadır. Bu virion 

proteinlerinden 22 tanesi en erken, 8 tanesinin gecikmiş erken ve 7 tanesinin geç gen 
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sınıfına dahil olduğu tespit edilmiştir (İnce vd., 2014). 41 virion proteininin sınıfı RT-PCR 

(geri transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu) yöntemiyle tespit edilebilmiş ve 

bunlardan 23 tanesinin en erken, 8 tanesinin gecikmiş erken ve 7 tanesinin ise geç gen 

sınıfına dahil olduğu belirlenmiştir (İnce vd., 2013). RT-PCR ile belirlenen 4 tane geç 

genin (234R, 274L, 317L, 401R) MS ile erken gen sınıfına girmesi; yine RT-PCR ile 

belirlenen erken genlerin (268L, 453R) MS ile geç sınıfa dahil olması ve 8 tane geninde en 

erken ve gecikmiş erken olma durumlarının MS ve RT-PCR’a göre farklılıklar göstermesi 

gibi, bu iki çalışmada bazı tutarsızlıklar görünmektedir. Bu bulgular daha önce de 

belirtildiği gibi (İnce vd., 2014) qRT-PCR (kantitatif geri transkripsiyon polimeraz zincir 

reaksiyonu) ile teyit edilebilirler. Ayrıca DNA polimeraz enzimini kodladığı düşünülen 

037L (DE) ve majör kapsid proteinini kodlayan 274L (L) proteinlerin transkripsiyonel ve 

promotor analizi yapılmıştır (Nalçacıoğlu vd., 2003; Nalçacıoğlu vd., 2007). Lusiferaz 

deneyi ile yapılan çalışmalarda CIV promotorlarının aktif olabilmesi için viral proteinlere 

ihtiyaç duydukları, virion proteinleri yokken transfeksiyon yapıldığında promotorların aktif 

olmadığı gösterilmiştir (Nalçacıoğlu vd., 2007). 

CIV mRNA`ları poli A kuyruğuna sahip değildir (İnce vd., 2013). Şimdiye kadar 

iridovirüslerde poli A kuyruğu sadece, TIV (Tipula iridescent virüs)`in iki adet 

mRNA’sında ve LCDV-1 virüsünün fonksiyonu bilinmeyen bazı genlerinde tespit 

edilmiştir. CIV ORF’lerinin aşağı bölgelerinde (3’-ucu) poliadenilasyon sinyali bulunmaz 

(İnce vd., 2013). CIV mRNA’ları şapka taşır ve ribonükleotit redüktaz (RNR) geninin bir 

inteine sahip olduğu tespit edilmiştir (Bigot vd., 2013). 

 

1.2.5.1.3. Konak Çeşitliliği ve Patolojisi 

 

CIV’nin organizmalara enjeksiyon yolu ile inokülasyonu sonucunda konak çeşitliliği 

araştırılmış ve 6 ordoya ait (Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Hemiptera ve 

Orthoptera) 100`den fazla böcek türünü enfekte ettiği tespit edilmiştir (Mitsuhashi, 1967; 

Hama, 1968; McLaughlin vd., 1972; Ohba, 1975; Ohba ve Aizawa, 1979; Henderson vd., 

2001). CIV sivrisineklerin 13 türünü ağız yoluyla enfekte edebilmektedir ve sivrisineklerde 

çoğunlukla ölümcül olmayan enfeksiyonlara sebep olmaktadır (Williams ve Thompson, 

1995). Aynı zamanda CIV çok sayıda böcek olmayan eklem bacaklıları da enfekte 

etmektedir (Ohba ve Aizawa, 1979). 
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CIV Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera ve Hemiptera başta olmak üzere farklı 

ordolara ait birçok böcek hücre kültüründe in vitro olarak replike olmaktadır (Ohba 1975; 

Monnier ve Devauchelle, 1976; Monnier ve Devauchelle, 1980; Constantino vd., 2001). 

CIV’nin sürüngen hücrelerinde de replike olduğu belirlenmiştir (Mc. Intosh ve Kimura, 

1974). Ostrinia nubilalis hemositlerinden geliştirilen hücre kültüründe CIV’nin replike 

olamadığı; fakat Ostrinia nubilalis larvalarını çok kolay enfekte ettiği, yağ hücreleri ve 

hemositleri de içeren birçok farklı hücre ve dokuda replike oldukları belirlenmiştir 

(Belloncik vd., 1988). Bu durum virüsün in vivo ve in vitro’da farklı yollarla enfeksiyon 

oluşturduğunu göstermektedir (Martinez vd., 2003). CIV’nin ölümcül olmayan 

enfeksiyonu böcek populasyonlarında çok yaygındır ve bu enfeksiyon şekli enfekte olan 

böceklerde yaşam süresini, vücut büyüklüğünü, üreme kapasitesini çok ciddi bir ölçüde 

düşürmektedir. Iridovirüslerin virülansını belirleyen faktörlerle ilgili bilgiler çok az 

bilinmektedir; fakat ölümcül olmayan enfeksiyonun virüsün vertikal transmisyonuna izin 

verdiği ve böcek popülasyonu üzerinde önemli bir etkiye sahip olduğu düşünülmektedir 

(Williams vd., 2005; Williams ve Ward, 2010; İnce, 2012). 

 

1.2.5.1.4. Rekombinant CIV Oluşturulması ve Önemi 

 

CIV, çok sayıda zararlı böcek üzerinde patojenite oluşturabilmesi nedeni ile 

biyopestisit olarak kullanılabilme potansiyeline sahiptir. Ancak, CIV ile ilgili en önemli 

olumsuzluk konağı öldürme sürecinin yavaş olmasından dolayı enfekte böceklerin 

ölümlerinin geç olmasıdır. Bu durum virüsün biyopestisit olarak kullanılabilirliğini 

kısıtlamaktadır.  Bu gibi sorunları çözebilmek amacıyla farklı organizmaların genlerini 

ifade eden rekombinant virüslerin oluşturulduğu çalışmalar mevcuttur. Örneğin, böcek 

virüslerinde patojenitenin arttırılmasına yönelik pek çok çalışma bakülovirüsler üzerinde 

yapılmıştır. Ancak biyolojik mücadele ajanı olarak kullanılabilme potansiyelindeki 

Iridovirüslerde böyle bir çalışma mevcut değildir. 

Literatürde virüs genomuna dışarıdan yerleştirilen genler arasında toksinler, peptid 

hormonlar, enzimler ve trankskripsiyon faktörleri bulunmaktadır (Feng vd., 2001). 

Virüslere yerleştirilen toksinler arasında, böcek spesifik akrep nörotoksinleri (AaZT, AaIT, 

LqhIT2) (Maeda vd., 1991; McCutchen vd., 1991; Harrison ve Boning, 2000a), akar 

neurotoksini (Txp-I) (Tomalski ve Miller, 1991), ve yaban arısı toksini (Tomalski ve 

Miller, 1993) bulunmaktadır. Bu toksinler genomuna yerleştirilerek oluşturulan 
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rekombinant virüslerde artmış insektisidal aktivite gözlenmiştir. Virüs genomuna bir genin 

klonlanabilmesi için virüsün genomunda mevcut olan genlerden birinin veya genomdan bir 

bölgenin çıkarılması gerekmektedir. Bu konuda da CIV için çeşitli alternatifler mevcuttur. 

Bu alternatiflerden bir tanesi virüs genomundaki muhtemel apoptosis inhibitör genlerinden 

biri olduğu düşünülen 157L açık okuma zinciridir (ORF). CIV genomunun analiz edildiği 

makaleye göre bu ORF, bir bakülovirüs olan Cydia pomonella granülovirüsün apoptosis 

inhibitor genine %17’lik bir benzeliği nedeni ile potansiyel apoptosis inhibitor geni olarak 

nitelendirilmiştir. Ancak bu benzerlik çok düşük bir benzerliktir.  Nitekim 157L ORF’si 

apoptosis inhibitör genlerinin ihtiva etmeleri gereken BIR (Baculovirus inhibitor of 

apoptosis repeats) domainini ihtiva etmemektedir. Daha önceden yapılmış olan bir 

çalışmada 157L ORF’sinin apoptosis inhibisyon olayında rol almadığını da teyit 

etmektedir (İnce vd. 2008).   

 

1.3. Apoptosis 

 

Programlı hücre ölümü olarak da bilinen apoptosis, gelişim sırasında, sağlıklı 

organizmalarda görülen normal hücresel bir süreçtir. Apoptosisin gelişim ve doku 

homeostazisini sağlamasının yanında hücrenin savunma mekanizmasında da (örneğin; 

antiviral savunma) önemli rol oynadığı belirlenmiştir (Yunbo, 2008). Apoptosiz sinyali 

alan bir hücrede kromatin yoğunlaşmaya başlar. Aynı şekilde sitoplazma da yoğunlaşır ve 

hücrenin boyutları küçülür. Bir süre sonra hücre apoptotik cisimcikler olarak adlandırılan 

parçalara bölünür. Apoptotik cisimcikler; yüzeylerinde yeni sinyal verici yapıları ortaya 

çıkarır. Bu durum apoptotik cisimciklerin fagositozu için bir uyarıdır ve apoptotik 

cisimcikler bu sinyalin uyarısı ile makrofajlar ya da komşu hücreler tarafından fagosite 

edilirler (Lipponen vd, 1994; Wyllie vd., 1980). Apoptosis esnasında meydana gelen, 

nükleusun yoğunlaşması, hücrenin parçalanması, apoptotik yapıların oluşması ve çevre 

hücreler tarafından bu yapıların yutulması gibi değişiklikler (Şekil 9), bu tür hücre 

ölümünün sıkı bir programın kontrolü altında olduğunu göstermektedir. Bu program, 

normal hücre sayısını ve kompozisyonunu devam ettirmek için hem embriyo hem de 

yetişkin yaşamı boyunca büyük bir önem taşımaktadır. 
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Apoptozis önceden hazır olan hücrelerde primer başlatılabilir ya da bir uyaran 

sonucu sekonder olarak gelişir. Hücre dışı uyaranlar arasında; tümör nekroz faktörü (TNF), 

koloni uyarıcı faktörler (CSF), nöron büyüme faktörü (NGF), insülin benzeri büyüme 

faktörü (IGF) (Gürbilek vd., 2004) IL–2 gibi maddelerin ortamda azalması, 

glukokortikoidler, radyasyon, ilaçlar, çeşitli antijenler önemli yere sahiptir. Otoimmun 

hastalık gelişiminde rolü olduğu belirtilen Fas/FasL (Bender vd., 2005) sFas proteinleri, 

virüsler de (HIV gp120 proteini, influenza virüsü TNF reseptörü üzerinden; adenovirüs 

hücre genetik yapısını bozarak) hücreyi apoptozise götürmektedir (Erdoğan, 2003). 

Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen çok sayıda gen bulunmaktadır (Tablo 4) 

(Öktem, 2001). 

 

 

Hücrede apoptosis 

başlangıcı 

Tomurcuklanmanın 

meydana gelmesi 

Nükleusun yoğunlaşması Tomurcuklanma  

Apoptotik yapılar 

Sitoplazmanın 

parçalanması ve 

apoptotik yapılar 

Fagositoz  

Şekil 9. Apoptotik hücrelerde gözlemlenen morfolojik değişimlerin şematize 

edilmiş hali (URL-2). 
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Tablo 4. Apoptozis ve Genler 

 
Apoptozisi baskılayan genler Apoptozisi indükleyen genler 

•Bcl-2 grubundan; BHRL-1, bcl-xl, bcl-w, bfl-1, brag-1, 

mcl-1, A1  

•Bcl-2 grubundan; Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, bid, 

bik, Hrk 1 

•c-abl geni •c-myc 

•ras onkogeni •p53, p21 

•çözünebilir fas • fas (CD95/APO1)  FADD/MORT, RIP, FAST 

•p35 • interlökin dönüştürücü enzim benzeri proteinler 

(İCE) 

•A20 • LOH (MTS1/CDK41) 

 

1.3.1.  Apoptosis İnhibitör Genleri 

 

Virüs enfeksiyonlarında savunma mekanizması olarak, virüs replikasyonunu 

engellemek amacıyla konağın apoptozise gittiği bilinen bir durumdur. Ancak bazı 

virüslerde hücrenin apoptozise gitmesini engelleyecek genler bulunmaktadır. Örneğin 

Bakulovirüsler viral enfeksiyonla indüklenen apoptosisi inhibe edebilecek iki anti-

apoptotik gene sahiptirler. Bu iki gen p35 ve iap (inhibitor of apoptosis) isimleri ile 

bildirilmiştir (Miller, 1997). Autographa calfornica multicapsid nucleopolyhedrovirus 

(AcMNPV) p35 proteininin ekspresyonu Drosophila’da (Hay vd., 1995) nematodlarda 

(Sugimoto vd., 1994) ve memelilerde (Martinou vd., 1995) hücre ölümünü engellemiştir. 

P35 proteini kaspazların aktivitesini inhibe ederek apoptosisi bloke eder. Kaspazlar 

apoptosis sürecinin merkezinde rol alan sistein proteazlardır. p35 kaspazın bir substratı 

(Zhou vd., 1998) olarak hareket eder ve kaspazları Asp
87

 aminoasitlerinden 10 ve 25 

kDa’luk fragmentler halinde keser ve bunun bir sonucu oarak kaspaz aktivitesini inhibe 

eder (Bertin vd., 1996, Green ve Reed, 1998). IAP ailesi proteinleri N-terminallerinde bir 

ile üç arasında baculovirus IAP tekrar (BIR; baculovirus IAP repeat) motiflerini 

bulundurmalarına göre gruplandırılmışlardır. Bazı IAP’lar ayrıca C-terminallerinde RING 

finger domaini bulundururlar (Schimmer, 2004). BIR motifleri yaklaşık olarak 70 

aminoasitten oluşmakta ve karakteristik olarak CX2CX16HX6C dizisini içermektedirler. 

Filogenetik olarak BIR motifleri BIR1, BIR2 ve BIR3 şeklinde üç alt sınıfa ayrılır. IAP 

ailesi üyelerinin moleküler yapısı Şekil 10’de gösterilmektedir. 
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IAP ailesi proteinlerinin anti-apoptotik fonksiyon gösterebilmeleri için BIR 

domainine ihtiyaç duymalarına rağmen, BIR domaini içeren tüm proteinler anti-apoptotik 

fonksiyona sahip değildirler. Tüm IAP’lar oldukça yüksek derecede korunmuş dizilere 

sahiptirler. Bakulovirüs IAP’ları ile böcek IAP’ları arasındaki yakın ilişki, bakulovirüs 

IAP’larının konak hücrelerinden gen transferi ile kazanılmış olabileceğini akla 

getirmektedir. Hatta bazı bakuloviral IAP’lar memeli hücrelerini de baskılayabilirler 

(Huang vd., 2000). 

 

1.4. Tezin Amacı 

 

Biyolojik mücadelede zararlı böceklere karşı kullanılan mikrobiyal insektisitlerin bir 

grubunu böcek virüsleri oluşturmaktadır.  Chilo iridescent virüs (CIV) ziraatte zararlı bazı 

böcekleri enfekte etmektedir. CIV bu zararlıların kontrolünde kullanılma potansiyeline 

sahip olduğu için mikrobiyal patojen olarak ekonomik ve ekolojik öneme sahiptir. 

Günümüzde gelişen teknoloji sayesinde mikrobiyal patojenleri moleküler seviyelerde 

inceleme ve hedefe yönelik şekillerde düzenleme imkanları mevcuttur. Örneğin virüs 

genomunda ki bir genin fonksiyonunun araştırılması için hedef geni ihtiva etmeyen 

rekombinant bir virus oluşturulabilir. Sözkonusu genin virüsün hayat döngüsünde önemli 

Şekil 10. Apoptosis inhibitör protein (IAP) ailesi 

üyelerinin moleküler yapısı (Wei vd., 2008). 
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bir rolünün olmadığı belirlenirse dahada ileriye gidilerek bu genin yerine virüs genomuna  

virülansı artırıcı yabancı bir gen yerleştirilebilir. Nitekim bu tez çalışmasında da CIV 

genomundaki bir okuma zincirinin (ORF157L) yerine bir işaret geni yerleştirilerek 

rekombinant virüs oluşturulup fonksiyonel analizi yapılmıştır. 

CIV genomundaki ORF157L muhtemel apoptosis inhibitör geni biyoinformatik 

analizlere göre (Jakob vd., 2001)  potansiyel bir apoptosis inhibitör proteini (IAP)’ni 

kodlamaktadır. Ancak 157L geni fonksiyonel olabilmesi için gerekli olan BIR domainini 

taşımamaktadır. Bu durum yine CIV genomunda bulunan ve BIR domaini taşıyan 193R 

apoptosis inhibitör geninin tersine 157L’nin apoptosisin inhibe edilmesinde aktif rol 

almadığını düşündürmüştür (Ince vd., 2008). Bu sebeple 157L gen lokusu, CIV 

genomundan silinerek yerine bir başka genin konulabileceği ideal bir bölge olarak 

görülmüştür. Ancak bu durumun deneysel olarak teyit edilmesi gerekmektedir.  Dolayısı 

ile bu tez çalışmasında CIV genomundaki 157L gen bölgesi viral genomdan homolog 

rekombinasyon ile silinerek çıkartılmış ve yerine yine CIV genomunda yer alan majör 

kapsid proteinini geninin (274L) promotoru altına klonlanmış yeşil floresan proteini geni 

(gfp) yerleştirilmiştir. Oluşturulan rekombinant CIV, BRL-AG-3A hücrelerinde 

saflaştırılmış ve karakterizasyonu yapılmıştır. 
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2. YAPILAN ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Hücrelerin ve Virüsün Temini  

 

Chilo iridescent virüs (CIV; insect iridescent virus type-6) Dr. C. Joel Funk’tan 

(USDA-ARS Western Cotton Research Laboratory, Phoenix, Arizona) temin edildi (1999). 

Uzun yıllardan beri laboratuvarımızda çalışılmaktadır.  

Chilo iridescent virüsü çalışmak için hücre kültürü olarak, Anthonomus grandis’den 

türetilmiş BRL-AG-3A hücre suşu kullanıldı. Bu hücreler Prof. Dr. Guy Smagghe’den 

(Laboratory of Agrozoology, Department of Crop Protection, Faculty of Bioscience 

Engineering, Ghent University, Coupure Links 653, B-9000 Ghent, Belgium) temin edildi. 

Hücreler 28C’ye ayarlanmış etüvde %10 Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma, Kat No: F-

0643) katkılı Hink’in TNM-FH besiyerinde özel hücre kültürü kapları (Corning) içerisinde 

büyütüldü (Hink, 1970). Her 4 günde bir 1:5 oranında altkültürü yapıldı. 

 

2.2. Virüsün Larvada ve Hücre Kültüründe Çoğaltılması ve Saflaştırılması  

 

Çalışmanın başlangıcında virüsün çoğaltılması için Galleria mellonella (büyük 

balmumu güvesi) larvaları kullanıldı. Larvalar virüsle, 30 G1/2 iğne kalınlığına sahip 

enjektör ile enjeksiyon yoluyla enfekte edildi. Enfekte edilen larvalar 27 °C’de 3 hafta 

boyunca inkübasyona bırakıldı. Bu süre sonunda enfeksiyonun geliştiği larvalar –20 C’de 

muhafaza edildi. 

Virüsün saflaştırılması Marina ve arkadaşlarının (1999) geliştirdikleri metoda göre 

gerçekleştirildi. Donmuş 1 adet larva 1 ml steril ddH2O’da homojen hale getirildi. 

Homojenat, virüsün saflaştırılması esnasında sırasıyla 490 g, 960 g ve 1.250 g’de 10’ar 

dk (dakika) santrifüj edilerek doku parçalarından ve kaba partiküllerden arındırıldı. 

Ardından 15.300 g’de santrifüj edilerek virüs çökelti haline getirildi. Çökelti 500 µl steril 

ddH2O`da çözüldü ve %30’luk sukroz çözeltisi üzerine bırakılarak 15.300 g’de 30 dk 

santrifüj edildi. Oluşan çökelti 1 kez yıkandı ve 1 ml steril ddH2O’da çözüldü. Bu şekilde 

saflaştırılan virüs 0,45 m’lik filtreden süzülerek steril tüplerde toplandı ve +4C’de 

muhafaza edildi. 
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Virüs konsantrasyonunun tayini spektrofotometrik olarak gerçekleştirildi. 260 nm de 

1 absorbans değeri 55 g/ml olarak kabul edildi (D’Costa vd., 2001). 

Virüsün hücre kültüründe çoğaltılması işlemi için konak olarak BRL-AG-3A hücre 

kültürü kullanıldı. İlk olarak hücreler ard arda sekiz pasaj boyunca yaban tip virüs ile 

enfekte edildi ve enfeksiyon verimliliği takip edildi. Ardından sekizinci pasajda toplanan 

virüsler ile hücreler büyük ölçekli hücre kültürü kaplarında (75 cm
2
’lik flasklar) enfekte 

edildi. Enfekte edilmiş hücreler, 28 C’de enfeksiyon belirtileri gözleninceye kadar 

bekletildi. Bu süre sonunda hücrelerin üzerindeki besiyeri alınarak 2500 g’de 15 dk 

santrifüj edildi. Bu şekilde besiyeride bulunan hücreler çökertildi. Konsantre virüs stoku 

hazırlamak için süpernatant 20000 g’de 30 dk santrifüj edildi. 

 

2.3. Virüs Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

 

Virüsün konsantrasyonu Tissue Culture Infectious Dose (TCID50) metoduna göre 

belirlendi. Bunun için 60 gözlü hücre kültürü kapları (Terasaki kapları; Corning) 

kullanıldı. 10 adet mikrosantrifüj tüpü, 1’den 10’a kadar numaralandırıldı ve bunlara 

100’er μl besiyeri bırakıldı. Virüs, 9. tüpe kadar büyüme besiyerisi içerisinde 1/10 oranında 

seyreltildi. 10. tüp, kontrol olarak kullanıldı ve buna virüs eklenmedi. 1,5-2 10
6
 hücre/ml 

olarak süspansiyon haline getirilen BRL-AG-3A hücrelerinden, 10 tüpün her birine 90 μl 

(mikrolitre) eklendi ve karıştırıldı. Yeni pipet ucu kullanarak, Terasaki kabının her satırına 

(A’dan F’ye doğru) aynı konsantrasyonda olacak şekilde, 10 μl hücre-virüs karışımından 

eklendi. Virüssüz kuyudan (10. tüp) başlayarak, en yoğun virüs süspansiyonun olduğu 

kuyuya (1. tüp) doğru bir sıra takip edildi. Terasaki kabının kapağı kapatılarak, ıslatılmış 

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

Enfeksiyon belirtileri netleşinceye kadar inkübe edildi. TCID50 deneyinin sonuçları, her bir 

gözdeki enfekte olmuş tek bir hücrenin dahi olup olmamasına göre her kuyuya + (artı) 

veya – (eksi) değer verilerek kayıt edildi. Virüs konsantrasyonu, aşağıdaki TCID50 formülü 

ve elde edilen değerler kullanılarak hesaplandı. Her bir virüs için deneyler 3 kez tekrar 

edildi ve kontrol olarak enfekte edilmemiş BRL-AG-3A hücreleri kullanıldı (D’Costa vd., 

2012). 

 

Titer (pfu/ml)=10(a+x)  100/ml 
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n = enfeksiyon değerinin %50 veya %50’den büyük olduğu en yüksek seyreltme, 

a = log n, 

b = n. seyreltiğin % değeri, 

c = n. değerin altındaki % değeri, 

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

 

2.4. Biyoinformatik Analiz  

  

CIV’de apoptosis inhibitör (IAP) genlerinin varlığı tüm genomun dizin analizi 

yapılması ile belirlenmiştir (Jakob vd., 2001). Buna göre 157L (152 aminoasit), 193R (208 

amino asit) ve 332L (234 amino asit) CIV genomundaki muhtemel üç apoptosis inhibitör 

gen olarak belirtilmiştir. Çalışmamızda 157L kodlu genin aminoasit sırası GenBank veri 

tabanından temin edilmiş ve Conserved Domain Search Service (CD Search)/ncbi 

programı kullanılarak 157L geni biyoinformatik olarak incelenmiştir. 

 

2.5. Transkripsiyonel Analiz 

 

2.5.1. Toplam RNA İzolasyonu  

 

CIV’ye ait muhtemel apoptosis inhibitör geninin (ORF157L) BRL-AG-3A 

hücrelerindeki transkriptinin varlığını belirlemek için CIV ile enfekte olmuş hücrelerden 

enfeksiyondan sonra 24. saatte Trizol (Ambion) kullanarak firma tarafından tavsiye edilen 

yönteme göre RNA izolasyonu yapıldı. Bunun için BRL-AG-3A hücreleri daha önce 

belirtildiği şekilde 6 gözlü hücre kültürü kaplarında CIV ile enfekte edildi. RNA 

izolasyonu için enfeksiyondan 24 saat sonra hücrelerin üzerindeki besiyeri uzaklaştırıldı ve 

her göze 1 ml Trizol ilave edildi. Trizol pipetlenerek hücrelerin tabandan kopması ve 

parçalanması sağlandı. Örnekler 5 dk oda sıcaklığında bekletildikten sonra üzerlerine 0,2 

ml kloroform ilave edildi. Nazikçe alt üst edildi ve oda sıcaklığında 10 dk bekletildi. 

Karışım 12.000 g’de, 4 C’de 15 dk santrifüj edildi. Üst faz yeni bir tüpe transfer edilerek 

üzerine 0,5 ml izopropanol ilave edildi ve yine nazikçe alt üst edildi. Oda sıcaklığında 5-10 

dk bekletildikten sonra 12.000 g’de 4 C’de 10 dk santrifüj yapıldı. Sıvı kısım 

uzaklaştırıldı ve çökelti 1 ml %70’lik etanol ilave edilerek yıkandı. 7.500 g’de 4C’de 5 
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dk santrifüj edildi. Elde edilen RNA çökeltisi havada 10-15 dk kurutulduktan sonra RNaz 

ihtiva etmeyen 30 µl ddH2O’da çözülerek –20 C’de muhafaza edildi. İzole edilen RNA –

80 C’de kullanılıncaya kadar saklandı. 

RNA konsantrasyonunun tayini spektrofotometrede 260 nm’de gerçekleştirildi. 260 

nm’de ki 1 ünite absorbans değeri 40 g/ml RNA’ya karşılık gelmektedir. 

 

2.5.2. Geri Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) 

 

İzole edilen RNA Tablo 5’de belirtilen özel primerler (P9/P10) kullanılarak geri 

transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizine tabi tutuldu. Bunun için, 

CIV BRL-AG-3A hücrelerinden izole edilen RNA`lardan 2’şer g tüplere bırakıldı. 

Bunların üzerine 10 ünite superscript III revers transkriptaz, 10 ünite RNAsin ve 12,5 M 

(mikromolar) iap için özel primerlerin her ikisindende konuldu. Reaksiyon 20 l’lik hacim 

içinde 37 C’de 1 saat bekletilerek gerçekleştirildi.  Bu şekilde elde edilen cDNA`ların 

2’şer l’si özel “geri” ve “ileri” primerler (CIV157L trFw, CIV157L trRv) kullanılarak 

PCR’da çoğaltıldı. PCR ürünleri %1’lik agaroz jelde elektroforez edildi. Ayrıca kontrol 

olarak BRL-AG-3A hücrelerinden izole edilen toplam RNA kullanıldı. 

 

2.6. Rekombinant Virüs Oluşturulması 

 

Biyoinformatik analizlere ve daha önce yapılmış çalışmalara dayanarak apoptosis 

inhibisyon olayında rol almadığını düşündüğümüz ORF157L geninin virüs genomundan 

homolog rekombinasyon ile çıkarılması işlemi, bir işaret geni olan yeşil floresan proteini 

geni (gfp; green flourescent protein) ile yerlerinin değiştirilmesi şeklinde gerçekleştirildi. 

Bunun için, ilk olarak ORF157L geninin askı bölgelerini içeren bir ara vektör oluşturuldu. 

Oluşturulan bu ara vektördeki askı bölgelerinin arasına yine CIV’ye ait majör kapsid 

proteini geninin (mcp) promotoru altında ifade edilecek gfp geni yerleştirilerek, hedef 

transfer vektörü oluşturuldu. İkinci olarak, BRL-AG-3A hücrelerine yaban tip virüsün 

enfeksiyonu ve ardından transfer vektörün transfeksiyonu gerçekleştirildi. Böylece hücre 

içerisinde homolog rekombinasyonun gerçekleşmesi ve rekombinant virüsün oluşması için 
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gerekli ortam sağlanmış oldu. Oluşan rekombinant virüs seri plak deneyleri ile seçilip 

saflaştırıldı, PCR ile doğrulandı ve dizin analizi yapıldı. 

 

2.6.1. Transfer Vektörünün Hazırlanması 

 

Muhtemel apoptosis genini kodlayan CIV157L geninin baş kısmından 626  ve son 

kısmından 611 bp (baz çifti) DNA fragmentleri askı bölgeleri olarak belirlendi. Bu 

bölgeleri CIV genomundan PCR ile çoğaltmak için P1/P2, P3/P4 primerleri tasarlandı. 

CIV’e ait mcp promotoru dizisi ile birlikte başlangıç kodonundan itibaren mcp ORF’sine 

ait 18 bp’i çoğaltmak için P5/P6 ve gfp genini bulunduğu pDU20gfp transfer vektöründen 

çoğaltmak için ise gfp gen dizisinin ileri primerinde başlangıç kodonu hariç olacak şekilde 

P7/P8 primerleri dizayn edildi. Primerlere, üretilecek PCR ürünlerinin pBlueScript SK(-) 

vektörüne klonlanmasına imkan sağlayan uygun enzim kesme bölgeleri eklendi (Tablo 5).  

 

Tablo 5. Çalışmada kullanılan primerler
a
 

 

 

a 
Enzim kesim bölgeleri altı çizili olarak belirtilmiş ve primerin sonunda parantez 

içerisinde adı yazılmıştır                                                          

 

2.6.1.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 

Hazırlanan primerler kullanılarak, öncelikle CIV157L’nin baş ve son kısmından 

belirlenen 626 ve 611 bp’den oluşan diziler P1/P2, P3/P4 primerleri kullanılarak yaban tip 

CIV DNA’sından PCR ile çoğaltıldı. Ardından 5' UTR bölgesinde yüksek aktivite gösteren 

No. Primer adı Primer dizisi (5’-3’) 

P1 CIV 157L Ups Fw ATGCGGCCGCGCTGGATTTGATTCATCTGG (NotI) 

P2 CIV 157L Ups  Rv CGGAATTCTGTAGATACAATGATTAAATTTG (EcoRI) 

P3 CIV 157L  Dwn Fw CCCAAGCTTATATTCCTATTAAAAAGTTGTG (HindIII) 

P4 CIV 157L  Dwn Rv CCGCTCGAGGGAGAGATACATAATGGAAC (XhoI) 

P5 CIV MCP Prom Fw CGGAATTCCAATACATAACAATCTTTCATTAT (EcoRI) 

P6 CIV MCP –GFP Rv CAGCCCGGGGGATCCGTTGACGAAGAAATAGACATCTTTG 

P7 CIV MCP –GFP Fw CAAAGATGTCTATTTCTTCGTCAACGGATCCCCCGGGCTG 

P8 GFP Rv CCCAAGCTTTCACTTGTACAGCTCGTCC (HindIII) 

P9 CIV157L trFw CCGCAATTAACTTTGATTTTAAA 

P10 CIV157L trRv GGGCATGTATTTAATCTATTGAA 
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mcp promotor bölgesi ve başlangıç kodonu dahil mcp ORF gen bölgesinden 18 bp içeren 

toplam 297 bp’den oluşan dizi P5/P6 primerleri kullanılarak yaban tip CIV DNA’sından 

PCR ile çoğaltıldı. Daha sonra gfp geni başlangıç kodonu hariç olacak şekilde pDU20gfp 

transfer vektöründen P7/P8 primerleri kullanılarak PCR yöntemiyle çoğaltıldı. Sonrasında 

mcp promotoru ve kısmi ORF’sinden oluşan 297 bp’lik dizi ile başlangıç kodonu hariç 735 

bp’lik gfp gen dizisi P5/P8 primerleri kullanılarak toplamda 1032 bp DNA dizisi olacak 

şekilde füzyon PCR yapıldı. Füzyon PCR yapılırken bir önceki cümlede bahsettiğimiz 279 

ve 735 bp’lik DNA dizilerine ait her iki kalıp aynı PCR tüpüne 10 ng/µl olacak şekilde 

konuldu ve reaksiyon karışımı hazırlandı.    

PCR işlemi için, 3’→5’ ekzonükleaz (hataları doğrulama) aktivitesine sahip Phusion 

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

karışımı ve PCR koşulları Tablo 6’da verilmiştir. 

 

Tablo 6. PCR reaksiyon karışımı ve PCR koşulları 

 
PCR Karışımı  PCR Koşulları   

DNA 1l (10 ng) 98 C’de 30"  

İleri primer 1.5 l (1mM) 98 C’de 10"  

Geri primer 1.5 l (1mM) 55 C’de 30"    35 döngü 

dNTP 1.5 l (10 mM) 72 C’de Fragmente spesifik  

MgCl2   0.5 l (50 mM) 72 C’de 10'  

5X HF buffer 10 l 4 C’de    ∞  

dH2O 33.5 l    

Fusion enzim 0.5 l    

 

PCR ürünleri, %1’lik agaroz jelde yürütüldü ve jel görüntüleme sistemi (Gel Logic; 

Kodak) ile görüntülendi. İstenilen büyüklükteki bantlar jelden kesilip, Nucleospin Extract 

DNA Purification (Macherey-Nagel, Kat No: 11457) kiti ve bu kitte belirtilen prosedür 

kullanılarak jelden temizlendi. Temizlenen DNA’ların konsantrasyonları nanodrop 

(Thermo) kullanılarak ölçüldü. Jelden temizlenmiş ve konsantrasyonu belirlenmiş DNA 

fragmentlerinin pJET 1.2/blunt (Fermentas, Kat No: K1232 ) klonlama vektörüne her bir 

farklı uzunluktaki DNA fragmenti için, ‘‘ligasyon hesaplama motoru’’ kullanılarak 

ligasyonu gerçekleştirildi (Tablo 7). 
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Tablo 7. Ligasyon Reaksiyon Karışımı  

 
Ligasyon Bileşenleri Miktar  

2x reaksiyon tamponu 10 l 

PCR ürünü x l (PCR ürününün uzunluğuna özel) 

pJET1.2/blunt klonlama vektörü  1 l (50 ng) 

ddH2O … - 8 l 

T4 DNA ligaz 1 l 

Toplam hacim 20 l 

 

Yukarıda belirtildiği gibi hazırlanan ligasyon reaksiyon karışımları 15 dk oda 

sıcaklığında bekletilerek bakteri hücrelerine transformasyona hazır hale getirildiler. 

  

2.6.1.2. Elektrokompotent Bakteri Hücrelerinin Hazırlanması 

 

Petriye ekilmiş E. coli DH10β hücrelerinden tek bir koloni alınıp NaCl ihtiva 

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

büyütüldü. Bu taze kültürden 1000 ml LB Broth besiyerine 1:100 oranında aşılama yapıldı. 

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

Bakteri konsantrasyonu istenilen yoğunluğa ulaşınca, hücreler 30 dk buz üzerinde 

bekletildi. Ardından 4 C’de 4.000 g hızında 15 dk santrifüj edildi. Sıvı kısım döküldü ve 

çökelti iki kez soğuk su ile yıkanarak aynı hız ve zamanda santrifüj edildi. Çökelti %10’luk 

soğuk gliserolde çözüldü ve 4.000 rpm’de 4 C ’de 15 dk santrifüj edildi. Tekrar üst kısım 

döküldü ve çökelti az miktarda %10’luk gliserol içinde süspansiyon haline getirildi. Elde 

edilen kompotent hücreler mikrosantrifüj tüplerine bölündü (50 l’lik hacimlerde) ve 80 


C’de saklandı. 
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2.6.1.3. Elektrotransformasyon 

 

PCR ürünlerinin pJET 1.2/blunt klonlama vektörüne ligasyonu sonucu oluşturulan 

plazmidlerin hücreye aktarılması için elektrokompotent E. coli DH10β hücreleri kullanıldı. 

Yukarıdaki işleme göre hazırlanan elektrokompotent E. coli DH10β hücrelerinin 

bulunduğu tüpler alınarak buza yerleştirildi elektrokompotent hücrelerin üzerine 1-3 µl 

ligasyon ürünü bırakıldı. Tüpler iyice karıştırıldı ve tekrar 1 dk buzda bekletildi. 

Tüplerdeki karışımlar, elektroporasyon küvetlerine aktarıldı ve elektroporasyon cihazı 

(BioRad Micro Pulser)’nın elektriksel tetik kısmına yerleştirilerek elektrik uygulandı. 

Küvetler cihazdan alınarak içlerine 1 ml LB besiyeri eklendi ve karıştırıldı. Daha sonra 

tüm karışım steril bir cam tüpe bırakılarak 37 C’de 200 rpm’de 1 saat boyunca büyümeye 

bırakıldı. İnkübasyondan sonra büyüyen kültürler ependorf tüplere aktarılarak 6000 g’de 

3 dk santrifüj yapıldı. Ependorfta 100 l kalacak şekilde süpernatant döküldü ve kalan 

süpernatant içinde pellet çözüldükten sonra 100 g/ml ampisilin içeren LB agar petrilerine 

yayıldı. Gece boyunca 37 C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonucunda içerisine 

plazmid alan hücrelerin koloni oluşturmasından yararlanılarak klonlar seçildi. 

 

2.6.1.4. Plazmid DNA İzolasyonu ve Klonların Seçimi 

 

Plazmid DNA’larını izole etmek için 100 g/ml ampisilin içeren LB besiyerine ekim 

yapıldı ve 37 C’de 200 rpm’de gece boyu inkübe edildi. Plazmid DNA’larının izolasyonu 

için hızlı miniprep metodu kullanıldı. Bunun için gece kültürleri 14.000 rpm’de 2 dk 

santrifüj edilerek çöktürüldü. Hücrelerin üzerindeki süpernatant geride 50 l kalacak 

şekilde döküldü ve çökelti kalan süpernatant içinde vortekslenerek çözüldü. Üzerine 300 l 

TENS tamponu (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 0,1 mM EDTA, 0,1 N NaOH, % 0,5 SDS) ilave 

edilerek karıştırıldı. Bunu takiben üzerine 150 l 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ilave edildi 

ve tekrar 5-6 kez alt üst edilerek karıştırıldı. 14.000 rpm’de 3 dk santrifüj edildi. 

Süpernatant temiz tüpe alındı ve üzerine 900 l %100’lük etanol ilave edilerek 14.000 

rpm’de 2 dk santrifüj yapıldı. Çökelti %70’lik etanol ile yıkandı ve kurumaya bırakıldı. 

Kuruyan çökelti 50 l ddH2O’da çözüldü. 
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İzolasyonu gerçekleştirilen rekombinant plazmidlerin CIV157L’nin baş bölgesini, 

son bölgesini ve majör kapsid proteini promotoru ile gfp geninin füzyon edildiği DNA 

bölgesini içerip içermedikleri restriksiyon analizi ile kontrol edilerek doğrulandı.  

Restriksiyon analizi için rekombinant plazmidler hazırlanan primerlerin uçlarındaki 

restriksiyon tanıma bölgelerine uygun restriksiyon enzimleri ile muamele edildiler. 

Restriksiyon enzimi ile gerçekleştirilen bir kesim reaksiyonu Tablo 8’de verilmiştir. 

 

Tablo 8. Restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu 

 

Reaksiyon Bileşenleri Miktar  

Plazmid 7 l 

10× restriksiyon enzimi reaksiyon tamponu 4 l 

Restriksiyon enzimi 1  l 

ddH2O 28 l 

Toplam hacim 40 l 

 

Tablo 8’de belirtildiği gibi hazırlanan reaksiyon karışımları 37 C’de 2 saat inkübe 

edildi. Ardından reaksiyon karışımları %1’lik agaroz jelde elektroforez yapıldı ve jel 

görüntüleme sistemi ile görüntülendi. Klonlanan DNA fragmentlerini içeren klonlar 

belirlendi. Jelde görüntülenen DNA bantlarının doğruluğunun dizin analizi ilede teyit 

edilmesi gerekmektedir. Bunun için klonlanan DNA fragmanını içerdiği belirlenen 

klonlardan 2 tanesinden 5 ml ampisilinli LB besiyerine ekim yapıldı ve 37 C’de 200 

rpm’de gece boyu inkübe edildi. 14-16 saatlik büyüme sonucu elde edilen kültürler, 14.000 

rpm’de 2 dk boyunca çöktürüldükten sonra “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification 

System” (Promega, Kat No: A1360 USA) kiti kullanılarak plazmid DNA izolasyonu 

yapıldı. Plazmit DNA konsantrasyonları nanodropda ölçülerek belirlendi. Tüm 

DNA’lardan 20 l’lik hacim içinde 200 ng/l konsantrasyonlarında hazırlandı. Üzerleri 

dikkatli bir şekilde etiketlenerek Macrogen Firmasına (Hollanda) DNA bazlarının otomatik 

analiz edilmesi için gönderildi. Dizi analizi için pJET 1.2 ileri ve geri primerleri kullanıldı. 
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2.6.1.5. Transfer Vektörünü Oluşturacak DNA Fragmentlerinin Birleştirilmesi 

 

pJET 1.2 küt uç klonlama vektöründe CIV157L ORF’sinin 611 bp’lik aşağı kısmını 

ihtiva eden plazmid (pJd1), çoğaltılan primerlerdeki kesme bölgeleri (HindIII ve XhoI) 

kullanılarak kesildi. Aynı anda pBlueScript SK (-) vektörü de aynı enzimler ile kesildi. 

Kesim reaksiyonları daha önce belirtildiği şekilde gerçekleştirildi. Kesim reaksiyonu 

sonucunda her bir tüp içeriği %1’lik agaroz jelde yürütüldü. Kesim soncu oluşan DNA 

bantları jelden kesilip mikrosantrifüj tüpüne alındı. Ürünün jelden temizlenmesi, DNA 

temizleme kiti (Nucleospin, Kat No: 11457) ve bu kitte bulunan yöntem kullanılarak 

gerçekleştirildi. Jelden temizlenen DNA fragmentlerinin miktarı nanodropta belirlendi ve 

ligasyon reaksiyonu ligasyon hesaplama motoru kullanılarak oluşturuldu. Karışım 16 

°C’de 1 gece inkübasyona bırakıldı. Ligasyon reaksiyonu E. coli DH10β elektrokompotent 

hücrelerine transform edildi. İnkübasyon sonucunda oluşan beyaz kolonilerden gece 

kültürleri hazırlandı. Plazmid DNA’larının izolasyonu için, hızlı miniprep metodu 

kullanıldı. İzole edilen plazmid DNA’ların CIV157L geninin aşağı bölgesini içerip 

içermediğini tespit etmek için, bu plazmid DNA’ları yine HindIII ve XhoI restriksiyon 

enzimleri ile muamele edilerek DNA fragmentinin içlerindeki varlığı araştırıldı. Kesim 

sonucu yaklaşık 611 bp büyüklüğündeki DNA fragmentlerini içeren klonlar belirlendi. 

Bunlardan bir tanesi pBS-D1 olarak isimlendirildi ve takip eden aşamada CIV157L’nin 

yukarı kısmına ait DNA fragmentini klonlamak için kullanıldı. 

CIV157L’nin yukarı kısmına ait DNA fragmentini içeren pBS-D1 ve pJET 1.2 blunt 

klonlama vektöründe CIV157L ORF’sinin 626 bp’lik yukarı kısmını ihtiva eden plazmid 

(pJu3), primerlerdeki enzimler (NotI ve EcoRI) kullanılarak kesildi. Kesilen DNA 

fragmentleri jelden temizlendi ve uygun şekilde ligasyonları sağlandı. Ligasyon ürünü, E. 

coli DH10β elektrokompotent hücrelerine aktarıldı. Oluşan kolonilerden plazmid DNA 

izolasyonu yapıldı. İzole edilen plazmidlerin doğrulanması için restriksiyon enzimleriyle 

(NotI ve EcoRI)  kesim işlemi yapıldı. Kesim sonucu yaklaşık 626 bp büyüklüğünde ki 

DNA fragmentlerini içeren klonlar belirlendi. Belirlenen klonlardan bir tanesi pBS-DU3 

olarak isimlendirildi ve füzyon yapı haline getirilmiş CIV mcp promotoru ve gfp genine ait 

DNA fragmentini klonlamak için kullanıldı.          

CIV157L’nin yukarı ve aşağı kısımlarına ait DNA fragmentini içeren pBS-DU3 ve 

pJet 1.2 blunt klonlama vektöründe füzyon yapı halinde klonlanmış olan CIV mcp 

promotoru ile gfp genine ait DNA fragmentini içeren plazmid (pJmg6), primerlerdeki 
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enzimler (EcoRI ve HindIII) kullanılarak kesildi. Kesilen DNA fragmentleri jelden 

temizlenerek ligasyonları sağlandı. Ligasyon ürünü, E. coli DH10β elektrokompotent 

hücrelerine aktarıldı. Transformasyon sonucu oluşan kolonilerden plazmid DNA 

izolasyonu yapıldı ve klonlanan DNA fragmentinin varlığı yine restriksiyon enzimleri ile 

kontrol edildi. Elde edilen doğru klonlardan bir tanesi seçildi ve pBS-up157L-mcp pr/gfp-

dw157L olarak adlandırıldı. Bu şekilde transfer vektörü oluşturuldu ve transfeksiyon 

deneyinde kullanılmak amacıyla bu plazmitten midiprep kiti (PureLink HiPure Plasmid, 

İnvitrogen) kullanılarak bol miktarda izole edildi. 

 

2.7. Transfeksiyon; Homolog Rekombinasyonun Sağlanması  

 

İnşa edilen transfer vektöründe bulunan gfp geninin viral genomda 157L geni yerine 

yerleşebilmesi için transfeksiyon yapıldı. Bunun için BRL-AG-3A hücreleri altı gözlü 

hücre kültürü kaplarına her bir gözü %80 dolduracak şekilde bırakıldı ve kaplar yaklaşık 4 

saat hücrelerin tutunmaları için inkübatörde 28 C bekletildiler. Daha sonra hücrelerin 

üzerindeki sıvı alındı ve 5 g/ml konsantrasyonunda yaban tip CIV ile inoküle edildiler. 

Virüsün hücrelere tutunması için, hücreler 2 saat boyunca 2 rpm hızına ayarlanmış 

sallayıcı platform üzerinde bekletildiler. İki saatin sonunda, her bir gözdeki enfeksiyon 

sıvısı uzaklaştırıldı, katkısız TNMFH besiyerisi ile yıkandı ve 2 ml FBS’li besiyeri 

eklenerek 28 C’de 18 saat inkübasyona bırakıldı. Bu sürenin bitimine doğru transfeksiyon 

karışımı hazırlandı. Bir tüpe 5 g DNA (pBS-up157L-mcp pr/gfp-dw157L) son hacim 100 

μl olacak şekilde FBS’siz besiyeriyle seyreltildi. Bir başka tüpe ise 85 l FBS’siz besiyeri 

ve 15 l lipofektin (Invitrogen, Kat No: 18292-011) bırakıldı. Her iki tüp oda sıcaklığında 

20 dk bekletildi ve bekleme süresinin sonunda, tüp içerikleri birbirine karıştırıldı. Bu 

karışım 20 dk daha oda sıcaklığında bekletildi. Bu arada hücrelerin üzerinden enfeksiyon 

sıvısı alındı ve hücreler FBS’siz besiyeriyle yıkandı. Hazırlanan 200 μl’lik transfeksiyon 

karışımı ve 800 μl FBS’siz besiyeri hücrelerin üzerine bırakıldı. Tekrar 5 saat oda 

sıcaklığında 2 rpm’de sallandı. 5 saatin sonunda eski besiyeri çıkarıldı ve 2 ml FBS’li 

besiyeri eklenerek 28 C’de inkübasyona bırakıldı. Bu süre zarfında hücrelerde transfer 

vektörü ve yaban tip viral DNA arasında homolog rekombinasyonun oluşması sağlandı. 

İnkübasyon sırasında, Auxovert floresan inverted mikroskop ile bakılarak hücrelerde yeşil 

rengin oluşumu, bir başka deyişle mcp promotoru altında GFP proteininin ifadesinin ortaya 
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çıkışı beklendi. Yaklaşık 5 gün sonra, ortamdaki GFP proteinin çokluğuna bakılarak 

hücreler besiyeriyle toplandı ve 2500 g’de 15 dk santrifüj edildi. Üst sıvı alınarak 

muhafaza edildi. Transfer vektörü ve viral DNA arasında homolog rekombinasyonun 

gerçekleşmesi olayı Şekil 11’de şematize edilmiştir. 

 

    

 

 

2.8. Plak Deneyi  

 

Transfeksiyon işleminden sonra elde edilen virüs süspansiyonu, hem rekombinant 

(rCIV-Δ157L-gfp) hem de yaban tip CIV’leri içermektedir. Karışık viral süspansiyondan 

rekombinantları seçmek için BRL-AG-3A hücreleri kullanılarak plak deneyi 

gerçekleştirildi (Dulbecco ve Vogt, 1953). Bunun için, BRL-AG-3A hücreleri, gözler %80 

dolu olacak şekilde 6 gözlü kültür kaplarına bırakıldı ve tabana tutunması için yaklaşık 4-5 

saat 28 C etüvde bekletildi. Transfekte hücrelerin üzerinden topladığımız transfeksiyon 

sıvısından son hacim 900 l olacak şekilde seyreltikler (10
-1

, 10
-3

, 10
-5

) hazırlandı. Her bir 

seyreltik farklı bir gözdeki hücrelerin üzerine bırakıldı. Hücre-virüs karışımı, 2 saat 2 

rpm’de sallanarak, virüslerin hücrelere tutunması sağlandı. İki saatin sonunda, enfeksiyon 

sıvısı uzaklaştırıldı ve hücreler, FBS içermeyen besiyeri ile yıkanarak tutunmayan 

virüslerin deney ortamından uzaklaştırılması sağlandı. Bu arada %2,5 olacak şekilde Sea 

Şekil 11. Transfer vektörü ve viral DNA arasındaki homolog 

rekombinasyon olayı. 
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plaque agaroz ddH2O’da çözüldü. Hazırlanan karışım, mikrodalga fırında eritildi, 

otoklavlandı ve 45 C’lik su banyosuna bırakıldı. Agarozun uygun sıcaklığa (hücreleri 

yakmayacak ve dökülmeden önce donmayacak) gelmesinden sonra, 1 hacim agaroz: 1 

hacim besiyeri olmak üzere yeni bir karışım hazırlandı. Üzerlerinden enfeksiyon sıvısı 

alınan hücrelerin üzerine 2,5 ml agaroz besiyeri karışımı bırakıldı. Agarozun tamamen 

donması için, kapağı açık şekilde bekletildi. Agaroz donduktan sonra 6 gözlü kabın kapağı 

kapatıldı. Hücre kültür kabı, ddH2O ile ıslatılmış peçetelerle birlikte bir kutuya yerleştirildi 

ve 28 C’lik etüvde inkübasyona bırakıldı. Plak oluşumu Auxovert floresan inverted 

mikroskopla bakılarak kontrol edildi. Yaklaşık üçüncü günde, ancak floresan mikroskop ile 

görülebilen GFP içeren plaklar gözlenmeye başladı. Bir hafta sonra, bu yeşil renkli GFP 

içeren öbekler alındı ve bunlar buradaki rekombinant virüsün sayısının arttırılması amacı 

ile BRL-AG-3A hücrelerinde enfeksiyon için kullanıldı. Çoğaltılan virüs kullanılarak 

tekrar plak deneyi yapıldı. Plak deneyi bu şekilde 7 kez tekrarlandı.  

 

2.9. Rekombinant Virüsün Saflığının Araştırılması 

 

En son plak deneyinden alınan virüsün saflığını (yaban tip virüsten tamamen arınmış 

olduğunu) kontrol etmek ve 157L geninin CIV genomundan tamamen silindiğini 

doğrulamak için PCR analizi yapıldı. BRL-AG-3A hücreleri 7. plaktan alınan virüs ile 

enfekte edildiler. Kontrol olarak yaban tip virüs ile enfekte ve enfekte olmamış BRL-AG-

3A hücreleri kullanıldı.  Enfeksiyondan 24 saat sonra hücreler toplandı ve 2500 g’de 15 

dk santrifüj edildi. Pellet kısmı oluşturan ve virüs ihtiva eden BRL-AG-3A hücrelerinden 

doku PCR kiti (The Phire Animal Tissue Direct PCR; Finnzymes) kullanılarak PCR 

yapıldı. P1/P4 ve P9/P10 primerleri (Bakınız Şekil 14) kullanılarak PCR reaksiyonları 

gerçekleştirildi. PCR ürünleri %1’lik agaroz jelde yürütüldü ve jelden temizlendi. Jelden 

temizlenen PCR ürünlerinin dizi analizi yaptırıldı.  

 

2.10. Rekombinant Virüsün Çoğaltılması ve Stok Konsantrasyonunun 

Belirlenmesi  

 

Saf olduğu belirlenen rekombinant virüs (rCIV-Δ157L-gfp) stok oluşturmak amacı 

ile BRL-AG-3A hücrelerinde çoğaltıldı.  Hücreler rCIV-Δ157L-gfp rekombinant CIV ile 

büyük ölçekli hücre kültürü kaplarında (75 cm
2
’lik flasklar) enfekte edildi. Yaban tip virüs 
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için de aynı ölçekdeki hücre kültür kaplarında enfeksiyon yapıldı.  Hücreler, 28 C’de 

enfeksiyon belirtileri gözleninceye kadar bekletildi. Elde edilen her bir virüse ait 

süspansiyon 2500 g’de 15 dk santrifüj edildi ve süpernatant20000 g’de 30 dk santrifüj 

edilerek virüs konsantre edildi.  

Virüs konsantrasyonu doku kültüründe ki hücrelerin %50’sini enfekte eden doz 

(Tissue Culture Infectious Dose; TCID50) metoduna göre belirlendi.  

 

2.11. Rekombinant Virüsün Yaban Tip Virüs ile Karşılaştırılması 

 

Oluşturulan rekombinant virüs ile yaban tip virüs BRL-AG-3A hücre kültürü 

kullanılarak oluşturdukları enfeksiyon, restriksiyon profili, toplam protein profili ve DNA 

replikasyonu bakımından karşılaştırıldılar. 

 

2.11.1. Tek-Basamak Büyüme Eğrilerinin Karşılaştırılması  

 

Rekombinant virüsün hücre kültüründeki enfektivitesini yaban tip virüs ile 

karşılaştırmak için tek basamak büyüme eğrisi oluşturuldu. Bunun için hücreleri hem 

yaban tip CIV ile hem de rekombinant CIV ile hücre başına enfektif 1 virüs (MOI=1) 

olacak şekilde enfekte edildi, 2 saat süren tutunmadan sonra, hücrelerin üzerindeki besiyeri 

uzaklaştırıldı ve hücreler FBS katkısız besiyeriyle yıkanarak tutunmayan virüsler 

uzaklaştırıldı. Hücrelerin üzerine %10 FBS içeren TNM-FH besiyeri ilave edildi. Hücreler 

0, 6, 12, 18, 24, 36, 48 ve 72. saatte toplandı ve 2500 g’de 15 dk santrifüj edildi. Virüs 

içeren süpernatantlar, yaban tip ve oluşturulan rekombinant virüslerin enfektivite ve üretim 

bakımından hücre kültüründe karşılaştırılması amacıyla kullanıldı. Bu karşılaştırma işlemi 

virüs konsantrasyonunun hesaplanması ile gerçekleştirildi. Konsantrasyon hesabı için de 

yukarıda anlatıldığı gibi TCID50 metodu kullanıldı. Deneyler 3 kez tekrar edildi ve 

ortalama alındı. Kontrol olarak enfekte edilmemiş BRL-AG-3A hücreleri kullanıldı.  Elde 

edilen veriler kullanılarak grafik çizildi.  
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2.11.2.  Restriksiyon Profillerinin Karşılaştırılması  

 

Rekombinant virüs ile yaban tip virüs DNA’ları restriksiyon profilleri çıkarılarak 

karşılaştırıldı. Bunun için BRL-AG-3A hücreleri yukarıda tarif edildiği gibi hem yaban tip 

CIV ile hem de rekombinant CIV ile enfekte edildi. Enfeksiyonu takip eden dördüncü 

günde virüs ihtiva eden süpernatantlar elde edildi. Restriksiyon analizinde kullanılmak 

amacıyla DNA izolasyon kitinin (Analytikjena/Biometra) prosedürüne uygun olarak viral 

DNA’lar izole edildi. Viral DNA (2,5 g) EcoRI ve NcoI (Promega) restriksiyon enzimleri 

kullanılarak 37 C’de 4 saat kesildi ve kesilmiş viral DNA %1’lik agaroz jelde 20 volt da 

24 saat boyunca yürütüldü. DNA fragmentleri EtBr (50 ng/ml) kullanılarak 15 dk boyandı 

ve görüntüsü Kodak MI Jel görüntüleme cihazıyla kaydedildi. 

 

2.11.3. Toplam Protein Profillerinin Karşılaştırılması 

 

BRL-AG-3A hücreleri hem yaban tip hem de rekombinant CIV ile MOI=5 olacak 

şekilde enfekte edildi ve enfeksiyondan 3 gün sonra hücreler toplandı. Pelletler toplam 

protein profillerinin belirlenmesi amacıyla kullanıldı. Eşit miktardaki hücresel lizatları 

üzerine muamele tamponu (60 mM Tris-HCl (pH 6,8), %25 Gliserol, %2 SDS, %5 β-

merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave edildikten sonra numuneler kaynayan su 

içerisinde 10 dk bekletildi. Daha sonra hücre ekstraktları %12’lik SDS-PAGE’e Laemmli 

(1970) yüklendi. Jele 30 mA (miliamper) akım uygulanarak ayrılma işlemi gerçekleştirildi. 

Yürütme işlemi tamamlandıktan sonra jel Coomassie Brillant Blue (%0.125 Coomassie 

Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyası ile (Neuhoff vd, 1985) 1 saat 

boyandı ve hemen ardından yıkama çözeltisinde (%36 Metanol, %9 Asetik Asit) 1-2 saat 

yıkandı. Jel görüntüsü, tarayıcı ile bilgisayar ortamına aktarıldı.  

 

2.11.4. Western Blot Analizi  

 

BRL-AG-3A hücreleri hem yaban tip hem de rekombinant CIV ile MOI=1 olacak 

şekilde enfekte edildi.  Enfeksiyonun 48. saatinde hücreler toplandı ve 2500 g’de 15 dk 

santrifüj edildi. Eşit miktardaki hücresel lizatları yukarıda belirtildiği gibi  %12’lik SDS-

PAGE jele yüklendi. Yürütme işlemi, 30 mA’lik akım altında ve protein marker eşliğinde 
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uygulandı. Semi-Dry elektroforetik cihaz kullanılarak poliakrilamid jeldeki proteinler 

immobilon membrana aktarıldı. Bunun için Immobilon-P membranı ve whatman kâğıtları 

poliakrilamid jel büyüklüğünde kesildi. Membran ve kağıtlar elektroblotlama tamponunda 

(48 mM Tris, 39 mM Glycine, %0,0375-w/v SDS) ıslatıldıktan sonra cihaza 2 whatman 

kağıdı, 1 immobilon-P membranı, poliakrilamid jel ve 2 whatman kağıdı olacak şekilde 

sırasıyla yerleştirildiler. Cihaz 40 mA’de 1 saat çalıştırıldı ve böylece blotlama işlemi 

gerçekleştirildi. Ardından membran PBS de hazırlanmış %0,3’lük süt tozunda 2 dk 

yıkandıktan sonra 3 saat oda sıcaklığında yine PBS’ de hazırlanmış %3’lük süt tozu içinde 

bloke edildi. Ardından 3 kere 10’ar dk %0,3’lük süt tozunda yıkandı. 1:1000 oranında 

olacak şekilde sulandırılmış Anti-gfp antikoru (Abcam, ab6673) içeren %0,3’lük süt tozu 

içinde oda sıcaklığında hafifçe çalkalanarak 1 saat boyunca inkübe edildi. Tekrar 3 kere 

10’ar dk %0,3’lük süt tozu içinde yıkandı. Ardından 1 saat Anti IgG-Alkalin Fosfataz 

antikor (1:1000 sulandırma) (Sigma, A-3562) içeren %0,3’lük süt tozu içinde oda 

sıcaklığında hafifçe çalkalanarak 1 saat boyunca inkübe edildi. Sonra tekrar 3 kez 10’ar dk 

%0,3’lük süt tozu içinde ve 2 kezde 10’ar dk AP (0,1 M Tris-HCl, 0,1 M NaCl, 5 mM 

MgCl2, pH 9,5, 1X) tamponu içinde yıkama gerçekleştirildi. Son olarak membran 100 µl 

NBT (nitroblue tetrazolium) ve BCIP (bromochloroindolyl fosfat) (NBT/BCIP stock 

solution, Roche, 11681451001) içeren 10 ml AP tamponu içinde boyandı. Reaksiyon, 

membranın bolca dH2O ile yıkanmasıyla durduruldu. 

 

2.11.5. DNA Replikasyonlarının Slot-Blot Hibridizasyonu ile Karşılaştırılması 

 

Yaban tip ve rekombinant CIV’in DNA replikasyonları Slot-Blot Hibridizasyonu 

yöntemi ile DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Kat No: 11 

745 832 910) kullanılarak belirlendi. Çalışmanın başında, hibridizasyon işlemi sırasında 

kullanılacak olan prob hazırlandı. Prob olarak kullanılacak DNA sırasının, hem yaban tip 

hem rekombinant CIV ile homoloji sağlaması gerekmektedir. Bunun için, majör kapsid 

proteini açık okuma zincirinin içerisindeki bir bölgeden yararlanıldı. Yaklaşık olarak 400 

bp’lik bir bölge uygun primerler kullanılarak çoğaltıldı. Elde edilen PCR ürünü %1’lik 

agaroz jelde yürütüldü. İstenilen büyüklükteki DNA bandı jelden kesilip mikrosantrifüj 

tüpüne alındı ve ürünün jelden temizlenmesi DNA temizleme kiti (Nucleospin, Kat No: 

11457) kullanılarak gerçekleştirildi. Temizlenen DNA %1’lik agaroz jelde elektroforez 

edilerek kontrol edildi. Kontrol işleminden sonra, probun DIG-dUTP (Digoxigenin-dUTP) 
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ile işaretlenmesi işlemine başlandı. Jelden temizlenen DNA’nın denatürasyonu, 

kaynamakta olan suda 10 dk bekletilerek sağlandı. Hemen buz üzerine alınarak DNA’nın 

yeniden birleşmesi engellendi. Soğutulan DNA’ya 1/5 oranında, işaretli dUTP ilave edildi 

ve karıştırıldı. Bu karışım, işaretleme işleminin tamamlanması için, 37 C’de 16 saat 

inkübe edildi. İnkübasyondan sonra, karışım 65 C’de 10 dk bekletildi ve reaksiyon 

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

Probun hazırlanmasının ardından, BRL-AG-3A hücreleri, her bir gözde 110
6
 

hücre olacak şekilde 6 gözlü kültür kaplarına yerleştirildi. Hücreler, tutunma işlemi 

tamamlandıktan sonra, MOI=5 olacak şekilde, yaban tip ve rekombinant CIV ile ayrı ayrı 

enfekte edildi. Enfekte edilen hücrelerden, 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48 ve 72. saatlerde örnekler 

alındı. Belirlenen sürelerde, hücreler ve hücre sıvısı tamamen alınıp 2500 g de, 15 dk, 4 

C’de santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaştırıldı. Geriye kalan pellet, 800 l, 0,5 M 

sodyum hidroksit içinde lizis edildi. Lizis işleminden sonra 80 l, 10 M amonyum asetat 

kullanılarak nötralizasyon sağlandı. Elde edilen lizatlar, bütün örnekler biriktirilinceye 

kadar 4 C’de bekletildi. Bütün örnekler toplandıktan sonra, örneklerin nitroselüloz 

membrana (Hybond-N+ nylon membrane; Amersham-Biosciences, Kat No: RPN303B) 

geçirilmesi işlemine başlandı. Her bir virüsten alınan ve 4 C’de muhafaza edilen hücre 

lizatından, 100’er l alınıp yeni bir tüpe bırakıldı. Tüpler, 10 dk kaynayan suda bırakıldı ve 

kaynatma işleminden sonra hemen buza alınarak soğutuldu. Diğer yandan, membran uygun 

ölçülerde kesildi, 6xSSC (saline-sodium citrate) tamponunda (20xSSC için; 175,3 gr NaCl, 

88,2 gr Na3C6H5O7.2H2O, pH 7,0) 5 dk yıkandı ve slot-blot aletinde iki levhanın arasına 

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

yapılarak, kuyucuklardaki örneklerin membrana geçmesi sağlandı. Slot-blot aletinden 

çıkarılan membran, 2SSC ile 2 dk yıkandı ve üç kat kurutma kağıdının arasında, oda 

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

saat bekletilerek örneklerin iyice membrana tutunması sağlandı. Probun hazırlanması ve 

örneklerin membrana emdirilmesi tamamlandıktan sonra, ön hibridizasyon işlemine 

başlandı. Önceden hazırlanan 15 ml’lik hibridizasyon tamponu (%0,1 w/v N-

lauroylsarcosine, %0,02 w/v SDS, 1/10 blocking solution, 10 vial 6, 10 ml 5XSSC) -20 

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

hızlıca soğutuldu. Örneklerin emdirildiği membran, hibridizasyon şişesine alındı. 

Soğutulan hibridizasyon tamponu, şişedeki membranın üzerine boşaltıldı. Hibridizasyon 
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fırınına yerleştirilen şişe, 45 C’de, 16 saat, döner durumda bırakılarak ön hibridizasyon 

sağlandı. Ön hibridizasyon süresinin sonunda, yeni bir hibridizasyon tamponu daha 20 

C’den alındı, eritildi. Eritilen tamponun içine, daha önceden hazırlanan işaretli probdan 5 

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

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

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

hibridizasyon tamponu eklendi ve şişe yine 45 C’de, 16 saat, döner durumda bırakılarak 

probun membrandaki örneklerle hibridizasyonu sağlandı. İşaretli prob ile viral örneklerin 

hibridizasyonu tamamlandıktan sonra, bağlanan probun görünür hale getirilmesi işlemine 

başlandı. Hibridizasyon şişesinden alınan membran, yıkandı ve bağlanmayan problar 

uzaklaştırıldı. Yıkanan membran, bloklama solüsyonundan geçirildi. Ardından Anti-DIG 

(20 ml blotlama solüsyonu içerisinde vial 4) içerisine bırakıldı. DIG ile Anti-DIG 

solusyonunun bağlanması sağlandıktan sonra, membran yeniden yıkama işlemine tabi 

tutuldu. Membran, tespit tamponunda (0,1 M Maleik asit, 0,15 M NaCl, pH 7,5) yıkama 

işleminden sonra, renk tamponunda renk oluşumu gözleninceye kadar karanlıkta bırakıldı.  

 

2.12. Galleria mellonella Larvalarının Rekombinant CIV ile Enfekte Edilmesi 

 

Rekombinant virüsün böcekte enfeksiyonunu gözlemleyebilmek için Galleria 

mellonella larvalarına enjeksiyon yapıldı. Larvalar rekombinat ve yaban tip virüsler ile 30 

G1/2 iğne kalınlığına sahip enjektör ile enfekte edildi. Enfekte edilen larvalar 27 C’de 

inkübasyona bırakıldı. Larvalardaki enfeksiyon gelişimi floresan mikroskobu altında 

görüntülendi.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. BULGULAR 

 

3.1. Virüsün Çoğaltılması ve Konsantrasyonunun Tayini 

 

Chilo iridescent virüs (CIV) öncelikle Galleria mellonella (büyük balmumu güvesi) 

larvalarında çoğaltıldı.  Virüs ile enfekte edilen larvalar üç hafta boyunca oda sıcaklığında 

bekletildiler. Bu arada larvalarda hareket sınırlılığı, büyüme yavaşlaması, beslenmede azalma 

gibi belirtiler tespit edildi. Bu süre sonunda larvalar alınıp 20 °C’de muhafaza edildiler. 

Hücre kültüründe BRLAG-3A hücrelerini CIV ile enfekte edebilmek için enfeksiyonlu 

Galleria mellonella larvalarından CIV izole edildi. Konsantrasyon spektrofotometre ile 

ölçüldü ve 50 ng/µl olarak belirlendi. 

 Larvadan izole edilen CIV kullanılarak BRL-AG-3A hücreleri enfekte edildi. 

Enfeksiyonu takip eden 2. günde hücrelerde şişme, çekirdeğin büyümesi ve hücrenin bir 

tarafına çekilmesi şeklinde sitopatik etkiler gözlemlendi. Viral enfeksiyon sonucu oluşan 

sitopatik etkiler hücrelerde art arda gerçekleştirilen sekiz pasaj boyunca gözlemlendi (Şekil 

12). 

        

           

 

 

 

 

A                                                                     B 

Şekil 12. Chilo iridescent virüs’ün BRL-AG-3A hücrelerinde oluşturduğu sitopatik 

etkiler. A: Kontrol, Enfekte olmamış BRL-AG-3A hücreleri. B: CIV ile 

enfekte edilmiş BRL-AG-3A hücreleri. Enfeksiyonu takip eden 96. saat. 

Büyütme: 20X 
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BRLAG-3A hücrelerinde çoğaltılan CIV’in konsantrasyonu TCID50 metodu ile 

1,90X10
11

 pfu/ml olarak hesaplandı. 

 

3.2. CIV 157L Geninin Biyoinformatik Analizi 

 

IAP proteinleri amino uçlarında bulunan Baculovirüs IAP tekrarı olarak 

isimlendirilen protein motifine sahip olup olmamasıyla tanımlanır. Genellikle IAP 

proteinleri 1-3 tane BIR motifine sahiptir. BIR motifi bazı kaspazların inhibisyonunda ve 

dolayısıyla IAP proteinlerinin anti apoptotik işlevlerinden sorumludur. Bu noktada 

Conserved Domain Search Service (CD Search)/ncbi programı kullanılarak yapılan 

biyoinformatik analize göre CIV 157L geninin C-terminalinde RING finger motifi 

(C3HC4)’i bulundururken, N terminalinde ise BIR motifi bulundurmadığı tespit edildi 

(Şekil 13). 

 

 

 

 

3.3. CIV 157L Geninin Transkripsiyonel Analizi 

 

BRL-AG-3A hücrelerinde CIV 157L muhtemel apoptosis inhibitör geninin 

transkriptinin varlığını belirlemek için CIV ile enfekte olmuş hücrelerden enfeksiyondan 

sonra 24. saatte alınan örnekten RNA izolasyonu yapıldı ve özel primerler kullanılarak 

yapılan geri transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) sonucunda 341 bp 

büyüklüğünde beklenilen bant elde edildi (Şekil 14). 

 

Şekil 13. CIV 157L geninin biyoinformatik analizi 
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3.4. Rekombinant Chilo Iridescent Virüs’ün Oluşturulması 

 

3.4.1. Transfer Vektörünün Oluşturulması  

 

GFP içeren rekombinant transfer vektörünü oluşturmak amacıyla 157L geninin 

yukarı ve aşağı bölgesi, ardından mcp promoru ve gfp gen DNA dizileri PCR ile çoğaltıldı 

ve jelde yürütülüp görüntülendi.    

Şekil 15’de homolog rekombinasyonun gerçekleşmesi için gerekli olan homolog 

bölgelerin elde edilmesi amacı ile çoğaltılan CIV 157L geninin 626 ve 611 bp’den oluşan 

yukarı ve aşağı bölgeleri gösterilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 14. CIV157L muhtemel apoptosis inhibitör geninin 

transkripti 1: 100 bp marker, 2: BRL-AG-3A 

hücrelerinden, 3: CIV ile enfekte edilen BRL-

AG-3A hücrelerinde elde edilen RT-PCR 

ürünü (341 bp). %1 Agaroz jelde 

yürütülmüştür. 
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Şekil 16 (A)’da ise çoğaltılan mcp promotoru ve gfp geni DNA dizileri gösterilmiştir. 16 

(B)’de ise mcp promotoru ve gfp DNA dizilerinin füzyon PCR ile birleştirilmiş jel görüntüsü 

görülmektedir ve 1032 bp’den oluşmaktadır.  

 

 

                                                    

 

 

 

Şekil 15. CIV157L’ye ait aşağı ve yukarı bölgelerin PCR ile 

çoğaltılması 1: 1kb DNA marker, 2: CIV157L yukarı 

bölge (626 bp), 3: CIV157L aşağı bölge (611 bp). %1 

Agaroz jelde yürütülmüştür. 

Şekil 16. Majör kapsid protein promotoru ve yeşil floresan proteini genine 

(gfp) ait jel görüntüsü.  A: 2; majör kapsid proteini promotoru 

(297 bp) 3; Yeşil floresan proteini (gfp) geni (735 bp), B: 2; majör 

kapsid proteini promotoru ve gfp füzyon PCR ürünü (1032 bp), 1: 

100 bp marker. %1 Agaroz jelde yürütülmüştür. 
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Bahsedilen DNA dizileri PCR ile çoğaltılırken 3’→5’ ekzonükleaz (hataları 

doğrulama) aktivitesine sahip Phusion DNA polimeraz enziminin kullanıldığını 

belirtmiştik. Phusion DNA polimeraz enzimi bu özelliğinin yanında PCR ürünlerinde küt 

uç bırakır. Transfer vektörümüzde bulunan restriksiyon enzimi bölgelerine göre kesme ve 

yapıştırma işlemlerini gerçekleştirmek, yoğun miktarda DNA’ya sahip olmak ve bu DNA 

dizilerinin dizi analizini gerçekleştirmek amacı ile PCR ürünlerimizi pJET 1.2/ blunt 

klonlama vektörüne klonladık.  pJET 1.2/ blunt klonlama vektörüne küt uçlu PCR ürünleri 

kolaylıkla klonlanmakta ve primerlerimizin uçlarına yerleştirdiğimiz restriksiyon enzimi 

tanıma dizileri sayesinde DNA dizileri kolaylıkla bol miktarda kesilip alınmakta ve diğer 

klonlama basamakları gerçekleştirilmektedir. Bir başka deyişle pJET 1.2/ blunt klonlama 

vektörü ara klonlama vektörü olarak kullanılmıştır.   

Şekil 17’de görüldüğü gibi klonlanan DNA dizileri primerlerde bulunan restriksiyon 

tanıma dizilerine uygun enzimler ile doğruluğunun teyidi için kesildi. Şekil 17 (A ve B)’de 

görüldüğü gibi sırasıyla 157L yukarı bölgesi ve aşağı bölgesi NotI-EcoRI ve HindIII ve 

XhoI restriksiyon enzimleri kullanılarak kesildi ve 626 ve 611 bp’den oluşan bir DNA 

dizileri elde edildi. Aynı şekilde şekil 17 (C)’de de görüldüğü gibi mcp promotoru ve gfp 

füzyon DNA dizisi EcoRI ve HindIII restriksiyon enzimleri kulanılarak kesildi ve 1032 

bp’den oluşan bir DNA dizisi elde edildi. 
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Şekil 17. Transfer vektör oluşturmak için gerekli olan DNA dizilerinin klonlama 

vektörlerinden restriksiyon enzimleri kullanılarak çıkarılması. A: 2; 157L 

yukarı bölgesi (626 bp) (NotI ve EcoRI), B: 2; 157L aşağı bölgesi (611 bp) 

(HindIII ve XhoI), C: 2; mcp promotoru ve gfp füzyon DNA dizisi (1032 

bp) (EcoRI ve HindIII), 1; 1 kb marker. %1 Agaroz jelde yürütülmüştür. 
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Dizi analizi için Macrogen Firmasına (Hollanda) gönderilen ve dizi analizi yapılan 

DNA dizilerimiz daha önce veri tabanından elde ettiğimiz DNA dizileri ile Clustal W 

Multiple Sequence Alignment programı vasıtasıyla karşılaştırıldı ve klonlar doğrulandı. 

Transfer vektörü olarak pBlueScript SK(-) (2964 bp) kullanıldı. İlgili DNA fragmentleri 

pBlueScript SK(-) vektöründe bulunan restriksiyon enzimi tanıma bölgelerine uygun olacak 

biçimde ara vektörden kesilerek transfer vektöre yerleştirildi. İlk olarak 157L aşağı bölgesi, 

ardından 157L yukarı bölgesi ve takiben mcp promotoru ve gfp füzyon DNA dizisi 

yerleştirildi. Her bir klonlama aşamasından sonra klonlar ilgili restriksiyon enzimleri ile 

kesilerek doğrulandı (Şekil 18). Hazırlanan transfer vektör pBS-up157L-mcp pr/gfp-dw157L 

olarak adlandırıldı.  

 

                                       

 

 

 

 

  

 

 

3.4.2. Transfeksiyon: CIV 157L Geni Çıkartılmış Rekombinant Virüsün 

Oluşturulması 

 

Hazırlanan transfer vektörü (pBS-up157L-mcp pr/gfp-dw157L), CIV ile enfekte BRL-

AG-3A hücrelerine transfekte edildi. Transfeksiyondan dört gün sonra BRL-AG-3A 

hücrelerinde GFP proteininin ifade edilmesi floresan mikroskopta görüntülenen yeşil rengin 

oluşumuyla belirlendi (Şekil 19).  

Şekil 18. Yapılandırılan transfer vektörün (pBS-up157L-mcp pr/gfp-dw157L) 

klonlama sırasına göre restriksiyon enzimleri ile doğrulanması. A: 157L 

aşağı bölgesi (611 bp), B:  157L yukarı bölgesi (626 bp), C: mcp 

promotoru ve gfp geni füzyon DNA dizisi (1032 bp), 1; 1 kb marker. %1 

Agaroz jelde yürütülmüştür. 
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3.4.3. Plak Deneyi ile Rekombinant CIV’nin Seçimi ve Saflaştırılması 

 

Transfeksiyonun beşinci gününde toplanan transfeksiyon sıvısından rekombinant 

virüsün saflaştırılması için plak deneyi yapıldı. Bu plak deneyleri saf rekombinant virüsü elde 

etme amacı ile yedi kez birbiri ardısıra gerçekleştirildi ve elde edilen saf rekombinant virüs 

rCIV-Δ157L-gfp olarak adlandırıldı (Şekil 20).  

 

         
 

 

 

 

Şekil 19.  CIV ile enfekte BRL-AG-3A hücrelerine transfer vektörünün transfeksiyonu. 

A: Halojen lamba altında görünüm, B: Floresan lamba altında GFP ifadesinin 

belirlenmesi.  

 

Şekil 20. rCIV-Δ157L-gfp ile BRL-AG-3A hücrelerinin enfeksiyonu sonrasında 

oluşan plak görüntüsü. A: Halojen lamba altında görünümü, B: Floresan 

lamba altında GFP ifadesinin belirlenmesi. 

A                                                                        B 

A                                                                B 
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3.4.4. Rekombinant Virüsün Saflığının PCR Analiziyle Doğrulanması 

 

En son 7. plaktan elde edilen virüsün yaban tip virüsten tamamen arındığından emin 

olmak amacı ile P1/P4 primerleri kullanılarak PCR reaksiyonları gerçekleştirildi. P1/P4 

kullanılarak yapılan PCR reaksiyonunda yaban tip CIV için beklenen bant yaklaşık 1700 

bp ve rCIV-Δ157L-gfp virüsünden beklenen bant ise yaklaşık 2270 bp olarak elde edildi. 

Ayrıca rekombinant virüsün saflığının kontrolü için ikinci bir PCR reaksiyonuda 157L 

DNA dizisine ait belli bir bölgeyi çoğaltan P9/P10 primerleri kullanılarak gerçekleştirildi. 

Eğer rekombinant virüsümüz saflaşmamış olsaydı diğer bir ifadeyle ortamda halen yaban 

tip CIV bulunsaydı beklenen bant yaklaşık 341 bp olacaktı ve bu bant rCIV-Δ157L-gfp 

virüsünde CIV 157L ORF’si çıkarıldığı için bulunmaz. Reaksiyon sonucunda herhangi bir 

bant gözlemlenmedi. Sonuç bize 7. pasajda elde edilen rekombinat virüsün tamamen saf 

olduğunu gösterdi. Yapılan PCR reaksiyonları sonucu elde edilen bu PCR ürünleri %1’lik 

agaroz jelde yürütülüp (Şekil 21)  görüntülendi. Ayrıca P1/P4 primerleri kullanılarak elde 

edilen PCR ürünlerinin dizi analizi yaptırıldı ve doğru diziler ile tam bir uyum gösterdi. 

  

 

                                         
 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.7. Stok rekombinant CIV Üretimi ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

 

Şekil 21.  Saf rekombinant CIV (rCIV-Δ157L-gfp) oluşumunun P1/P4 ve P9/P10 

primerleri kullanılarak PCR yöntemiyle doğrulanması. A: 1; 1kb 

marker, 2: BRL-AG-3A hücresi, 3: yaban tip CIV(1700 bp) , 4: 7/1, 5: 

7/2, nolu plaklardan alınan rCIV-Δ157L-gfp ile enfekte olmuş 

hücrelerden yapılan doku PCR ürünlerinin jel görüntüsü (2270 bp). %1 

Agaroz jelde yürütülmüştür. B: 1; 1kb marker, 2; 7/1 ve 7/2 plak 

örneklerinde 157L’ye ait transkripsiyon primerleri kullanılarak yapılan 

primerler ile rekombinant virüsün saflaştırılmasının tespiti. %1 Agaroz 

jelde yürütülmüştür. 
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Rekombinant CIV’nin hücre kültüründe geniş hacimli üretimi gerçekleştirildi. Elde 

edilen viral süspansiyonun yoğunlaştırma işlemi neticesinde ki konsantrasyonu TCID50 

metodu ile 2,02310
11 

pfu/ml olarak belirlendi. 

 

3.4.5. Rekombinant Virüsün Yaban Tip Virüs ile Karşılaştırılması 

 

3.4.5.1. Tek-Basamaklı Büyüme Eğrilerinin Karşılaştırılması 

 

BRL-AG-3A  hücreleri  her iki virüs tarafından MOI: 1 olacak şekilde enfekte 

edildiler ve 0., 6., 12., 18., 24., 36., 48., 72. saatlerde örnekler toplandı ve santrifüj  edildi. 

Hücre dışı virüsleri ihtiva eden süpernatant, tek basamak büyüme eğrisini belirlemek için 

TCID50 deneylerinde kullanıldı. Hesaplamalar sonucunda elde edilen değerler her iki tip 

virüse ait sonuçlarda önemli bir farkın olmadığını gösterdi. Elde edilen veriler kullanılarak 

grafik çizildi (Şekil 22).  Elde edilen bu sonuç bize CIV157L ORF’sinin CIV genomundan 

silinmesinin viral replikasyonu etkilemediğini gösterdi. 
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Şekil 22. Yaban tip CIV ve rekombinant CIV’e ait tek basamaklı büyüme eğrisi.  
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3.4.5.2. Viral DNA’ların Restriksiyon Profillerinin Karşılaştırılması 

 

Her iki tip virüse ait viral DNA’ların restriksiyon analizleri karşılaştırıldığında 

rekombinat CIV’in profilinde genomuna yerleştirdiğimiz mcppr-gfp kasetinden 

kaynaklanan bantların olduğu gözlemlendi (Şekil 23). 

 

 
 

 

 

 

 

 

3.4.5.3. Toplam Protein Profillerinin Karşılaştırılması 

 

Her iki tip virüse ait toplam protein profilinin SDS-PAGE’de gösterilmesi sonucu 

herhangi bir farklılık gözlemlenmedi (Şekil 24). 

 

 

Şekil 23. Yaban tip CIV ve rCIV-Δ157L-gfp’ye ait viral DNA’nın       

restriksiyon analizi.  Marker: 1 kb. %1 Agaroz jelde 

yürütülmüştür. 
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3.4.5.4. Western Blot Analizi  

 

Yeşil floresan proteini antikoru kullanılarak yapılan Western blot analizi sonucunda 

rekombinant CIV’e ait hücre lizatında 28 kDa ağırlığında bir bant elde edildi. Bu büyüklük 

yeşil floresan proteini büyüklüğüne denk gelmektedir. Yaban tip CIV ve kontrol olarak 

kullanılan BRL-AG-3A hücrelerinde herhangi bir banta rastlanmadı (Şekil 25). 

Şekil 24. Yaban tip ve rekombinant CIV’e ait toplam protein 

profili.  
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3.4.5.5. Viral DNA Replikasyonlarının Slot-Blot Hibridizasyonu ile 

Karşılaştırılması 

 

Rekombinant ve yaban tip virüslerin DNA replikasyonu, slot-blot Hibridizasyonu 

yöntemi ile DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Kat No: 11 

745 832 910) kullanılarak belirlendi. Her iki tip virüsde DNA replikasyonunun 6. saatte 

başladığı gözlendi. Sonuç olarak hem yaban tip hem de rekombinant CIV’e ait çeşitli 

saatlerde ki bantlarda göze çarpan herhangi bir farklılık gözlemlenmedi (Şekil 26). 

 

 

 

 

  

3.4.13. Galleria mellonella larvalarının rekombinant CIV ile enfekte edilm 

 

 

 

Şekil 25. Rekombinant CIV’de GFP (28 kDa) üretiminin Western 

blot analizi ile gösterilmesi. 

Şekil 26.  DNA replikasyonunun Slot-blot hibridizasyonu ile gösterilmesi. 

Farklı saatlerdeki rekombinant ve yaban tip CIV DNA 

replikasyonları slot-blot hibridizasyonu yöntemi ile karşılaştırıldı. 

 

Yaban tip CIV 

rCIV-Δ157L-gfp 

0.         6.           12.        18.       24.       36.        48.       72.       K. 
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3.4.6. Galleria mellonella Larvalarının Rekombinant CIV ile Enfekte Edilmesi 

 

Rekombinant CIV ile enfekte edilen Galleria mellonella larvaları floresan 

mikrokobu altında görüntülenip fotoğrafı çekildi (Şekil 27). Kontrol olarak enfekte 

olmamış CIV larvası da floresan ışık altında gözlemlendi ancak herhangi bir yeşil floresan 

görüntüye rastlanmadı.  

          

   

    

 
 

 

 

 

 

 

 

Şekil 27. Rekombinant CIV ile enfekte edilen Galleria mellonella larvalarının floresan 

mikrokobu altında görüntülenmesi. A:enfekte larva, B: enfekte edilmemiş 

larva, C: enfekte ve enfekte edilmemiş larva bir arada. 

A B 

C 
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4. TARTIŞMA 

 

İridovirüsler enfekte ettikleri hücrelerin önce çekirdek ve sonrasında sitoplazmasında 

replike olan büyük DNA virüsleridir (Henderson vd., 2001; Williams, 1996). Chilo 

iridescent virus (CIV) olarak da bilinen Invertebrate iridescent virus 6 Iridoviridae 

familyasına ve Iridovirüs cinsine mensup bir böcek virüsüdür. Böcekler arasında oldukça 

geniş konak yelpazesine sahiptir. Araştırmalara göre Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, 

Hymenoptera, Hemiptera ve Orthoptera ordolarına mensup 100’den fazla böcek türünün 

CIV’ye duyarlı olduğu tespit edilmiştir (Van Regenmortel., 2000). Ayrıca CIV, gen 

ekspresyon ve gen terapi vektörleri olarak kullanılabilme ve insan virüslerinin 

mekanizmalarının çalışılmasında model organizma olabilme potansiyeli taşıması 

bakımından da önem arz etmektedir. 

Bu tez çalışmasında ilk defa bir rekombinant invertebrate iridovirüs oluşturulmuş ve 

karakterize edilmiştir. BRL-AG-3A hücre suşu kullanılarak homolog rekombinasyon 

yöntemi ile CIV genomundaki 157L lokusu silinmiş ve oluşturulan rekombinant CIV 

(rCIVΔ157L-gfp)  mcp promotorunun kontrolü altında bir işaret geni olan gfp (yeşil 

floresan proteini)’yi başarılı bir şekilde ifade etmiştir. 157L lokusunun yerine mcp 

promotoru altında bir işaret geni olan gfp’nin yerleştirilmesi virüs replikasyonunu olumsuz 

bir yönde etkilememiştir. Ayrıca CIV’e ait ve oldukça güçlü bir promotor olan mcp 

promotorunun oluşturulan rekombinant CIV’de iki tane oluşu ve virüs replikasyonunu 

etkilemeyişi ikinci bir diğer önemli husustur.  

Homolog rekombinasyon ya homolog DNA fragmentleri arasındaki değişim 

(krosing-over) ya da bir DNA’dan diğer bir DNA’ya DNA bilgi aktarımı (gen değişimi) 

olarak düşünülebilir (Porteus, 2007). Büyük DNA virüslerinde homolog rekombinasyonun 

gerçekleşme sıklığı oldukça yüksektir (Hajos vd., 2000). Bakulovirüslerin erken protein 

ifade vektörleri olarak kullanılması için bu özellikten faydalanılmıştır (Smith vd., 1983). 

Ancak daha sonra viral bir genomun bakteriyel replikasyon orijinine sahip bir plazmide 

klonlanmış hali olan bakmid teknolojisi geniş ölçüde bu prosedürün yerini almıştır 

(Luckow vd., 1993).  Gelecekte İridovirüsler için de bakmit teknolojisi mümkün 

olabilecektir ancak viral genomun halkasal permütasyonlu doğası ve virüs replikasyonunun 

başlangıcı için gerekli olan proteinlerin henüz bilinmeyişi bunu zorlaştırmaktadır 

(Williams vd., 2005). Homolog rekombinasyon ve uygun hücre kültürleri kullanılarak az 
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da olsa birkaç rekombinant omurgalı iridovirüsleri oluşturulmuştur  (Chen vd., 2011; 

Huang vd., 2011; He vd., 2012).  

Pek çok araştırmacı farklı hücre kültürlerinde CIV’nin replikasyonunu çalışmıştır 

(Kelly ve Tinsley, 1974; Ohba ve Aizawa, 1978; Cerutti vd., 1981; Constantino vd., 2001; 

Funk vd., 2001; Hunter vd., 2001, 2003). Yapılan bu çalışmaların hiç birinde omurgasız 

iridovirüslerin sürekli olarak başarılı bir şekilde replike olabildiği bir hücre kültürü tespit 

edilememiştir. Bu durum homolog rekombinasyon gibi geleneksel yöntemler ile 

rekombinant CIV oluşturulması girişimlerini sınırlandırmıştır. Bu nedenledir ki virüs 

üretimi için hücre kültürü yerine şu ana kadar hep böceğin kendisi kullanılmıştır. Ancak 

D’Costa ve arkadaşları tarafından Kasım 2012’de yayınlanan bir makalede CIV’nin çok 

sayıda nesiller boyunca replike olabildiği yeni bir hücre suşunun varlığı gösterilmiştir. 

Anthonomus grandis (pamuk göz kurdu)’den geliştirilmiş BRL-AG-3A hücre suşu 

kullanılarak art arda yapılan 24 pasaj boyunca enfektif projeni virüs miktarında azalma 

meydana gelmemiştir. Bu hücre kültürünün tespiti rekombinant CIV oluşturulabilmesi için 

bizlere önemli bir fırsat sunmuştur. Çünkü bu tip çalışmalar sırasında, oluşacak 

rekombinant virüsü yaban tipten saflaştırabilmek için hücre kültüründe birkaç pasaj (5-6) 

seçmek gerekmektedir. CIV için yeterince üretken olmayan hücre kültürlerinde bu iş 

yapılamayacağından CIV için üretken olduğu yeni belirlenmiş bu BRL-AG-3A 

hücrelerinin varlığı çalışmanın bir bakıma başlangıç noktası olmuştur. Çalışmada CIV ile 

enfekte edilen Galleria mellonella larvalarından virüs izole edilmiş ve BRL-AG-3A 

hücreleri sekiz pasaj boyunca bu virüs ile bir seri enfeksiyona tabii tutulmuştur. Bütün 

pasajlarda aynı sitopatik etkiler gözlemlenmiştir ve bu etkiler literatürde belirtilenler ile 

uyumludur. Ayrıca virüsün hücrelerde geliştirdiği sitopatik etkilerin çok belirgin ve 

ayırdedici oluşu virüs konsantrasyonunun ve kinetiğinin belirlenmesinde büyük bir 

kolaylık sunmuştur. 

DNA virüslerinde, viral promotorlar bir genin transkripsiyonunu düzenlemek ve 

desteklemek için esastır. Çalışmada GFP proteininin ifadesi için CIV’ye ait mcp (majör 

kapsid proteini) geni promotoru kullanılmıştır. MCP Iridoviridae ailesine mensup virüsler 

arasında oldukça korunmuş bir protein olup virüs parçacıklarının yapısal bileşeninin büyük 

bir kısmını oluşturmaktadır (Tidona vd.,  1998). CIV mcp promotorunun aktivitesi 

Nalçacıoğlu ve arkadaşları (2003) tarafından belirlenmiştir. Çalışmada 5' UTR bölgesinde 

yüksek aktivite gösteren ve başlangıç kodonu dahil mcp gen bölgesinden 18 bp içeren 

toplam 297 bp dizi, başlangıç kodonu hariç yeşil floresan proteinini kodlayan gfp geninin 
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5' bölgesi ile PCR yöntemi kullanılarak birleştirilmiştir. Birleştirilen bu bölgenin dizi 

analizi yapılıp doğruluğu gözden geçirilmiştir. mcp promotoru altında gfp geninin ifadesi 

başarılı bir şekilde gerçekleştirilmiştir. GFP proteininin varlığı virüsün çoğalması üzerinde 

herhangi bir olumsuz etki göstermemiş ve larvalara enjekte edilen rekombinant virüs 

enfeksiyon oluşturmuştur. 

Virüs genomuna bir genin klonlanabilmesi için virüsün genomunda mevcut olan 

genlerden birinin veya genomdan bir bölgenin çıkarılması gerekmektedir. Silinecek olan 

bu gen bölgesinin viral replikasyon için önem arzeden bir gen olmaması en önemli şarttır. 

Bu konuda da CIV için çeşitli alternatifler mevcuttur. Bu alternatiflerden bir tanesi virüs 

genomundaki muhtemel apoptosis inhibitör genlerinden biri olduğu düşünülen 157L açık 

okuma zinciridir (ORF). CIV’ de kaspazların aktivasyonunu (Seshagiri ve Miller, 1997) 

durdurabilen apoptosis inhibitörlerinin (IAP) varlığı in silico olarak Jakob ve ark., (2001) 

tarafından belirlenmiştir. Dizi analizi sonrasında CIV`de değişik büyüklüklerde muhtemel 

üç apoptosis inhibitör gen 157L (152 amino asit), 193R (208 amino asit) ve 332L (234 

amino asit) varlığı tespit edilmiştir. Bu genler Cydia pomonella granulovirüs fonksiyonel 

apoptosis inhibitör proteinine (IAP-3) sırasıyla % 17,5-22,9, %19,5-33,7 ve %18,1-40,6 

oranında benzerlik göstermektedir. Ancak 193R hem BIR hem de RING finger domaini 

içerirken 157L ve 332L sadece RING finger domaini içermektedir (Birnbaum vd., 1994; 

Jakob vd., 2001). İnce ve arkadaşları (2008) tarafından yapılan çalışmada ise 193R’nin 

fonksiyonel bir apoptosis inhibitör geni kodladığı gösterilmiştir. 157L’nin BIR domainine 

sahip olmayışı onun virüs replikasyonu için gerekli bir proteini kodlamadığı ve yerine 

yabancı bir gen sokulabileceği düşüncesi doğrultusunda bizleri bu çalışmada 

cesaretlendirmiştir. Elde edilen bulgular ise hipotezi destekler nitelikte olup oluşturulan 

rekombinant CIV hücre hültüründe yaban tip CIV ile benzer replikasyon özellikleri 

göstermiştir. Hatta rekombinant CIV’nin 72. saatte tespit edilen yüksek miktarı (7, 99x10
8
 

TCID50 ünite/ml) yaban tip CIV ile oldukça benzerdir. Bu sonuç bize 157L geninin CIV 

için elzem bir gen olmadığını göstermiştir. Omurgalı iridovirüslerinde gerçekleştirildiği 

gibi  (Pallister et al., 2007) CIV’de de yabancı genlerin ifadesi için bu gen lokusu 

kullanılabilir. 157L’nin fonksiyonel bir proteini kodlayıp kodlamadığı hususu bir 

muammadır ve daha detaylı çalışmalara ihtiyaç gerektirmektedir.  

Yaban tip virüs ile rekombinant virüsün 0., 6., 12., 18., 24., 36., 48., 72. saatlerde ki 

tek basamaklı büyüme eğrileri karşılaştırıldığında her iki virüsün arasında göze çarpan 
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herhangi bir farkın olmadığını gözlemlenmiştir. Yine her iki virüsün DNA replikasyonunu 

karşılaştırmak için yapılan slot-blot hibridizasyonu sonucunda da DNA replikasyonunun 

iki virüste de 6. saatte başladığı belirlenmiştir. İlerleyen saatlerde ki DNA replikasyonunda 

da çok büyük bir fark gözlemlenmemiştir. Her iki virüs için gerçekleştirilen protein profili 

analizinde ise fark gözlemlenmemiştir. Çalışmanın başlangıcında 157L’nin bir 

transkriptinin olup olmadığı 24. saatte belirlenmeye çalışılmış ve bir transkriptin olduğunu 

gözlemlenmiştir. Ancak her iki virüse ait protein profilinde gözle görülür bir fark olmadığı, 

157L geninin yokluğunda diğer viral proteinlerin ifadesinde ve viral replikasyonda da 

herhangi bir değişikliğin olmadığı tespit edilmiştir. Tüm bu bulgular 157L lokusunun CIV 

genomundan silinebilecek uygun bir bölge olduğunu göstermiştir. Böylelikle yaban tip 

virüsten herhangi bir farkı bulunmayan rekombinant virüs, CIV’nin hücre kültüründe ve 

konak böceklerdeki viral replikasyonunu, enfeksiyon özelliklerini, virüs parçacıklarının 

konak içerisindeki trafiğini ve konak-virüs etkileşimlerinin anlaşılmasında yardımcı 

olacaktır. 

Sonuç olarak çalışmada ilk defa bir rekombinant invertebrate iridovirüsü 

oluşturulmuştur. CIV mcp promotoru altında yabancı bir genin ifadesi çok iyi bir şekilde 

gerçekleştirilmiş olup bu durum biyoteknolojik ve biyolojik mücadele amaçlı yabancı 

proteinlerin ifade edilebileceği yeni bir invertebrate iridovirüs tabanlı viral ifade vektörü 

oluştulmasına zemin hazırlamıştır. Çalışmada sadece bir genin fonksiyonel analizi 

gerçekleştirilmiş olmayıp aynı zamanda CIV’in viral patojenitesini artırabilecek 

stratejilerin geliştirilmesine de katkıda bulunabilecek temel model oluşturulmuştur.  
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5. SONUÇLAR 

 

Bu tez çalışması sonucunda, CIV’nin 157L kodlu muhtemel apoptosis inhibitör geni 

CIV genomundan homolog rekombinasyon ile silindi ve bu genin yokluğu esnasında viral 

replikasyonda herhangi bir değişikliğin olup olmadığı araştırıldı. Çalışmanın neticesinde 

ulaşılan sonuçlar aşağıda sıralanmıştır; 

1. 157L kodlu geninin transkriptinin varlığı 24. saatte tespit edildi ve bu gen 

bölgesinin yokluğunda viral proteinlerin üretiminde bir farkın olmadığı belirlendi. 

2. Homolog rekombinasyon tekniği kullanılarak 157L gen bölgesi CIV 

genomundan silindi. 

3. 157L’nin CIV genomundan silindiği PCR yöntemi kullanılarak doğrulandı 

ve 157L’nin aşağı ve yukarı bölgeside dahil olmak üzere viral genoma yerleştirilen 

bölgenin doğruluğu dizi analizi ile teyit edildi. 

4. Yaban tip ve rekombinant CIV’e ait virüs stoklarının konsantrasyonu 

TCID50 metodu kullanılarak sırasıyla 1,90X10
11

 ve 2,023x10
11

 pfu/ml olarak hesaplandı. 

5. Oluşturulan rekombinant virüs ile yaban tip virüsün tek basamaklı büyüme 

eğrileri karşılaştırıldığında bir farkın olmadığı gözlemlendi. 

6. Her iki tip virüsün restriksiyon profilleri karşılaştırılmış ve yaban tip 

virüsün restriksiyon profili literatür ile uyumludur ve rekombinant tip virüsteki ufak 

farklılıklar genoma yerleştirilen bölgedeki restriksiyon enzim tanıma dizilerinden 

kaynaklanmaktadır. 

7. Western-blot analizi sonucunda çok spesifik bir biçimde GFP proteinine ait 

28 kDa’luk bir bant gözlemlendi. 

8. Slot-blot analizi sonucunda her iki virüste de viral replikasyonun 6. saatte 

başladığı ve artarak devam ettiği gözlemlendi. 

9. Galleria mellonella larvaları rekombinant CIV ile enfekte edildi ve floresan 

mikroskop altında bakıldığında larvalarda yeşil ışık oluşumu gözlemlendi. 
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6. ÖNERİLER 

 

İlk defa bu çalışmada oluşturulan ve karakterize edilen rekombinant invertebrate 

iridovirüsün daha ileriki çalışmalara olacak katkısı öneriler halinde belirtilmiştir: 

1. Çalışmanın tüm aşamalarında izlenen yöntemler kullanılarak CIV 

genomundaki diğer işlevi tam olarak bilinmeyen genlerin fonksiyonel analizi 

gerçekleştirilebilir. 

2. gfp geni taşıyan rekombinant CIV’nin kolayca takip edilebilmesi nedeni ile 

çeşitli böcek grupları üzerindeki enfektivitesine bakılabilir ve hangi dokularda hangi 

zamanlarda enfeksiyon oluşturduğu belirlenebilir. 

3. Konak yelpazesi geniş olup öldürme hızı yavaş olan CIV’nin genomuna 

157L lokusunun yerine CIV’nin enfektivitesini hızlandıracak insektisidal genler 

yerleştirilebilir. 

4. Oluşturulan rekombinant CIV biyoteknolojik amaçlı olarak çeşitli 

proteinlerin ifadesi için viral bir ifade vektörü olarak kullanılabilir. 
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