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Doktora Tezi
OZET

REKOMBINANT BOCEK IRIDOVIRUSUNUN OLUSTURULMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Arzu OZGEN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Remziye NALCACIOGLU
2015, 74 sayfa

Chilo iridescent virus (CIV), zararli bocekler arasinda olduk¢a genis konak
spektrumuna sahip olan Iridoviridae familyasina ait bir bocek viriisiidiir. DNA genomunun
dizin analizi ger¢eklestirilmis ve genom uzunlugu 212,482 niikleotit olarak belirlenmistir.
Hiicre kiiltiiriine uyarlanabilmis ve cok sayida hiicre susunda diisiik seviyede de olsa
replike oldugu belirlenmistir. Viriis genomuna yabanci bir geni yerlestirebilmek i¢in
genomda bir yer agilmasi yani genomdan mevcut bir genin/bdlgenin ¢ikarilmasi
gerekmektedir. Ancak genomdan ¢ikarilacak genin yoklugu virilis replikasyonunu veya
viriise ait onemli diger bir mekanizmay1 etkilememelidir. Biyoinformatik analizlere gore
apoptozis inhibitor genleri arasinda bulunmasina ragmen ORF 157L’nin fonksiyonel
olmadig1 belirlenmistir. Bu tezde, ilk defa bir rekombinant iridoviriisiin olusturulmasi ve
karakterize edilmesi gerceklestirilmistir. Homolog rekombinasyon ile olusturulan
rekombinant (rCIVA157L-gfp) iridoviriis CIV mcp pormotoru altinda bir raportér gen
olan yesil floresan proteini geni (gfp)’ni basarili bir sekilde ifade etmistir. 157L geni yerine
yerlestirilen gfp’nin viriis replikasyonunu etkilemedigi gosterilmistir. Rekombinant CIV ile
enfeksiyon esnasinda viral replikasyon ve iiretim yaban tip CIV ile benzer bir durum
olusturmustur. Sonug¢ olarak CIV 157L gen bolgesinin biyolojik miicadele ve
biyoteknolojik amacla yabanci DNA’larin yerlestirilebilecegi bir bolge olarak

kullanilabilecegi sdylenebilir.

Anahtar sozciikler: Chilo iridescent viriis, yesil floresan proteini, rekombinant viriis,

157L, apoptosis
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PhD. Thesis
SUMMARY

CONSTRUCTION AND CHARACTERIZATION OF A RECOMBINANT
INSECT IRIDOVIRUS

Arzu OZGEN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Dog. Dr. Remziye NALCACIOGLU
2015, 74 page

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
(rCIVA157L-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
rCIVA157L-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.

Key words: Chilo iridescent virus, green fluorescent protein, recombinant virus, 157L,

apoptosis
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Canl1 olarak kabul edilebilmenin temel kriterlerini tam olarak karsilamadiklari i¢in
virlisler cansiz varliklar olarak kabul edilirler. Bunun yaninda viriisler canli varliklarla
onemli olan baz1 6zellikleri de paylasirlar. Viriisler de niikleik asitler (DNA veya RNA) ve
proteinler gibi canlilarda bulunan bazi ortak bilesiklere sahiptirler ve konak hiicreyi
kullanarak sayilarini arttirabilirler. Yine de viriisler yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in canli
varliklara bagimli olduklarindan zorunlu hiicre i¢i patojenlerdir. Viriisler insan da dahil
olmak {izere mikroorganizmalardan bitki ve hayvanlara kadar tiim canl varliklarda
hastaliga ve 6liime sebep olurlar. Ancak viriisler bazi durumlarda insanlik i¢in faydalidir
ve buna iyi bir 6rnek bocek viriisleridir. Bocekler pek cok sayida viriis tarafindan enfekte
edilirler ve bu enfeksiyonlar onlarin 6liimlerine sebep olabilir. Pek ¢ok bocek tiirii insanlik
icin dnemli olan tarimsal ve endiistriyel iirlinlere zarar verdigi i¢in pest (zararli bocek)
olarak adlandirilir. Bu zararli boceklerin pek ¢ogu viral enfeksiyonlara karsi oldukca
hassastirlar ve bu viriisler biyolojik miicadele ajanlar1 olarak kullanilirlar. Bocek virtisleri
cok biiytlik bir cesitlilige sahip olmalarina ragmen bocek popiilasyonlarinda en ¢ok goze
carpanlar1  bakuloviriis, askovirlis, cypoviriis, entomopoksviriis, iridovirlis, ve
polydnaviriisdiir. Bu entomopatojenik virilisler potansiyel miicadele ajanlar1 olarak
kullanilmakta veya diisiinlilmektedirler (Ibarra vd., 2009). Ayrica, viriisler molekiiler ve
hiicresel biyolojide hiicrelerin islevlerini anlamak i¢in kullanilirlar (Lodish vd., 2008).
Ornegin  genetikte, DNA’nm  replikasyonu, transkripsiyon, RNA’nin islenmesi,
translasyon, proteinlerin taginmasi ve immiinoloji gibi temel hiicresel mekanizmalarin
anlasilmasinda viriislerin biiyiik katkis1 olmustur. Genetikciler ¢esitli hiicrelerin igine ya da
genomuna yabanci genleri sokmak icin viriisleri tasiyict arag (vektor) olarak kullanirlar.
Bu, hiicrenin yabanci bir bilesigi iiretmesini saglamak veya bir genin genomda yer
almasinin etkisinin anlasilmasinda kullanilan yararli bir yontemdir. Bu yontem kanser
tedavisi ve gen terapisinde de kullanilir (Matsuzaki vd., 2005). Endiistriyel anlamda
virilisler as1, antikor ve tedavi amagli birgok proteinin iiretilmesinde de kullanilmaktadirlar

(Gleba vd., 2011).



Son zamanlarda viriisler nanoteknoloji alaninda da umut vaat etmektedir. Organik
nanopartikiiller olarak kabul edilen viriisler konaker1 hiicrelerin yiizeyine tutunmak ve hiicre
igerisine girmek i¢in 6zel tasarlanmis yapilar tasir (Fischlechner vd., 2007). Virisler boyut,
sekil ve iyi tamimlanmis kimyasal yapilar1 ile malzeme bilimi ve elektronik alanlarinda
nano materyallerin diizenlenmesi i¢in sablon olarak kullanilmaktadir (Soto vd., 2006).

Onemli bir grubu olusturan Iridoviriisler bocek, balik, amfibi ve reptilleri i¢ine alan
omurgasizlar1 ve poikilotermik omurgalilar1 enfekte eden ¢ift zincir DNA genomuna sahip
viriislerdir (Goorha vd., 1984; Williams vd., 2005). Chilo iridescent viriis (CIV)
Iridoviridae familyasmin [ridovirus cinsine ait bir bocek viriisiidiir. CIV aym zamanda
“Invertebrate iridescent virus 6” olarak da bilinir. Zararli boceklerde enfeksiyona neden
olan CIV, Iridovirus cinsinin tip tiiriidiir. Bu tiir iilkemizde 6zellikle ¢ay, pamuk ve
findikta zarara neden olan bdceklere karsi gelistirilebilir potansiyel biyokontrol ajanlarinin
basinda gelmektedir. CIV’nin potansiyel bir biyolojik kontrol ajani1 olarak goriilmesine
ragmen en Onemli dezavantaji enfekte ettigi konagi Sldiirme hizinin yavas olmasidir
(Williams vd., 2005). Bu durum viriisiin biyopestisit olarak kullanilabilirligini
kisitlamaktadir.

CIV’ye ait molekiiler bilgiler genomik, transkriptomik ve proteomik temelli
calismalar olup oldukg¢a smirlidir (D’Costa vd., 2004; Nalgacioglu vd., 2007; Dizman vd.,
2012; Bigot vd., 2013). CIV’nin molekiiler biyolojisi hakkinda elde edilecek daha ¢ok bilgi
iridoviriislerin bocekler tizerindeki patolojisini anlamamiza yardimci olacaktir. Viral bir
genin in-vivo olarak viriisiin replikasyonuna ve patogenesisine olan katkisini belirlemek
icin bu genin viriis genomundan ¢ikarilmasi (knockout viriis olusturulmasi) molekiiler
biyolojideki en 6nemli stratejidir (Guangchun vd., 2011). Bu islem igin en kolay yaklasim
heterolog isaret genin virlis genomuna sokulmasidir. Yesil floresan proteini (GFP) gibi
floresan proteinleri ifade eden rekombinant viriislerin olusturulmasi virlis-konak
etkilesimleri (Hollinshead vd., 2001; de Oliveira vd., 2008), viriis partikiillerinin
hareketliligi ve yayilmasi (Doceul vd., 2010) dahil olmak iizere viriis enfeksiyonunu ve
patogenezini anlamay biiylik 6l¢iide kolaylastirmistir (Ward ve Moss, 2001; Husain ve
Moss, 2003; Greber ve Way, 2006; Hernaez vd., 2006; Brandenburg ve Zhuang, 2007;
Ohkawa vd., 2010).

Bu tez c¢alismasinda CIV’nin molekiiller yapisinin  aydmlatilmasi, viriis
replikasyonundaki roliiniin anlagilmasi ve biyoteknolojik kullanimina katkilar saglamasi

amaciyla, virlise ait acik okuma zincirlerinden (ORF) biri olan 157L geni viriis



genomundan homolog rekombinasyon ile silinmigtir. Olusturulan rekombinant CIV,
Anthonomus grandis (BRL-AG-3A) hiicrelerinde saflastirilmis  ve replikasyonu

calisiimustir.

1.2. iridoviriisler

1.2.1. iridoviriislerin Kesfi

Iridoviriisler ilk olarak 1954 yilinda ingiltere’de Cambridge Universitesi mensubu
olan Claude F. Rivers adli bilim adaminin yaptig1 bir arazi ¢aligmasi sirasinda bazi Tipula
paludosa larvalarinin epidermisinin hemen altinda parlak mavi bir renk olusumunun
gbzlenmesi ile kesfedilmistir (Sekil 1). Daha sonra Nick Xeros adli bagka bir arastirmaci
bu larvalardan ilk iridoviriisii (Tipula paludosa iridovirus; IV1) izole etmistir. Boylece,
Xeros tarafindan 1954 yilinda iridovirisler ile ilgili ilk yayin Nature dergisinde “Tipula
paludosa larvasinda ikinci bir viriis hastaligi” basligi ile gergeklestirilmistir (Xeros, 1954).
Ardindan baska bocek tiirlerinde de belirgin iridoviriis enfeksiyonlar: tespit edilmistir.
Iridoviriis enfeksiyonlarmin tespit edildigi bocekler arasinda &nemli bazi zararlilarm
bulunmasi, bu virlislerin  potansiyel biyolojik  kontrol materyalleri olarak

kullanilabileceklerini diistindiirmiistiir.

Sekil 1. Agir iridoviriis enfeksiyonunda tipik renk olusumu. A: Cayir
sineklerinde iridovirus enfeksiyonu sonucu mavilesmis viicut
rengi (Boumans ve Aarnes, 2010), B: Invertebrate iridescent
viriis enfeksiyonu. I: Invertebrate iridescent viriis ile enfekte
olmamis Galleria mellanolla larvasi II: Invertebrate
iridescent viriis ile enfekte olmus G. mellanolla larvasinda
agir enfeksiyonun sebep oldugu mavi-yesil viicut rengi

(URL-1).



1.2.2. iridoviriislerin Sistematigi

Iridoviridae familyasi, gittikge artan sayidaki omurgali ve omurgasiz konaklardan
rapor edilen ve karakteristik olarak viriisii olusturacak yapilarin birlesme islemini konak
sitoplazmasinda gergeklestirdigi “ikosahedral” yapidaki DNA viriislerini i¢ine almak tizere
1976 yilinda olusturulmustur (Fenner, 1976).

Viriislerin siniflandirilmasini yapan ve uluslararas: bir kurulus olan “Uluslararasi
Virlis Siniflandirma Komitesi” (International Committee on Taxonomy of Viruses)
tarafindan yapilan son agiklamalara gore bugiin Iridoviridae familyas: altinda Iridovirus,
Chloriridovirus, Ranavirus, Lymphocystivirus, Megalocytivirus olmak iizere 5 cins
bulunmaktadir (King vd., 2012) (Tablo 1). Bu smiflandirma virion parcaciginin boyutuna,
konak spektrumuna, hastaligin DNA metiltransferazin varligindan veya yoklugundan
dolay1r meydana gelmesine, genomun GC igerigine ve major kapsid proteininin filogenetik
analizine goére yapilmustir. Iridoviriislerde ortak olan 26 genin kullanilarak yapildig

filogenetik analiz familyada bulunan 5 cinsin birbirlerinden nasil ayrildigin1 ve birbirleri

ile olan yakinlik derecelerini net bir sekilde gostermektedir (Sekil 2).

100 Fv3
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Ranavirus
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Sekil 2. Iridovirislerin filogenetik iliskileri. Iridoviridae familyasinin cinsleri
arasindaki iliski, 26 ortak gen dizisine gore analiz edilmistir (King vd.,
2012).



Iridoviridae familyasinin {iyeleri (iridoviriisler) omurgasizlari (birincil olarak
bocekler) ve sogukkanli omurgalilart (baliklar, kurbagalar ve siirlingenler) enfekte
etmektedir. Bunun yanisira sucul kabuklu hayvanlar1 (crustacea) ve yumusakcalar1 da
enfekte ettikleri tahmin edilmektedir (Williams vd., 2005). Enfekte ettikleri konaklara ve
genomik DNA’nin metilasyon seviyesine gore 5 iridoviriis cinsi genel olarak omurgasiz ve
omurgalilar1 enfekte edenler seklinde iki gruba ayrilir (Chinchar vd., 2008). Iridovirus ve
Chloroiridovirus cinsleri omurgasizlar1 (bocekler, crustacealar) enfekte eder ve genomik
DNA metillenmesi yoktur. Ranavirus, Lymphocystivirus ve Megalocytivirus cinsleri ise
baliklar, kurbagalar ve siiriingenler gibi sogukkanli omurgali hayvanlar1 enfekte eder ve
viriis genomunda bulunan bir DNA metiltransferaz tarafindan sitozin niikleotitlerinin
yaklasik %25°1 metillenir (Chinchar vd., 2008). Ancak bir ranavirus tiirii olan Singapore
grouper iridoviriis (SGIV) DNA metiltransferaz enzimi kodlamadigi i¢in kendi DNA’sin1
metilleyemez (Song vd., 2004). Cinslerin ayriminda konak spektrumu ve genomun
metilasyonu disinda farkli kriterler de kullanilmaktadir. Bunlar genomun GC igerigi,
seroloji, virion morfolojisi, partikiil biiyiikliigii, histopatolojisi ve hastaligin klinik belirtiler
olarak siralanabilir. En son yapilan major kapsid proteini ve diger viral proteinlerin
aminoasit dizilerinin analizi de bu sistematik ayrimi dogrulamaktadir ve bir cins i¢indeki
tiirlerin yiiksek seviyede ortak ozellikler paylastiklarina isaret etmektedir. Ornegin, ayni
viral cinsin iyeleri major kapsid proteinlerinin aminoasit dizilimi seviyesinde %70’den
daha fazla benzerlik gosterirken farkli cinslere ait tiirler arasindaki bu benzerlik %50’den
daha az olmaktadir (Do vd., 2005a, 2005b). Iridioviridae familyasinda ki cinsleri

birbirinden ayiran 6zellikler Tablo 1°de 6zetlenmistir.



Tablo 1. Iridoviridae familyasinin cinslerini birbirinden ayiran 6zellikler

Familya Iridoviridae
Cinsler Iridovirus Chloriridovirus ~ Lymphocystivirus  Ranavirus ll:/;egalocytlwr
Genom 197-220 kbp ~135 kbp 103-186 kbp ~105 kbp 105-118 kbp
Biiyiikliigii
DNA yok yok var var var
metilasyonu
GC icerigi %27 %54 %27-29 %49-55 %53-55
Virion 120-130 nm ~180 nm 200-300 nm ~150 nm ~ 150 nm
Biiyiikliigii
Enfekte ettigi Bocekler Sivrisinekler Deniz ve tath su Soguk Kanli Deniz baliklar1
Konak tiirleri ~ Crustacealar iki kanatlilar baliklar1 Omurgalilar

Muhtemelen (Diptera) Yass1 Baliklar (Kurbagalar

yumusakgalar Kaplumbagalar

izopodlar Siirtingenler

Kemikli Baliklar)

Her ne kadar iridoviriis cinslerinin sistematigi basit goriinse de ayni cinsin tyeleri
arsindaki major kapsid proteinleri ve diger korunmus proteinlerin dizi analizi
benzerliklerinin yiiksek oranda olusu viral tiirlerin belirlenmesini zorlastirmaktadir.
Ornegin birkag ranaviriis tiirii arasinda major kapsid proteini aminoasit benzerligi %90’mn
tizerindedir. Bu durumda viral tiirlerin ayirt edilmesinde viral proteinlerin profilleri, DNA
restriksiyon fragment uzunlugu polimorfizmi (RFLP), enfekte ettigi konak tiirleri, klinik
bulgular ve niikleotit ve aminoasit dizi analizlerindeki farkliliklar gibi kriterler g6z 6niinde
bulundurulmaktadir (Mao vd., 1997; Chinchar ve Mao, 2000; Chinchar vd., 2005).
[ridoviriis izolatlarinin birgogunun DNA dizi analizinin yapilmamis olmasi izolatlarin
siniflandirilmalarimi zorlastirmaktaydi; fakat son zamanlarda bircok iridoviriisiin tiim
genom dizi analizi yapilmistir. DNA dizi analizi yapilan iridoviriisler Tablo 2’de

verilmistir.



Tablo 2. Tiim genomu dizin analizi yapilmis iridovirisler.

Viriis Cinsi Tiirler Genom ORF %G+C GenBank Kaynak
Biiyiiklii  Sayisi Erisim
gii (bp) Numarasi
1HV-6* 212,482 463 28,63 AF303741  Jakob vd., 2001
1v-9 205,791 193 30,9 GQ918152  Wong vd., 2011
1v-22 197,700 167 28 NC_023615 Piegu vd., 2013
1V-22A 196,455 174 55,204 Piegu vd., 2014
Iridovirus 11V-25 204,815 177 30,3 NC 023613 Piegu vd., 2014b
11VV-30 198,533 176 28,1 HF920636 Piegu vd., 2014a
11Vv-31 220,222 203 35,09 HF920637 Piegu vd., 2014c
Chloriridovirus 1v-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
TRV 105,057 105 55,01 AF389451 He vd., 2002
ATV 106,332 95 54 AY150217  Jancovich vd., 2003
EV3* 105,903 99 55,1 AY548484  Tanvd., 2004
SGIV 140,131 162 48,6 AY521625  Song vd., 2004
GIV 139,793 120 49 AY666015  Tsai vd., 2005
Ranavirus 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
LYCIV 111,767 - 54 AY779031 Yayinlanmamis
ISKNV 111,362 125 54,8 AF371960 He vd., 2001
RBIV 112,080 118 53 AY532606 Do vd., 2004
Megalocytivirus ~ RSIV* 112,414 93 53 AB104413  Nakajima ve Kunita, 2005
OSGIV 112,636 116 54 AY894343  Luvd., 2005
TRBIV 110,104 115 55 G0273492 Shi vd., 2010

Altr ¢izili yazilan viriis isimleri ICTV tarafindan tanman viriisleri belirtmektedir. * Ilgili cinse ait tip tiirii
gostermektedir. 11V-6, Invertebrate iridoviriis tip 6; 11VV-9, Invertebrate iridoviriis tip 9; 11V-22, Invertebrate
iridoviriis tip 22; 1IV-22-A, Invertebrate iridovirus; 11V-25, Invertebrate iridoviriis tip 25; IIV-30,
Invertebrate iridoviriis tip 30; 1IV-31, Invertebrate iridoviriis tip 31; IIV-3, Invertebrate iridoviriis tip 3;
AMIV, Anopheles minimus iridoviriis; LCDV-1, Lymphocystis disease viriis 1; LCDV-C, Lymphocystis
disease viriis-China; TFV, tiger frog viriis; ATV, Ambystoma tigrinum viriis; FV3, Frog viriis 3; SGIV,
Singapore grouper iridoviriis; GIV, grouper iridoviriis; STIV, soft-shelled turtle iridoviriis; EHNV, Epizootic
haematopoietic necrosis viriis; ESV, European sheatfish ranaviriis; RGV, Rana grylio iridoviriis; LYCIV,
large yellow croaker iridoviriis; ISKNV, Infectious spleen and kidney necrosis viriis; RBIV, rock bream
iridoviriis; RSIV, red seabream iridoviriis; OSGIV, orange spotted grouper iridoviriis; TRBIV, turbot reddish
body iridoviriis.



1.2.3. Iridoviridae Familyasinin Ozellikleri

Morfolojik olarak 120-200 nm ¢apinda ikozahedral simetride lineer, ¢ift iplikli tek
DNA genomuna sahip olan iridoviriisler ayrica biiyiik DNA viriislerindendirler. iridoviriis
ailesi iyeleri 140 kbp (Ranaviriis cinsi) ile 200 kbp (iridoviriis cinsi) arsinda degisen gesitli
boyutlarda ki viral genoma sahiptirler. iridoviriislerin kapsid ile viral 6z arasinda uzanan
lipid bir membrana sahip olmalar1 onlar1 diger DNA viriislerinden ayiran bir 6zelliktir
(Sekil 3). Virilis partikiilleri hiicreden ¢ikis sekline gore zarfli (hiicre membranindan
tomurcuklanma ile salinim) veya ¢iplak (liziz ile salinim) olabilir (Chinchar vd., 2008,
Jankovich vd., 2012).

Dis membran

.
W

qég;

@ ViralZone 2009
Swiss Institute of Bicinformatics

N N T=189-217
Zarfsiz virion Zarfl1 virion

Sekil 3. Iridoviriislerde viral yapinin sematik olarak gosterilisi (ViralZone, 2009).

[ridoviriislerin enfeksiyonu sonucu sitoplazmada olduk¢a yogun bir viriis toplanma
bolgesi goriiliir. Bu bolge (virojenik stroma) viriis proteinleri ve DNA’larinin en yogun
oldugu, viriis partikiillerinin bir araya toplandig1 yani viriis insasinin gergeklestigi bolgedir.
Ikozahedral partikiiller sitoplazmada gogunlukla 120-200 nm (nanometre) ¢apinda bir dizi
olacak sekilde siralanir. Bu dizi “parakristal dizi” olarak adlandirilir (Sekil 4) ve

iridovirisleri diger DNA viriislerinden ayiran 6nemli bir 6zelliktir.



Sekil 4. A: European catfish viriis ile enfekte fathead minnow
hiicrelerinin transmisyon elektron mikroskobu ile
elde edilmis gorlntlisi. Niikleus (nu); wviris
inkliizyon cisimcikleri (VIB); zarfsiz  viriis
pargaciklarinin  olusturmus oldugu parakristalin
diziler (ok ile gosterilmistir); sitoplazma (cy);
mitekondri (mi); Bar: 1 um (Hyatt vd., 2000). B:
Frog virus 3 (FV-3) parcaciklarinin plazma
membranindan tomurcuklanmasinin transmisyon
elektron mikroskobu ile elde edilmis goriintiisii;
oklar viral zarfi gostermektedir; Bar: 200 nm
(Devauchelle vd., 1985).

Iridoviriis ailesi mensuplar1 halkasal permutasyon (circularly permuted) ve genomun
uc kisimlarinda dizi tekrarlari (terminal redundancy) bulunduran bir genoma sahip olmalari
nedeniyle hayvan viriisleri arasinda benzersizdirler (Goorha ve Murti, 1982; Delius vd.,
1984). Ornegin, alfabetik harf dizilimi viral genom dizilimini temsil ettiginde her bir
viriisiin genom dizilisi ABCDE ..UVWXYZABCDE, CDEFG ..WXYZABCDEFG,
FGHIJ ..ZABCEDFGHIJ seklinde olacaktir (Chinchar vd., 2008). Bu nedenle ayni cins

tiyeleri arasinda gen siras1 oldukca degisken olabilir.

1.2.4. Iridoviriislerde Genom Organizasyonu ve Replikasyon

FV3 (Frog virilis-3, Ranavirus cinsinin tip tiiri) disindaki bir¢ok iridoviriis grubu
incelenmis olmasina ragmen bu ¢alismalardan bir kagi replikasyon mekanizmasi {lizerine
odaklanmistir. Dolayistyle iridoviriis replikasyonu hakkindaki bildiklerimizin ¢ogu FV3
virlisli ile yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilmistir ve ailenin diger tiyelerinde de bu

replikasyon stratejisinin kullanildig1 varsayilmaktadir. Bu stratejinin Ranaviriis cinsi
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tiyeleri arasinda dogru oldugu kabul edilse de diger cins iiyeleri {izerinde de c¢aligmalar
yapilarak bu bilgiler pekistirilmelidir (Chinchar vd., 2008).

Iridoviriislerde hem ¢iplak hem de zarfli virionlar enfeksiyon olusturdugu igin, en az
iki farkli konak reseptor proteini bulunmaktadir. Konak hiicreye baglandiktan sonra zarfli
virionlar reseptor aracili endositoz ile hiicreye girerken ¢iplak virionlar ise plazma
membranina flizyon yaparak hiicreye girerler (Williams vd., 2005). Kapsidin soyulmasinin
ardindan, viriise ait DNA 06zii (elektron mikroskobunda yogun goriinen viriisiin en i¢
kismini olusturan, proteinlerle iliskili DNA), DNA sentezinin ilk asamasinin, en erken
genlerin (IE) ve gecikmis erken genlerin (DE) sentezinin yapildigi yer olan niikleusa
yonlendirilir (Jankovich vd., 2012). Bir veya daha fazla viriis yapisal proteini en erken ve
erken genlerin transaktivator proteini olarak rol oynar ve konaga ait RNA polimeraz II’nin
aktivasyonunu saglar. En erken ve gecikmis erken genler DNA polimeraz ve konaga ait
RNA polimeraz II’'nin homologu gibi regiilator proteinleri ve katalitik enzimleri kodlar.
Viriisiin kodladigi DNA polimeraz sitoplazmada translasyona ugradiktan sonra niikleusa
girer ve viriis genomunun birinci asamada replikasyonunu saglar (Goorha, 1982). Yeni
sentezlenmis viriis DNA’s1 sitoplazmaya gonderilir ve ikinci asama DNA replikasyonu
olarak adlandirilan siire¢ baslar (Goorha ve Dixit, 1984). Bu siirecte viriis DNA’s1 oldukca
biiyiik konkatamerik bir yapi olusturacak sekilde replike olur. Konkatamerik formdaki
viris DNA’s1 sitoplazmada virojenik stroma ic¢inde bulunur ve ge¢ genlerin
transkripsiyonu da bu bolgede gerceklesir. RNA polimeraz II’nin iki adet biiyiik alt iinitesi
biitiin iridoviriislerce kodlanmaktadir. Geg genlerin transkripsiyonu i¢in virlisiin Urettigi
RNA polimeraz kullanilir veya hiicresel RNA polimerazin niikleustan sitoplazmaya
gecisini saglayacak bir mekanizma kullanilmaktadir. Iridoviriisler iki asamali DNA
replikasyonuna sahip olduklart i¢in (DNA replikasyonunun Once niikleusta sonra
sitoplazmada devam etmesinden dolay1) niikleositoplazmik viriislerdendir. Geg¢ genlerin
translasyonundan sonra virojenik stromada virionlar olusur. Virionlarin olusumu ile ilgili
ozel basamaklar bilinmemektedir. Uretilen konkatamerik DNA’min hacim bagiml
(headfull) mekanizma ile kapsid i¢ine paketlendigi diistiniilmektedir. Boylece viriise ait
genom hem terminal tekrarlara hem de halkasal permiitasyona sahip olur. Bu sayede
genom %10-30 oraninda diploid olmaktadir. Bdylece bazi genler bir ¢ift olarak bulunur ve
genlerin bir kopyasinda olusacak mutasyon sonucu kotii etkilerden viriis korunur veya yeni
bir fonksiyon kazanir. Yeni sentezlenmis virionlar virojenik stromadan ayrilarak

sitoplazmanin bagka bir bolgesinde biiyiik parakristal diziler olusturacak sekilde birikirler
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veya plazma membranindan zarf kazanarak tomurcuklanirlar. Parakristal dizi olusturan
virlisler hiicrenin lizizi sonucu zarf kazanmadan salinirlar. Her iki tip virlis partikiilii
enfektif olmasina ragmen spesifik enfektivite zartli viriislerde ¢ok daha yiiksek (150 kata
kadar) oldugu i¢in zarf proteinlerinden bir veya birkaginin viriisiin konak hiicreye girisinde
onemli bir rol oynadigi diistiniilmektedir (Braunwald vd., 1979; Gendrault vd., 1981). FV3
DNAs1 i¢in replikasyon modeli Sekil 5’te sematik olarak gosterilmistir (Chinchar vd.,
2011). Bunlarla birlikte iridoviriislerde saflastirilmis viriis DNA’s1 hiicreye transfekte
edildiginde CIV ve FV3’te gosterildigi gibi enfeksiyon olusturamamaktadir; fakat virion
ile birlikte transfekte edilen saflastirilmis viris DNA’smin enfeksiyon olusturdugu
gosterilmistir (Willis vd., 1979; Willis ve Granoff, 1985; Cerutti vd., 1989; Nalcacioglu
vd., 2003).

Zarfsiz virion

Birinci agama viriis

Reseptor .
DNA replikasyonu

_endositoz ile hiicreye
b giris

e 1 .

. Ikinci agama, DN Agreplikasyonu:
Konkatamer olusuhu ve BRNA y

. metilasyonu

\

ikleus

o

. g Geg genlerin
mRNA sentezi

\

Konkatamerik
DNA

Viriis yapisal

proteinleri Tomurcuklanan

virion
Viriis ingaas1 bolgesi

Sekil 5. Frog viriis-3 DNA'sinin replikasyon modeli. Bu sekil ICTV’nin 9. Raporundan
alinmistir (Chinchar vd., 2002).
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1.2.3. Iridovirus Cinsi

Iridovirus cinsi, ICTV’nin en son 2012°de yapmis oldugu toplantida almis oldugu
kararlar dogrultusunda iki tiir ve heniiz siniflandirilmamis 11 tiirii kapsamaktadir (Tablo 3)
(Jankovich vd., 2012). Ancak son zamanlarda tiim genom dizi analizi yapilan tiirler ile bu

cinsin altinda kesin kabul edilen tiirlerin sayis1 artacaktir.

Tablo 3. Iridovirus cinsine ait turler

Viriis Kisaltma Konak Tiirii (Ordo)® izolasyon
Bolgesi

ICTYV tarafindan kabul edilen tiirler
Invertebrate iridescent virus 1 1v-1 Tipula paludosa (D) Ingiltere

(Tipula iridescent viriis, TIV)
Invertebrate iridescent virus 6 V-6 Chilo suppressalis (L) Japonya
(Chilo iridescent virtis, CIV)

ICTV tarafindan heniiz tiir olarak dogrulanmams fakat Iridoviriis cinsi ile iliskili olabilecegi

diisiiniilen tiirler

Anticarsia gemmatalis iridescent virus® AGIV Anticarsia gemmatalis (L) Amerika
Invertebrate iridescent virus 2° 1v-2 Sericesthis pruinosa (C) Avustralya
Invertebrate iridescent virus 9° 1v-9 Wiseana cervitana (L)° Yeni Zelanda
Invertebrate iridescent virus 16° 11V-16 Costelytra zealandica (C) Yeni Zelanda
Invertebrate iridescent virus 21° 1v-21 Helicoverpa armigera (L)" Malawi
Invertebrate iridescent virus 22° 1v-22 Simulium sp. (D) Ingiltere
Invertebrate iridescent virus 23" 1v-23 Heteronychus arator (C) Giiney Afrika
Invertebrate iridescent virus 24° 1Vv-24 Apis cerena (Hy) Kasmir
Invertebrate iridescent virus 29° 1v-29 Tenebrio molitor (C) Amerika
Invertebrate iridescent virus 30° 11V-30 Helicoverpa zea (L) Avustralya
Invertebrate iridescent virus 31° v-31 Armadillidium vulgare (Is)®*  Amerika

®Coleoptera (C), Diptera (D), Homoptera (H), Hymenoptera (Hy), Lepidoptera (L) ve karasal
izopodlar (Is) (Crustacea). "Muhtemel iiye. *Witlesia sabulosella (L) ve Opogonia sp. (C) simpatrik bocek
tiirlerinden de izole edilmistir. “Uganda’da Victoria Golii’'nde Lethocerus colombiae (H)’dan da izole
edilmistir, fakat kontamine olmus olabilir. *Porcellio dilatatus’tan ve muhtemelen karasal izopodlarin diger
bazi tiirlerinden de izole edilmistir.
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1.2.5.1. Chilo Iridescent Viriis (CIV)

Iridovirus cinsinin tip tiirii olan Chilo iridescent viriis (CIV), sistematik agidan
omurgasiz iridesent viriis tip-6 (Invertebrate Iridescent Virus Type-6, 11V-6) olarak
adlandirilmaktadir. CIV, lepidopter grubuna dahil olan kdk delici Chilo suppressalis
(piring sap kurdu) boceginden izole edilmistir (Fukaya ve Nasu, 1966). 1IV-6 onemli
zararli bocek tilirlerinde 6liimciil enfeksiyonlara neden oldugu i¢in, bu bocek iridoviriisii
potansiyel bir biyolojik kontrol ajani olarak degerlendirilmektedir (Henderson vd., 2001).
CIV’nin avantajlarindan biri, Anthonomus grandis (boll weevil) boceginden olusturulmus
hiicre kiiltiiriinde (BRL-AG-3A) (Sekil 6) kolayca biiyiitiiliip ¢cogaltilabilmesidir (D’Costa
vd., 2012). Bu hiicreler kullanilarak ilk rekombinant CIV yapimi gerceklestirilmistir
(Ozgen vd., 2014). Ayrica CIV Choristoneura fumiferana (IPRI-CF-124T) (D'Costa vd.,
2001; D'Costa vd., 2004), Drosophila melanogaster (Drosophila S2) (Bronkhorst vd.,
2012; Bronkhorst vd., 2014; Ince vd., 2014) ve Bombyx mori (SPC-BM-36) (Nalgacioglu
vd., 2003; Nalgacioglu vd., 2007) hiicre kiiltiirlerinde replike olabilmekte ve
calisilabilmektedir. Bunlarin yaninda CIV’nin Pierris rapae, Spodoptera frugiperda,
Heliothis virescens, Helicoverpa zea, Trichoplusia ni, Anticarsia gemmatalis, Aedes
aegypti, Plutella xylostella ve Aedes albopictus hiicre kiiltiirlerinde de replike olabildigi
tespit edilmistir (Constantino vd., 2001).
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Sekil 6. CIV ile enfekte BRL-AG-3A hiicrelerinin transmisyon
elektron mikroskobu ile elde edilen gorlintiileri. Hiicreler
0. (A), 48. (B), 72. (C, D, E) ve 96. (F) saatlerde
toplanmistir. A: virlis pargaciklarinin pinositoz ile
hiicreye girisi (0. saat), B ve C: ¢ok sayidaki viriis
parcaciklarinin gelisme asamalar1 (48. ve 72. saat), D:
viriis parcaciklarinin morfolojisi (72. saat), E: viriis
parcacigmin sitoplazmik membrandan tomurcuklanarak
ayrilmasi (72. saat), F: hiicre sitoplazmasinda iridoviriis
enfeksiyonu ile karakteristik virojenik stroma (VS) ve
¢ok sayida olgunlagmis virion (96. saat). Bar: A, D ve E
; 100 nm, B, C ve F; 200 nm (D’ Costa vd., 2012).

1.2.5.1.1. Virion Yapisi

CIV virionu yaklasik olarak 1850 A capinda, ikozahedral (20 eskenar iiggen yiiz)
goriinlimde olup, yapisinda genomu cevreleyen bir lipit tabaka ve onu da cevreleyen bir
protein ortli (kapsid) bulundurmaktadir. CIV virionlar: iki (kenarlara gore), iic (eskenar

yiizlere gore) ve bes (koselere gore) eksen boyunca katlandiginda benzer yapilar
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olusturmaktadir. (Jankovich vd., 2012). Her virion 12 pentasimetron (koselerde bulunan
besgenler) ve 20 trisimetrondan (eskenar {i¢ggen) olusan ikozahedral yapidadir
(Uggenlesme sayisi, T = 147, h=7, k=7) (Sekil 7). Trisimetronlarin (20 tane eskenar ii¢gen)
her birinde 55 kapsomer bulunur (toplam 55x20=1100 kapsomer). Bu kapsomerler
aralarinda 7,5 nm uzaklik olacak sekilde paketlenmistir. Iki trisimetron arasinda 60
derecelik bir a¢1 vardir. Bununla birlikte, virionun koselerinde bulunan pentasimetronlarin
(12 tane besgen) her birinde 30 kapsomer vardir (30x12=360). Bu sekilde her virionda
toplam 1460 (10x(T-1)) tane kapsomer bulunur. Bu kapsomerlerden herbiri altigen
seklindedir. Altigen sekle sahip olmalar1 sebebiyle bu kapsomerlere hekzavalent kapsomer
denir. Hekzavalent kapsomerler dis yiizeyde kovalent olmayan baglarla bir arada olan
trimerik Major kapsid protein (MCP) ve i¢ ylizeyde de disiilfit baglariyla bagl ikinci bir
trimerik MCP’den olusur (Yan vd., 2009).

Sekil 7. Chilo iridescent viriis’deki trimerik kapsomerlerin organizasyonu. A: CIV
kapsidi 20 trisimetron (biri acik ve digeri koyu mavi renkli) ve 12
pentasimetrona (pembe renkli) sahiptir. Ikozahedronun bir {iggen yiizeyi
yesil ¢izgi ile gosterilmistir. B: Bir asimetrik birim igerisindeki kapsomerler
arasi etkilesimlerin sematik olarak gosterilisi (Yan vd., 2009).

CIV virionlarinin 6zi, liflerle (fibrillerle) kapl ikozahedral bir ortii icinde 212,482
niikleotit ciftinden olusan, virion kiitlesinin %12’sini olusturan, lineer, ¢ift zincir
elektronca yogun bir niikleoprotein (DNA/protein) filamentinden olusur. Diger
Iridoviridae familyasina mensup viriisler ve T4 fajinda oldugu gibi (Myoviridae) CIV

genomu halkasal permutasyon 6zelligi gosterir (Schnitzler vd., 1987) ve genomun yaklasik
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%12’si terminal tekrarlardan olusur (Schnitzler vd., 1987). Genomda en az alt1 replikasyon
orijini tespit edilmistir (Sonntag vd., 1994). CIV virionlar1 LC-MS/MS (Liquid
chromatography—mass spectrometry) analizinde iki veya daha fazla peptidin varligina gére
46; tek peptidin varligina gore ise 54 yapisal proteinden olusur (Ince vd., 2010). 54 yapisal
proteinden 36’s1 diger iridoviriis ve askoviriislerdeki proteinlerle homoloji gdsterir. P50
(51,4 kDa, 467 amino asid, major kapsid proteini, MCP) toplam protein kiitlesinin yaklagik
yarisit (%40) kadardir. Diger yapisal proteinlerin lokalizasyonlari ve organizasyonlari

bilinmemektedir (Sekil 8).

Sekil 8. Chilo iridescent viriis’iin 3A ¢oziiniirliikte 3 boyutlu
goriintlisi. (a) CIV virionlart. CIV 6z bolgesi (dsDNA
genomu ve DNA baglanma proteinleri) kapsidi tamamen
doldurmamaktadir, (b) CIV’nin ikili simetri agisindan
goriliniisii, (c) Sekil b’de isaretli bolgenin kesiti, yaklasik
40A kalinhgmdaki i¢ lipid tabaka ve 6z bolge, (d) Sekil
b’de isaretli bolgenin biiyiitiilmiis hali. ince beyaz ¢izgi iki
trisimetronun birlestigi bolgeyi gosteriyor, siyah leke 2’°1i
simetrinin katlandig1 bolge (e) pentamerik kapsomerin
biiyiitilmis hali. Bu kompleks hekzavalent
kapsomerlerden daha biiylik olmasi, ortada bir boslugun
olmast ve fibrilinin olmamas: ile kolayca ayrilir. (f) Sekil
c’deki isaretli bolgenin biiyiitiilmiis hali, (g) Sekil file ayn
pentamerik kapsomer, ii¢ kapsomer ve kapsomerlerin
fibrilleri gizgilerle gosterilmis (YYan vd., 2009).

CIV virionlarmin %9’u lipittir (Kelly ve Vance, 1973). Virion 6zii fonksiyonu

bilinmeyen transmembran proteinler igeren bir lipid membran ile sarilidir. Viriise ait bu
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DNA 6zii ile kapsid arasinda bulunan i¢ lipid membran fosfatidilinositol ve digliseridlerce
zengindir ve konak hiicrenin lipid membranindan farkli bir bileseni vardir. Bu durum
CIV’nin kendi lipid membranini sentezledigini gosterir (Balange-Orange ve Devauchelle,
1982).

CIV virionlarinin yapisinda bulunan proteinler konak makromolekiiler sentezini
durdurmakta (Cerutti ve Devauchelle, 1980), viriise ait erken genlerin transaktivasyonunu
saglamaktadir (Nalgacioglu vd., 2003; Ince vd., 2013). Yapisal proteinlerden iridoptin adi
verilen bir proteinin, protein kinaz aktivitesine sahip oldugu ve apoptosize (Paul vd., 2007;
Chitnis vd., 2011) sebep oldugu bilinmektedir. iridoptinin konak makromolekiiler sentezini
inhibe ederek boceklerde toksisiteye sebep oldugu tespit edilmistir. Boylece ilk kez viriise
ait bir toksin geni tespit edilmis ve patenti alinmigtir (Bilimoria, 2009). Ayrica yapisal
proteinlerden bir kismi protein kinaz (Monnier ve Devauchelle, 1980), niikleotit
fosfohidrolaz (Monnier ve Devauchelle, 1976), RNA polimeraz (Kelly ve Tinsley, 1973)
gibi enzimatik aktivitelere sahiptir. Anthonomus grandis (pamuk kozalak kurdu) iizerine
yapilan caligsmalar sonucunda CIV yapisal proteinlerinin bocekte metamorfik degisimlere

ve Oliime sebep oldugu tespit edilmistir (Bilimoria, 2001).

1.2.5.1.2. Transkripsiyonel Regiilasyon

CIV’de gen ifadesi basamakli bir sekilde diizenlenmekte olup ifade edilen genler en
erken (a, IE), gecikmis erken (B, DE) ve ge¢ (y, L) olmak {izere 3 siifa ayrilmaktadir
(D'Costa vd., 2001; D'Costa vd., 2004). En erken ve gecikmis erken grubu genler DNA
sentezinden Once ifade edilirler. En erken grubu genler protein sentezine ihtiya¢ duymaz
iken, gecikmis erken grubu genler protein sentezine ihtiya¢ duyar. Geg¢ grubu genler ise
hem protein sentezine hem de DNA replikasyonuna ihtiya¢ duyar. Bugiine kadar yapilan
calismalarda CIV’de gen siniflarinin tespiti icin DNA sentez inhibitorii olarak 100 pg/ml
cytosine-1-p-D-arabinofuranoside (Ara-C) veya 5 pg/ml aphidicolin (APH); protein sentez
inhibitorii olarak ise 200 pg/ml cycloheximide (CHX) kullanilmaktadir. CIV genomunda
Northern blot hibridizasyon analizine gore tespit edilen 137 transkripten 37 tanesi en
erken, 34 tanesi gecikmis erken ve 65 tanesi geg¢ olarak karakterize edilmistir (D'Costa vd.,
2004). Kiitle spektroskopisinin (MS) kullanildigr proteomik analize gore ise, ifade edildigi
belirlenen 95 proteinden 37 tanesi virion proteinlerinden olusmaktadir. Bu virion

proteinlerinden 22 tanesi en erken, 8 tanesinin gecikmis erken ve 7 tanesinin ge¢ gen
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sinifina dahil oldugu tespit edilmistir (ince vd., 2014). 41 virion proteininin smifi RT-PCR
(geri transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu) yontemiyle tespit edilebilmis ve
bunlardan 23 tanesinin en erken, 8 tanesinin gecikmis erken ve 7 tanesinin ise ge¢ gen
sinifina dahil oldugu belirlenmistir (Ince vd., 2013). RT-PCR ile belirlenen 4 tane geg
genin (234R, 274L, 317L, 401R) MS ile erken gen smifina girmesi; yine RT-PCR ile
belirlenen erken genlerin (2681, 453R) MS ile ge¢ sinifa dahil olmas1 ve 8 tane geninde en
erken ve gecikmis erken olma durumlarinin MS ve RT-PCR’a gore farkliliklar gostermesi
gibi, bu iki calismada bazi tutarsizliklar goriinmektedir. Bu bulgular daha 6nce de
belirtildigi gibi (Ince vd., 2014) qRT-PCR (kantitatif geri transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu) ile teyit edilebilirler. Ayrica DNA polimeraz enzimini kodladigi diisiiniilen
037L (DE) ve major kapsid proteinini kodlayan 274L (L) proteinlerin transkripsiyonel ve
promotor analizi yapilmistir (Nalgacioglu vd., 2003; Nalgacioglu vd., 2007). Lusiferaz
deneyi ile yapilan ¢alismalarda CIV promotorlarinin aktif olabilmesi i¢in viral proteinlere
ihtiya¢ duyduklari, virion proteinleri yokken transfeksiyon yapildiginda promotorlarin aktif
olmadig1 gosterilmistir (Nalg¢acioglu vd., 2007).

CIV mRNA'lar1 poli A kuyruguna sahip degildir (Ince vd., 2013). Simdiye kadar
iridoviriislerde poli A kuyrugu sadece, TIV (Tipula iridescent viriis)'in iki adet
mRNA’sinda ve LCDV-1 virilisiiniin fonksiyonu bilinmeyen bazi genlerinde tespit
edilmistir. CIV ORF’lerinin asag1 bolgelerinde (3’-ucu) poliadenilasyon sinyali bulunmaz
(Ince vd., 2013). CIV mRNA’lar1 sapka tasir ve riboniikleotit rediiktaz (RNR) geninin bir
inteine sahip oldugu tespit edilmistir (Bigot vd., 2013).

1.2.5.1.3. Konak Cesitliligi ve Patolojisi

CIV’nin organizmalara enjeksiyon yolu ile inokiilasyonu sonucunda konak ¢esitliligi
arastirilmis ve 6 ordoya ait (Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Hemiptera ve
Orthoptera) 100'den fazla bocek tiirlinii enfekte ettigi tespit edilmistir (Mitsuhashi, 1967;
Hama, 1968; McLaughlin vd., 1972; Ohba, 1975; Ohba ve Aizawa, 1979; Henderson vd.,
2001). CIV sivrisineklerin 13 tiiriinii agiz yoluyla enfekte edebilmektedir ve sivrisineklerde
cogunlukla 6liimciil olmayan enfeksiyonlara sebep olmaktadir (Williams ve Thompson,
1995). Ayn1 zamanda CIV c¢ok sayida bocek olmayan eklem bacaklilar1 da enfekte
etmektedir (Ohba ve Aizawa, 1979).
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CIV Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera ve Hemiptera basta olmak tizere farkli
ordolara ait birgok bocek hiicre kiiltiirtinde in vitro olarak replike olmaktadir (Ohba 1975;
Monnier ve Devauchelle, 1976; Monnier ve Devauchelle, 1980; Constantino vd., 2001).
CIV’nin siirtingen hiicrelerinde de replike oldugu belirlenmistir (Mc. Intosh ve Kimura,
1974). Ostrinia nubilalis hemositlerinden gelistirilen hiicre kiltiirliinde CIV’nin replike
olamadig; fakat Ostrinia nubilalis larvalarin1 ¢ok kolay enfekte ettigi, yag hiicreleri ve
hemositleri de iceren bir¢cok farkli hiicre ve dokuda replike olduklar1 belirlenmistir
(Belloncik vd., 1988). Bu durum viriisiin in vivo ve in vitro’da farkli yollarla enfeksiyon
olusturdugunu gostermektedir (Martinez vd., 2003). CIV’nin oOlimcil olmayan
enfeksiyonu bocek populasyonlarinda ¢ok yaygindir ve bu enfeksiyon sekli enfekte olan
boceklerde yasam siiresini, viicut biiyiikliigiinii, lireme kapasitesini ¢ok ciddi bir olciide
diistirmektedir. Iridoviriislerin viriilansin1 belirleyen faktorlerle ilgili bilgiler ¢ok az
bilinmektedir; fakat 6liimciil olmayan enfeksiyonun viriisiin vertikal transmisyonuna izin
verdigi ve bocek popiilasyonu lizerinde dnemli bir etkiye sahip oldugu diistiniilmektedir

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

1.2.5.1.4. Rekombinant CIV Olusturulmasi ve Onemi

CIV, c¢ok sayida zararli bocek {lizerinde patojenite olusturabilmesi nedeni ile
biyopestisit olarak kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Ancak, CIV ile ilgili en 6nemli
olumsuzluk konagi o6ldiirme siirecinin yavas olmasindan dolay1r enfekte bdceklerin
Olimlerinin ge¢ olmasidir. Bu durum viriisiin biyopestisit olarak kullanilabilirligini
kisitlamaktadir. Bu gibi sorunlart ¢dzebilmek amaciyla farkli organizmalarin genlerini
ifade eden rekombinant viriislerin olusturuldugu calismalar mevcuttur. Ornegin, bdcek
virlislerinde patojenitenin arttirilmasina yonelik pek ¢ok ¢alisma bakiiloviriisler tizerinde
yapilmistir. Ancak biyolojik miicadele ajanit olarak kullanilabilme potansiyelindeki
Iridoviriislerde boyle bir ¢alisma mevcut degildir.

Literatiirde virlis genomuna disaridan yerlestirilen genler arasinda toksinler, peptid
hormonlar, enzimler ve trankskripsiyon faktorleri bulunmaktadir (Feng vd., 2001).
Viriislere yerlestirilen toksinler arasinda, bocek spesifik akrep norotoksinleri (AaZT, AalT,
LghlT2) (Maeda vd., 1991; McCutchen vd., 1991; Harrison ve Boning, 2000a), akar
neurotoksini (Txp-1) (Tomalski ve Miller, 1991), ve yaban aris1 toksini (Tomalski ve

Miller, 1993) bulunmaktadir. Bu toksinler genomuna yerlestirilerek olusturulan
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rekombinant viriislerde artmis insektisidal aktivite gézlenmistir. Virlis genomuna bir genin
klonlanabilmesi i¢in viriisiin genomunda mevcut olan genlerden birinin veya genomdan bir
bolgenin ¢ikarilmasi gerekmektedir. Bu konuda da CIV igin ¢esitli alternatifler mevcuttur.
Bu alternatiflerden bir tanesi viriis genomundaki muhtemel apoptosis inhibitor genlerinden
biri oldugu diisiintilen 157L agik okuma zinciridir (ORF). CIV genomunun analiz edildigi
makaleye gore bu ORF, bir bakiiloviriis olan Cydia pomonella graniiloviriisiin apoptosis
inhibitor genine %17’lik bir benzeligi nedeni ile potansiyel apoptosis inhibitor geni olarak
nitelendirilmistir. Ancak bu benzerlik ¢ok diisiik bir benzerliktir. Nitekim 157L ORF’si
apoptosis inhibitér genlerinin ihtiva etmeleri gereken BIR (Baculovirus inhibitor of
apoptosis repeats) domainini ihtiva etmemektedir. Daha oOnceden yapilmis olan bir
calismada 157L ORF’sinin apoptosis inhibisyon olaymnda rol almadigini da teyit
etmektedir (Ince vd. 2008).

1.3. Apoptosis

Programli hiicre o6liimii olarak da bilinen apoptosis, gelisim sirasinda, saglikli
organizmalarda goriilen normal hiicresel bir siirectir. Apoptosisin gelisim ve doku
homeostazisini saglamasinin yaninda hiicrenin savunma mekanizmasinda da (6rnegin;
antiviral savunma) onemli rol oynadigi belirlenmistir (Yunbo, 2008). Apoptosiz sinyali
alan bir hiicrede kromatin yogunlagsmaya baslar. Ayn sekilde sitoplazma da yogunlasir ve
hiicrenin boyutlar1 kiiciiliir. Bir siire sonra hiicre apoptotik cisimcikler olarak adlandirilan
parcalara boliiniir. Apoptotik cisimcikler; yiizeylerinde yeni sinyal verici yapilar1 ortaya
cikarir. Bu durum apoptotik cisimciklerin fagositozu i¢in bir uyaridir ve apoptotik
cisimcikler bu sinyalin uyarisi ile makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite
edilirler (Lipponen vd, 1994; Wyllie vd., 1980). Apoptosis esnasinda meydana gelen,
niikleusun yogunlasmasi, hiicrenin parcalanmasi, apoptotik yapilarin olusmasi ve gevre
hiicreler tarafindan bu yapilarin yutulmasi gibi degisiklikler (Sekil 9), bu tiir hiicre
Oliimiiniin sik1 bir programin kontrolii altinda oldugunu gostermektedir. Bu program,
normal hiicre sayisim1 ve kompozisyonunu devam ettirmek i¢in hem embriyo hem de

yetiskin yasami boyunca biiyiik bir 6nem tagimaktadir.
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Hiicrede apoptosis Tomurcuklanmanin
baslangici meydana gelmesi

Tomurcuklanma

Sitoplazmanin
pargalanmasi ve
apoptotik yapilar

Fagositoz

Sekil 9.  Apoptotik hiicrelerde gozlemlenen morfolojik degisimlerin sematize
edilmis hali (URL-2).

Apoptozis Onceden hazir olan hiicrelerde primer baslatilabilir ya da bir uyaran
sonucu sekonder olarak geligir. Hiicre dis1 uyaranlar arasinda; timor nekroz faktorii (TNF),
koloni uyarici1 faktorler (CSF), noron biiyiime faktorii (NGF), insiilin benzeri biiyliime
faktoriic (IGF) (Giirbilek vd., 2004) IL-2 gibi maddelerin ortamda azalmasi,
glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, cesitli antijenler 6nemli yere sahiptir. Otoimmun
hastalik gelisiminde rolii oldugu belirtilen Fas/FasL (Bender vd., 2005) sFas proteinleri,
viriisler de (HIV gp120 proteini, influenza virlisii TNF reseptorii tizerinden; adenoviriis
hiicre genetik yapisin1 bozarak) hiicreyi apoptozise gotiirmektedir (Erdogan, 2003).
Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir (Tablo 4)

(Oktem, 2001).
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Tablo 4. Apoptozis ve Genler

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indiikleyen genler

*Bcl-2 grubundan; BHRL-1, bel-xI, bel-w, bfl-1, brag-1, | <Bcl-2 grubundan; Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, bid,

mcl-1, Al bik, Hrk 1

«c-abl geni sc-myc

sras onkogeni *p53, p21

+¢cOzilinebilir fas « fas (CD95/APO1) FADD/MORT, RIP, FAST

*p35 » interlokin dondistiiriicii enzim benzeri proteinler
(ICE)

*A20 * LOH (MTS1/CDK41)

1.3.1. Apoptosis Inhibitor Genleri

Virlis enfeksiyonlarinda savunma mekanizmast olarak, virlis replikasyonunu
engellemek amaciyla konagin apoptozise gittigi bilinen bir durumdur. Ancak bazi
viriislerde hiicrenin apoptozise gitmesini engelleyecek genler bulunmaktadir. Ornegin
Bakuloviriisler viral enfeksiyonla indiiklenen apoptosisi inhibe edebilecek iki anti-
apoptotik gene sahiptirler. Bu iki gen p35 ve iap (inhibitor of apoptosis) isimleri ile
bildirilmistir (Miller, 1997). Autographa calfornica multicapsid nucleopolyhedrovirus
(ACMNPV) p35 proteininin ekspresyonu Drosophila’da (Hay vd., 1995) nematodlarda
(Sugimoto vd., 1994) ve memelilerde (Martinou vd., 1995) hiicre 6limiinii engellemistir.
P35 proteini kaspazlarin aktivitesini inhibe ederek apoptosisi bloke eder. Kaspazlar
apoptosis siirecinin merkezinde rol alan sistein proteazlardir. p35 kaspazin bir substrati
(Zhou vd., 1998) olarak hareket eder ve kaspazlart Asp®’ 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 i¢ arasinda baculovirus IAP tekrar (BIR; baculovirus IAP repeat) motiflerini
bulundurmalarina gore gruplandirilmiglardir. Bazi IAP’lar ayrica C-terminallerinde RING
finger domaini bulundururlar (Schimmer, 2004). BIR motifleri yaklasik olarak 70
aminoasitten olusmakta ve karakteristik olarak CX2CX16HX6C dizisini icermektedirler.
Filogenetik olarak BIR motifleri BIR1, BIR2 ve BIR3 seklinde {i¢ alt sinifa ayrilir. IAP

ailesi tiyelerinin molekiiler yapist Sekil 10°de gosterilmektedir.
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Baculovirus
cplAP —BIR - —'Blﬂ R ——RING—275
OpIAP. = BIR = BIR =———RING ——/
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Sekil 10. Apoptosis  inhibitor protein (IAP) ailesi
tiyelerinin molekiiler yapis1 (Wei vd., 2008).

IAP ailesi proteinlerinin anti-apoptotik fonksiyon gdsterebilmeleri icin BIR
domainine ihtiyag duymalarina ragmen, BIR domaini igeren tiim proteinler anti-apoptotik
fonksiyona sahip degildirler. Tiim IAP’lar oldukga yiiksek derecede korunmus dizilere
sahiptirler. Bakuloviriis IAP’lar1 ile bocek IAP’lar1 arasindaki yakin iligki, bakuloviriis
[IAP’larinin  konak hiicrelerinden gen transferi ile kazanilmis olabilecegini akla
getirmektedir. Hatta baz1 bakuloviral IAP’lar memeli hiicrelerini de baskilayabilirler

(Huang vd., 2000).

1.4. Tezin Amaci

Biyolojik miicadelede zararli boceklere karsi kullanilan mikrobiyal insektisitlerin bir
grubunu bocek viriisleri olusturmaktadir. Chilo iridescent viriis (CIV) ziraatte zararli bazi
bocekleri enfekte etmektedir. CIV bu zararlilarin kontroliinde kullanilma potansiyeline
sahip oldugu i¢in mikrobiyal patojen olarak ekonomik ve ekolojik O6neme sahiptir.
Gilintimiizde gelisen teknoloji sayesinde mikrobiyal patojenleri molekiiler seviyelerde
inceleme ve hedefe yonelik sekillerde diizenleme imkanlari mevcuttur. Ornegin viriis
genomunda ki bir genin fonksiyonunun arastirilmast i¢in hedef geni ihtiva etmeyen

rekombinant bir virus olusturulabilir. S6zkonusu genin viriisiin hayat dongiisiinde 6nemli
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bir roliiniin olmadig1 belirlenirse dahada ileriye gidilerek bu genin yerine viriis genomuna
viriilans1 artirici yabanci bir gen yerlestirilebilir. Nitekim bu tez ¢alismasinda da CIV
genomundaki bir okuma zincirinin (ORF157L) yerine bir isaret geni yerlestirilerek

rekombinant viriis olusturulup fonksiyonel analizi yapilmistir.

CIV genomundaki ORF157L muhtemel apoptosis inhibitér geni biyoinformatik
analizlere gore (Jakob vd., 2001) potansiyel bir apoptosis inhibitér proteini (IAP)’ni
kodlamaktadir. Ancak 157L geni fonksiyonel olabilmesi igin gerekli olan BIR domainini
tasimamaktadir. Bu durum yine CIV genomunda bulunan ve BIR domaini tasiyan 193R
apoptosis inhibitér geninin tersine 157L’nin apoptosisin inhibe edilmesinde aktif rol
almadigimi  diigtiindirmiistiir (Ince vd., 2008). Bu sebeple 157L gen lokusu, CIV
genomundan silinerek yerine bir baska genin konulabilecegi ideal bir bolge olarak
goriilmiistiir. Ancak bu durumun deneysel olarak teyit edilmesi gerekmektedir. Dolayisi
ile bu tez galigmasinda CIV genomundaki 157L gen bélgesi viral genomdan homolog
rekombinasyon ile silinerek ¢ikartilmis ve yerine yine CIV genomunda yer alan major
kapsid proteinini geninin (274L) promotoru altina klonlanmis yesil floresan proteini geni
(ofp) yerlestirilmistir. Olusturulan rekombinant CIV, BRL-AG-3A hiicrelerinde

saflastirilmis ve karakterizasyonu yapilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Hiicrelerin ve Viriisiin Temini

Chilo iridescent viriis (CIV; insect iridescent virus type-6) Dr. C. Joel Funk’tan
(USDA-ARS Western Cotton Research Laboratory, Phoenix, Arizona) temin edildi (1999).
Uzun yillardan beri laboratuvarimizda ¢alisilmaktadir.

Chilo iridescent viriisii ¢alismak i¢in hiicre kiiltiirii olarak, Anthonomus grandis 'den
tiretilmis BRL-AG-3A hiicre susu kullanildi. Bu hiicreler 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.
Hiicreler 28°C’ye ayarlanmis etiivde %10 Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma, Kat No: F-
0643) katkili1 Hink’in TNM-FH besiyerinde 6zel hiicre kiiltiirii kaplar1 (Corning) igerisinde
biiyiitiildi (Hink, 1970). Her 4 giinde bir 1:5 oraninda altkiiltiiri yapilda.

2.2. Viriisiin Larvada ve Hiicre Kiiltiiriinde Cogaltilmasi ve Saflastirilmasi

Calismanin baglangicinda virlisiin  ¢ogaltilmas: i¢in Galleria mellonella (biiyiik
balmumu giivesi) larvalari kullanildi. Larvalar viriisle, 30 G1/2 igne kalinligina sahip
enjektor ile enjeksiyon yoluyla enfekte edildi. Enfekte edilen larvalar 27 °C’de 3 hafta
boyunca inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda enfeksiyonun gelistigi larvalar —20 °C’de
muhafaza edildi.

Viriisiin saflastirilmasi1 Marina ve arkadaglarinin (1999) gelistirdikleri metoda gore
gerceklestirildi. Donmus 1 adet larva 1 ml steril ddH,O’da homojen hale getirildi.
Homojenat, viriisiin saflagtirilmasi esnasinda sirastyla 490 xg, 960 xg ve 1.250 xg’de 10’ar
dk (dakika) santrifiij edilerek doku pargalarindan ve kaba partikiillerden arindirildi.
Ardindan 15.300 xg’de santrifiij edilerek viriis ¢okelti haline getirildi. Cokelti 500 pl steril
ddH,0O"da ¢oziildii ve %30’luk sukroz ¢ozeltisi iizerine birakilarak 15.300 xg’de 30 dk
santrifiij edildi. Olusan ¢okelti 1 kez yikand1 ve 1 ml steril ddH,O’da ¢6ziildii. Bu sekilde
saflastirilan viriis 0,45 pum’lik filtreden siiziilerek steril tiiplerde toplandi ve +4 °C’de

muhafaza edildi.
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Viriis konsantrasyonunun tayini spektrofotometrik olarak gergeklestirildi. 260 nm de
1 absorbans degeri 55 pg/ml olarak kabul edildi (D’Costa vd., 2001).

Viriisiin hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilmast iglemi igin konak olarak BRL-AG-3A hiicre
Kiiltiirii kullamldi. ik olarak hiicreler ard arda sekiz pasaj boyunca yaban tip viriis ile
enfekte edildi ve enfeksiyon verimliligi takip edildi. Ardindan sekizinci pasajda toplanan
viriisler ile hiicreler biyiik 6lgekli hiicre kiiltirii kaplarinda (75 cm®lik flasklar) enfekte
edildi. Enfekte edilmis hiicreler, 28 °C’de enfeksiyon belirtileri goézleninceye kadar
bekletildi. Bu siire sonunda hiicrelerin tizerindeki besiyeri alinarak 2500 xg’de 15 dk
santrifiij edildi. Bu sekilde besiyeride bulunan hiicreler ¢okertildi. Konsantre viriis stoku

hazirlamak i¢in siipernatant ~20000 xg’de 30 dk santrifiij edildi.

2.3. Viriis Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Viriisiin konsantrasyonu Tissue Culture Infectious Dose (TCIDspg) metoduna gore
belirlendi. Bunun i¢in 60 gozli hiicre kiltiirii kaplari (Terasaki kaplari; Corning)
kullanildi. 10 adet mikrosantrifiij tiipii, 1’den 10’a kadar numaralandirildi ve bunlara
100’er pl besiyeri birakildi. Viriis, 9. tiipe kadar biiyiime besiyerisi i¢erisinde 1/10 oraninda
seyreltildi. 10. tiip, kontrol olarak kullanild: ve buna viriis eklenmedi. 1,5-2 x 10° hiicre/ml
olarak siispansiyon haline getirilen BRL-AG-3A hiicrelerinden, 10 tiiptin her birine 90 pl
(mikrolitre) eklendi ve karistirildi. Yeni pipet ucu kullanarak, Terasaki kabinin her satirina
(A’dan F’ye dogru) aym konsantrasyonda olacak sekilde, 10 ul hiicre-viriis karisgtmindan
eklendi. Viriissiiz kuyudan (10. tiip) baslayarak, en yogun viriis stispansiyonun oldugu
kuyuya (1. tip) dogru bir sira takip edildi. Terasaki kabinin kapagi kapatilarak, islatilmis
pecetelerle birlikte bir kutuya yerlestirildi ve 28 °C’lik etiivde inkiibasyona birakildi.
Enfeksiyon belirtileri netlesinceye kadar inkiibe edildi. TCIDso deneyinin sonuglari, her bir
gozdeki enfekte olmus tek bir hiicrenin dahi olup olmamasina goére her kuyuya + (arti)
veya — (eksi) deger verilerek kayit edildi. Viriis konsantrasyonu, asagidaki TCIDs formiilii
ve elde edilen degerler kullanilarak hesaplandi. Her bir viriis i¢in deneyler 3 kez tekrar
edildi ve kontrol olarak enfekte edilmemis BRL-AG-3A hiicreleri kullanild1 (D’Costa vd.,
2012).

Titer (pfu/ml)=10(a+x) x 100/ml
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n = enfeksiyon degerinin %50 veya %50°den biiyiik oldugu en yiiksek seyreltme,
a=logn,

b = n. seyreltigin % degeri,

¢ = n. degerin altindaki % degeri,

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

2.4. Biyoinformatik Analiz

CIV’de apoptosis inhibitor (IAP) genlerinin varligi tiim genomun dizin analizi
yapilmasi ile belirlenmistir (Jakob vd., 2001). Buna gore 157L (152 aminoasit), 193R (208
amino asit) ve 332L (234 amino asit) CIV genomundaki muhtemel ii¢ apoptosis inhibitér
gen olarak belirtilmistir. Caligmamizda 157L kodlu genin aminoasit siras1 GenBank veri
tabanindan temin edilmis ve Conserved Domain Search Service (CD Search)/ncbi

programi kullanilarak 157L geni biyoinformatik olarak incelenmistir.

2.5. Transkripsiyonel Analiz

2.5.1. Toplam RNA izolasyonu

CIV’ye ait muhtemel apoptosis inhibitor geninin (ORF157L) BRL-AG-3A
hiicrelerindeki transkriptinin varligini belirlemek i¢in CIV ile enfekte olmus hiicrelerden
enfeksiyondan sonra 24. saatte Trizol (Ambion) kullanarak firma tarafindan tavsiye edilen
yonteme gore RNA izolasyonu yapildi. Bunun i¢in BRL-AG-3A hiicreleri daha once
belirtildigi sekilde 6 gozli hiicre kiiltiirii kaplarinda CIV ile enfekte edildi. RNA
izolasyonu i¢in enfeksiyondan 24 saat sonra hiicrelerin lizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve
her géze 1 ml Trizol ilave edildi. Trizol pipetlenerek hiicrelerin tabandan kopmasi ve
parcalanmasi saglandi. Ornekler 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra iizerlerine 0,2
ml kloroform ilave edildi. Nazikce alt {ist edildi ve oda sicakliginda 10 dk bekletildi.
Karisim 12.000 xg’de, 4 °C’de 15 dk santrifiij edildi. Ust faz yeni bir tiipe transfer edilerek
tizerine 0,5 ml izopropanol ilave edildi ve yine nazikge alt {ist edildi. Oda sicakliginda 5-10
dk bekletildikten sonra 12.000 xg’de 4 °C’de 10 dk santrifiij yapildi. Sivi kisim
uzaklastirildi ve ¢okelti 1 ml %70’lik etanol ilave edilerek yikandi. 7.500 xg’de 4 °C’de 5
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dk santrifiij edildi. Elde edilen RNA ¢okeltisi havada 10-15 dk kurutulduktan sonra RNaz
ihtiva etmeyen 30 pl ddH,O’da ¢éziilerek —20 °C’de muhafaza edildi. izole edilen RNA —
80 °C’de kullanilincaya kadar saklandi.

RNA konsantrasyonunun tayini spektrofotometrede 260 nm’de gergeklestirildi. 260
nm’de ki 1 {inite absorbans degeri 40 png/ml RNAya karsilik gelmektedir.

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

Izole edilen RNA Tablo 5’de belirtilen &zel primerler (P9/P10) kullanilarak geri
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizine tabi tutuldu. Bunun igin,
CIV BRL-AG-3A hiicrelerinden izole edilen RNA'lardan 2’ser pg tiiplere birakildi.
Bunlarin tizerine 10 iinite superscript III revers transkriptaz, 10 {inite RNAsin ve 12,5 uM
(mikromolar) iap i¢in 6zel primerlerin her ikisindende konuldu. Reaksiyon 20 ul’lik hacim
icinde 37 °C’de 1 saat bekletilerek gerceklestirildi. Bu sekilde elde edilen cDNAlarin
2’ser ul’si 6zel “geri” ve “ileri” primerler (CIV157L trFw, CIV157L trRv) kullanilarak
PCR’da ¢ogaltildi. PCR iiriinleri %1’lik agaroz jelde elektroforez edildi. Ayrica kontrol
olarak BRL-AG-3A hiicrelerinden izole edilen toplam RNA kullanildi.

2.6. Rekombinant Viriis Olusturulmasa

Biyoinformatik analizlere ve daha 6nce yapilmis ¢alismalara dayanarak apoptosis
inhibisyon olayinda rol almadigini diisiindiiglimiiz ORF157L geninin viriis genomundan
homolog rekombinasyon ile ¢ikarilmasi islemi, bir isaret geni olan yesil floresan proteini
geni (gfp; green flourescent protein) ile yerlerinin degistirilmesi seklinde gerceklestirildi.
Bunun i¢in, ilk olarak ORF157L geninin aski bolgelerini igeren bir ara vektor olusturuldu.
Olusturulan bu ara vektordeki aski bolgelerinin arasina yine CIV’ye ait major kapsid
proteini geninin (mcp) promotoru altinda ifade edilecek gfp geni yerlestirilerek, hedef
transfer vektorii olusturuldu. Ikinci olarak, BRL-AG-3A hiicrelerine yaban tip viriisiin
enfeksiyonu ve ardindan transfer vektoriin transfeksiyonu gerceklestirildi. Boylece hiicre

icerisinde homolog rekombinasyonun gerceklesmesi ve rekombinant viriisiin olusmasi igin



29

gerekli ortam saglanmis oldu. Olusan rekombinant viriis seri plak deneyleri ile segilip

saflastirildi, PCR ile dogrulandi ve dizin analizi yapildi.

2.6.1. Transfer Vektoriiniin Hazirlanmasi

Muhtemel apoptosis genini kodlayan CIV157L geninin bas kismindan 626 ve son
kismindan 611 bp (baz ¢ifti) DNA fragmentleri aski bolgeleri olarak belirlendi. Bu
bolgeleri CIV genomundan PCR ile ¢ogaltmak i¢in P1/P2, P3/P4 primerleri tasarlandi.
CIV’e ait mcp promotoru dizisi ile birlikte baslangi¢ kodonundan itibaren mcp ORF’sine
ait 18 bp’i ¢ogaltmak i¢in P5/P6 ve gfp genini bulundugu pDU20gfp transfer vektoriinden
cogaltmak i¢in ise gfp gen dizisinin ileri primerinde baslangi¢c kodonu harig olacak sekilde
P7/P8 primerleri dizayn edildi. Primerlere, tiretilecek PCR iiriinlerinin pBlueScript SK(-)

vektoriine klonlanmasina imkan saglayan uygun enzim kesme bolgeleri eklendi (Tablo 5).

Tablo 5. Calismada kullanilan primerler®

No. Primer ad1 Primer dizisi (5°-3°)

P1 CIV 157L Ups Fw ATGCGGCCGCGCTGGATTTGATTCATCTGG (Notl)

P2 CIV 157L Ups Rv CGGAATTCTGTAGATACAATGATTAAATTTG (EcoRl)

P3 CIV 157L Dwn Fw CCCAAGCTTATATTCCTATTAAAAAGTTGTG (Hindlll)

P4 CIV 157L Dwn Rv CCGCTCGAGGGAGAGATACATAATGGAAC (Xhol)

P5 CIV MCP Prom Fw CGGAATTCCAATACATAACAATCTTTCATTAT (EcoRI)

P6 CIV MCP -GFP Rv CAGCCCGGGGGATCCGTTGACGAAGAAATAGACATCTTTG
P7 CIV MCP -GFP Fw CAAAGATGTCTATTTCTTCGTCAACGGATCCCCCGGGCTG
P8 GFP Rv CCCAAGCTTTCACTTGTACAGCTCGTCC (HindlIl)

P9 CIV157L trFw CCGCAATTAACTTTGATTTTAAA

P10 CIV157L trRv GGGCATGTATTTAATCTATTGAA

® Enzim kesim bolgeleri alti ¢izili olarak belirtilmis ve primerin sonunda parantez
icerisinde ad1 yazilmistir

2.6.1.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Hazirlanan primerler kullanilarak, oncelikle CIV157L’nin bas ve son kismindan

belirlenen 626 ve 611 bp’den olusan diziler P1/P2, P3/P4 primerleri kullanilarak yaban tip
CIV DNA’sindan PCR ile ¢ogaltildi. Ardindan 5' UTR bolgesinde yiiksek aktivite gdsteren
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mcp promotor bolgesi ve baslangi¢ kodonu dahil mcp ORF gen bolgesinden 18 bp igeren
toplam 297 bp’den olusan dizi P5/P6 primerleri kullanilarak yaban tip CIV DNA’sindan
PCR ile ¢ogaltildi. Daha sonra gfp geni baslangi¢ kodonu hari¢ olacak sekilde pDU20gfp
transfer vektoriinden P7/P8 primerleri kullanilarak PCR yontemiyle ¢ogaltildi. Sonrasinda
mcp promotoru ve kismi ORF’sinden olusan 297 bp’lik dizi ile baslangi¢ kodonu hari¢ 735
bp’lik gfp gen dizisi P5/P8 primerleri kullanilarak toplamda 1032 bp DNA dizisi olacak
sekilde flizyon PCR yapildi. Fiizyon PCR yapilirken bir 6nceki ciimlede bahsettigimiz 279
ve 735 bp’lik DNA dizilerine ait her iki kalip ayn1 PCR tiiptine 10 ng/ul olacak sekilde
konuldu ve reaksiyon karisimi hazirlandi.

PCR islemi i¢in, 3°’—5’ ekzoniikleaz (hatalar1 dogrulama) aktivitesine sahip Phusion
DNA polimeraz enzimi (FINNZYMES, Kat No: F-530S) kullanildi. PCR reaksiyon
karisimi ve PCR kosullart Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. PCR reaksiyon karisimi ve PCR kosullar

PCR Karisim PCR Kosullari

DNA 1 ul (10 ng) 98 °C’de 30"

[leri primer 1.5 pl (ImM) 98 °C’de 10"

Geri primer 1.5 ul (ImM) 55 °C’de 30" 35 dongii
dNTP 1.5 pl (10 mM) 72 °C’de Fragmente spesifik

MgCl, 0.5 ul (50 mM) 72 °C’de 10’

5X HF buffer 10 ul 4 °C’de 00

dH,0 335 ul

Fusion enzim 0.5l

PCR iiriinleri, %1°’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve jel goriintiileme sistemi (Gel Logic;
Kodak) ile goriintiilendi. Istenilen biiyiikliikteki bantlar jelden kesilip, Nucleospin Extract
DNA Purification (Macherey-Nagel, Kat No: 11457) kiti ve bu kitte belirtilen prosediir
kullanilarak jelden temizlendi. Temizlenen DNA’larin konsantrasyonlari nanodrop
(Thermo) kullanilarak &lgiildi. Jelden temizlenmis ve konsantrasyonu belirlenmis DNA
fragmentlerinin pJET 1.2/blunt (Fermentas, Kat No: K1232 ) klonlama vektdriine her bir
farkli uzunluktaki DNA fragmenti igin, ‘ligasyon hesaplama motoru’’> kullanilarak

ligasyonu gerceklestirildi (Tablo 7).
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Tablo 7. Ligasyon Reaksiyon Karisimi

Ligasyon Bilegenleri Miktar

2x reaksiyon tamponu 10 pl

PCR f{iriinii X pl (PCR {iriiniiniin uzunluguna 6zel)
pJET1.2/blunt klonlama vektorii 1 pl (50 ng)

ddH,0 ...-8ul

T4 DNA ligaz 1l

Toplam hacim 20 ul

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan ligasyon reaksiyon karigimlart 15 dk oda

sicakliginda bekletilerek bakteri hiicrelerine transformasyona hazir hale getirildiler.

2.6.1.2. Elektrokompotent Bakteri Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Petriye ekilmis E. coli DH10p hiicrelerinden tek bir koloni alinip NaCl ihtiva
etmeyen Luria Bertani (LB) Broth besiyerine agilandi ve 37 °C’de gece boyunca
biiyiitiildi. Bu taze kiiltiirden 1000 ml LB Broth besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi.
Hiicreler 37 °C’de yogunluklar1 600 nm dalga boyunda 0,6-0,9 olacak sekilde biiyiitiildii.
Bakteri konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca, hiicreler 30 dk buz iizerinde
bekletildi. Ardindan 4 °C’de 4.000 xg hizinda 15 dk santrifiij edildi. Siv1 kisim dokiildii ve
cokelti iki kez soguk su ile yikanarak ayni hiz ve zamanda santrifiij edildi. Cokelti %10’ luk
soguk gliserolde ¢oziildii ve 4.000 rpm’de 4 °C *de 15 dK santrifiij edildi. Tekrar tist kisim
dokiildii ve ¢okelti az miktarda %10’luk gliserol i¢inde siispansiyon haline getirildi. Elde
edilen kompotent hiicreler mikrosantrifiij tiiplerine boliindii (50 pl’lik hacimlerde) ve —80

°C’de sakland.
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2.6.1.3. Elektrotransformasyon

PCR iirtinlerinin pJET 1.2/blunt klonlama vektoriine ligasyonu sonucu olusturulan
plazmidlerin hiicreye aktarilmasi igin elektrokompotent E. coli DH10p hiicreleri kullanildi.
Yukaridaki isleme gore hazirlanan elektrokompotent E. coli DHI10B hiicrelerinin
bulundugu tiipler alinarak buza yerlestirildi elektrokompotent hiicrelerin iizerine 1-3 pl
ligasyon f{irtinii birakildi. Tiipler iyice kanistirildi ve tekrar 1 dk buzda bekletildi.
Tiiplerdeki karisimlar, elektroporasyon kiivetlerine aktarildi ve elektroporasyon cihazi
(BioRad Micro Pulser)’'nin elektriksel tetik kismina yerlestirilerek elektrik uygulandi.
Kiivetler cihazdan alinarak iglerine 1 ml LB besiyeri eklendi ve karistirildi. Daha sonra
tiim karisim steril bir cam tiipe birakilarak 37 °C’de 200 rpm’de 1 saat boyunca biiylimeye
birakildi. Inkiibasyondan sonra biiyiiyen kiiltiirler ependorf tiiplere aktarilarak 6000 xg’de
3 dk santrifiij yapildi. Ependorfta 100 ul kalacak sekilde siipernatant dokiildii ve kalan
siipernatant i¢cinde pellet ¢oziildiikten sonra 100 pg/ml ampisilin igeren LB agar petrilerine
yayildi. Gece boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda igerisine

plazmid alan hiicrelerin koloni olusturmasindan yararlanilarak klonlar segildi.

2.6.1.4. Plazmid DNA izolasyonu ve Klonlarin Secimi

Plazmid DNA’larmni izole etmek i¢in 100 pg/ml ampisilin iceren LB besiyerine ekim
yapildi ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. Plazmid DNA’larinin izolasyonu
icin hizli miniprep metodu kullanildi. Bunun igin gece kiiltirleri 14.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edilerek c¢oktiiriildi. Hiicrelerin ilizerindeki siipernatant geride 50 pl kalacak
sekilde dokiildii ve ¢okelti kalan siipernatant icinde vortekslenerek ¢oziildii. Uzerine 300 pl
TENS tamponu (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0,1 mM EDTA, 0,1 N NaOH, % 0,5 SDS) ilave
edilerek karigtirildi. Bunu takiben tizerine 150 pl 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ilave edildi
ve tekrar 5-6 kez alt iist edilerek karistirildi. 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.
Siipernatant temiz tiipe alind1 ve tizerine 900 pl %100°lik etanol ilave edilerek 14.000
rpm’de 2 dk santrifiij yapildi. Cokelti %70’lik etanol ile yikand1 ve kurumaya birakildi.
Kuruyan ¢okelti 50 pl ddH,O’da ¢oziildii.
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Izolasyonu gerceklestirilen rekombinant plazmidlerin CIV157L’nin bas bdlgesini,
son bolgesini ve major kapsid proteini promotoru ile gfp geninin fiizyon edildigi DNA
bolgesini icerip igermedikleri restriksiyon analizi ile kontrol edilerek dogrulandi.

Restriksiyon analizi i¢in rekombinant plazmidler hazirlanan primerlerin uglarindaki
restriksiyon tanima bdlgelerine uygun restriksiyon enzimleri ile muamele edildiler.

Restriksiyon enzimi ile gergeklestirilen bir kesim reaksiyonu Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
Plazmid 7 ul
10x restriksiyon enzimi reaksiyon tamponu 4 ul
Restriksiyon enzimi 1l
ddH,0 28 pl
Toplam hacim 40 pl

Tablo 8’de belirtildigi gibi hazirlanan reaksiyon karigimlar: 37 °C’de 2 saat inkiibe
edildi. Ardindan reaksiyon karisimlart %1’lik agaroz jelde elektroforez yapildi ve jel
goriintlileme sistemi ile goriintiilendi. Klonlanan DNA fragmentlerini igeren klonlar
belirlendi. Jelde goriintiilenen DNA bantlarinin dogrulugunun dizin analizi ilede teyit
edilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in klonlanan DNA fragmanimi igerdigi belirlenen
klonlardan 2 tanesinden 5 ml ampisilinli LB besiyerine ekim yapild1 ve 37 °C’de 200
rpm’de gece boyu inkiibe edildi. 14-16 saatlik biiylime sonucu elde edilen kiiltiirler, 14.000
rpm’de 2 dk boyunca ¢oktiirtildiikten sonra “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System” (Promega, Kat No: A1360 USA) kiti kullanilarak plazmid DNA izolasyonu
yapildi. Plazmit DNA konsantrasyonlart nanodropda olciilerek belirlendi. Tim
DNA’lardan 20 ul’lik hacim iginde 200 ng/ul konsantrasyonlarinda hazirlandi. Uzerleri
dikkatli bir sekilde etiketlenerek Macrogen Firmasina (Hollanda) DNA bazlariin otomatik

analiz edilmesi i¢in gonderildi. Dizi analizi i¢cin pJET 1.2 ileri ve geri primerleri kullanildi.
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2.6.1.5. Transfer Vektoriinii Olusturacak DNA Fragmentlerinin Birlestirilmesi

pJET 1.2 kiit u¢ klonlama vektoriinde CIVIS7L ORF’sinin 611 bp’lik asagi kismini
ihtiva eden plazmid (pJd1), ¢ogaltilan primerlerdeki kesme bdlgeleri (Hindlll ve Xhol)
kullanilarak kesildi. Ayn1 anda pBlueScript SK (-) vektorii de ayni enzimler ile kesildi.
Kesim reaksiyonlar1 daha once belirtildigi sekilde gergeklestirildi. Kesim reaksiyonu
sonucunda her bir tiip igerigi %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii. Kesim soncu olusan DNA
bantlar1 jelden kesilip mikrosantrifiij tiipiine alindi. Uriiniin jelden temizlenmesi, DNA
temizleme kiti (Nucleospin, Kat No: 11457) ve bu kitte bulunan yontem kullanilarak
gerceklestirildi. Jelden temizlenen DNA fragmentlerinin miktari nanodropta belirlendi ve
ligasyon reaksiyonu ligasyon hesaplama motoru kullanilarak olusturuldu. Karisim 16
°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Ligasyon reaksiyonu E. coli DH10B elektrokompotent
hiicrelerine transform edildi. Inkiibasyon sonucunda olusan beyaz kolonilerden gece
kiiltiirleri hazirlandi. Plazmid DNA’larinin izolasyonu ig¢in, hizli miniprep metodu
kullanildi. Izole edilen plazmid DNA’larm CIV157L geninin asagi bdlgesini igerip
icermedigini tespit etmek igin, bu plazmid DNA’lar1 yine Hindlll ve Xhol restriksiyon
enzimleri ile muamele edilerek DNA fragmentinin iglerindeki varligi arastirildi. Kesim
sonucu yaklasik 611 bp biyiikliglindeki DNA fragmentlerini igeren klonlar belirlendi.
Bunlardan bir tanesi pBS-D1 olarak isimlendirildi ve takip eden agsamada CIV157L’nin
yukar1 kismina ait DNA fragmentini klonlamak i¢in kullanildu.

CIV157L nin yukari kismina ait DNA fragmentini iceren pBS-D1 ve pJET 1.2 blunt
klonlama vektoriinde CIV157L ORF’sinin 626 bp’lik yukarit kismini ihtiva eden plazmid
(pJu3), primerlerdeki enzimler (Notl ve EcoRIl) kullanilarak kesildi. Kesilen DNA
fragmentleri jelden temizlendi ve uygun sekilde ligasyonlar1 saglandi. Ligasyon {riinii, E.
coli DH10B elektrokompotent hiicrelerine aktarildi. Olusan kolonilerden plazmid DNA
izolasyonu yapildi. Izole edilen plazmidlerin dogrulanmas igin restriksiyon enzimleriyle
(Notl ve EcoRIl) kesim islemi yapildi. Kesim sonucu yaklasik 626 bp biiyiikliigiinde ki
DNA fragmentlerini i¢eren klonlar belirlendi. Belirlenen klonlardan bir tanesi pBS-DU3
olarak isimlendirildi ve flizyon yap1 haline getirilmis CIV mcp promotoru ve gfp genine ait
DNA fragmentini klonlamak i¢in kullanildi.

CIV157L nin yukar1 ve asag1 kisimlarina ait DNA fragmentini iceren pBS-DU3 ve
pJet 1.2 blunt klonlama vektoriinde flizyon yapi halinde klonlanmis olan CIV mcp

promotoru ile gfp genine ait DNA fragmentini igeren plazmid (pJmg6), primerlerdeki
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enzimler (EcoRIl ve Hindlll) kullanilarak kesildi. Kesilen DNA fragmentleri jelden
temizlenerek ligasyonlar1 saglandi. Ligasyon {iriinii, E. coli DHI0B elektrokompotent
hiicrelerine aktarildi. Transformasyon sonucu olusan kolonilerden plazmid DNA
izolasyonu yapildi ve klonlanan DNA fragmentinin varlig1 yine restriksiyon enzimleri ile
kontrol edildi. Elde edilen dogru klonlardan bir tanesi secildi ve pBS-up157L-mcp pr/gfp-
dwl157L olarak adlandirildi. Bu sekilde transfer vektorii olusturuldu ve transfeksiyon
deneyinde kullanilmak amaciyla bu plazmitten midiprep kiti (PureLink HiPure Plasmid,

Invitrogen) kullamilarak bol miktarda izole edildi.

2.7. Transfeksiyon; Homolog Rekombinasyonun Saglanmasi

Insa edilen transfer vektdriinde bulunan gfp geninin viral genomda 157L geni yerine
yerlesebilmesi icin transfeksiyon yapildi. Bunun i¢in BRL-AG-3A hiicreleri alti gozlii
hiicre kiiltiirii kaplarina her bir gozii %80 dolduracak sekilde birakild: ve kaplar yaklasik 4
saat hiicrelerin tutunmalar i¢in inkiibatorde 28 °C bekletildiler. Daha sonra hiicrelerin
tizerindeki sivi alind1 ve 5 pg/ml konsantrasyonunda yaban tip CIV ile inokiile edildiler.
Virlislin hiicrelere tutunmasi igin, hiicreler 2 saat boyunca 2 rpm hizina ayarlanmisg
sallayic1 platform iizerinde bekletildiler. ki saatin sonunda, her bir gdzdeki enfeksiyon
stvist uzaklastirildi, katkisiz TNMFH besiyerisi ile yikandi ve 2 ml FBS’li besiyeri
eklenerek 28 °C’de 18 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin bitimine dogru transfeksiyon
karisimi hazirlandi. Bir tiipe 5 pg DNA (pBS-up157L-mcp pr/gfp-dw157L) son hacim 100
ul olacak sekilde FBS’siz besiyeriyle seyreltildi. Bir baska tiipe ise 85 pl FBS’siz besiyeri
ve 15 ul lipofektin (Invitrogen, Kat No: 18292-011) birakildi. Her iki tiip oda sicakliginda
20 dk bekletildi ve bekleme siiresinin sonunda, tiip icerikleri birbirine karigtirildi. Bu
karigim 20 dk daha oda sicakliginda bekletildi. Bu arada hiicrelerin {izerinden enfeksiyon
stvist alindi ve hiicreler FBS’siz besiyeriyle yikandi. Hazirlanan 200 pl’lik transfeksiyon
karisimi ve 800 pl FBS’siz besiyeri hiicrelerin iizerine birakildi. Tekrar 5 saat oda
sicakliginda 2 rpm’de sallandi. 5 saatin sonunda eski besiyeri ¢ikarildi ve 2 ml FBS’li
besiyeri eklenerek 28 °C’de inkiibasyona birakildi. Bu siire zarfinda hiicrelerde transfer
vektorli ve yaban tip viral DNA arasinda homolog rekombinasyonun olugsmasi saglandi.
Inkiibasyon sirasinda, Auxovert floresan inverted mikroskop ile bakilarak hiicrelerde yesil

rengin olusumu, bir baska deyisle mcp promotoru altinda GFP proteininin ifadesinin ortaya
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cikist beklendi. Yaklasik 5 giin sonra, ortamdaki GFP proteinin ¢okluguna bakilarak
hiicreler besiyeriyle toplandi ve 2500 xg’de 15 dk santrifiij edildi. Ust sivi alinarak
muhafaza edildi. Transfer vektorii ve viral DNA arasinda homolog rekombinasyonun
gerceklesmesi olayr Sekil 11°de sematize edilmistir.

Yaban tip CIV genomik
DNA’s1

4{ ORF157L yukan balge ORF157L ORF157L asagi bolge }—

P1 P2 PS5 PG P7 P& P3 P4
— — —> €— —> «— —>
ORF157L yukan bilge ‘ Mep pr-gip ‘ ORF157L asaf bblge

Transfer vektorii

pBS-up157L-mep pr/gfp-dwl57L

l Plak deneyleri ve saflastirma

ORF157L yukan bolge Mep pr-gfp \ ORF157L asag bolge

Rekombinant CIV genomik DNA’s1

Sekil 11. Transfer vektorii ve viral DNA arasindaki homolog
rekombinasvon olavi.

2.8. Plak Deneyi

Transfeksiyon isleminden sonra elde edilen viriis slispansiyonu, hem rekombinant
(rCIV-A157L-gfp) hem de yaban tip CIV’leri igermektedir. Karigik viral siispansiyondan
rekombinantlar1 se¢cmek i¢in BRL-AG-3A  hiicreleri kullanilarak plak deneyi
gerceklestirildi (Dulbecco ve Vogt, 1953). Bunun i¢in, BRL-AG-3A hiicreleri, gozler %80
dolu olacak sekilde 6 gozlii kiiltiir kaplarina birakildi ve tabana tutunmasi igin yaklasik 4-5
saat 28 °C etiivde bekletildi. Transfekte hiicrelerin lizerinden topladigimiz transfeksiyon
stvisindan son hacim 900 pl olacak sekilde seyreltikler (107, 10, 10°) hazirland1. Her bir
seyreltik farkli bir gozdeki hiicrelerin lizerine birakildi. Hiicre-viriis karigimi, 2 saat 2
rpm’de sallanarak, viriislerin hiicrelere tutunmasi saglandi. iki saatin sonunda, enfeksiyon
stvist uzaklastirildi ve hiicreler, FBS icermeyen besiyeri ile yikanarak tutunmayan

virlislerin deney ortamindan uzaklastirilmasi saglandi. Bu arada %?2,5 olacak sekilde Sea
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plaque agaroz ddH,O’da ¢o6ziildii. Hazirlanan karisim, mikrodalga firinda eritildi,
otoklavland1 ve 45 °C’lik su banyosuna birakildi. Agarozun uygun sicakliga (hiicreleri
yakmayacak ve dokiilmeden dnce donmayacak) gelmesinden sonra, 1 hacim agaroz: 1
hacim besiyeri olmak iizere yeni bir karisim hazirlandi. Uzerlerinden enfeksiyon sivisi
alman hiicrelerin iizerine 2,5 ml agaroz besiyeri karigimi birakildi. Agarozun tamamen
donmasi i¢in, kapag agik sekilde bekletildi. Agaroz donduktan sonra 6 gozlii kabin kapagi
kapatildi. Hiicre kiiltiir kab1, ddH-O ile 1slatilmis pegetelerle birlikte bir kutuya yerlestirildi
ve 28 °C’lik etiivde inkiibasyona birakildi. Plak olusumu Auxovert floresan inverted
mikroskopla bakilarak kontrol edildi. Yaklasik tigiincii giinde, ancak floresan mikroskop ile
goriilebilen GFP igeren plaklar gozlenmeye bagladi. Bir hafta sonra, bu yesil renkli GFP
iceren Obekler alind1 ve bunlar buradaki rekombinant viriisiin sayisinin arttirtlmast amaci
ile BRL-AG-3A hiicrelerinde enfeksiyon igin kullanildi. Cogaltilan viriis kullanilarak
tekrar plak deneyi yapildi. Plak deneyi bu sekilde 7 kez tekrarlandi.

2.9. Rekombinant Viriisiin Safhiginin Arastirilmasi

En son plak deneyinden alinan viriisiin safligin1 (yaban tip virlisten tamamen armnmis
oldugunu) kontrol etmek ve 157L geninin CIV genomundan tamamen silindigini
dogrulamak icin PCR analizi yapildi. BRL-AG-3A hiicreleri 7. plaktan alinan viriis ile
enfekte edildiler. Kontrol olarak yaban tip viriis ile enfekte ve enfekte olmamig BRL-AG-
3A hiicreleri kullanildi. Enfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler topland: ve 2500 xg’de 15
dk santrifiij edildi. Pellet kismi olusturan ve viriis ihtiva eden BRL-AG-3A hiicrelerinden
doku PCR kiti (The Phire Animal Tissue Direct PCR; Finnzymes) kullanilarak PCR
yapildi. P1/P4 ve P9/P10 primerleri (Bakimiz Sekil 14) kullanilarak PCR reaksiyonlari
gerceklestirildi. PCR fiirlinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii ve jelden temizlendi. Jelden

temizlenen PCR iirlinlerinin dizi analizi yaptirildi.

2.10. Rekombinant Viriisiin Cogaltilmas1 ve Stok Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

Saf oldugu belirlenen rekombinant viriis (rCIV-A157L-gfp) stok olusturmak amaci
ile BRL-AG-3A hiicrelerinde ¢ogaltildi. Hiicreler rCIV-A157L-gfp rekombinant CIV ile
biiyiik 6lcekli hiicre Kiiltiirii kaplarinda (75 cm?lik flasklar) enfekte edildi. Yaban tip viriis
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icin de aym olgekdeki hiicre kiiltiir kaplarinda enfeksiyon yapildi. Hiicreler, 28 °C’de
enfeksiyon belirtileri gozleninceye kadar bekletildi. Elde edilen her bir viriise ait
stispansiyon 2500 xg’de 15 dk santrifiij edildi ve siipernatant ~20000 xg’de 30 dk santrifii]
edilerek viriis konsantre edildi.

Virlis konsantrasyonu doku kiiltiiriinde ki hiicrelerin %50’sini enfekte eden doz

(Tissue Culture Infectious Dose; TCIDsg) metoduna gore belirlendi.

2.11. Rekombinant Viriisiin Yaban Tip Viriis ile Karsilastirilmasi

Olusturulan rekombinant viriis ile yaban tip virlis BRL-AG-3A hiicre kiiltiirii
kullanilarak olusturduklar1 enfeksiyon, restriksiyon profili, toplam protein profili ve DNA

replikasyonu bakimindan karsilastirildilar.

2.11.1. Tek-Basamak Biiyiime Egrilerinin Karsilastirnlmasi

Rekombinant virlisiin hiicre kiiltiiriindeki enfektivitesini yaban tip virls ile
kargilastirmak icin tek basamak biiylime egrisi olusturuldu. Bunun i¢in hiicreleri hem
yaban tip CIV ile hem de rekombinant CIV ile hiicre basia enfektif 1 virtis (MOI=1)
olacak sekilde enfekte edildi, 2 saat siiren tutunmadan sonra, hiicrelerin iizerindeki besiyeri
uzaklastirildt ve hiicreler FBS katkisiz besiyeriyle yikanarak tutunmayan viriisler
uzaklastirildi. Hiicrelerin tizerine %10 FBS igeren TNM-FH besiyeri ilave edildi. Hiicreler
0, 6, 12, 18, 24, 36, 48 ve 72. saatte topland1 ve 2500 xg’de 15 dk santrifiij edildi. Viriis
igeren slipernatantlar, yaban tip ve olusturulan rekombinant viriislerin enfektivite ve liretim
bakimindan hiicre kiiltiiriinde kargilagtirilmasi amaciyla kullanildi. Bu karsilastirma islemi
virlis konsantrasyonunun hesaplanmas ile gergeklestirildi. Konsantrasyon hesabi igin de
yukarida anlatildigr gibi TCIDsp metodu kullanildi. Deneyler 3 kez tekrar edildi ve
ortalama alindi. Kontrol olarak enfekte edilmemis BRL-AG-3A hiicreleri kullanildi. Elde

edilen veriler kullanilarak grafik ¢izildi.
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2.11.2. Restriksiyon Profillerinin Karsilastirilmasi

Rekombinant viriis ile yaban tip virlis DNA’lar1 restriksiyon profilleri ¢ikarilarak
karsilagtirildi. Bunun i¢cin BRL-AG-3A hiicreleri yukarida tarif edildigi gibi hem yaban tip
CIV ile hem de rekombinant CIV ile enfekte edildi. Enfeksiyonu takip eden doérdiincii
giinde viriis ihtiva eden silipernatantlar elde edildi. Restriksiyon analizinde kullanilmak
amaciyla DNA izolasyon kitinin (Analytikjena/Biometra) prosediiriine uygun olarak viral
DNA’lar izole edildi. Viral DNA (2,5 ug) EcoRI ve Ncol (Promega) restriksiyon enzimleri
kullanilarak 37 °C’de 4 saat kesildi ve kesilmis viral DNA %1’lik agaroz jelde 20 volt da
24 saat boyunca yiiriitiildii. DNA fragmentleri EtBr (50 ng/ml) kullanilarak 15 dk boyandi
ve goriintiisii Kodak MI Jel goriintiileme cihaziyla kaydedildi.

2.11.3. Toplam Protein Profillerinin Karsilastirilmasi

BRL-AG-3A hiicreleri hem yaban tip hem de rekombinant CIV ile MOI=5 olacak
sekilde enfekte edildi ve enfeksiyondan 3 giin sonra hiicreler toplandi. Pelletler toplam
protein profillerinin belirlenmesi amaciyla kullanildi. Esit miktardaki hiicresel lizatlar
tizerine muamele tamponu (60 mM Tris-HCI1 (pH 6,8), %25 Gliserol, %2 SDS, %5 B-
merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave edildikten sonra numuneler kaynayan su
icerisinde 10 dk bekletildi. Daha sonra hiicre ekstraktlar1 %12’lik SDS-PAGE’e Laemmli
(1970) yiiklendi. Jele 30 mA (miliamper) akim uygulanarak ayrilma islemi gerceklestirildi.
Yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra jel Coomassie Brillant Blue (9%0.125 Coomassie
Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile (Neuhoff vd, 1985) 1 saat
boyandi ve hemen ardindan yikama ¢ozeltisinde (%36 Metanol, %9 Asetik Asit) 1-2 saat

yikandi. Jel goriintiisii, tarayici ile bilgisayar ortamina aktarildi.

2.11.4. Western Blot Analizi

BRL-AG-3A hiicreleri hem yaban tip hem de rekombinant CIV ile MOI=1 olacak
sekilde enfekte edildi. Enfeksiyonun 48. saatinde hiicreler toplandi ve 2500 xg’de 15 dk
santrifiij edildi. Esit miktardaki hiicresel lizatlar1 yukarida belirtildigi gibi %12’1lik SDS-
PAGE jele yiiklendi. Yiriitme islemi, 30 mA’lik akim altinda ve protein marker esliginde
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uygulandi. Semi-Dry elektroforetik cihaz kullanilarak poliakrilamid jeldeki proteinler
immobilon membrana aktarildi. Bunun i¢in Immobilon-P membran1 ve whatman kagitlari
poliakrilamid jel biiyiikliigiinde kesildi. Membran ve kagitlar elektroblotlama tamponunda
(48 mM Tris, 39 mM Glycine, %0,0375-w/v SDS) islatildiktan sonra cihaza 2 whatman
kagidi, 1 immobilon-P membrani, poliakrilamid jel ve 2 whatman kagidi olacak sekilde
sirastyla yerlestirildiler. Cihaz 40 mA’de 1 saat calistirildi ve bdylece blotlama islemi
gerceklestirildi. Ardindan membran PBS de hazirlanmis %0,3’liik siit tozunda 2 dk
yikandiktan sonra 3 saat oda sicakliginda yine PBS’ de hazirlanmis %3 liik siit tozu i¢inde
bloke edildi. Ardindan 3 kere 10’ar dk %0,3’liik siit tozunda yikandi. 1:1000 oraninda
olacak sekilde sulandirilmis Anti-gfp antikoru (Abcam, ab6673) igeren %0,3’liik siit tozu
icinde oda sicakliginda hafifce calkalanarak 1 saat boyunca inkiibe edildi. Tekrar 3 kere
10’ar dk %0,3’1iik siit tozu iginde yikandi. Ardindan 1 saat Anti IgG-Alkalin Fosfataz
antikor (1:1000 sulandirma) (Sigma, A-3562) iceren %0,3’liik siit tozu i¢inde oda
sicakliginda hafifce ¢alkalanarak 1 saat boyunca inkiibe edildi. Sonra tekrar 3 kez 10’ar dk
9%0,3’liik siit tozu iginde ve 2 kezde 10’ar dk AP (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, 5 mM
MgCl,, pH 9,5, 1X) tamponu iginde yikama gerceklestirildi. Son olarak membran 100 pl
NBT (nitroblue tetrazolium) ve BCIP (bromochloroindolyl fosfat) (NBT/BCIP stock
solution, Roche, 11681451001) iceren 10 ml AP tamponu i¢inde boyandi. Reaksiyon,

membranin bolca dHO ile yikanmasiyla durduruldu.

2.11.5. DNA Replikasyonlarinin Slot-Blot Hibridizasyonu ile Karsilastiriimasi

Yaban tip ve rekombinant CIV’in DNA replikasyonlar1 Slot-Blot Hibridizasyonu
yontemi ile DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit | (Roche, Kat No: 11
745 832 910) kullanilarak belirlendi. Calismanin basinda, hibridizasyon islemi sirasinda
kullanilacak olan prob hazirlandi. Prob olarak kullanilacak DNA sirasinin, hem yaban tip
hem rekombinant CIV ile homoloji saglamasi gerekmektedir. Bunun igin, major kapsid
proteini agik okuma zincirinin igerisindeki bir bdlgeden yararlanildi. Yaklasik olarak 400
bp’lik bir bolge uygun primerler kullanilarak ¢ogaltildi. Elde edilen PCR {iriinii %1’lik
agaroz jelde yiiriitiildii. Istenilen biiyiikliikteki DNA band1 jelden kesilip mikrosantrifiij
tiiptine alind1 ve {irliniin jelden temizlenmesi DNA temizleme kiti (Nucleospin, Kat No:
11457) kullanilarak gerceklestirildi. Temizlenen DNA 9%]1’lik agaroz jelde elektroforez
edilerek kontrol edildi. Kontrol isleminden sonra, probun DIG-dUTP (Digoxigenin-dUTP)



41

ile isaretlenmesi islemine baslandi. Jelden temizlenen DNA’nin denatiirasyonu,
kaynamakta olan suda 10 dk bekletilerek saglandi. Hemen buz iizerine alinarak DNA’nin
yeniden birlesmesi engellendi. Sogutulan DNA’ya 1/5 oraninda, isaretli dUTP ilave edildi
ve karistirildi. Bu karisim, isarctleme isleminin tamamlanmasi i¢in, 37 °C’de 16 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, karigim 65 °C’de 10 dk bekletildi ve reaksiyon
durduruldu. Hazirlanan prob, kullanilincaya kadar —20 °C’de muhafaza edildi.

Probun hazirlanmasinin ardindan, BRL-AG-3A hiicreleri, her bir gozde 1x10°
hiicre olacak sekilde 6 gozli kiiltir kaplarina yerlestirildi. Hicreler, tutunma islemi
tamamlandiktan sonra, MOI=5 olacak sekilde, yaban tip ve rekombinant CIV ile ayr1 ayn
enfekte edildi. Enfekte edilen hiicrelerden, 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48 ve 72. saatlerde 6rnekler
alindi. Belirlenen siirelerde, hiicreler ve hiicre sivisi tamamen alinip 2500 xg de, 15 dk, 4
°C’de santriftij edildi. Siipernatant uzaklastirildi. Geriye kalan pellet, 800 pl, 0,5 M
sodyum hidroksit icinde lizis edildi. Lizis isleminden sonra 80 ul, 10 M amonyum asetat
kullanilarak nétralizasyon saglandi. Elde edilen lizatlar, bitiin ornekler biriktirilinceye
kadar 4 °C’de bekletildi. Biitiin ornekler toplandiktan sonra, orneklerin nitroseliiloz
membrana (Hybond-N+ nylon membrane; Amersham-Biosciences, Kat No: RPN303B)
gegirilmesi islemine baslandi. Her bir viriisten alinan ve 4 °C’de muhafaza edilen hiicre
lizatindan, 100’er pl alinip yeni bir tiipe birakildi. Tipler, 10 dk kaynayan suda birakildi ve
kaynatma isleminden sonra hemen buza alinarak sogutuldu. Diger yandan, membran uygun
olgiilerde kesildi, 6xSSC (saline-sodium citrate) tamponunda (20xSSC igin; 175,3 gr NaCl,
88,2 gr NazCgHs07.2H,0, pH 7,0) 5 dk yikand: ve slot-blot aletinde iki levhanin arasina
yerlestirildi. Kaynatilan 6rnekler, belli bir diizen iginde kuyucuklara yerlestirildi. Vakum
yapilarak, kuyucuklardaki orneklerin membrana geg¢mesi saglandi. Slot-blot aletinden
cikarilan membran, 2xSSC ile 2 dk yikand: ve ii¢ kat kurutma kagidinin arasinda, oda
1s1s1nda 30 dk kurumast igin birakildi. Kurutma isleminden sonra, membran 80 °C’de 2
saat bekletilerek orneklerin iyice membrana tutunmas: saglandi. Probun hazirlanmas: ve
orneklerin membrana emdirilmesi tamamlandiktan sonra, o6n hibridizasyon islemine
baglandi. Onceden hazirlanan 15 ml’lik hibridizasyon tamponu (%0,1 w/v N-
lauroylsarcosine, %0,02 w/v SDS, 1/10 blocking solution, 10x vial 6, 10 ml 5XSSC) -20
°C’den c¢ikarihip eritildi, kaynayan su i¢inde 10 dk kaynatildi ve hemen buza alinarak
hizhca sogutuldu. Orneklerin emdirildigi membran, hibridizasyon sisesine alind.

Sogutulan hibridizasyon tamponu, sisedeki membranin iizerine bosaltildi. Hibridizasyon
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firinina yerlestirilen sise, 45 °C’de, 16 saat, doner durumda birakilarak 6n hibridizasyon
saglandi. On hibridizasyon siiresinin sonunda, yeni bir hibridizasyon tamponu daha —20
°C’den alinds, eritildi. Eritilen tamponun i¢ine, daha énceden hazirlanan isaretli probdan 5
ul eklendi ve karistirildi. Probun eklendigi tampon, kaynayan su i¢inde 10 dk kaynatildi ve
tampon-prob karisimi hemen buza alinarak hizlica sogutuldu. Diger yandan, hibridizasyon
sisesinden 6n hibridizasyon sivisi bosaltildi. Yerine, isaretli probla beraber hazirlanan
hibridizasyon tamponu eklendi ve sise yine 45 °C’de, 16 saat, doner durumda birakilarak
probun membrandaki érneklerle hibridizasyonu saglandi. isaretli prob ile viral drneklerin
hibridizasyonu tamamlandiktan sonra, baglanan probun gériiniir hale getirilmesi islemine
baslandi. Hibridizasyon sisesinden alinan membran, yikandi ve baglanmayan problar
uzaklastirildi. Yikanan membran, bloklama soliisyonundan gegirildi. Ardindan Anti-DIG
(20 ml blotlama soliisyonu igerisinde vial 4) igerisine birakildi. DIG ile Anti-DIG
solusyonunun baglanmas: saglandiktan sonra, membran yeniden yikama islemine tabi
tutuldu. Membran, tespit tamponunda (0,1 M Maleik asit, 0,15 M NaCl, pH 7,5) yikama

isleminden sonra, renk tamponunda renk olusumu goézleninceye kadar karanlkta birakildi.

2.12. Galleria mellonella Larvalarinin Rekombinant CIV ile Enfekte Edilmesi

Rekombinant viriisiin bdcekte enfeksiyonunu gozlemleyebilmek igin Galleria
mellonella larvalarina enjeksiyon yapildi. Larvalar rekombinat ve yaban tip virisler ile 30
G1/2 igne kalinligina sahip enjektor ile enfekte edildi. Enfekte edilen larvalar 27 °C’de
inkiibasyona birakildi. Larvalardaki enfeksiyon gelisimi floresan mikroskobu altinda

gorlntiilendi.



3. BULGULAR

3.1. Viriisiin Cogaltilmasi ve Konsantrasyonunun Tayini

Chilo iridescent viriis (CIV) oncelikle Galleria mellonella (biiyiik balmumu giivesi)
larvalarinda ¢ogaltildi. Viriis ile enfekte edilen larvalar {i¢ hafta boyunca oda sicakliginda
bekletildiler. Bu arada larvalarda hareket sinirliligi, bityiime yavaslamasi, beslenmede azalma
gibi belirtiler tespit edildi. Bu siire sonunda larvalar alinip —20 °C’de muhafaza edildiler.

Hiicre kiiltiirinde BRLAG-3A hiicrelerini CIV ile enfekte edebilmek igin enfeksiyonlu
Galleria mellonella larvalarindan CIV izole edildi. Konsantrasyon spektrofotometre ile
ol¢iildii ve 50 ng/ul olarak belirlendi.

Larvadan izole edilen CIV kullanilarak BRL-AG-3A hiicreleri enfekte edildi.
Enfeksiyonu takip eden 2. gilinde hiicrelerde sisme, ¢ekirdegin biiylimesi ve hiicrenin bir
tarafina ¢ekilmesi seklinde sitopatik etkiler gozlemlendi. Viral enfeksiyon sonucu olusan
sitopatik etkiler hiicrelerde art arda gerceklestirilen Sekiz pasaj boyunca gozlemlendi (Sekil
12).

Sekil 12.  Chilo iridescent viriis’iin BRL-AG-3A hiicrelerinde olusturdugu sitopatik
etkiler. A: Kontrol, Enfekte olmamis BRL-AG-3A hiicreleri. B: CIV ile
enfekte edilmis BRL-AG-3A hiicreleri. Enfeksiyonu takip eden 96. saat.
Biyiitme: 20X
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BRLAG-3A hiicrelerinde ¢ogaltilan CIV’in konsantrasyonu TCIDsy metodu ile
1,90X10™ pfu/ml olarak hesapland.

3.2. CIV 157L Geninin Biyoinformatik Analizi

IAP proteinleri amino uglarinda bulunan Baculoviriis IAP tekrar1 olarak
isimlendirilen protein motifine sahip olup olmamasiyla tanimlanir. Genellikle [AP
proteinleri 1-3 tane BIR motifine sahiptir. BIR motifi baz1 kaspazlarin inhibisyonunda ve
dolayisiyla IAP proteinlerinin anti apoptotik islevlerinden sorumludur. Bu noktada
Conserved Domain Search Service (CD Search)/ncbi programi kullanilarak yapilan
biyoinformatik analize gore CIV 157L geninin C-terminalinde RING finger motifi
(C3HC4)’i bulundururken, N terminalinde ise BIR motifi bulundurmadig: tespit edildi
(Sekil 13).

Graphical summary show opt
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Search for similar domain architectures ] ® Refine search ] ®

Description Pssmid Multidom  E.value
3-CINCA_Yotam11020), 2ine Anger, CINCA type (RING finger), 206091 no 767011
-CIMCA_2(ptam 13923), Zinc inger, CIHCA type (RING finger), 200094 yes 245001

Conserved Domain Search Service (CD Search)/ncbi

Sekil 13. CIV 157L geninin biyoinformatik analizi

3.3. CIV 157L Geninin Transkripsiyonel Analizi

BRL-AG-3A hiicrelerinde CIV 157L muhtemel apoptosis inhibitér geninin
transkriptinin varligin1 belirlemek icin CIV ile enfekte olmus hiicrelerden enfeksiyondan
sonra 24. saatte alman ornekten RNA izolasyonu yapildi ve 6zel primerler kullanilarak
yapilan geri transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) sonucunda 341 bp
biiyiikliigiinde beklenilen bant elde edildi (Sekil 14).
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Sekil 14. CIV157L muhtemel apoptosis inhibitor geninin
transkripti 1: 100 bp marker, 2: BRL-AG-3A
hiicrelerinden, 3: CIV ile enfekte edilen BRL-
AG-3A hiicrelerinde elde edilen RT-PCR
urinii (341  bp). %1 Agaroz jelde
yirltilmustir.

3.4. Rekombinant Chilo Iridescent Viriis’iin Olusturulmasi

3.4.1. Transfer Vektoriiniin Olusturulmasi

GFP igeren rekombinant transfer vektoriinii olusturmak amaciyla 157L geninin
yukar1 ve asagi bolgesi, ardindan mcp promoru ve gfp gen DNA dizileri PCR ile ¢ogaltildi
ve jelde yiiriitiiliip goriintiilendi.

Sekil 15’de homolog rekombinasyonun gergeklesmesi i¢in gerekli olan homolog
bolgelerin elde edilmesi amaci ile ¢ogaltilan CIV 157L geninin 626 ve 611 bp’den olusan

yukar1 ve asagi bolgeleri gosterilmistir.
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Sekil 15. CIV157L’ye ait asagi ve yukar1 bolgelerin PCR ile
cogaltilmasi 1: 1kb DNA marker, 2: CIV157L yukari
bolge (626 bp), 3: CIV1I57L asag1 bolge (611 bp). %1
Agaroz jelde yiirtitiilmiistiir.

Sekil 16 (A)’da ise gogaltilan mcp promotoru ve gfp geni DNA dizileri gosterilmistir. 16
(B)’de ise mcp promotoru ve gfp DNA dizilerinin fiizyon PCR ile birlestirilmis jel goriintiisii
goriilmektedir ve 1032 bp’den olugsmaktadir.
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Sekil 16. Major kapsid protein promotoru ve yesil floresan proteini genine
(ofp) ait jel goriintiisii. A: 2; major kapsid proteini promotoru
(297 bp) 3; Yesil floresan proteini (gfp) geni (735 bp), B: 2; major
kapsid proteini promotoru ve gfp flizyon PCR {iriinii (1032 bp), 1:
100 bp marker. %1 Agaroz jelde yiriitiilmstiir.
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Bahsedilen DNA dizileri PCR ile c¢ogaltilirken 3°—5’ ekzoniikleaz (hatalari
dogrulama) aktivitesine sahip Phusion DNA polimeraz enziminin kullanildiginm
belirtmistik. Phusion DNA polimeraz enzimi bu 6zelliginin yaninda PCR iiriinlerinde kiit
uc birakir. Transfer vektoriimiizde bulunan restriksiyon enzimi bolgelerine gore kesme ve
yapistirma islemlerini gerceklestirmek, yogun miktarda DNA’ya sahip olmak ve bu DNA
dizilerinin dizi analizini gerg¢eklestirmek amaci ile PCR friinlerimizi pJET 1.2/ blunt
klonlama vektoriine klonladik. pJET 1.2/ blunt klonlama vektoriine kiit u¢lu PCR {iriinleri
kolaylikla klonlanmakta ve primerlerimizin uglarma yerlestirdigimiz restriksiyon enzimi
tanima dizileri sayesinde DNA dizileri kolaylikla bol miktarda kesilip alinmakta ve diger
klonlama basamaklar1 gergeklestirilmektedir. Bir baska deyisle pJET 1.2/ blunt klonlama
vektorii ara klonlama vektorii olarak kullanilmistir.

Sekil 17°de goriildiigi gibi klonlanan DNA dizileri primerlerde bulunan restriksiyon
tanima dizilerine uygun enzimler ile dogrulugunun teyidi igin kesildi. Sekil 17 (A ve B)’de
goriildiigii gibi sirasiyla 1571 yukar1 bolgesi ve asagi bolgesi Notl-EcoRI ve Hindlll ve
Xhol restriksiyon enzimleri kullanilarak kesildi ve 626 ve 611 bp’den olusan bir DNA
dizileri elde edildi. Ayni sekilde sekil 17 (C)’de de goriildiigii gibi mcp promotoru ve gfp
fizyon DNA dizisi EcoRI ve Hindlll restriksiyon enzimleri kulanilarak kesildi ve 1032
bp’den olusan bir DNA dizisi elde edildi.
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Sekil 17. Transfer vektor olusturmak icin gerekli olan DNA dizilerinin klonlama
vektorlerinden restriksiyon enzimleri kullanilarak ¢ikarilmasi. A: 2; 157L
yukar1 bolgesi (626 bp) (Notl ve EcoRl), B: 2; 157L asag1 bolgesi (611 bp)
(Hindl1 ve Xhol), C: 2; mcp promotoru ve gfp fiizyon DNA dizisi (1032
bp) (EcoRI ve Hindlll), 1; 1 kb marker. %1 Agaroz jelde yiiriitilmiistiir.
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Dizi analizi i¢cin Macrogen Firmasina (Hollanda) gonderilen ve dizi analizi yapilan
DNA dizilerimiz daha once veri tabanindan elde ettigimiz DNA dizileri ile Clustal W
Multiple Sequence Alignment programi vasitastyla karsilastirildi ve klonlar dogrulandi.

Transfer vektorii olarak pBlueScript SK(-) (2964 bp) kullanilds. Tlgili DNA fragmentleri
pBlueScript SK(-) vektoriinde bulunan restriksiyon enzimi tanima bolgelerine uygun olacak
bigimde ara vektdrden kesilerek transfer vektore yerlestirildi. ilk olarak 157L asag1 bélgesi,
ardindan 157L yukar1 bolgesi ve takiben mcp promotoru ve gfp fiizyon DNA dizisi
yerlestirildi. Her bir klonlama asamasindan sonra klonlar ilgili restriksiyon enzimleri ile
kesilerek dogrulandi (Sekil 18). Hazirlanan transfer vektor pBS-up157L-mcp pr/gfp-dwl57L

olarak adlandirildi.
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Sekil 18.  Yapilandirilan transfer vektoriin  (pBS-upl57L-mcp pr/gfp-dw157L)
klonlama sirasina gore restriksiyon enzimleri ile dogrulanmasi. A: 157L
asag1 bolgesi (611 bp), B: 157L yukar bdlgesi (626 bp), C: mcp
promotoru ve gfp geni fiizyon DNA dizisi (1032 bp), 1; 1 kb marker. %1
Agaroz jelde yiiriitilmistiir.

3.4.2. Transfeksiyon: CIV 157L Geni Cikartilmis Rekombinant Viriisiin
Olusturulmasi

Hazirlanan transfer vektorii (pBS-up157L-mcp pr/gfp-dwl157L), CIV ile enfekte BRL-
AG-3A hiicrelerine transfekte edildi. Transfeksiyondan dort giin sonra BRL-AG-3A
hiicrelerinde GFP proteininin ifade edilmesi floresan mikroskopta goriintiilenen yesil rengin

olusumuyla belirlendi (Sekil 19).
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Sekil 19. CIV ile enfekte BRL-AG-3A hiicrelerine transfer vektoriinlin transfeksiyonu.
A: Halojen lamba altinda goriiniim, B: Floresan lamba altinda GFP ifadesinin
belirlenmesi.

3.4.3. Plak Deneyi ile Rekombinant CIV’nin Se¢imi ve Saflastirilmasi

Transfeksiyonun besinci gliniinde toplanan transfeksiyon sivisindan rekombinant
viriislin saflagtirilmasi i¢in plak deneyi yapildi. Bu plak deneyleri saf rekombinant viriisii elde
etme amaci ile yedi kez birbiri ardisira gerceklestirildi ve elde edilen saf rekombinant viriis

rCIV-A157L-gfp olarak adlandirildi (Sekil 20).

A

Sekil 20.  rCIV-A157L-gfp ile BRL-AG-3A hiicrelerinin enfeksiyonu sonrasinda
olusan plak goriintiisii. A: Halojen lamba altinda goriiniimii, B: Floresan
lamba altinda GFP ifadesinin belirlenmesi.
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3.4.4. Rekombinant Viriisiin Safliginin PCR Analiziyle Dogrulanmasi

En son 7. plaktan elde edilen viriisiin yaban tip virlisten tamamen arindigindan emin
olmak amaci ile P1/P4 primerleri kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gerceklestirildi. P1/P4
kullanilarak yapilan PCR reaksiyonunda yaban tip CIV igin beklenen bant yaklagik 1700
bp ve rCIV-A157L-gfp viriisiinden beklenen bant ise yaklasik 2270 bp olarak elde edildi.
Ayrica rekombinant virlisiin safliginin kontrolii i¢in ikinci bir PCR reaksiyonuda 157L
DNA dizisine ait belli bir bolgeyi ¢ogaltan P9/P10 primerleri kullanilarak gergeklestirildi.
Eger rekombinant viriisiimiiz saflasmamis olsaydi diger bir ifadeyle ortamda halen yaban
tip CIV bulunsaydi beklenen bant yaklasik 341 bp olacakti ve bu bant rCIV-A157L-gfp
virisinde CIV 157L ORF’si ¢ikarildigi i¢in bulunmaz. Reaksiyon sonucunda herhangi bir
bant gozlemlenmedi. Sonug¢ bize 7. pasajda elde edilen rekombinat viriisiin tamamen saf
oldugunu gosterdi. Yapilan PCR reaksiyonlart sonucu elde edilen bu PCR firiinleri %1°lik
agaroz jelde yiritilip (Sekil 21) goriintillendi. Ayrica P1/P4 primerleri kullanilarak elde

edilen PCR liirlinlerinin dizi analizi yaptirild1 ve dogru diziler ile tam bir uyum gosterdi.
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Sekil 21. Saf rekombinant CIV (rCIV-A157L-gfp) olusumunun P1/P4 ve P9/P10
primerleri kullanilarak PCR yontemiyle dogrulanmasi. A: 1; 1kb
marker, 2: BRL-AG-3A hiicresi, 3: yaban tip CI\VV(1700 bp) , 4: 7/1, 5:
7/2, nolu plaklardan almman rCIV-A157L-gfp ile enfekte olmus
hiicrelerden yapilan doku PCR f{iriinlerinin jel goriintiisii (2270 bp). %1
Agaroz jelde yiiritilmistir. B: 1; 1kb marker, 2; 7/1 ve 7/2 plak
orneklerinde 157L’ye ait transkripsiyon primerleri kullanilarak yapilan
primerler ile rekombinant viriisiin saflastirilmasinin tespiti. %1 Agaroz
jelde yiirtitilmiistiir.
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Rekombinant CIV’nin hiicre kiiltiiriinde genis hacimli tiretimi gercgeklestirildi. Elde
edilen viral siispansiyonun yogunlastirma islemi neticesinde ki konsantrasyonu TCIDsg
metodu ile 2,023x10" pfu/ml olarak belirlendi.

3.4.5. Rekombinant Viriisiin Yaban Tip Viriis ile Karsilastirilmasi

3.4.5.1. Tek-Basamakh Biiyiime Egrilerinin Karsilastirnmasi

BRL-AG-3A  hiicreleri her iki viriis tarafindan MOI: 1 olacak sekilde enfekte
edildiler ve 0., 6., 12., 18., 24., 36., 48., 72. saatlerde 6rnekler topland1 ve santrifiij edildi.
Hiicre dis1 viriisleri ihtiva eden siipernatant, tek basamak biiylime egrisini belirlemek i¢in
TCIDso deneylerinde kullanildi. Hesaplamalar sonucunda elde edilen degerler her iki tip
virlise ait sonuglarda 6nemli bir farkin olmadigini gosterdi. Elde edilen veriler kullanilarak
grafik ¢izildi (Sekil 22). Elde edilen bu sonug¢ bize CIV157L ORF’sinin CIV genomundan

silinmesinin viral replikasyonu etkilemedigini gosterdi.
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Sekil 22. Yaban tip CIV ve rekombinant CIV’e ait tek basamakli biiyiime egrisi.
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3.4.5.2. Viral DNA’larin Restriksiyon Profillerinin Karsilastirilmasi

Her iki tip viriise ait viral DNA’larin restriksiyon analizleri karsilastirildiginda
rekombinat CIV’in profilinde genomuna yerlestirdigimiz mcppr-gfp  kasetinden

kaynaklanan bantlarin oldugu gézlemlendi (Sekil 23).
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Sekil 23. Yaban tip CIV ve rCIV-A157L-gfp’ye ait viral DNA’nin
restriksiyon analizi. Marker: 1 kb. %1 Agaroz jelde
yiiriitilmistir.

3.4.5.3. Toplam Protein Profillerinin Karsilastirilmasi

Her iki tip virilise ait toplam protein profilinin SDS-PAGE’de gosterilmesi sonucu

herhangi bir farklhilik gézlemlenmedi (Sekil 24).
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Sekil 24. Yaban tip ve rekombinant CIV’e ait toplam protein
profili.

3.4.5.4. Western Blot Analizi

Yesil floresan proteini antikoru kullanilarak yapilan Western blot analizi sonucunda
rekombinant CIV’e ait hiicre lizatinda 28 kDa agirliginda bir bant elde edildi. Bu biiyiikliik
yesil floresan proteini biiyiikliigiine denk gelmektedir. Yaban tip CIV ve kontrol olarak
kullanilan BRL-AG-3A hiicrelerinde herhangi bir banta rastlanmadi (Sekil 25).
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Sekil 25. Rekombinant CIV’de GFP (28 kDa) iiretiminin Western
blot analizi ile gosterilmesi.

3.455. Viral DNA Replikasyonlarmn Slot-Blot Hibridizasyonu ile
Karsilastirilmasi

Rekombinant ve yaban tip viriislerin DNA replikasyonu, slot-blot Hibridizasyonu
yontemi ile DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Kat No: 11
745 832 910) kullanilarak belirlendi. Her iki tip virtisde DNA replikasyonunun 6. saatte
basladig1 gozlendi. Sonug olarak hem yaban tip hem de rekombinant CIV’e ait ¢esitli
saatlerde ki bantlarda géze ¢arpan herhangi bir farklilik gézlemlenmedi (Sekil 26).

rCIV-A157L-gfp

Yaban tip CIV

Sekil 26. DNA replikasyonunun Slot-blot hibridizasyonu ile gosterilmesi.
Farkli saatlerdeki rekombinant ve yaban tip CIV DNA
replikasyonlar1 slot-blot hibridizasyonu yontemi ile karsilastirildi. !
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3.4.6. Galleria mellonella Larvalarinin Rekombinant CIV ile Enfekte Edilmesi

Rekombinant CIV ile enfekte edilen Galleria mellonella larvalari floresan
mikrokobu altinda goriintiilenip fotografi ¢ekildi (Sekil 27). Kontrol olarak enfekte
olmamis CIV larvasi da floresan 151k altinda gézlemlendi ancak herhangi bir yesil floresan

goriintliye rastlanmadi.

C

Sekil 27. Rekombinant CIV ile enfekte edilen Galleria mellonella larvalarinin floresan
mikrokobu altinda goriintiilenmesi. A:enfekte larva, B: enfekte edilmemis
larva, C: enfekte ve enfekte edilmemis larva bir arada.



4. TARTISMA

Iridoviriisler enfekte ettikleri hiicrelerin 6nce ¢ekirdek ve sonrasinda sitoplazmasinda
replike olan biiyiik DNA virisleridir (Henderson vd., 2001; Williams, 1996). Chilo
iridescent virus (CIV) olarak da bilinen Invertebrate iridescent virus 6 Iridoviridae
familyasina ve Iridoviriis cinsine mensup bir bocek viriisiidiir. Bocekler arasinda oldukga
genis konak yelpazesine sahiptir. Arastirmalara gore Lepidoptera, Coleoptera, Diptera,
Hymenoptera, Hemiptera ve Orthoptera ordolarina mensup 100°den fazla bocek tiiriiniin
CIV’ye duyarli oldugu tespit edilmistir (Van Regenmortel., 2000). Ayrica CIV, gen
ekspresyon ve gen terapi vektorleri olarak kullanilabilme ve insan viriislerinin
mekanizmalarmin calisilmasinda model organizma olabilme potansiyeli tagimasi
bakimindan da 6nem arz etmektedir.

Bu tez c¢alismasinda ilk defa bir rekombinant invertebrate iridoviriis olusturulmus ve
karakterize edilmigtir. BRL-AG-3A hiicre susu kullanilarak homolog rekombinasyon
yontemi ile CIV genomundaki 157L lokusu silinmis ve olusturulan rekombinant CIV
(rCIVA157L-gfp) mcp promotorunun kontrolii altinda bir isaret geni olan gfp (yesil
floresan proteini)’yi basarili bir sekilde ifade etmistir. 157L lokusunun yerine mcp
promotoru altinda bir isaret geni olan gfp’nin yerlestirilmesi viriis replikasyonunu olumsuz
bir yonde etkilememistir. Ayrica CIV’e ait ve oldukga gii¢lii bir promotor olan mcp
promotorunun olusturulan rekombinant CIV’de iki tane olusu ve viriis replikasyonunu
etkilemeyisi ikinci bir diger 6nemli husustur.

Homolog rekombinasyon ya homolog DNA fragmentleri arasindaki degisim
(krosing-over) ya da bir DNA’dan diger bir DNA’ya DNA bilgi aktarimi (gen degisimi)
olarak diisiiniilebilir (Porteus, 2007). Biiyiilk DNA viriislerinde homolog rekombinasyonun
gerceklesme sikligr oldukea yiiksektir (Hajos vd., 2000). Bakuloviriislerin erken protein
ifade vektorleri olarak kullanilmasi i¢in bu 6zellikten faydalanilmistir (Smith vd., 1983).
Ancak daha sonra viral bir genomun bakteriyel replikasyon orijinine sahip bir plazmide
klonlanmis hali olan bakmid teknolojisi genis Olclide bu prosediiriin yerini almistir
(Luckow vd., 1993). Gelecekte Iridoviriisler i¢in de bakmit teknolojisi miimkiin
olabilecektir ancak viral genomun halkasal permiitasyonlu dogasi ve viriis replikasyonunun
baslangic1 icin gerekli olan proteinlerin heniiz bilinmeyisi bunu zorlastirmaktadir

(Williams vd., 2005). Homolog rekombinasyon ve uygun hiicre kiiltiirleri kullanilarak az
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da olsa birkag rekombinant omurgali iridoviriisleri olusturulmustur (Chen vd., 2011;
Huang vd., 2011; He vd., 2012).

Pek ¢ok arastirmaci farkli hiicre kiiltiirlerinde CIV’nin replikasyonunu g¢alismistir
(Kelly ve Tinsley, 1974; Ohba ve Aizawa, 1978; Cerutti vd., 1981; Constantino vd., 2001;
Funk vd., 2001; Hunter vd., 2001, 2003). Yapilan bu galismalarin hi¢ birinde omurgasiz
iridovirislerin siirekli olarak basarili bir sekilde replike olabildigi bir hiicre kiiltiirii tespit
edilememistir. Bu durum homolog rekombinasyon gibi geleneksel yontemler ile
rekombinant CIV olusturulmasi girisimlerini sinirlandirmistir. Bu nedenledir ki viriis
tiretimi i¢in hiicre kiiltiirii yerine su ana kadar hep bocegin kendisi kullanilmistir. Ancak
D’Costa ve arkadaglari tarafindan Kasim 2012’de yayinlanan bir makalede CIV’nin ¢ok
sayida nesiller boyunca replike olabildigi yeni bir hiicre susunun varlig1r gosterilmistir.
Anthonomus grandis (pamuk goz kurdu)’den gelistirilmis BRL-AG-3A hiicre susu
kullanilarak art arda yapilan 24 pasaj boyunca enfektif projeni viriis miktarinda azalma
meydana gelmemistir. Bu hiicre kiiltiirlinlin tespiti rekombinant CIV olusturulabilmesi igin
bizlere 6nemli bir firsat sunmustur. Cilinkii bu tip c¢alismalar sirasinda, olusacak
rekombinant viriisii yaban tipten saflastirabilmek i¢in hiicre kiiltiiriinde birkag pasaj (5-6)
secmek gerekmektedir. CIV i¢in yeterince iiretken olmayan hiicre kiiltiirlerinde bu is
yapilamayacagindan CIV i¢in {iretken oldugu yeni belirlenmis bu BRL-AG-3A
hiicrelerinin varligi ¢aligmanin bir bakima baslangi¢ noktasi olmustur. Calismada CIV ile
enfekte edilen Galleria mellonella larvalarindan viriis izole edilmis ve BRL-AG-3A
hiicreleri sekiz pasaj boyunca bu viriis ile bir seri enfeksiyona tabii tutulmustur. Biitiin
pasajlarda ayni sitopatik etkiler gozlemlenmistir ve bu etkiler literatiirde belirtilenler ile
uyumludur. Ayrica virilisiin hiicrelerde gelistirdigi sitopatik etkilerin ¢ok belirgin ve
ayirdedici olusu viriis konsantrasyonunun ve Kkinetiginin belirlenmesinde biiyiik bir
kolaylik sunmustur.

DNA viriislerinde, viral promotorlar bir genin transkripsiyonunu diizenlemek ve
desteklemek i¢in esastir. Calismada GFP proteininin ifadesi i¢in CIV’ye ait mcp (major
kapsid proteini) geni promotoru kullanilmistir. MCP Iridoviridae ailesine mensup viriisler
arasinda olduk¢a korunmus bir protein olup viriis pargaciklarinin yapisal bileseninin biiyiik
bir kismmi olusturmaktadir (Tidona vd., 1998). CIV mcp promotorunun aktivitesi
Nalgacioglu ve arkadaglar1 (2003) tarafindan belirlenmistir. Calismada 5' UTR bolgesinde
yiiksek aktivite gosteren ve baslangi¢ kodonu dahil mcp gen bolgesinden 18 bp iceren
toplam 297 bp dizi, baslangi¢c kodonu hari¢ yesil floresan proteinini kodlayan gfp geninin
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5' bolgesi ile PCR yontemi kullanilarak birlestirilmistir. Birlestirilen bu bolgenin dizi
analizi yapilip dogrulugu gozden gegirilmistir. mcp promotoru altinda gfp geninin ifadesi
basarili bir sekilde ger¢eklestirilmistir. GFP proteininin varlig viriisiin gogalmasi tizerinde
herhangi bir olumsuz etki gostermemis ve larvalara enjekte edilen rekombinant viriis
enfeksiyon olusturmustur.

Viriis genomuna bir genin klonlanabilmesi igin viriisiin genomunda mevcut olan
genlerden birinin veya genomdan bir bélgenin ¢ikarilmasi gerekmektedir. Silinecek olan
bu gen bdlgesinin viral replikasyon i¢in dnem arzeden bir gen olmamasi en 6nemli sarttir.
Bu konuda da CIV igin ¢esitli alternatifler mevcuttur. Bu alternatiflerden bir tanesi viriis
genomundaki muhtemel apoptosis inhibitdr genlerinden biri oldugu diisiiniilen 157L agik
okuma zinciridir (ORF). CIV’ de kaspazlarin aktivasyonunu (Seshagiri ve Miller, 1997)
durdurabilen apoptosis inhibitdrlerinin (IAP) varligr in silico olarak Jakob ve ark., (2001)
tarafindan belirlenmistir. Dizi analizi sonrasinda CIV'de degisik biiyiikliiklerde muhtemel
lic apoptosis inhibitdr gen 157L (152 amino asit), 193R (208 amino asit) ve 332L (234
amino asit) varligi tespit edilmistir. Bu genler Cydia pomonella granuloviriis fonksiyonel
apoptosis inhibitor proteinine (IAP-3) sirasiyla % 17,5-22,9, %19,5-33,7 ve %18,1-40,6
oraninda benzerlik gostermektedir. Ancak 193R hem BIR hem de RING finger domaini
igerirken 157L ve 332L sadece RING finger domaini igermektedir (Birnbaum vd., 1994;
Jakob vd., 2001). Ince ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan ¢alismada ise 193R’nin
fonksiyonel bir apoptosis inhibitdr geni kodladig1 gosterilmistir. 157L nin BIR domainine
sahip olmayis1 onun virlis replikasyonu igin gerekli bir proteini kodlamadigi ve yerine
yabanct bir gen sokulabilecegi diisiincesi dogrultusunda bizleri bu ¢alismada
cesaretlendirmistir. Elde edilen bulgular ise hipotezi destekler nitelikte olup olusturulan
rekombinant CIV hiicre hiiltlirlinde yaban tip CIV ile benzer replikasyon ozellikleri
gdstermistir. Hatta rekombinant CIV nin 72. saatte tespit edilen yiiksek miktart (7, 99x10°
TCIDs tinite/ml) yaban tip CIV ile oldukga benzerdir. Bu sonug bize 157L geninin CIV
icin elzem bir gen olmadigimi gostermistir. Omurgal1 iridoviriislerinde gergeklestirildigi
gibi  (Pallister et al., 2007) CIV’de de yabanci genlerin ifadesi igin bu gen lokusu
kullanilabilir. 157L’nin fonksiyonel bir proteini kodlayip kodlamadigi hususu bir

muammadir ve daha detayl1 caligmalara ihtiya¢ gerektirmektedir.

Yaban tip viriis ile rekombinant viriisiin 0., 6., 12., 18., 24., 36., 48., 72. saatlerde ki

tek basamakli biliylime egrileri karsilastirildiginda her iki virlisiin arasinda goze g¢arpan
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herhangi bir farkin olmadigini gézlemlenmistir. Yine her iki virtisiim DNA replikasyonunu
karsilastirmak i¢in yapilan slot-blot hibridizasyonu sonucunda da DNA replikasyonunun
iki viriiste de 6. saatte basladig1 belirlenmistir. Ilerleyen saatlerde ki DNA replikasyonunda
da ¢ok biiyiik bir fark gézlemlenmemistir. Her iki viriis igin gergeklestirilen protein profili
analizinde ise fark gozlemlenmemistir. Calismanin baslangicinda 157L’nin  bir
transkriptinin olup olmadig1 24. saatte belirlenmeye ¢alisilmis ve bir transkriptin oldugunu
gbzlemlenmistir. Ancak her iki viriise ait protein profilinde gozle goriiliir bir fark olmadigi,
157L geninin yoklugunda diger viral proteinlerin ifadesinde ve viral replikasyonda da
herhangi bir degisikligin olmadig1 tespit edilmistir. Tiim bu bulgular 157L lokusunun CIV
genomundan silinebilecek uygun bir bolge oldugunu gdstermistir. Boylelikle yaban tip
viriisten herhangi bir farki bulunmayan rekombinant viriis, CIV’nin hiicre kiiltiiriinde ve
konak boceklerdeki viral replikasyonunu, enfeksiyon ozelliklerini, viriis pargaciklarinin
konak igerisindeki trafigini ve konak-virlis etkilesimlerinin anlagilmasinda yardimci
olacaktir.

Sonug¢ olarak c¢alismada ilk defa bir rekombinant invertebrate iridoviriisi
olusturulmustur. CIV mcp promotoru altinda yabanci bir genin ifadesi ¢ok iy1 bir sekilde
gerceklestirilmis olup bu durum biyoteknolojik ve biyolojik miicadele amagli yabanci
proteinlerin ifade edilebilecegi yeni bir invertebrate iridovirilis tabanl viral ifade vektorii
olustulmasina zemin hazirlamistir. Calismada sadece bir genin fonksiyonel analizi
gerceklestirilmis olmayip ayni zamanda CIV’in viral patojenitesini artirabilecek

stratejilerin gelistirilmesine de katkida bulunabilecek temel model olusturulmustur.



5. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasi sonucunda, CIV’nin 157L kodlu muhtemel apoptosis inhibitér geni
CIV genomundan homolog rekombinasyon ile silindi ve bu genin yoklugu esnasinda viral
replikasyonda herhangi bir degisikligin olup olmadig: arastirildi. Calismanin neticesinde
ulasilan sonuglar asagida siralanmustir;

1. 157L kodlu geninin transkriptinin varlig1 24. saatte tespit edildi ve bu gen
bolgesinin yoklugunda viral proteinlerin {iretiminde bir farkin olmadig: belirlendi.

2. Homolog rekombinasyon teknigi kullanilarak 157L gen bolgesi CIV
genomundan silindi.

3. 1570 nin CIV genomundan silindigi PCR yontemi kullanilarak dogrulandi
ve 157L’nin asag1 ve yukari bolgeside dahil olmak iizere viral genoma yerlestirilen
bolgenin dogrulugu dizi analizi ile teyit edildi.

4. Yaban tip ve rekombinant CIV’e ait virlis stoklarmin konsantrasyonu
TCIDso metodu kullanilarak sirasiyla 1,90X10™ ve 2,023x10" pfu/ml olarak hesaplandi.

S. Olusturulan rekombinant viriis ile yaban tip viriisiin tek basamakl1 biiylime
egrileri karsilastirildiginda bir farkin olmadigi gézlemlendi.

6. Her iki tip wviriisiin restriksiyon profilleri karsilagtirnllmis ve yaban tip
virlisiin restriksiyon profili literatiir ile uyumludur ve rekombinant tip virlisteki ufak
farkliliklar genoma yerlestirilen bolgedeki restriksiyon enzim tanima dizilerinden
kaynaklanmaktadir.

7. Western-blot analizi sonucunda ¢ok spesifik bir bicimde GFP proteinine ait
28 kDa’luk bir bant gézlemlendi.

8. Slot-blot analizi sonucunda her iki viriiste de viral replikasyonun 6. saatte
bagladig1 ve artarak devam ettigi gozlemlendi.

9. Galleria mellonella larvalari rekombinant CIV ile enfekte edildi ve floresan

mikroskop altinda bakildiginda larvalarda yesil 151k olusumu gézlemlendi.



6. ONERILER

Ik defa bu calismada olusturulan ve karakterize edilen rekombinant invertebrate
iridoviriisiin daha ileriki ¢calismalara olacak katkisi 6neriler halinde belirtilmistir:

1. Calismanin tiim asamalarinda izlenen yoOntemler kullanilarak CIV
genomundaki diger islevi tam olarak bilinmeyen genlerin fonksiyonel analizi
gergeklestirilebilir.

2. gfp geni tasiyan rekombinant CIV’nin kolayca takip edilebilmesi nedeni ile
cesitli bocek gruplar {izerindeki enfektivitesine bakilabilir ve hangi dokularda hangi
zamanlarda enfeksiyon olusturdugu belirlenebilir.

3. Konak yelpazesi genis olup 6ldiirme hizi yavag olan CIV’nin genomuna
157L lokusunun yerine CIV’nin enfektivitesini hizlandiracak insektisidal genler
yerlestirilebilir.

4. Olusturulan rekombinant CIV biyoteknolojik amagli olarak ¢esitli

proteinlerin ifadesi i¢in viral bir ifade vektorii olarak kullanilabilir.
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