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CHILO IRIDESCENT VIRUS’E AIT YAPISAL PROTEINLER ARASINDAKI
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Iridoviridae familyasina mensup viriisler ekolojik ve ekonomik 6neme sahip olan
baliklar, iki yasamlilar, siirlingenler ve omurgasizlar (6zellikle bocekler) tizerinde genis
konak spektrumuna sahiptir. Viriis yapisal proteinleri arasindaki etkilesimlerin bilinmesi,
viral enfeksiyonun baglamasi, Yyeni virislerin olusmasi ve hiicreden salinma
mekanizmalarinin anlasilmasi bakimindan biiyiik 6nem arz eder. Bu ¢alismada, Chilo
iridescent viriis’e ait 47 yapisal protein arasinda olmasi muhtemel 2209 etkilesim, maya-
iki-hibrit sistemi kullanilarak arastirildi. Yapisal genler av ve yem vektorlere ayri ayri
klonland1. Oncelikle yem vektorler Saccharomyces cerevisiae AH109 susuna transform
edildi. Yem vektorlerdeki genlerin maya hiicrelerinde ifadeleri Western blot hibridizasyon
analizi ile dogrulandi. Genlerin ifadelerinin belirlendigi maya hiicrelerine av vektorler
transform edildi. YEM ve AV proteinler arasindaki etkilesimleri tespit etmek i¢in yem ve
av vektorlerini birlikte tasiyan maya hiicreleri segici SD (minimal synthetic defined)
besiyerine inokiile edildi. Segici besiyerinde biiyiiyen koloniler ilgili proteinler arasinda
pozitif etkilesim oldugunu gostermekterir. 47 yapisal protein arasinda 163 etkilesim oldugu
belirlendi. Tespit edilen etkilesimlerin interaktom semasi cytoscape programi kullanilarak
cizildi. Elde edilen bilgiler viriis enfeksiyonunun baslamasi, viriisiin insas1 ve hiicrelerden

salinmasina yonelik mekanizmalarin anlagilmasina 6nemli katkilar saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Chilo iridescent viriis, yapisal proteinler, maya-iki-hibrit sistemi,
protein etkilesimleri
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SUMMARY
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Iridoviruses have a wide host range including fish, amphibians, reptiles and
invertebrates (especially insects), which have ecological and economic significance.
Determining the interactions between structural viral proteins is important for the
understanding of virus maturation, infection and release mechanisms. In this study, 2209
possible interactions between 47 structural proteins of Chilo iridescent virus have been
investigated by yeast-two-hybrid system. The structural genes have cloned in both bait and
prey vectors. Bait vector was introduced into Saccharomyces cerevisiae AH109.
Expression of the bait genes was confirmed by western blot hybridisation analysis. After
confirmation, prey vectors were transformed into yeast cells, which carry the bait vectors.
Yeast cells contain bait and prey vectors were grown on a selective medium (minimal
synthetic defined) to determine the protein-protein interactions between BAIT and PREY
proteins. The colonies grown on this medium indicate positive interactions between
respective proteins. 163 interactions were determined among 47 structural proteins. The
interactom scheme has drawn by using cytoscape program. The results of this study will
provide useful information for the understanding of infection, assembly and egress

mechanisms of the virus.

Key Words: Chilo iridescent virus, structural proteins, yeast two hybrid system, protein-
protein interaction

VI



Sekil 1.
Sekil 2.

Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.

Sekil 14.
Sekil 15.

Sekil 16.

Sekil 17.
Sekil 18.

Sekil 19.
Sekil 20.
Sekil 21.

SEKILLER DiZiNi

Iridoviriis enfekSIYONU......c.uiiiiiiiiiiiiiiiie e 3

Iridoviridae familyasinin niikleositoplazmik ¢ift zincir DNA

virtisleri ile filogenetik iligKisi ........ccoeivereniiiiiiicieeee e 4
Iridoviridlerin filogenetik analizi .............cccocooviiiviii i 5
Frog viriis-3 DNA’sinin replikasyon modeli ........ccccoocvvvviniiiininne. 10

Chilo iridescent viriis’deki trimerik kapsomerlerin organizasyonu 13

Chilo iridescent viriis’iin 3A ¢oziiniirliikte 3 boyutlu goriintiisii ..... 14

Chilo iridescent viriis’tin minor kapsid proteinleri ... 15
Klasik maya-iKi-hibrit SIStemi ..........ccccoveviiiiiiiiiecece e 23
Transmembran domein igeren genlerin ¢ogaltilan kisimlarinin
SEMALIK GOSTETIIMT ..veeuviiiiieiiiciiee e 40
Chilo iridescent viriis yapisal genlerinin polimeraz zincir

reaksiyonu ile ¢ogaltilan zincirlerinin agaroz jel gorintiileri .......... 45
Genlerin yem vektore Klonlanmast .........ccoccovveeevereieneneieieseenens 46
Genlerin av vektore Klonlanmast..........c.ccoovvvieenieienenese e 47
Maya hiicrelerinde ifade edilen yem proteinlerin Western blot
hibridizasyon analizIeri.............ccccoeviiiiiici e 48
Etkilesim olusturan maya KOIONIleri............ccooovvviiiinencicicic 49
Chilo iridescent viriis yapisal proteinleri arasindaki etkilesimlerin
sematik OrliNUMU .....ccoooveviiiiiiiii 53
DNA replikasyonu ve viriis transkipsiyonunda rol

oynayan muhtemel yapisal proteinler arasindaki etkilesimler ......... 54
Integral membran proteinler arasindaki protein etkilesimleri .......... 55

Proteinlerin olgunlagmas1 ve modifikasyonu asamasinda
rol oynamas1 muhtemel yapisal proteinler arsindaki etkilesimler.... 56

Oz proteinler arasindaki protein etkilesimleri............cccoocvevrirevnnnne, 57
118L ve 415R’nin GST-pull down analizi ............ccccoovvviininnnnnn. 58
Viriisiin konak hiicreye girisinde gorev yapabilecek proteinler

arasindaki etkilesimler.........coovviiiiiiiii 62



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.

Tablo 8.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Iridoviridae familyasinin cinslerini birbirinden ayiran 6zellikler ........ 6
Tim genom analizi yapilmis iridoviridler .........ccccovcvviiiiiiieniiiennnnnn, 7
Iridovirus ¢cinsine ait trler ........covveeeieeneiie e 11
Protein etkilesimlerini tespit etmek i¢in kullanilan metodlar.............. 21
Caligmada kullanilan Chilo iridescent viriis yapisal genleri............... 28
118L ve 415R genlerinin ifadelerinde kullanilan primerler ............... 35

Chilo iridescent viriis yapisal genlerini ¢ogaltmak icin kullanilan
PHMEE QIZIEIT c.vveiicee e e 42

Maya-iki-hibrit sistemi ile Chilo iridescent viriis yapisal proteinleri
arasinda belirlenen protein etkilesimleri.........ccccvvviviiiiniiieiiiieniinnns 50



AD
Clv
°C
cDNA
DBD
ddH.0
EDTA
ICTV
IPTG
kDa
M
mg
ml
mM
NCLDV
ORF
PCR
pH
SDS
SDS-PAGE
™
vd.
Y2H

SEMBOLLER DiZiNi

. Aktivasyon domeini

: Chilo iridescent virlis

: Santigrat derece

: Komplementer (tamamlayic1) DNA

: DNA baglanma domeini

- Iki kere damitilmis su

: Etilen diamin tetra asetik asit

: Virlis taksonomisi uluslararasi komitesi
: Izopiropil beta-D-tiyogalaktosid

: Kilodalton

: Molar

: Miligram

> Mililitre

: Milimolar

: Niikleositoplazmik biiylik DNA virtisleri
: Agik okuma zinciri

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: H iyon konsantrasyonu

: Sodyum dodesil stilfat

: Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
: Transmembran

: ve digerleri

: Maya-iki-hibrit

Xl



1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Iridoviridler (Iridoviridae familyasinin herhangi bir {iyesi) diinya genelinde
ekonomik O6neme sahip sucul kiiltiirii yapilan hayvanlarda ve bocekler iizerine ciddi bir
tehdit olusturmaktadir. Chilo iridescent viriis (CIV), Iridovirus cinsinin viriis taksonomisi
uluslararasi komitesi (ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses) tarafindan
kabul edilmis tip tiridiir. ICTV tarafindan kabul gérmis Iridoviridae familyasinin tip
tiirleri {izerine yapilan ¢aligmalar diger iridoviridler i¢cin model olusturmaktadir.

Viriisler patojen olmalarinin diginda son birkag¢ yildir ilag {iretimi ve gen terapisinde
kullanilanabilecek ara vektor olabilmeleri, nanoteknoloji ve elektronik gibi alanlarda
model olusturmalar1 sebepleri ile yogun bir sekilde calisiimaktadir. Okaryotik gen ifade
vektorleri, asilar ve biyobenzer ilaglarin gelistirilmesi agisindan ¢ok onemlidir. Ayrica
bocek virlislerinin gen ifade vektorii olarak kullanilmasinin 6nemli avantajlari vardir.
Bunlar okaryotik virlis olmalarindan dolayr gen ifadesinde ihtiya¢ duyulan
posttranslasyonel modifikasyonlar1 saglamasi, insan ve sicak kanli hayvan hiicrelerinde
enfeksiyon olusturmamalar1 ve vektoriin biiylik Olgekli hiicrelere aktariminin kolay
olmasidir. Bu avantajlarindan dolayr bocek viriisleri gen ifade ve gen terapi vektorii olarak
gelistirilmektedir. Viriislerin gen ifade/terapi vektorleri olarak biyoteknolojik iiriinlere
dontistiriilebilmesi i¢in yapilari, biyofiziksel 6zellikleri ve enfeksiyonu takiben yeni viriis
insasinin agamalar lizerinde ¢ok ¢esitli arastirmalar yiiriitiilmektedir.

Ziraatte zararli boceklerle miicadele etmek i¢in genellikle kimyasallar
kullanilmaktadir. Ancak bocekler zamanla kullanilan kimyasallara karsi direng
gelistirmektedir. Bu nedenle zararli bocekleri 6ldiirmek igin kullanilan kimyasal miktar1
arttirilmakta ve yeralti kaynaklar1 bu kimyasallarla kontamine olmaktadir. Dogada biriken
bu kimyasallar biiyiikk problem olustururken etraftaki yararli bocekleri de etkilemektedir.
Bu sorunlarin istesinden gelecek Yyeni kimyasallarin kesfinde de biiyiik zorluklar
yasanmaktadir. Biitiin bunlardan dolayi, alternatif, biyolojik (6zellikle mikrobiyal) kontrol
sistemlerinin gelistirilmesi oldukca biiylik bir dneme sahiptir. CIV, zirai agidan zararh
birgok bocekte dliimciil ve 6liimciil olmayan enfeksiyonlara sebep olmaktadir ve boylece,

potansiyel bir biyokontrol mataryelidir. Pamuk bocegi gibi bitlerin larvalari bitkilerin



icerisinde gelisirler ve disaridan miidahaleden etkilenmemektedirler. Bu gibi durumlarda
insektisidal proteinlerin kesfi, hangi genler tarafindan kodlandigmin tespit edilmesi
oldukca 6nemlidir. CIV’nin yapisal proteinlerinin de boceklerde metamorfik degisimlere
ve oliime sebep oldugu bu sebeple de yapisal proteinlerin insektisidal proteinler igerdigi
bilinmektedir. Proteinler arasindaki etkilesimlerin tespit edilmesi genlerin fonksiyonlarinin
aydinlatilmasini kolaylastiracaktir.

Maya-iki-hibrit sistemi birgok protein arasindaki etkilesimleri tespit etmek i¢in
kullanilan yaygin bir yontemdir. Bu yontem 1989 yilindan beri giderek artan bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu sekilde c¢esitli proteinler arasindaki etkilesimleri gosteren birgok
interaktom haritalar1 su ana kadar olusturulmustur. Viriis yapisal proteinleri arasindaki
etkilesimlerin tespiti viriisiin insasi, hiicreye girisi ve hiicreden ¢ikis1 konularinda énemli
bilgiler = sunmaktadir. Bununla birlikte, fonksiyonu bilinmeyen proteinlerin
fonksiyonlarmin aydinlatilmas1 konusunda protein etkilesimlerinin tespiti oldukga
onemlidir. Bu sebeple bu giline kadar bir¢ok viriisiin yapisal proteinleri arasindaki
etkilesimler maya-iki-hibrit sistemi ile belirlenmis olmasina ragmen Chilo iridescent viriis
hakkinda literatiirde konu ile ilgili herhangi bir bilgi mevcut degildir. Boylece, bu tez
kapsaminda ilk defa Chilo iridescent viriise ait yapisal proteinler arasindaki etkilesimler

maya-iki-hibrit sistemi kullanilarak tespit edilmistir.

1.2. Iridoviridae Familyasi

Iridoviridae familyasina mensup ilk iridovirid, 1954 yilinda, ingiltere’de Claude
Rivers’in ¢ayir sineklerinin (Tipula paludosa) Invertebrate iridescent viriis-1 (11V1) ile
agir enfeksiyonlari sonucu biiyiik bir grup halinde yerden yiikselisleri sirasinda
olusturduklart mitkemmel bir sekilde parlayan iridesent renk (Iridescence: gokkusag: gibi
parlayan, mavi-yesil, Sekil 1A ve 1B) karsisindaki meraki sonucu kesfedildi (Williams,
1996). Daha sonra kesfedilen bu virtis Nature dergisinde Nick Xeros tarafindan 1954
yilinda yaymlandi. Iridoviriisler ziraatte zararli bocekler ile hastalik tasiyan vektor
bocekler tizerine olan etkileri sebebi ile potansiyel biyolojik kontrol materyali olarak
diistintilmektedir (Williams, 1996).



CIV virionlarmin olusturdugu parakristal dizi

| I
Sekil 1. Iridoviriis enfeksiyonu. A: Cayir sineklerinde iridovirus enfeksiyonu (Boumans ve
Aarnes, 2010), B: Chilo iridescent viriis enfeksiyonu. I: CIV ile enfekte olmamis
Drosophila melanogaster (Bronkhorst vd., 2012) II: CIV ile enfekte olmus
Drosophila melanogaster’de olusan iridesent renk (Bronkhorst vd., 2012). C: CIV
ile enfekte olmus Chilo suppressalis yag hiicrelerinde iridesent renk olusumununa
neden olan parakristal dizi (Fukaya ve Nasu, 1966).

Iridoviridler biiyiik, ikozahedral simetride olup lineer, ¢ift zincirli tek DNA
genomuna sahiptir (Jankovich vd., 2012). Diger DNA viriislerinden farkli olarak viriis
partikiilleri hiicreden ¢ikis sekillerine gore zarfli (hiicre membranindan tomurcuklanma ile
salimim) veya ¢iplak (liziz ile salinim) olabilir. Dig zarf haricinde iridoviridlerin kapsid ile
DNA arasinda uzanan lipid bir membrana sahip olmalart da bunlar1 diger DNA
viriislerinden ayiran bagka bir 6zelligidir. Iridoviridlerin enfeksiyonu sonucu sitoplazmada
olduk¢a biiyiik bir viriis toplanma bdolgesi goriiliir. Bu bolge (virojenik stroma) viriis
proteinleri ve DNA’larinin en yogun oldugu, viriis partikiillerinin bir araya toplandig: yani
viriis insasinin gerceklestigi bolgedir. Ikozahedral partikiiller sitoplazmada g¢ogunlukla
120-200 nm ¢apinda bir dizi olacak sekilde siralanir. Bu diziye “parakristal dizi” denir
(Sekil 1C) ve iridovirisleri diger DNA viriislerinden ayiran 6nemli bir 6zelliktir. Bununla
birlikte, iridoviridler diger okaryotik DNA viriislerinden genomik organizasyonlar: ile
ayrilirlar. Iridovirid genomu dénen gember (rolling circle) replikasyonu sonucu biiyiik
konkatamerler seklinde tretilir. Iridovirid genomu, hacim bagimli (headfull) mekanizma
ile kapsid igine paketlendiginden, halkasal permutasyona (circularly permuted) ve
genomun u¢ kisimlarinda dizi tekrarlarma (terminal redundancy, terminal tekrarlar)
sahiptir. Terminal tekrarlar genoma %10-30 oraninda fazlalik katar (Williams vd., 2005).
Sekil 2’de Iridoviridae familyasinin, diger niikleositoplazmik ¢ift zincir DNA viriisleri ile

olan filogenetik iliskisi gosterilmistir.
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Sekil 2. Iridoviridae familyasimnin niikleositoplazmik ¢ift zincir DNA virtsleri ile
filogenetik iliskisi. D5 tip ATPaz, DNA polimeraz B, A32 ATPaz, major kapsid
protein ve A1L/VLTF2 transkripsiyon faktorii gen dizileri agisindan familyalarin
filogenetik analizi (Boyer vd., 2009; Jankovich vd., 2012).

Iridoviridae familyasinin iyeleri 6zellikle 1980 yilindan sonra yabani ve kiiltiirii
yapilan balik, kurbaga, ¢ekirge gibi hayvanlarda olusturduklar: yiiksek miktarda liimeiil
enfeksiyonlar nedeni ile 6nem kazanmistir (Williams vd., 2005). Bununla birlikte
Iridovirus cinsinin tiyeleri biyolojik kontrol materyali olarak kullanilabilecek 6nemli tiirleri
icermektedir (D'Costa vd., 2012). Ayni1 zamanda Iridovirus cinsinin iiyelerinin olusturdugu
iridesent renk olusumu ve kapsid yapist biyoteknolojik agidan model olabilecek

potansiyeldedir (Radloff vd., 2005; Hartschuh vd., 2008).



1.2.1. Iridoviridae Familyasmin Cinsleri ve Ozellikler

Giiniimiizde ICTV tarafindan kabul edilen Iridoviridae familyasmnin taksonomik
yapisi Iridovirus, Chloriridovirus, Ranavirus, Lymphocystivirus ve Megalocytivirus olmak
tizere 5 cinsten olusmaktadir (Jankovich vd., 2012) (Sekil 3).

_— FV3
100|' STIV
I[ ATV Ranavirus

99
EHNV

100

[ GIV
100
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Sekil 3. Iridoviridlerin filogenetik analizi. Iridoviridae familyasinin cinsleri arasindaki
iliski, 26 korunmus gen dizisine gore analiz edilmistir (Jancovich vd., 2010;
Jankovich vd., 2012).

Iridoviridae familyasinin {yeleri (iridoviridler) yalnizca omurgasizlari (birincil
olarak bocekler) ve sogukkanli omurgalilar1 (baliklar, kurbagalar ve siiriingenler) enfekte
eder. Bununla birlikte sucul kabuklu hayvanlar (crustacea) ve yumusakgalar1 da enfekte
ettikleri tanmin edilmektedir (Williams vd., 2005). Enfekte ettikleri konaklara ve genomik
DNA’nin metilasyon seviyesine gore 5 iridovirid cinsi genel olarak (gelecekte iki alt
familyaya ayrilabilecek) iki gruba ayrilir (Chinchar vd., 2008). Iridovirus ve
Chloroiridovirus cinsleri omurgasizlar1 (6rnegin bocekler, crustacealar) enfekte eder ve
genomik DNA metillenmesi yoktur. Bunun aksine Ranavirus, Lymphocystivirus ve
Megalocytivirus cinsleri baliklar, kurbagalar ve siiriingenler gibi sogukkanli omurgal
hayvanlar1 enfekte eder ve viriis tarafindan kodlanan bir DNA metiltransferaz tarafindan
sitozin niikleotitlerinin yaklasik %251 metillenir (Chinchar vd., 2008). Bununla birlikte bir



ranavirus tiirii olan Singapore grouper iridoviriis (SGIV) DNA metiltransferaz enzimi
kodlamadigi i¢in kendi DNA’sin1 metilleyemez. Konak spektrumu ve genomun
metilasyonu disinda cinslerin ayriminda genomun GC igerigi, seroloji, virion morfolojisi,
partikiil biiylikliigli, histopatolojisi ve hastaligin klinik belirtileri de kullanilmaktadir.
Major kapsid protein ve diger proteinlerin amino asit dizilerinin analizi de bu taksonomik
ayrimi dogrulamaktadir. Ayni cins ig¢inde bulunan viriislerin major kapsid proteinlerinin
amino asit dizilimi %70’in lizerinde benzerlik gosterirken, farkli cinslere ait tiirlerde bu
oran %50’nin altina diismektedir. Cinsleri birbirinden ayiran O6zellikler Tablo 1°de

Ozetlenmistir.

Tablo 1. Iridoviridae familyasinin cinslerini birbirinden ayiran 6zellikler

Familya Iridoviridae
Cinsler Iridovirus Chloriridovirus ~ Lymphocystivirus ~ Ranavirus Megalocytivirus
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 baliklar
konak tiirleri  Crustacealar iki kanatlilar baliklar1 Omurgalilar
Muhtemelen (Diptera) Yass1 Baliklar (Kurbagalar
yumusakgalar Kaplumbaga
izopodlar Siirtingenler
Kemikli
Baliklar)

Cinsler i¢inde tlirlerin ayrimimi yapmak oldukg¢a zordur. Ciinkii ayni cins igindeki
tiirlerde major kapsid proteinleri oldukg¢a yiiksek seviyede korunmus ve %90’nin ¢ok
tizerinde birbirine benzemektedir. Bu sebeple viriis tiirlerinin birbirinden ayrilmasinda
viriise ait protein profili, DNA restriksiyon fragment uzunlugu polimorfizmi (RFLP),
enfekte ettigi konagmn tiirli, enfeksiyonun klinik belirtileri, niikleotit ve amino asit
dizilerindeki farkliliklar gibi birden fazla o6zellik dikkate alimmaktadir. Iridovirid
izolatlarmin  birgogunun DNA dizi analizinin  yapilmamis olmasi izolatlarin
simiflandirilmalarin1  zorlagtirmaktaydi; fakat son zamanlarda bir¢ok iridoviridin tiim
genom dizi analizi yapilmistir. DNA dizi analizi yapilan iridoviridler sunlardir: 11V-9,

Invertebrate iridovirts tip 9 (Wiseana iridoviris); 11V-6, Invertebrate iridoviriis tip 6 (Chilo



iridoviriis); 11V-3, Invertebrate iridoviriis tip 3 (mosquito choriridoviriis); 11V-22,
Invertebrate iridoviriis tip 22; 11V-25, Invertebrate iridoviriis tip 25, 11V-30, Invertebrate
iridoviriis tip 30; I1\V-31, Invertebrate iridoviriis tip 31; LCDV-1, Lymphocystis disease
viris 1; LCDV-C, Lymphocystis disease viriis-China; TFV, tiger frog viriis; ATV,
Ambystoma tigrinum viriis; FV3, Frog viriis 3; STIV, soft-shelled turtle iridoviriis; EHNV,
Epizootic haematopoietic necrosis virlis; SGIV, Singapore grouper iridoviriis; GIV,
grouper iridoviriis; RGV, Rana grylio 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; LYCIV, large
yellow croaker iridoviriis; ESV; European sheatfish ranaviriis (Tablo 2). Birbirine gok
benzer viriislere izole edildikleri konak tiiri veya cografik bolgeye gore farkli isimler

verilmektedir.

Tablo 2. Tiim genom analizi yapilmis iridoviridler.

Genom ORF GenBank
Viriis Cinsi Tiirler Biiyiikliigii %G+C  Accession Kaynak
Sayisi
(bp) Numarasi

1v-6* 212,482 463 28,63 AF303741 Jakob vd., 2001
V-9 205,791 193 30,9 GQ918152 Wong vd., 2011
1v-22 197,700 167 28 NC_023615 Piegu vd., 2013
11V-25 204,815 177 30,3 NC_023613  Piegu vd., 2014b

11V-30 198,533 176 28,1 HF920636 Piegu vd., 2014a

Iridovirus

11v-31 220,222 203 35,09 HF920637 Piegu vd., 2014c

Chloriridovirus ~ 11V-3* 191,132 126 47,9 DQ643392  Delhon vd., 2006

LCDV-1* 102,653 110 29,1 163545 Tidona ve Darai, 1997
Lymphocystivirus
LCDV-C 186,250 239 27,2 AY380826 Zhang vd., 2004

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

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

TFV 105,057 105 55,01  AF389451 He vd., 2002
Ranavirus ATV 106,332 95 54 AY150217 Jancovich vd., 2003

Fv3* 105,903 99 55,1 AY548484  Tanvd., 2004

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

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



Tablo 2’nin devami

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

GIV 139,793 120 49 AY666015  Tsai vd., 2005
LYClv 111,767 - 54 AY779031  Yaymlanmamis
ISKNV 111,362 125 54,8 AF371960 He vd., 2001
o RBIV 112,080 118 53 AY532606 Do vd., 2004
Megalocytivirus By )
RSIV* 112,414 93 53 AB104413 Nakajima ve Kunita, 2005
OSGIV 112,636 116 54 AY894343 Lu vd., 2005
TRBIV 110,104 115 55 GO273492  Shivd., 2010

Alt gizili yazilan viriis isimleri ICTV tarafindan taninan viriisleri belirtmektedir. * Ilgili
cinse ait tip tiirii géstermektedir.

1.2.2. Iridoviridae Familyasinda Viriislerin Hiicreye Girisi ve Genom
Replikasyonu

Iridoviridlerin replikasyonu hakkinda bilinenlerin cogu FV-3 (Frog viriis-3,
Ranavirus cinsinin tip tiirll) viriisii lizerine yapilan ¢alismalar sonucu agiga ¢ikmistir ve bu
diger iridoviridler i¢in model olarak kullanilmaktadir (Williams vd., 2005). Iridoviridler
30°C’nin tizerinde replike olamazlar (Williams, 2008). Hem ¢iplak hem de zarfli virionlar
enfeksiyon olusturdugu igin, en az iki farkli konak reseptor proteini bulunmaktadir. Konak
hiicreye baglandiktan sonra zarfli virionlar reseptdr aracili endositoz ile hiicreye
girerlerken ¢iplak virionlar plazma membranina fiizyon yaparak hiicreye girerler (Williams
vd., 2005). Kapsidin soyulmasinin ardindan, viriise ait DNA 6zii (elektron mikroskobunda
yogun gorilinen viriisiin en i¢ kismini olusturan, proteinlerle iligkili DNA), DNA sentezinin
ilk agamasinin, 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 hiicresel
RNA polimeraz [I'nin aktivasyonunu saglar. Bu siireg ile ilgili oldukca az bilgi mevcuttur.
En erken ve gecikmis erken genler DNA polimeraz ve hiicresel RNA polimeraz II’'nin
homologu gibi regiilatdr proteinleri ve katalitik enzimleri kodlar. Viriisiin kodladigt DNA
polimeraz sitoplazmada translasyona ugradiktan sonra niikleusa girer ve virlis genomunun
birinci asamada replikasyonunu saglar (Goorha, 1982). Yeni sentezlenmis viriis DNA’s1
sitoplazmaya gonderilir ve ikinci agama DNA replikasyonu olarak adlandirilan siire¢ baslar

(Goorha ve Dixit, 1984). Bu siirecte viriis DNA’s1 oldukg¢a biiyiik konkatamerik bir yap1



olusturacak sekilde replike olur. Konkatamerik formdaki virlis DNA’s1 sitoplazmada
virojenik stroma i¢inde bulunur ve ge¢ genlerin transkripsiyonu da bu bolgede gerceklesir.
RNA polimeraz II'nin iki adet biiyiik alt iinitesi biitiin iridoviridlerce kodlanmaktadir. Geg
genlerin transkripsiyonu i¢in viriislin iirettigi RNA polimeraz kullanilir veya hiicresel RNA
polimerazin niikleustan sitoplazmaya geg¢isini saglayacak bir mekanizma kullanilmaktadir.
Iridoviridler iki asamali DNA replikasyonuna sahip olduklar1 i¢in (DNA replikasyonunun
once niikleusta sonra sitoplazmada devam etmesinden dolay1) niikleositoplazmik
viriislerdendir. Geg gen transkriptlerinin yapisal genleri kodladigi diisiiniilmiistiir; fakat
Chilo iridescent viriis ile yapilan ¢aligmalar her smiftan yapisal genlerin bulundugunu
gostermistir (ince vd., 2013; Ince vd., 2014). Gec¢ genlerin translasyonundan sonra
virojenik stromada virionlar olusur. Virionlarin olusumu ile ilgili 6zel basamaklar
bilinmemektedir. Uretilen konkatamerik DNA’nin hacim bagimli (headfull) mekanizma ile
kapsid igine paketlendigi diisiiniilmektedir. Bdylece virlise ait genom hem terminal
tekrarlara (terminal redundancy) hem de halkasal permiitasyona (circular permutation)
sahip olur. Halkasal permiitasyon, bir hiicrede iiretilen yavru virionlarin herbirinin sahip
oldugu genomun uglarindaki dizilerin birbirinden farkli oldugu anlamina gelirken, terminal
redundansi bir viriondaki genom ucundaki bir kisim dizinin tekrar ettigi anlamini
tasimaktadir (Williams, 2008). Bu sayede genom %10-30 oraninda diploid olmaktadir.
Boylece bazi genler bir ¢ift olarak bulunur ve genlerin bir kopyasinda olusacak mutasyon
sonucu kotii etkilerden virlis korunur veya yeni bir fonksiyon kazanir. Yeni sentezlenmis
virionlar virojenik stromadan ayrilarak sitoplazmanin bagka bir bolgesinde biiyiik
parakristal diziler olusturacak sekilde birikirler veya plazma membranindan zarf kazanarak
tomurcuklanirlar. Parakristal dizi olusturan virlisler hiicrenin lizizi sonucu zarf
kazanmadan salimirlar. Her iki tip virlis partikiili enfektif olmasina ragmen spesifik
enfektivite zarfli virlislerde ¢ok daha yiiksek (150 kata kadar) oldugu icin zarf
proteinlerinden bir veya birkacinin viriisiin konak hiicreye girisinde 6nemli bir rol oynadig1
diistiniilmektedir (Braunwald vd., 1979; Gendrault vd., 1981). FV-3 DNA's1 i¢in
replikasyon modeli Sekil 4’te sematik olarak gosterilmistir (Chinchar vd., 2011). Bunlarla
birlikte iridoviridlerde saflastirilmis viriis DNA’s1 hiicreye transfekte edildiginde CIV ve
FV-3’te gosterildigi gibi enfeksiyon olusturamamaktadir; fakat virion ile birlikte transfekte
edilen saflagtirilmig viriis DNA’sinin enfeksiyon olusturdugu gosterilmistir (Willis vd.,
1979; Willis ve Granoff, 1985; Cerutti vd., 1989; Nal¢acioglu vd., 2003).
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Sekil 4. Frog viriis-3 DNA'sinin replikasyon modeli. Bu sekil ICTV’nin 9. Raporundan
alinmigtir (Chinchar vd., 2011).

1.2.3. Iridovirus Cinsi

Iridovirus cinsi su an i¢in ICTV tarafindan kabul edilmis iki tiir ve heniiz
birbirlerinden farkliliklarin1 ortaya koyacak yeterli bilgi olmadigr icin kesin kabul
edilmemis 11 tirli kapsamaktadir (Jankovich vd., 2012). Bu tiirler Tablo 3’de

gosterilmistir.
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Tablo 3. Iridovirus cinsine ait turler

Viriis (Alternatif isim) 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 11V-6 Chilo suppressalis (L) Japonya

(Chilo iridescent viriis, CIV)

ICTV tarafindan heniiz tiir olarak dogrulanmamis fakat Iridoviriis cinsi ile iligkili olabilecegi diisliniilen

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° 1Vv-29 Tenebrio molitor (C) Amerika
Invertebrate iridescent virus 30° 11Vv-30 Helicoverpa zea (L) Avustralya
Invertebrate iridescent virus 31° lv-31 Armadillidium vulgare (Is)®  Amerika

aColeoptera (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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1.2.3.1. Chilo Iridescent Viriis

Iridovirus cinsinin tip tiirii olan Chilo iridescent viriis (CIV) giiniimiizde sistematik
acidan omurgasiz iridesent viriis tip-6 (Invertebrate Iridescent Virus Type-6, 11\VV-6) olarak
adlandirilmaktadir. CIV, lepidopter grubuna dahil olan kok delici Chilo suppressalis
(piring sap kurdu) (Fukaya ve Nasu, 1966) boceginden izole edilmistir. IIV-6 onemli
zararli bocek tiirlerinde 6liimciil enfeksiyonlara neden oldugu i¢in, bu bdcek iridoviriisii
potansiyel bir biyolojik kontrol ajani olarak degerlendirilmektedir (Henderson vd., 2001).
CIV’nin avantajlarindan biri, Anthonomus grandis (boll weevil) hiicre kiiltiiriinde (BRL-
AG-3A) kolayca biyiitiilliip ¢ogaltilabilmesidir (D’Costa vd., 2012). Bdylece ilk
rekombinant CIV yapimi da Anthonomus grandis hiicrelerinde gergeklestirilmistir (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) (Nal¢acioglu vd.,
2003; Nalcacioglu vd., 2007) hiicre kiiltiirlerinde replike olabilmekte ve
caligilabilmektedir. Ayrica 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).

CIV cift zincir DNA viriisleri i¢in model olarak kullanilan bir viriistiir. RNA
virlislerinin genel olarak konakta RNA1 mekanizmasinin ¢aligmasina sebep oldugu
bilinmektedir. DNA viriislerinin de konakta RNA1 mekanizmasinin ¢alismasina sebep olup
olmadigt CIV model olarak kullanilarak arastirilmistir. Bu arastirmalarda CIV’nin
Drosophila melanogaster S2 hiicrelerinde RNAi mekanizmasinin ¢alismasina sebep
oldugu (Bronkhorst vd., 2012) ve konak hiicrelerin olusturdugu bu antiviral cevaba karsi
CIV’de bulunan 340R geninin konakta iiretilen ¢ift zincir RNA’lara baglanarak siRNA

tiretimini engelledigi belirlenmistir (Bronkhorst vd., 2014).

1.2.3.1.1. Chilo Iridescent Viriis’iin Morfolojisi ve Virion Yapisi

CIV virionlar i¢ten disa dogru sirasiyla proteinlerle iliskili DNA’dan olusan 6z, i¢

lipid membran, kapsid ve =zarftan (hiicreden tomurcuklanarak ¢iktigi durumlarda)
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olugmaktadir. CIV virionlar1 iki (kenarlara gore), lic (eskenar ylizlere gore) ve bes
(koselere gore) eksen boyunca katlandiginda benzer yapilar olusturmaktadir. Bu simetriler
acisindan bakildiginda CIV virionlar ikili simetriye gore 162 nm, ti¢lii simetriye gore 165
nm ve besli simetriye gore 185 nm ¢aplarinda tespit edilmistir (Jankovich vd., 2012). Her
virion 12 pentasimetron (koselerde bulunan besgenler) ve 20 trisimetrondan (eskenar
licgen) olusan ikozahedral yapidadir (Ucgenlesme sayisi, T = 147, h=7, k=7) (Sekil 5).
Trisimetronlarin (20 tane eskenar iliggen) her birinde 55 kapsomer vardir (toplam
55x20=1100 kapsomer). Bu kapsomerler aralarinda 7,5 nm uzaklik olacak sekilde
paketlenmistir. Iki trisimetron arasinda 60 derecelik bir a¢1 bulunur. Bununla birlikte,
virionun kdselerinde bulunan pentasimetronlarin (12 tane besgen) her birinde 30 kapsomer
vardir (30x12=360). Bu sekilde her virionda toplam 1460 (10x(T-1)) tane kapsomer vardir.
Bu kapsomerlerin herbiri altigen seklindedir. Altigen sekli sebebiyle bu kapsomerlere
hekzavalent kapsomer denir. Hekzavalent kapsomerler dis yilizeyde kovalent olmayan
baglarla bir arada olan trimerik Major kapsid protein (MCP) ve i¢ yiizeyde de disiilfit
baglariyla bagl ikinci bir trimerik MCP’den olusur. Her MCP monomeri “jelly roll” (fig1
seklinde) tipte iki tane beta tabaka domeini icerir. Hekzavalent (altigen) kapsomerlerle
birlikte virionda pentavalent (besgen) kapsomerler de vardir. Pentavalent kapsomerler
pentasimetronlarin herbirinin tepe noktasinda birer tane bulunur. Bu sebeple bir virionda
toplam 12 tane pentavalent kapsomer vardir.  Pentavalent kapsomerler trimerik
kapsomerlerden ¢ok daha biiytiktiir. (Yan vd., 2009).
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Sekil 5. Chilo iridescent viriis’deki trimerik kapsomerlerin
organizasyonu. 20 trisimetron (biri acik ve digeri
koyu mavi renkli) ve 12 pentasimetron (pembe
renkli). Ikozahedronun bir iiggen ylizeyi yesil ¢izgi
ile gosterilmis (Yan vd., 2009).
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CIV virionlar1 (= 1x10° Dalton)'min 6zii, liflerle (fibrillerle) kapli ikozahedral bir
ortii iginde 212,482 niikleotit ¢iftinden olusan, virion kiitlesinin %12’sini olusturan, lineer,
cift 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
%12’si terminal tekrarlardan olusur (Schnitzler vd., 1987). Genomda en az alt1 replikasyon
orijini tespit edilmistir (Sonntag vd., 1994). CIV virionlart LC-MS/MS analizinde iki veya
daha fazla peptidin varligina gore 46; tek peptidin varligina gore ise 54 yapisal proteinden
olusur (Ince vd., 2010). 54 yapisal proteinden 36’s1 diger iridovirid ve askoviriislerdeki
proteinlerle homoloji gosterir. P50 (51,4 kDa, 467 amino asid, major kapsid proteini,
MCP) toplam protein kiitlesinin yaklasik yarist (%40) kadardir. Diger yapisal proteinlerin

lokalizasyonlar1 ve organizasyonlar1 bilinmemektedir (Sekil 6).

Sekil 6. 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, (¢) Sekil b’de isaretli bolgenin kesiti, yaklasik
40A kalmhgindaki i¢ lipid tabaka ve 6z bélge, (d) Sekil
b’de isaretli bdlgenin biiyiitiilmiis hali. Ince beyaz ¢izgi iki
trisimetronun birlestigi bolgeyi gosteriyor, siyah leke 2’°1i
simetrinin katlandigi bolge (e) pentamerik kapsomerin
biiyiitilmtis  hali. Bu  kompleks hekzavalent
kapsomerlerden daha biiyiik olmasi, ortada bir boslugun
olmasi ve fibrilinin olmamast ile kolayca ayrilir. (f) Sekil
c’deki isaretli bolgenin biiyiitiilmis hali, (g) Sekil f ile
ayni pentamerik kapsomer, ii¢ kapsomer ve kapsomerlerin
fibrilleri ¢izgilerle gosterilmis (Yan vd., 2009).



15

Ic lipid membran ile iliskili ve kapsid yiizeyinde tanimlanmis birgok protein
bulunmaktadir (Yan vd., 2009). Bunlara genel olarak mindr kapsid proteinleri adi
verilmistir. Bunlar fermuar (zip) monomerleri, fermuar dimerleri, parmak (finger)
proteinleri ve tutunma (anchor) proteinleridir (Sekil 7). Fermuar dimerleri yanyana olan
trisimetronlarin kenarlarinda bulunan trimerik kapsomerleri birbirine sikica baglarken
fermuar monomerleri pentasimetronlardaki kapsomerleri yanindaki komsu trisimetronlarin
kapsomerlerine baglar. Parmak proteinler trisimetronlarin ii¢ kenarinda dokuzar adet
olacak sekilde kapsomerleri birbirine baglar. Tutunma proteinleri pentavalent
kapsomerlerden (pentasimetronlarin tepe noktasi) iki kapsomer uzaklikta lipid membran ile
herbir pentasimetronu birbirine baglar. Bunlar haricinde diger transmembran proteinlerde
kapsidde mevcuttur; fakat sadece tutunma proteinleri gorintiilenebilmistir. MCP ile
karsilagtirildiginda fermuar proteinleri 11,9 kDa, parmak proteinleri 19,7 kDa ve tutunma
proteinleri 32,4 kDa olacak sekilde hesaplanmistir (Yan vd., 2009). Kapsidin dis yiizeyi
esnek fibrillerle kaplidir. CIV virionlarinda her bir trimerik kapsomerin ortasindan ¢ikan
35 nm uzunlugunda 2 nm kalinliginda tek bir fibril vardir. Fibrillerin fonksiyonu ise
bilinmemektedir. Buna ragmen bu fibrillerin uzunlugunun parakristal dizide virionlar
arasindaki uzakligi belirledigi ve bu uzakliginda iridesent renk olusumu i¢in 6nemli oldugu

bilinmektedir (Williams ve Ward, 2010).

st} Fermuar dimeri
2.2’2. % | Fermuar monomeri
Q‘QQ d Parmak proteini
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Sekil 7. Chilo iridescent viriis’iin minor kapsid proteinleri. (a) CIV
pentasimetronlarindaki transmembran tutunma proteini. Ok ucu
pentameri, ok tutunma proteinini gosteriyor. (b) Elips 2’1i, liggen 3’14,
besgen 5’li simetrilerin katlanma boélgelerini gosteriyor (Yan vd., 2009).
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CIV virionlarinin %9’u lipittir (Kelly ve Vance, 1973b). Virion 6zii fonksiyonu
bilinmeyen transmembran proteinler igeren bir lipid membran ile sarilidir. Virilise ait bu
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 virionlarinda karbohidrat varligina rastlanmamustir (Jankovich vd., 2012).

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 alinmistir (Bilimoria, 2009). Ayrica yapisal
proteinlerden bir kismi protein kinaz (Monnier ve Devauchelle, 1980), niikleotit
fosfohidrolaz (Monnier ve Devauchelle, 1976), RNA polimeraz (Kelly ve Tinsley, 1973a)
gibi enzimatik aktivitelere sahiptir. Anthonomus grandis (pamuk kozalak kurdu) iizerine
yapilan ¢aligsmalar sonucunda CIV yapisal proteinlerinin bocekte metamorfik degisimlere

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

1.2.3.1.2. Chilo Iridescent Viriis’iin Transkripsiyonel Regiilasyonu

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 lizere 3 smifa ayrilmaktadir
(D'Costa vd., 2001; D'Costa vd., 2004). En erken ve gecikmis erken grubu genler DNA
sentezinden Once ifade edilirler; fakat en erken grubu genler protein sentezine ihtiyag
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 c¢aligmalarda CIV’de gen siniflarinin tespiti i¢in DNA sentez inhibitorii olarak 100
pg/ml cytosine-1-B-D-arabinofuranoside (Ara-C) veya 5 pg/ml aphidicolin (APH); protein
sentez inhibitdrii olarak ise 200 pg/ml cycloheximide (CHX) kullanilmaktadir. CIV
genomunda Northern blot hibridizasyon analizine goére tespit edilen 137 transkripten 37
tanesi en erken, 34 tanesi gecikmis erken ve 65 tanesi ge¢ olarak karakterize edilmistir

(D'Costa vd., 2004). Kiitle spektroskopisinin (MS) kullanildig1 proteomik analize gore ise,
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ifade edildigi belirlenen 95 proteinden 37 tanesi virion proteinlerinden olugsmaktadir. Bu
virion proteinlerinden 22 tanesi en erken, 8 tanesinin gecikmis erken ve 7 tanesinin ge¢ gen
sinifina dahil oldugu tespit edilmistir (Ince vd., 2014). 41 virion proteininin siifi RT-PCR
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 ge¢ genin (234R, 274L, 317L, 401R) MS ile erken gen sinifina
girmesi; yine RT-PCR ile belirlenen erken genlerin (268L, 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 ¢alismada bazi tutarsizliklar gériinmektedir. Bu
bulgular daha énce de belirtildigi gibi (Ince vd., 2014) qRT-PCR ile teyit edilebilirler.
Yapisal proteinler disinda CIV’ye ait apoptoz inhibitor proteinini kodlayan 193R (IE) ve
ekzo ve endoniikleaz kodlayan 012L (IE) proteinlerinin detayli transkripsiyonel ve
fonksiyonel analizi daha énce yapilmistir (Ince vd., 2008; Dizman vd., 2012). Bununla
birlikte. DNA polimeraz enzimini kodladigi disiiniilen 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 igin viral proteinlere ihtiyag duyduklari, virion
proteinleri yokken transfeksiyon yapildiginda promotorlarin aktif olmadigi gosterilmistir
(Nalgacioglu vd., 2007). DNA polimeraz geninin promotor bdlgesinde bulunan AAAAT
motifinde yapilan bir mutasyonun promotor aktivitesini neredeyse sifira disiirdiigi
belirlenmistir. Bu motif ayn1 zamanda CIV’ye ait diger olasi gecikmis erken genlerde ve
diger iridoviriislerin promotor bolgelerinde de tespit edilmistir (Nalgacioglu vd., 2007)

CIV mRNAlar1 poli A kuyruguna sahip degildir (Ince vd., 2013). Simdiye kadar
iridoviridlerde poli A kuyrugu sadece, TIV (Tipula iridescent viriis)'in iki adet
mRNA’sinda ve LCDV-1 virlisiniin fonksiyonu bilinmeyen bazi genlerinde tespit
edilmistir. CIV ORF’lerinin asag1 bolgelerinde (3’°-ucu) poliadenilasyon sinyali bulunmaz
(Ince vd., 2013). CIV mRNAlar1 sapka tasir ve riboniikleotit rediiktaz (RNR) geninin bir
inteine sahip oldugu tespit edilmistir (Bigot vd., 2013).

1.2.3.1.3. Chilo Iridescent Viriis’iin Konak Spektrumu ve Patolojisi

CIV'nin organizmalara enjeksiyon yolu ile inokiilasyonu sonucunda konak

spektrumu arastirtlmis ve 6 ordoya ait (Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
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Hemiptera ve Orthoptera) 100°den fazla bocek tiiriinii enfekte ettigi tespit edilmistir
(Williams ve Ward, 2010). CIV sivrisineklerin 13 tiiriinii agiz yoluyla enfekte
edebilmektedir ve sivrisineklerde ¢ogunlukla Oliimciil olmayan enfeksiyonlara sebep
olmaktadir. Ayn1 zamanda CIV ¢ok sayida bocek olmayan eklem bacaklilar1 da enfekte
etmektedir (Ohba ve Aizawa, 1979).

CIV Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera ve Hemiptera basta olmak tizere farkli
ordolara ait birgok bécek hiicre kiiltiiriinde in vitro olarak replike olmaktadir. CIV’nin
slirlingen hiicrelerinde de replike oldugu belirlenmistir. Ostrinia nubilalis hemositlerinden
gelistirilen hiicre kiiltiirinde CIV nin replike olamadigi; fakat Ostrinia nubilalis larvalarini
cok kolay enfekte ettigi, yag hiicreleri ve hemositleri de igeren bir¢ok farkli hiicre ve
dokuda replike olduklar1 belirlenmistir. Bu durum viriisiin in vivo ve in vitro’da farkli
yollarla enfeksiyon olusturdugunu géstermektedir. CIV nin 6liimciil olmayan enfeksiyonu
bocek populasyonlarinda ¢ok yaygindir ve bu enfeksiyon sekli enfekte olan bdceklerde
yasam siiresini, viicut biyiikliglinii, {ireme kapasitesini ¢ok ciddi bir Olgiide
diisiirmektedir. Iridoviriislerin viriilansint belirleyen faktorlerle ilgili bilgiler ¢ok az
bilinmektedir; fakat 6liimciil olmayan enfeksiyonun viriisiin vertikal transmisyonuna izin
verdigi ve bocek popiilasyonu iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu disiiniilmektedir

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

1.3. Protein Etkilesimleri

Proteinler kiigiik veya biiylik kompleksler olusturmak iizere birbirleriyle etkilesirler.
Protein-protein etkilesimleri (PPI) iki veya daha fazla protein arasindaki fiziksel temasi
ifade eder. Protein etkilesimleri hiicre tipi, hiicrenin gelisim safhasi, hiicre dongii fazi,
cevresel faktorler ve diger proteinlerin varligi (interaktor) gibi birgok faktore bagh olarak
diizenlenir. Bir proteinin 6zel bir gorevini gerceklestirebilmesi etkilesimde bulundugu
proteine baglidir. Birgok protein birden fazla fonksiyona sahiptir. Bu proteinlerin hangi
fonksiyonu gosterecegi etkilestikleri proteine gore belirlenir. Bundan dolayi, bir proteinin
etkilestigi proteinlerin tanimlanmasi proteinin fonksiyonunu anlayabilmemiz bakimindan
oldukca 6nemlidir. Cogu metabolik yolak iki protein veya bir ¢ok proteinin dahil oldugu
biiyiik kompleksleri olusturan proteinler arasinda direkt temasi gerektirir (Paul vd., 2011).
Proteinler arasinda fiziksel temas, bu proteinlerin aktivitesini modifiye eden

konformasyonel degisimleri veya posttranslasyonel modifikasyonlar1 uyarabilir. Birgok
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konformasyonel degisiklik niikleotit trifosfatazlarin (ATP, GTP) hidrolizi tarafindan
gerceklestirilir.  Genel olarak konformasyondaki enerji  gerektiren degisiklikler
proteinlerden kompleks olusumunu uyarir (Albert, 1998). Proteinler arasindaki fiziksel
temas her zaman kararli degildir; stirekli olarak ayrisma ve yeniden birlesme egilimindedir.
Protein etkilesimlerinin en yaygin siniflandirilmast etkilesim siiresine dayanir. Protein
kompleksleri ¢ok kararli (kalict PPI), az kararli (gecici PPI) veya her ikisinin
kombinasyonunu igeren gruplardan olusur. Protein etkilesimleri olusturduklar1 gruplarin
dogasina gore farkli roller oynarlar. Proteinler hiicresel siireglerdeki onemli rollerini
gerceklestirmek icin, ¢cok biiyiik bir ag olusturarak birbirleriyle kalici veya gecici olarak
etkilesirler (Grigoriev, 2003). Kalict komplekslere hemoglobin ve RNA polimeraz
ornekleri verilebilir. Biitlin organizmalarda bulunan ribozomlar gibi bir¢cok biiyiik
makromolekiiler kompleks vardir. Yapisal kompleksler cogunlukla kalicidir, 6rnegin
tubilin alfa ve beta iiniteleri kalici bir oligomer-heterodimerdir. Niikleer proteinleri iceren
cogu etkilesim dinamik ve gecicidir; fakat niikleustaki protein etkilesimlerinin bir grubu
dikkate deger bir kararlilik gosterir. Kardes hiicrelere mikrotiibiiller boyunca kardes
kromatidlerin ¢ekilebilmesi igin gerekli olan kinetokor-sitokrom kompleksi ¢ok kararli bir
komplekstir. Bununla birlikte, cogu transkripsiyon faktorii gegici bir sekilde etkilesirler;
fakat bazilar1 hedefleriyle kararli bir kompleks olusturur (Hemmerich vd., 2011). Proteinler
arasindaki kalic1 etkilesimler disiilfit baglart veya elektron paylasimi gibi kovalent
baglarla, gecici etkilesimler ise hidrojen bagi, iyonik etkilesimler, van der Waals
kuvvetleri veya hidrofobik etkilesimler gibi zayif baglarin kombinasyonu ile
gerceklesmektedir. Ornegin proteinlerde bulunan 18sin fermuarini olusturan alfa heliksler
hidrofobik etkilesimlerle diger proteinlere baglanir (NgounouWetie vd., 2014).

Protein  etkilesimleri replikasyon, transkripsiyon, translasyon, proteinlerin
katlanmasi, taginmasi, parcalanmasi, hiicresel yapilarin olusumu ve sinyal iletimi gibi ¢ok
cesitli hiicresel aktivitelerde hayati 6neme sahiptir. Protein etkilesimleri uyarilara (hormon
baglanma, enzim allosteri, transkripsiyon faktorlerinin gen ekspresyonlarina etkisi) anlik
cevap vermeyi sagladiklari i¢in ¢ok hizlidir. Proteinler arasindaki etkilesimlerin olmasi ve
olmamasi durumunda proteinler farkli fonksiyonlar gostermektedir. Bu sebeple hiicreler
arast ve hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarinda biitiin etkilesimlerin gegici olmas1 hayatidir.
Hiicre ylizeyindeki etkilesimlerin cogunlukla ayrilma ve birlesmeleri ¢ok hizlidir. Protein
etkilesimlerinin sayilamayacak kadar ¢ok biyolojik etkileri vardir. Proteinler substratiyla

etkilesime girerek degisen enzimlerin 6zelliklerini etkiler ve hiicre iskeleti gibi yapisal
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birimlerin olusmasini saglar. Proteinler proteinlerin substratlarina baglanma spesifikligi
saglayabilir, diger proteinleri inaktive edebilir veya onlar1 degredasyondan koruyabilir.
Protein etkilesimleri canli bir hiicrede her siirecte en hayati bilesendir. Bu sebeple protein
etkilesimlerinin karakterizasyonu, proteinleri ve onlar1 kodlayan genlerin fonksiyonlarini
tespit etmede kullanilan 6nemli bir aragtir. Proteinler genellikle ayn1 hiicresel siireclerde
rol alan aynm1 komplekslerin parcalaridir, bdylece protein fonksiyonlarini tespit etmenin
giiclii metotlarindan biri o proteinin etkilestigi proteinleri tanimlamaktir (NgounouWetie
vd., 2014).

Yukarida bahsedildigi gibi bir organizmanin kendi proteinleri arasindaki
etkilesimlerin tespit edilmesinin Onemiyle birlikte konak patojen arasindaki protein
etkilesimlerinin de tamimlanmas1 oldukg¢a dnemlidir. Ornegin viriis enfeksiyonunda konak
faktorlerin tanimlanmasi, virtisiin konak hiicrede hedefledigi proteinlerin tespiti, konak
immun sistemi ile olan iliskisinin belirlenmesi ile agiga ¢ikacak bilgiler virlis-konak
proteinlerinin birbiri ile etkilesiminin tespit edilmesiyle elde edilebilir ve bu bilgiler viriise
kars1 ilag gelistirebilmek igin ¢ok onemlidir (Friedel ve Haas, 2011). Ayrica viriis-konak
arasindaki protein etkilesimlerinin tanimlanmasi viral tropizm ve patojenitesinin
arastirilmas1 icin cok degerli bir aractir. Ornegin poksviriislerden olan variola viriis
proteomu ile insan cDNA kiitiiphanesi maya-iki-hibrit sistemi ile test edilmistir (Mohamed
vd., 2009). Buradan ¢ikan sonuglardan biri viriise ait G1R proteininin konagin NFkB
proteini ile dogrudan olarak etkilesmesidir. NFkB proteini ¢ok fazla sayida bagigiklik
sistemi elemanini kodlayan genlerin transkripsiyonel faktoriidiir. Poksviriis ve diger birgok
viriis konagin NFkB sinyal iletim yolagini etkileyerek viriise karsi bagisik cevabin
olusmasina engel olur, bu sayede viriis hayatta kalmay1 basarir (Mohamed vd., 2009). Bu
sebeplerden dolay1 protein etkilesimlerinin tanimlanmasi gectigimiz bir ka¢ yildir ¢ok
yogun bir sekilde caligilmaktadir .

Proteomik c¢alismalar genomik calismalara gére ¢ok daha fazla komplekstir ¢ilinkii
proteinler amino asit dizisi, ifade seviyesi, translasyon sonrasi degisiklikler (glikolizasyon,
fosforilasyon gibi) ve alternatif splaysing gibi bircok seviyede degisikliklere ugrayarak
cesitlilik gosterir. Protein etkilesimlerinin tanimlanmasi ve interaktom haritalarinin
¢izilmesi, proteomik alanin en 6nemli 6nceligidir.

Protein etkilesimlerini belirlemek i¢in Oncelikle basit organizmalarda tespit edilen
protein etkilesimlerinin homologlar1 yiiksek organizmalar i¢in bir 6rnek teskil eder. Bu

sekilde bu ornekler deneysel metodlarla test edilerek bir sonuca ulasilir. ikinci olarak
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biyoinformatik c¢aligmalar bu konuda olduk¢a fazla yapilmaktadir. Bilinen protein
etkilesimlerinde rol oynayan domeinler, diger proteinlerde arastirilarak etkilesimde
bulunabilecek proteinler biyoinformatik olarak tanimlanmaktadir. Yine deneysel
sonuglardan ¢ikan etkilesimler biyoinformatik c¢alismalarla birlestirilmekte ve birgok
karmagik sinyal iletim yolaklar1 agiklanmaktadir. Son olarak protein etkilesimlerini tespit
etmek icin deneysel yontemler kullanilir. Protein etkilesimlerinin karakterizasyonunda
kullanilan deneysel metodlar deneysel diizenegin dogasina gore degisiklik gosterir.
Ornegin maya-iki-hibrit (Y2H) sistemi kullanilarak, ilgilenilen bir proteinin cDNA
kiitiiphanesi gibi ¢ok yiiksek sayida protein ile arasindaki etkilesimler test edilebilir. Pull-
down analiz gibi diger tekniklerle, ilgilenilen iki protein arasindaki etkilesim teyit edilir.
Protein etkilesimlerinin ¢alisilmasinda kullanilan teknikler genel olarak {i¢ gruba ayrilir.
Bunlar genetik yontemler (Y2H, memeli iki hibrit), biyokimyasal yontemler (pull-down
analizi, co-immunopresipitasyon, Affinite kromotografisi-Kiitle spektrometrisi, cross-
linking) ve biyofiziksel yoOntemler (Analitik ultrasantrifiigasyon, immunofloresan
mikroskobi, birlikte lokalizasyon/FRET/BRET, konfokal mikroskobi, Electrophoretic
Mobility Shift Assay (EMSA)) dir. Bu yontemlerin Kkarsilastirmalari Tablo 4’te
gosterilmistir.

Protein etkilesimlerini tespit etmek i¢in kullanilan biitiin tekniklerin kendine gore bir
avantaji ve dezavantaji bulunmaktadir. Bu sebeple protein etkilesimlerini birden fazla
teknik ve yaklasimla analiz ederek yanlis pozitif sonuglardan kaginmak ¢ok Onemlidir.
Genel olarak arastirmacilar genetik metodla tespit edilen bir etkilesimi biyokimyasal olarak
da dogrulamaktadirlar. Bununla birlikte bir proteomik ¢alismada ¢ok fazla etkilesim tespit
edilmisse bunlardan bir veya birkag¢ tanesinin dogrulanmasi ile ¢alisma sonuglandirilir.
Ciinkii c¢ikan biitiin etkilesimleri dogrulamak c¢ok fazla zaman ve masraf gerektirir

(Ngounou Wetie vd., 2014).

Tablo 4. Protein etkilesimlerini tespit etmek i¢in kullanilan metodlar

Method Deneysel Deneysel Amag¢:  Hiicreye Hiicre
Amag: Yeni Dogrulama dayal bagimsiz
Kesif ya da deneysel deneysel

Karakterizasyon sekil sekil

Maya-iki-Hibrit Sistemi + - +

Memeli-iki-Hibrit Sistemi + + +

Protein Mikroarray + + + +

Faj display + +
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Tablo 4’iin devami

Afinite kromotografisi ve Kiitle + + + +
Spektrometresi

Pull-down Analizi (Coktiirme) - + + +
Co-immunopresipitation - + + +
(immiin¢cokeltme)

Colocalization/FRET/BRET - + +

(floresan rezonans enerji

transferi)

Cross-linking (¢capraz baglanma) - + + +
Analitik ultrasantrifiigasyon - + - +
immunofloresan/konfokal - + +

mikroskobi

Electrophoretic Mobility Shift - + - +
Assay (EMSA)

1.3.1. Maya-iki-Hibrit Sistemi

Maya-iki-hibrit sistemi Saccharomyces cerevisiae’de protein etkilesimlerini tespit
etmek i¢in 1987 yilmin baslarinda Amerika’da New York State Universitesinde (Stony
Brook) Stanley Fields tarafindan fikir olarak gelistirilmistir ve ilk defa 1989 yilinda Nature
dergisinde yaymlanmistir (Fields ve Song, 1989). Y2H sisteminden Once iki protein
arasindaki etkilesim genellikle biyokimyasal metodlarla ¢alisilmaktaydi. Tamamen yeni bir
yontem olan Y2H sisteminin gelistirilmesi Okaryotik bir transkripsiyon faktoriiniin
molekiiler analizi ile miimkiin olmugtur. Ptashne Laboratuvar1 mayada bir transkripsiyon
faktorii olan Gal4 proteininin modiiler yapisini kesfetmistir (Brent ve Ptashne, 1985). Buna
gore Gal4 spesifik bir DNA dizisine (yukar1 aktivasyon domeini, UAS) baglandiktan sonra
galaktoz varliginda transkripsiyonu aktive eder. Gal4 proteini eger iki fragmente
boliiniirse, N-terminal fragmenti DNA’ya hala baglanmaktadir; fakat galaktoz varliginda
transkripsiyonu aktive edememektedir. Bununla birlikte, N-terminal fragmenti, C-terminal
fragmenti varligi ile birlikte transkipsiyonu aktive eder (Keegan vd., 1986). Bu iki
fragment kovalent olmayan baglarla etkilesime girerek fonksiyonel Gal4’i
olusturabilmektedir. Bundan dolay1, Gal4’lin iki farkli fonksiyonel domeini tanimlanmistr:
birbirlerinin varligindan bagimsiz olarak fonksiyonel olan N-terminal DNA baglanma
domeini (DBD) ve C-terminal aktivasyon domeini (AD).

Bu bilginin kesfedilmesiyle birlikte Fields ve Song 1987 yilinda protein
etkilesimlerinin belirlenebilmesi i¢in Gal4 transkripsiyon faktoriiniin modiiler 6zelliginden

yararlanmislardir. Ana fikir, ilgilenilen iki proteini (X ve Y) Gal4’iin AD ve DBD ile



23

flizyon olusturacak sekilde maya hiicrelerinde ifade etmektir. X ve Y proteini birbiri ile
etkilesirse fonksiyonel bir transkripsiyon faktorii olusacak ve marker genin transkripsiyonu
gerceklesecektir (Sekil 8). Fonksiyonel Gal4 transkripsiyonel faktorii RNA polimeraz II’yi

uyararak genlerin transkripsiyonunu saglamaktadir (Auerbach ve Stagljar, 2005).

RNA polimeraz Il
Marker gen V 0

Transkripsiyon yok Transkripsiyon

Sekil 8. Klasik maya-iki-hibrit sistemi. (A) DNA baglanma domeini (DBD) ile flizyon
olarak ifade edilen test edilecek X proteini ve klonlandigi vektor yem (bait);
aktivasyon domeini (AD) ile fiizyon olarak ifade edilen potansiyel etkilesecek
olan Y proteini ve klonlandigi vektor av (prey) olarak isimlendirilmistir. (B) DBD
ile flizyon olan yem protein (DBD-X) promotorun yukar1 boliimiindeki aktivator
dizisine (UAS) baglanir. Av ve yem arasinda etkilesim olmasi durumunda
fonksiyonel bir transkripsiyon faktorii yeniden olusur. Béylece RNA polimeraz II
enzimi uyarilir ve marker genin transkripsiyonu gerceklesir.

Genis ¢apli ¢alismalarda cDNA kiitiiphanesi av olarak hazirlanir. Av ve yem genler
bir maya promotorunun kontrolii altinda farkli vektérler olarak olusturulur. Ilgilenilen yem
vektorle av vektorler maya hiicresine transform edilir. Yem ve av genler sitoplazmada
ifade edilir ve ifade edilen proteinin transkripsiyonu aktive edebilmesi i¢in niikleusa
girmesi gerekir. Bu durum ise klasik maya-iki-hibrit sisteminin kullanim alanina bir
sinirlama getirir. Bu sebeple ilerleyen yillarda Y2H sisteminin farkli versiyonlar1 da
(6rnegin membran proteinleri i¢in) gelistirilmis ve kullanilmaktadir. Ornegin dual yem
sisteminde X1 proteini LexA’nin DNA baglanma domeini (DBD) ile X2 proteini lamda
bakteriyofajin cI represoriiniin DBD ile fiizyon olusturacak seklide ayni hiicrede ifade
edilir. X1 ile pozitif etkilesim oldugu durumda LexA operatorii altindaki LEU2 ve
LacZ’nin aktivasyonu, X2 ile pozitif etkilesim oldugunda cl operatorii altindaki LYS2 ve
GusA (beta-glukuronidaz)’nin aktivasyonu gergeklesir. Bu sistem biiyiikk proteinlerin
spesifik bolgeleriyle protein etkilesimi oldugunu tanimlamak i¢in basarili bir sekilde
kullanilmaktadir.

Klasik maya-iki-hibrit sistemi Gal4’ten farkli diger DNA baglanma proteinlerinin
(6rnegin, E. coli represor proteini olan LexA’nin DBD), transkripsiyonel aktivatorlerinin

(6rnegin Herpes simplex viriisiin VP16 proteini) ve gesitli marker genlerin kullanimiyla
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genisletilmistir. Isaretci gen olarak belirlenmesi kolay olan okzotrofik genler
kullanilmaktadir. Bunlar genellikle 16sin, histidin, adenin, urasil ve lizindir (LEU2, HIS3,
ADE2, URA3, LYS2). Y2H sisteminin giivenirliligini arttirmak ve spesifik olmayan
etkilesimlerden dolay1 olabilecek yanlis pozitif sonuglardan kaginmak i¢in genellikle iki
aktif marker gen kullanilir. Maya-iki-hibrit sistemi daha sonra maya bir hibrit, Gi¢lii hibrit
seklinde de uyarlanmistir (Bruckner vd., 2009).

Maya-iki-hibrit sistemi zayif ve gegici protein etkilesimlerini tespit etmek i¢in
kullanilan hassas bir metoddur. Bu etkilesimler biyokimyasal olarak tespit edilemeyebilir;
fakat kompleks biyolojik sistemlerin tam fonksiyonunu tespit etmek i¢in 6nemli olabilir.
Bununla birlikte, iki-hibrit sistemi in vivo’da gergeklestirildigi igin proteinler dogal
konformasyonlarina ¢ok benzerdir. Bu metod ile birlikte protein etkilesimlerini belirleme
noktasinda giivenirlilige en yakin sonug alinabilir (Guarente, 1993; Estojak vd., 1995).

Maya-iki-hibrit sistemi giinimiizde membran proteinleri, transkripsiyonel olarak
aktif olan proteinler ve hiicrenin alt {initelerinde lokalize olan proteinler gibi neredeyse

biitiin hiicresel proteomun etkilesimini ¢alisabilmek i¢in kullanilabilmektedir.

1.4. Calismanin Amaci

Chilo iridescent viriis (CIV) biyo-insektisit, gen ifade ve terapi vektorii olarak
gelistirilme potansiyeline sahip bir bocek viriisiidiir. CIV teknolojik agidan yapisi model
olarak calisilan bir virtistlir. Ayrica CIV diger biiyiik niikleositoplazmik ¢ift zincir DNA
virilisleri i¢in model organizma olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, CIV ile yapilan
caligmalar ekonomik 6neme sahip kiiltlirii yapilan hayvanlarda enfeksiyon olusturan diger
iridoviridler i¢in model olmaktadir. CIV Galleria mellonella larvalarinda ¢ok fazla
miktarda kolayca gogaltilabilmektedir. CIV hiicre kiiltiiriinde de rahatca ¢ogaltilabilmekte
ve manipule edilebilmektedir.

Protein etkilesimleri biitiin organizmalarda oldugu gibi viriislerde de hayati 6neme
sahiptir. Virlisiin enfeksiyonu baslatmasi, hiicreye tutunmasi, girmesi, replikasyonu, virion
ingast ve hilicreden salinmasi gibi biitiin hayati siire¢lerde protein etkilesimleri rol
oynamaktadir. Viral genlerin delesyonu ve morfolojik calismalara 6ncelik edecek viral
interaktomun, Ozellikle yapisal proteinler arasindaki interaktomun bilinmesi viriisiin
hiicreden ¢ikis ve insas1 gibi mekanizmalarin anlagilmasina yardimci olacak 6nemli bilgiler

sunmaktadir (Vittone vd., 2005; Lee vd., 2008). Ayrica protein etkilesimleri fonksiyonu
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bilinmeyen proteinlerin fonksiyonlarinin aydinlatilmasini kolaylastirmaktadir (Ngounou
Wetie vd., 2014).

CIV iizerinde bugiine kadar 6nemli ¢alismalar yapilmistir. Bunlardan biri yapisal
proteinlerin kiitle spektrometrisi yontemi ile tespit edildigi c¢alismadir. Bu g¢alismada
CIV’ye ait tek peptid bulunmasi agisindan 54, iki peptid agisindan 46 yapisal protein tespit
edilmistir. Bu proteinlerden 36’simin biitiin iridovirid ve askoviriislerde homologunun
oldugu belirlenmistir. Bugiine kadar hi¢bir iridovirid i¢in yapisal proteinler arasindaki
etkilesimler ¢alisiilmamustir. Iridoviriisler acisindan bu literatiirde biiyiik bir eksikliktir.

Bu doktora ¢aligmasmin amaci CIV’e ait yapisal proteinler arasindaki protein
etkilesimlerinin  belirlenmesidir. Bu etkilesimlerin  belirlenmesi viriisiin  konaga
tutunmasina ve fiizyonuna, konak secicilik mekanizmasinin aydinlatilmasina, viriis ingasi
asamalarinin belirlenmesine ve viriisiin hiicreden ¢ikisina yonelik ¢aligmalara 6nemli bir

temel teskil edecektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Viriis ve Konak

Diinyada CIV’nin ¢aligildigi iki sus vardir (Williams ve Cory, 1994). Bu suslardan
biri Almanya’da Jakop ve arkadaslar1 tarafindan tiim DNA dizi analizi yapilan viriis (Jakob
vd., 2001) digeri ise ayni suslar olduklari belirtilen Yeni Zelanda, Avustralya ve USA
izolatlaridir (Williams vd., 2005). Bu tez c¢alismasinda kullanilan Chilo iridescent viriis
orjinal olarak James Kalmakoff (Otago Universitesi, Dunedin, Yeni Zelanda) tarafindan
izole edilmis olan bir Yeni Zellanda izolatt olup Dr. C. Joel Funk'dan (USDA-ARS
Western Cotton Research Laboratory, Phoenix, Arizona) temin edildi.

Tezde kullanilan pGAD-T7, pGBK-T7 vektorleri ve AH109 maya susu Monique van

OERS (Wageningen Universitesi, Viroloji Laboratuvari)’tan temin edildi.

2.2. Viriisiin Cogaltilmasi, Saflastirilmasi ve Konsantrasyonunun Tayini

Viriisiin ¢ogaltilmasi igin konak olarak biiyiik balmumu giivesi (Galleria mellonella)
larvalar1 kullanildi. Larvalar, 30 G1/2 igne kalinligina sahip enjektor kullanilarak viriis ile
enjekte edildi. Enfekte edilen larvalar 27 °C’ de 3 hafta boyunca inkiibasyona birakildi. Bu
stire sonunda larvalar toplanarak -20 °C’de muhafaza edildi.

Viriisiin saflagtirilmasit Marina ve arkadaslarinin (Marina vd., 1999) gelistirdikleri
metoda gore gerceklestirildi. Daha once enfekte edilmis larvalardan 1-2 tanesi 1 ml steril
ddH20’da homojen hale getirildi. Homojenat siras1 ile 490 xg, 960 xg ve 1.250 xg’de
10’ar dakika santrifiij edilerek doku parcalarindan ve kaba partikiillerden arindirildi.
Ardindan 15.300 xg’de santrifiij edilerek virtis ¢okelti haline getirildi. Mavi-yesil
(iridesent) ¢okelti 500 pl steril ddH20’da ¢oziildii ve %30’luk sukroz ¢ozeltisi iizerine
birakildiktan sonra 15.300 xg’de 30 dakika santrifiij edildi. Olusan ¢okelti 1 kez yikandi ve
¢okelti bulaniklik gidinceye kadar steril ddH>O’da ¢6ziildii. Bu sekilde saflastirilan viriis

0,22 um’lik filtreden siiziilerek steril tiiplerde toplandi ve +4 °C’ de muhafaza edildi.
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Viriis konsantrasyonunun tayini spektrofotometrik olarak gerceklestirildi (Kelly ve
Tinsley, 1972). 260 nm de 1 absorbans degeri 55 pg/ml olarak kabul edildi.
Konsantrasyonu spektrofotometrik olarak belirlenmis viriis siispansiyonu ¢alismanin

ilerleyen basamaklarinda kullanilmak tizere +4 °C’de muhafaza edildi.

2.3. Primer Tasarim

Bu tez kapsaminda kullanilan maya-iki-hibrit sisteminde genler sitoplazmada av ve
yem vektodrler araciligi ile giiclii bir promotor olan ADH1 altinda ifade edilirler. ifade
edilen bu proteinlerin, protein etkilesimini gosterecek marker genlerin ¢alismasini
saglayabilmesi i¢in niikleusa ge¢meleri gerekir. Transmembran domein igeren proteinler
hiicrenin membraninda lokalize olacaklarindan niikleusa gecemezler ve membranda
proteinlerin fazlaca olmasi hiicrede toksik etkiye sebep olur. Bu sebeple genlerin
yapilarinda bulunan transmembran domeinleri ¢ikartildiktan sonra ifade edilmeleri gerekir.

Virlise ait yapisal proteinler arasindaki etkilesimi belirlemeyi amaclayan bu tez
calismasinda daha onceki calismalarda (Ince vd., 2010) yapisal proteinler kodladiklar:
belirlenen 50 genin Oncelikle transmembran domeinleri ve sinyal peptit varlig1 arastirildi.
Bunun i¢in SignalP ve TMHMM yazilimi (http://www.cbs.dtu.dk/servicess/TMHMM)
kullanildi. Transmembran domein iceren genlerin bu kisimlart ¢ikartildiktan sonra
primerler tasarlandi. i) pGADT7 ve pGBKT7 vektorlerine uygun kesim bdolgelerini
icerecek sekilde, i1) okuma dizisinde kayma olmayacak sekilde, okuma dizisinde kayma
olusanlara prolin ve stop kodonu kodlamayacak sekilde ilave bazlar eklenerek, iii) primer
ciftlerinin hibridizasyon sicakliklar1 ve birbiriyle komplementasyonlarina dikkat edilerek
ve iv) baslangi¢ ve stop kodonlar1 da ¢ikarilarak primerler tasarlandi. Calismada kullanilan

yapisal genler Tablo 5°te gosterilmistir.
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Tablo 5. Calismada kullanilan Chilo iridescent viriis yapisal genleri

Genin Tahmini Yapisi veya

ORF 1 2 3 4 5 6 Fonksiyonu
Serin/threonin protein kinaz
(Heliothis virescens

209R  AAKS82071 Q8QzZQ9 115/1046 E E + ascovirus)

149L AAB94464 055753 73/666 E E + -
NTP1; muhtemel niikleosid
trifosfataz 1; DEXDc;
DEAD-benzeri helikaz
stiperfamilyasi; SNF2 familya

022L  AAD48148 Q9QSK4 129/1171 E E + N-terminal domein
Bipartite niikleer lokalizasyon
sinyali, integral membran

295L  AAKS82156 Q91FM9 148/1343 IE IE + proteini
Bipartitate niikleer
lokalizasyon sinyali; Viriis-
spesifik 2-sistein adaptor
domeini; OTU domeini; DNA
polimeraz (viral) N terminal

232R  AAKS82093 Q91FUO0 74/671 IE IE + domein

268L  AAKS82129 Q91FQ5 78/710 IE L + -
CAP10, muhtemel
lipopolisakkarit-modifiye
edici enzim, GItS;
Na+/glutamat simporter
[Amino acsid transport ve
metabolizma] Tirozin protein

179R  AAB94478 055767 130/1186 IE IE + kinaz

274L  AAKS82135 Q05815 51/467 L E + Major kapsid proteini

155L AAB94465 055754 28/255 IE IE + -
2-sistein adaptor domeini.
Pkinaz, Protein kinaz domein
S-TKc, Serin/Treonin protein
kinaz, katalitik domein,
Fosfotransferaz. Serin veya
treonin-spesifik kinaz

380R  AAKS82240 Q91F54 58/528 IE IE + altfamilyasi

443L AAKS82303 P18305 268/2432 ND L + -

415R  AAKS82275 Q91FBO 26,6/242 IE E + -

261L  AAKS82122 Q8QzZQs8 150/1361 IE IE + Potansiyel tekrar proteini

396R  AAKS82256 Q8QzZQ7 116/1057 DE IE + Potansiyel tekrar proteini
Miristilasyonlu membran
proteini, integral membran

118L AAB94444 055733 57/515 IE IE proteini

361L  AAKS82221 Q91FG3 60/542 IE IE + Peptidaz-C1A-KathepsinB

117L AAB94443 055732 271249 DE IE + -

234R  AAKS82095 Q91FT8 21/193 L IE Integral membran proteini
Miristilasyonlu membran
proteini, integral membran

337L AAKS82199 Q91F17 45/412 DE ND + proteini

198R  AAKB82060 Q91FX2 52/472 DE ? + -
Protein kinaz domein

439L AAKS82299  Q91F86 59/537 IE DE + pfam00069
Lizozom iligkili membran
glikoproteinleri, integral

061R  AAB94416 055705 17/155 ND IE membran proteini
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Tablo 5’in devami

457L  AAKS82317 Q91F69 32/294 DE IE -

453L  AAKS82313 Q91F73 15,2/138 IE L + Protein disiilfid izomeraz

084L  AAB94426 055715 18,2/165 ND E Integral membran proteini

159L  AAB94468 055757 52,3/475 L ND -

138R  AAB94455 055744 12,5/114 IE IE Integral membran proteini
HMG DNA baglanma
proteinlerinin HMG-box
stiperfamilyasi; yiiksek

401R  AAKS82261 Q91FC4 26,7/243 L IE + hareketlili grup

111R  AAB94438 055727 19,3/175 ND IE -

034R  AAKS81969 Q91G63 14,4/134 IE ND Integral membran proteini

203L  AAKB82065 Q91FW3  17,6/160 ND IE +  Integral membran proteini

142R  AAB94459 (055748 32,1/292 E ND + dsRNA-spesifik riboniikleaz

309L  AAKS82170 Q91FL5 23,9/217 IE ND + -

329R  AAKS82190 Q91FJ5 41,6/378 DE ND + -

4221 AAKS82282 Q91FA3 21,8/198 DE ND + Bakiiloviriis homologu

219L AAKS82081 Q91FV2 37,7/343 IE ND + -

342R  AAKS82203 Q91F12 9,68/88 L L + -

096L  AAB94430 Q55719 19,1/174 ND ND Fasciclin domeini

378R  AAKS82238 Q91FEG6 21,2/193 DE IE + 2-sistein adaptor domeini
Ctd-benzeri fosfatazlarin,

355R  AAKS82216 Q91FG9 20/182 ND ND + CPDc, katalitik domeini

325L AAKS82186 Q91FJ9 17,5/159 ND L Integral membran proteini

366R  AAKS82226 Q91FES8 12,5/114 ND ND + -

374R  AAKS82234 Q91FFO0 19,12/165 DE ND + Bat coronaviriis spike proteini

Transmembran protein,
010R AAKS81948 Q91G84 12,84/120 ND ND + integral membran proteini

Muhtemel peptidoglikan bagh

protein, transmembran

protein, integral membran
213R  AAK82075 Q91FV8 58,42/522 IE ND + proteini

395R  AAKS82255 Q91FC9 17,28/151 ND E +

Uvr/REP helikaz, integral
307L  AAKS82168 Q91FL7 21,7/197 ND ? + membran proteini

DSPc; Dual spesifik
fosfatazlar (DSP); Ser/Thr ve

123R  AAB94448 (055737 15,6/142 IE IE Tyr protein fosfatazlar
229L AAKS82090 Q91FU3 48,7/443 E DE + -
312R  AAKS82173 Q91FL2 10,1/92 IE DE -

1: NCBI GenPept accession numarast; 2: UniPrtKB TrEMBL numarasi; 3: Proteinin amino
asit cinsinden molekiiler agirligr 4: RT-PCR’a gore gen sinifi 5: MS-LC analizine gore gen
sinifi 6: Iridoviriis proteinleri ile homoloji

2.4. Chilo Iridescent Viriis DNA izolasyonu

Virlis DNA izolasyonu, Schnitzler ve arkadaslar1 tarafindan aciklanan metod
modifiye edilerek gerceklestirildi (Schnitzler vd., 1987). Tek tabaka sukroz ile
saflagtirilmis 9 ml viriis tizerine 30 ul B-merkaptoetanol, 100 ul proteinaz K, 400 pl 5M
NaCl ve | ml %10’luk SDS eklendi. Karigim 37 °C’de 5 saat inkiibe edildikten sonra gece



30

boyu +4 °C’de bekletildi. Uzerine 15 ml fenol:kloroform:izoamilalkol eklendi ve oda
sicakliginda 30 dakika hafif¢e karigtirllarak DNA ekstre edildi. 300 xg’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ust faz temiz bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Fenol: kloroform:
izoamilalkol asamasi 2 kere aymi sekilde tekrar edildi. Bundan sonraki asamalar buz
tizerinde gerceklestirildi. Son hacmin 1/10°u kadar Na-asetat (pH 7) ve 2,5 kat1 kadar
%100 ethanol (EtOH) ilave edildi ve karistirildi. -20 °C’de bir gece DNA ¢oktiiriildii.
16.000 xg’de 15 dakika santrifiij yapildi. Ust sivi uzaklastirildi ve ¢okelti 5 dakika
kurutuldu. Cokelti 200 pl ddH20 i¢inde ¢oziildii.

izole edilen DNA’nin konsantrasyonu nanodrop cihazinda (Thermo Scientific)
ol¢iildii. Calisma konsantrasyonu igin 10 ng/ul olacak sekilde seyreltikler hazirland1 ve +4

°C’de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

2.5. Elektrokompetent Escherichia coli DH5e Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Petride biiyiitiilmiis E. coli DH5a hiicrelerinden tek bir koloni alinip NaCl ihtiva
etmeyen Luria Bertani (LB) Broth besiyerine agilandi ve 37 °C’de gece boyunca
bliyiitiildii. Bu taze kiiltiirden fazla miktarda LB Broth besiyerine 1:100 oraninda asilama
yapildi. Hiicreler 37 °C’de yogunluklart 600 nm dalga boyunda OD 0,6-0,9 olacak sekilde
biiyiitiildi. Bakteri konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca hiicreler 30 dakika buz
tizerinde bekletildi. Ardindan 4 °C’de 4000 Xrpm hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Siv1
kisim dokiildi ve ¢okelti iki kez soguk su ile yikanarak aym hiz ve zamanda santrifii
edildi. Cokelti soguk %10’luk gliserolde ¢oziildii ve 5000 rpm’de 4 °C’de 15 dakika
santrifiij edildi. Tekrar iist kistm dokiildii ve ¢okelti az miktarda %10’luk gliserol i¢inde
stispansiyon haline getirildi. Elde edilen kompetent hiicreler mikrosantrifiij tiiplerine

boliindii (50 ul’lik hacimlerde) ve kullanilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

2.6. Chilo Iridescent Viriis Yapisal Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
Cogaltilmasi ve Ara Vektor pJET’e Klonlanmasi

CIV’ye ait 47 yapisal gen dogrulama aktivitesi bulunan Phusion DNA polimeraz
(Finnzymes) kullanilarak PCR ile uygun kosullarda ¢ogaltildi. Agaroz jelden temizlendi.
Konsantrasyonlar1 6lgiildii ve klonlanacak gen:vektor orani 1:3 olacak sekilde CloneJET™

PCR Klonlama Kiti (Fermentas) kullanilarak genlerin pJET1.2 vektoriine ligasyonu
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yapildi. Ligasyon {irlinlerinin kompetent E. coli DH5a hiicrelerine elektroporasyonu

saglandi. Koloni PCR ile rekombinant klonlar analiz edildi. Bunun i¢in reaksiyon

5X green Go-Taq tamponu 24l

10 mM dNTP 10,4 ul

25 mm MgCl> 21,2l

pJET1.2’ ye 6zgii ileri ve geri primerler 10,8 ul

dH20 1 12,6 ul

Tag-DNA polimeraz : 0,1 ul toplamda son hacim

20 pl olacak sekilde kuruldu. Karisima transformasyondan sonra olusan koloniler kiirdanla
aktarildiktan sonra segici besiyerine inokiile edildi. Koloni PCR ile klonlanan geni igerdigi

belirlenen bir tane klon BglIl enzimi ile kesilerek dogrulugu teyit edildi.

2.7. Yapisal Genlerin Av ve Yem Vektorlerine Klonlanmasi

Genleri igerdigi dogrulanan pJET 1.2 vektorler Tablo 7°de belirtilen herbir gen igin
uygun enzim kesim bolgeleriyle kesilerek genler jelden temizlendi. Av (pGAD-T7) ve yem
(pGBK-T7) vektorleri de klonlanacak genlerin enzim kesim bolgelerine uygun restriksiyon
enzimler ile kesildi. Restriksiyon enzimler ile kesim i¢in: 1,5 pg DNA, son hacmin 1/10’nu
kadar 10X Restriksiyon enzimi tamponu, restriksiyon enzimlerinin her birinden 5 U
kullanilarak reaksiyon Kkuruldu. Vektorlerin kesim reaksiyonunu baglatirken ve
reaksiyonun bitimine 30 dakika kala reaksiyona ayrica 0,5 pl alkalin fosfataz ilave edildi.
Kesim reaksiyonundan sonra insert ve vektorler kit (Nucleospin Gel and PCR cleanup,
REF740609.50) kullanilarak jelden temizlendi. Konsantrasyonlar1 nanodrop ile olgiildii.
Vektor:insert oran1 1:5 olacak sekilde ligasyon ve transformasyonlari yapildi. Ligasyonda
kullanilacak insert nanogram miktari su formiil ile tespit edildi: Reaksiyonda kullanilacak
vektor nanogram miktar1 X 5) / (vektor baz ¢ifti uzunlugu / insert baz ¢ifti uzunlugu).
Ligasyon reaksiyonu i¢in: 50 ng vektor DNA, hesaplanan ng insert DNA, son hacmin
yarist kadar 2X T4 DNA ligaz tamponu, 1 pul T4 DNA ligaz, 1 ul 10mM ATP, dH>O
kullanildi. Ligasyon iirtini +4 °C’de bir gece inkiibe edildikten sonra
elektrotransformasyonla hiicrelere aktarildi. Olusan klonlardan insert igerenleri bulmak
i¢in her petriden 4-10 koloni gene 6zgii geri ve plazmide 6zgii ileri primerlerle yukarida

belirtilen koloni PCR reaksiyonu kurularak analiz edildi. PCR sonucu pozitif ¢ikan
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kolonilerden plazmit DNA’lar1 izole edildi ve uygun restriksiyon endoniikleazlarla

dogrulugu belirlendi. Dogrulugu belirlenen klonlar DNA dizi analizine gonderildi.

2.8. Kompetent Maya Hiicrelerinin Hazirlanmasi

-80 °C’de muhafaza edilen maya hiicreleri (AH109 susu) YPD
(Yeast extract Peptone Dextrose; 20 gr Difco Pepton, 10 g yeast extract, 950 ml dH20, pH:
6,5, otoklavdan sonra 50 ml steril %40 dektroz ¢ozeltisi ilave edilir) agara ekim yapildi. 1-
3 haftalik maya hiicrelerinin 1-2 cm ¢apinda olan kolonilerinden birkag tanesi 50 ml YPD
besiyerine inokiile edildi. 30 °C de 16-18 saat, OD600>1,5 olacak sekilde, 250 rpm’de
calkalanarak inkiibe edildi. Daha sonra gece kiiltiirii 300 ml YPD besiyerine OD: 0,2-0,3
olacak sekilde inokiile edildi. 30 °C de 3 saat, absorbansi (ODsoo) 0,4-0,6 arasinda olacak
sekilde, 230 rpm’de galkalanarak inkiibe edildi. Kiiltiir 50 ml tiiplerde 1000 xg de 5 dakika
oda sicakliginda (20-21 °C) santrifiij edildi. Cokelti steril dH20 (toplam 25-50 ml) ile
yikand1 ve bir tiipte birlestirilerek yeniden santrifiij edildi. Hiicre ¢okeltisi yeni hazirlanmis
1X TE/1X LiAc (8 ml dH20, 1 ml 10X TE tampon, 1 ml 1 M Lityum asetat, LiAc)
icerisinde ¢o6ziildi. Hazirlanan kompetent maya hiicreleri 1 saat igerisinde yem

plazmitlerinin transformasyonunda kullanildi.

2.9. Kompetent Maya Hiicrelerine Yapisal Genleri iceren Yem Vektorlerin
Transformasyonu

Pozitif kontrol olarak kullanilacak, yaban tip GAL4 proteinini kodlayan pCLI
plazmidi amfisilin igeren LB (Luria-Bertani; 10 gr tripton, 10 gr NaCl, 5 gr yeast extract)
besiyerinde, negatif kontrol olarak insan lamin proteinini kodlayan geni igeren pGBKT7-
Lam plazmidi kanamisin igeren LB besiyerinde biiyiitiildii ve plazmid izolasyonu yapildi.
Izole edilen bu vektérler transformasyonda kontrol olarak kullanildi.

Insert igeren her bir pGBK-T7 vektorii (bait, yem vektorler) 100 ng olacak sekilde
ependorf tiiplere birakildi. Uzerlerine 100 ul kompetent hiicre eklendi. Vorteks ile iyice
karigtirildi. Bunun {izerine yeni hazirlanmis 600 ul steril PEG/LiAc (polietilen
glikol/lityum asetat; 8 ml %50 PEG4000, 1 ml 10X TE tampon, 1 ml 1 M lityum asetat pH
7,5) gozeltisi ilave edildi ve vorteksle en yiiksek hizda karistirildi. Karisim 30 °C’de 30
dakika 200 rpm galkalanarak inkiibe edildi. Daha sonra {izerine yavasca 70 pl DMSO ilave
edildi ve nazikge karistirildi. Hiicrelere 42 °C’de 15 dakika 1s1 soku uygulandiktan sonra 1-
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2 dakika buz iizerinde bekletildi. Ardindan 14.000 rpm’de 5 saniye oda sicakliginda
santrifiij edildi. Cokelti steril 100 ul YPD igerisinde ¢oziildii. Coziilen ¢okeltinin triptofan
negatif SD (synthetic defined) agar besiyeri ihtiva eden petrilere ekimi yapildi.

2.10. Yem  Vektorleri Icerem Maya Hiicrelerine Av  Vektorlerin
Transformasyonu

Yem plazmitleri i¢eren her bir maya hiicresinden kompetent hiicre hazirlandi. Bunun
icin hiicreler triptofan icermeyen besiyeri i¢inde ODgoo>1,5 olacak sekilde biiyiitiildii. 300
ml triptofan icermeyen besiyerine OD : 0,2-0,3 olacak sekilde inokiile edildi. 30 °C de
absorbansi (ODeoo) 0,4-0,6 arasinda olacak sekilde inkiibe edildi. Kiiltiir 50 ml tiiplerde
1000 xg de 5 dakika oda sicakliginda (20-21 °C) santrifiij edildi. Cokelti steril dH2O
(toplam 25-50 ml) ile yikand1 ve bir tiipte birlestirilerek yeniden santrifiij edildi. Hiicre
¢okeltisi yeni hazirlanmig 1X TE/1X LiAc igerisinde ¢oziildii. 1 saat igerisinde av
vektorlerin transformasyonunda kullanildi.

Insert igeren pGADT7 vektorleri bes grup halinde (9+9+9+10+10) ependorf tiiplere
birakildi. Uzerine 100 pl kompetent hiicre birakildi. Vorteks ile iyice karistirildi. Bunun
lizerine yeni hazirlanmig 600 pl steril PEG/LiAc ¢ozeltisi ilave edildi ve vorteksle en
yiiksek hizda karistirildi. Karigim 30 °C’de 30 dakika 200 rpm calkalanarak inkiibe edildi.
Daha sonra iizerine yavagca 70 pl DMSO ilave edildi ve nazikce karistirildi. Hiicrelere 42
°C’de 15 dakika 1s1 soku uygulandi ve ardindan 1-2 dakika buz iizerinde bekletildi. 14.000
rpm’de 5 saniye oda sicakliginda santrifiij edildi. Cokelti steril YPD besiyeri igerisinde
¢ozlildi. Coziilen g¢okeltinin triptofan, 16sin, adenin, histidine negatif SD agar besiyeri
ihtiva eden petrilere ekimi yapildi. Kontrol olarak yapisal genleri icermeyen pGAD-T7

vektorii yem plazmidleri igeren maya hiicrelerine transform edildi.

2.11. Yem Vektorleri iceren Mayalardan Protein izolasyonu

Yem vektorleri iceren her bir maya kolonisi 5 ml triptofan igermeyen (Trp-) sivi
besiyerine inokiile edildi. Gece kiiltiirleri 50 ml Trp- besiyerine asilandi. Hiicre yogunlugu
absorbansi 0,4-0,6 olana kadar biiyiitiildii. Biiyliyen maya hiicrelerinin absorbans degerleri
not edilerek buz tizerine alindi. 1000 xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Cokelti 50 ml dH20
ile yikandi. 1000 xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Cokelti sivi azot icinde hizlica donduruldu
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ve -80 °C’de muhafaza edildi. Hiicrelerin ODggo iiniteleri (Absorbans X 50 ml) hesaplandi.
Her 7,5 ODeoo linitesi i¢in hiicrelerin iizerine 100 pl parcalama tamponundan (1 ml
pargalama tamponu stok ¢ozeltisi (8 M iire, %5 SDS, 40 mM Tris/HCI pH 6,8, 0,1 mM
EDTA, 0,4 mg/ml bromofenol mavisi), 10 ul B-merkaptoetanol, 70 pl proteaz inhibitor
¢ozeltisi (1 mg/ml pepstatin A, 200 mM benzamidin, 10,5 mM leupeptin, 2,1 mg/ml
aprotinin), 50 ul 100X PMSF (0,1742 g PMSF 10 ml isopropanolde ¢oziiliir) ilave edildi
ve ¢ozildi. Karigim yaklagsik 80 pl civarinda cam tozu (425-600 pm, Sigma) igeren
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Hiicreler 1 dakika
vorteksle karistirildiktan sonra 14.000 rpm’de 5 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Ust sivilar
kaynatilarak hizli bir sekilde %12’lik poliakrilamid jele yiiklendi.

2.12. Western Blot Hibridizasyonu

Yem vektorlere klonlanan genlerin maya hiicrelerinde ifade edildiklerini teyit etmek
icin Westen blot hibridizasyonu yapildi. Bunun i¢in vektérde c-Myc kuyrugu ile fiizyon
olusturacak sekilde ifade edilen proteinleri tespit etmek i¢in c-Myc kuyruguna 06zgii
monoklonal c-Myc antikoru kullanildi.

Yari-kuru elektroforetik cihaz (BioRad) kullanilarak poliakrilamid jeldeki proteinler
immobilon membrana aktarildi. Bunun i¢in immobilon-P membran1 ve Whatman kagitlar
poliakrilamid jel biiyiikliiglinde kesildi. Elektroblotlama tamponunda islatildiktan sonra
cihaza 2 Whatman kagidi, 1 immobilon-P membrani, poliakrilamid jel ve 2 Whatman
kagidi olacak sekilde sirasiyla yerlestirildi. Cihaz 0,04 Amper’de 1 saat caligtirildi.
Membran TBST (2,423 g/L Trizma HCI/L, 8,006 g NaCl, 1ml/L Tween20) ile 2 dakika
yikandiktan sonra 1 saat oda sicakliginda calkalanarak TBST i¢inde hazirlanmis %5'lik siit
tozu i¢inde bloke edildi. Membran 3 kere 10’ar dakika TBST ile yikandi. c-Myc antikoru
(1:1000 sulandirma) igeren TBST ile hazirlanan %0,5 'lik siit tozu i¢inde +4 °C’de hafifge
calkalanarak bir gece inkiibe edildi. Membran tekrar 3 kere 10 ’ar dakika TBST ile
yikandi. 1 saat horseradish peroksidaz (HRP) bagl anti-mouse IgG antikor (1:1000
sulandirma) igeren TBST ile hazirlanmis %0,5’lik siit tozu i¢inde oda sicakliginda hafifce
calkalanarak inkiibe edildi. Membran 3 kere 10’ar dakika TBST ile yikandi. Membran 1 ml
West Pico Chemiluminescent Substrat (Super Signal, Fermentas) ile 30 saniye muamele

edildikten sonra ChemiDoc (BioRad) cihazi ile goriintiilendi.
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2.13. GST-pull Down Analizi

Protein etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan her ydntemin avantaji ve
dezavantajlar1 vardir. Bundan dolay1 protein etkilesimlerinin birden fazla metodla
belirlenmesi ortaya ¢ikan bilgilerin giivenirliligi agisindan énemlidir. Maya-iki-hibrit gibi
genetik bir yolla tespit edilen protein etkilesimleri genellikle biyokimyasal metodlardan
biriyle daha dogrulanir. Cok fazla proteinin etkilesimini birden tespit etmenin miimkiin
oldugu maya-iki-hibrit sistemi sonucunda agiga ¢ikan etkilesimlerin tamaminin
biyokimyasal yontemlerle tespit edilmesi hem c¢ok fazla zaman alacagi hem de maddi
acidan ¢ok pahali olacag i¢in genellikle bdyle bir ¢alisma bir veya birkag tane etkilesimin
dogrulanmasi ile sonuglandirilir. Bu sebeple bu calismada maya hiicrelerinde etkilestikleri
belirlenen iki gen, 118L ve 415R’nin maya hiicreleri disinda etkilesimlerinin dogrulugunu
teyit etmek igin biyokimyasal bir yontem olan GST-pull down analizi yapilmistir. Bu
calismay1 gergeklestirmek icin 118L°nin pGEX-2T vektoriine klonlanmasi, 415R’nin
pET28a vektoriine klonlanmasi, E. coli BL21-pLysS hiicrelerinden kompetent yapilmasi,
olusturulan vektorlerin BL21 hiicrelerine transformasyonu, rekombinant vektorlerin
analizi, protein ekspresyonu, GST-pull down analizi ve Western blot hibridizasyonu
deneyleri gergeklestirildi. Bu ¢alismalardan 6nce genlerin transmembran domeinleri
delesyona ugratildiktan sonra vektorlere uygun enzim kesim bolgelerini igeren genlere
0zgll primerler tasarlandi (Tablo 6). Genler dogrulama aktivitesi bulunan DNA polimeraz
enzimiyle PCR da ¢ogaltildi ve CloneJET™ PCR Klonlama Kiti (Fermentas) kullanilarak
pJET 1.2 ara vektoriine klonlandi.

Tablo 6. 118L ve 415R genlerinin ifadelerinde kullanilan primerler

ORF 5°-3’ Dizi Analizi

118L-Fw CGGGATCCCAATGGACTGTGAGAGAAAT

118L-Rv CGGAATTCTAACCATTGTTTTTTACTTTCAA

CG GGATCCTTAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTAATAATCTCCCATCAT
ARRV - retaTA

415R-Fw GA CATATG TCAGGAGGTTATACTTCTTTG

Kalin yazilan diziler restriksiyon endoniikleaz kesim bdlgelerini, italik yazilan diziler HA
kuyruk kismini, altt ¢izili yazilan diziler ise genlere komplementer bdlgeleri
gostermektedir.
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2.13.1. 118L Geninin pGEX-2T Vektoriine Klonlanmasi

GST-pull down analizi i¢in 118L geni GST kuyrugu ile flizyon olusturacak sekilde
bakteriyel sistemde ifade edildi. Bunun icin pGEX-2T vektorii kullanildi. pGEX-2T
vektorii ¢oklu klonlama bolgesinin gerisinde (MCS) giiglii bir promotor ve glutation S
transferaz (GST) geni igermektedir. MCS’ye klonlanan gen GST ile fiizyon olacak sekilde
ifade edilmektedir. 118L genini tasiyan pJET1.2 vektorii BamHI ve EcoRI enzim kesim
bolgeleri kullanilarak kesildi ve jelden temizlendi. GST kuyrugu tastyan pGEX-2T vektorii
de ayni enzimlerle kesilerek jelden temizlendi. Vektor:insert orani 1:3 olacak sekilde
boliim 2.7°de agiklandig1 gibi ligasyon reaksiyonu kuruldu. Boylece olusturulan vektor

GST-118L olarak isimlendirildi.

2.13.2. 415R Geninin pET28a Vektoriine Klonlanmasi

415R geninin N-terminali HA (hemaglutinin) kuyruk igerecek sekilde bakteriyel
sistemde ifade edildi. Bunun igin 415R genini ¢ogaltmak amaciyla kullanilacak geri
primere HA kuyruk sirasi (AGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTA) ilave edildi.
Dogrulama aktivitesi bulunan DNA polimeraz enzimiyle gen ¢ogaltildi ve pJET1.2 ara
vektoriine klonlandi. Daha sonra 415R genini iceren pJET1.2 ve pET28a vektorii BamHI
ve Ndel enzim kesim bdlgeleriyle Boliim 2.7°de belirtildigi gibi kesildi ve insert:vektor
orani 1:3 olacak sekilde ligasyon reaksiyonu kuruldu. Boylece olusturulan vektor HA-
415R olarak isimlendirildi.

2.13.3. E. coli BL21-pLysS Hiicrelerinin Kompetent Yapilmasi

pLysS vektoriinii tagiyan E. coli BL21 hiicreleri kloramfenikole direng gosterir. E.
coli BL21 hiicrelerinde pET sisteminde ifade edilecek proteinlerin indiiklemeden once
azda olsa ifade edilmesi pLysS vektorii varliginda engellenmektedir. Boylece yalnizca
indiiklemeden sonra ifade edilecek genin transkripsiyonu gergeklesir. GST-118L ve HA-
415R genlerinin ifade edilebilmeleri i¢in E. coli BL21-pLysS susu kullanildi. Bu sebeple
bu hiicreler kompetent hale getirildi. Bunun i¢in E. coli BL21 susu 30 pg/ml kloramfenikol
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iceren LB besiyerinde biiyiitiildii. Biiyiitiilen bu hiicreler Boliim 2.5’te belirtilen yonteme

gore elektrokompetent hale getirildi.

2.13.4.Vektorlerin E. coli BL21 Hiicrelere Transformasyonu ve
Rekombinantlarin Analizi

118L ve 415R genlerinin ifade edilebilmesi i¢in, GST-118L ve HA-415R
vektorlerinin elektrokompetent hale getirilen E. coli BL21 hiicrelerine elektroporator cihazi
(BioRad) kullanilarak transformasyonu yapildi. Kontrol amagli pGEX-2T ve pET28a
vektorleri de E. coli BL21 hiicrelerine transform edildi. Rekombinant vektorlerin analizi

icin uygun restriksiyon enzimler kullanilarak B6liim 2.7°de agiklandig1 gibi kesim yapildi.

2.13.5. Protein ifadesi

PGEX-2T vektorlerini igeren E. coli BL21 hiicreleri 100 pg/ml ampisilin ve 30 pg/ml
kloramfenikol, pET28a vektorlerini igeren BL21 hiicreleri 100 pg/ml kanamisin ve 30
pg/ml kloramfenikol igeren 2 ml LB sivi besiyerinde 37 °C’de biiyiitiildiiler. Ertesi giin
1:100 oraninda 5 ml taze antibiyotik igeren LB besiyerine asilandi. Hiicreler 600 nm’de
OD 0,3 oluncaya kadar biiyiitiildii. Son konsantrasyon 1 mM olacak sekilde IPTG ilave
edildi. IPTG ilave edildikten sonra 3 saat 30 °C’de inkiibe edildi. 1,5 ml her bir hiicreden
alinarak mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve 12.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Ust siv1
dikkatlice uzaklagtirildiktan sonra, ¢okelti -20 °C’de bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin
hiicreler 500 ul dH20’da ¢oziildii ve sonikasyon islemi ile patlatildi. 13.200 rpm’de 30
dakika santrifiij edildikten sonra {ist s1v1 (¢oziinebilir proteinler) ve ¢okelti (¢oziinemeyen

proteinler) ayr1 ayr1 %12’lik SDS-PAGE’de yiiriitiildii.

2.13.6. GST-Pull Down Analizi

Genlerin ifade edildikleri goriildiikten sonra, 118L ve 415R genlerini ifade eden ve
kontrol vektorleri tagiyan hiicrelerden 100 ml LB besiyerinde Boliim 2.13.5’te anlatildigi
gibi proteinler ifade edildi. Proteinlerin ¢6ziinebilir lizatlar1 kullanilana kadar -80 °C’de
muhafaza edildi. 118L ve 415R’nin iiretildigi hiicrelerin ¢6ziinebilir kisimlar1 birbirine

karistirildi. Kontrol amagh olarak HA-415R ile pGEX-2T (sadece GST ifade edilir)
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vektorlerini ihtiva eden hiicrelerin ¢6ziinebilir kisimlar1 da birbirine karistirildi. Karigimlar
+4 °C’de 3 saat hafifce sallanarak inkiibe edildi. GST kuyruk kullanilarak protein
saflagtirmasi yapildi. Bunun i¢in glutathione sepharose 4B (GE Healthcare) kullanildi. 150
ul glutathione sepharose 4B (rezin) iyice ¢alkalandiktan sonra bio-spin kromotografi
kolonuna (BioRad) konuldu. Rezin ihtiva ettigi EtOH akitildiktan sonra 7 ml PBS ile
yikandi. Yikamadan sonra kalan yaklagik 120 pl rezin 120 pl PBS i¢inde ¢oziildi. Boylece
240 pl olan rezinin dstiine karistirilan protein lizatlar1 ilave edildi. Kromotografi
kolonlarinin kapaklar1 kapatilarak +4°C’de 30 dakika rezin ve protein drnekleri yavasca
karistirilarak inkiibe edildi. Kolondan akan kisim kontrol i¢in bir tiipte toplandi. Daha
sonra kolonlar 15 ml PBS ile yikandi. Yikamalarda kolon her seferinde PBS ile ¢alkalandi
daha sonra PBS akitildi. Kolona en son 100 ul toplama tamponu (1 ml son hacim iginde
3,0733 mg glutatione reduced (Sigma, G4251) ve 50 ul 1M Tris HCI pHS) ilave edildi. 5-
10 dakika inkiibe edildikten sonra kolondan akitildi. Ornekler %12’lik SDS-PAGE’de
yiriitiildii ve HA antikoru ile Western blot hibridizasyon analizine tabi tutuldu.

2.13.7. Western Blot Hibridizasyonu

GST kuyruk ile saflagtirilan 118L proteini ile birlikte 415R proteininin de saflastigini
goriintiileyebilmek i¢in HA kuyruguna 6zgii antikorlarla Western blot hibridizasyon analizi
yapildi.

Yari-kuru elektroforetik cihaz (semi-dry blotting system) kullanilarak poliakrilamid
jeldeki proteinler immobilon membrana aktarildi. Bunun i¢in immobilon-P membrani ve
Whatman kagitlar1 poliakrilamid jel biytkliginde kesildi. Transfer tamponunda
1slatildiktan sonra cihaza 2 Whatman kagidi, 1 immobilon-P membrani, poliakrilamid jel
ve 2 Whatman kagidi olacak sekilde sirasiyla yerlestirildi. Cihaz 0,04 Amper™ de 1 saat
calistirlldi. Membran PBS ig¢inde hazirlanmis %0,3 ik siit tozu i¢inde 2 dakika
yikandiktan sonra 3 saat oda sicaklifinda PBS i¢inde hazirlanmis %3'liik siit tozu iginde
bloke edildi. Membran 3 kere 10’ar dakika %0,3'liik siit tozu i¢inde yikandi. 1 saat primer
antikoru (1:1000 sulandirma) igeren %0,3'liik siit tozu iginde oda sicakliginda hafifce
calkalanarak inkiibe edilmesi saglandi. Membran tekrar 3 kere 10’ar dakika %0,3'liik st
tozu ic¢inde yikandi. 1 saat alkalin fosfataz (AP) bagli sekonder antikor (1:1000
sulandirma) igeren %0,3'liik siit tozu i¢inde oda sicakliginda hafif¢e galkalanarak inkiibe

edilmesi saglandi. Membran 3 kere 10’ar dakika %0,3'liik siit tozu iginde yikandiktan
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sonra 2 kere 10’ar dakika AP tampon iginde yikandi. Ardindan 100 ul NBT (nitroblue
tetrazolium) ve BCIP (bromochloroindolyl fosfat) (NBT/BCIP stok solusyonu, Roche,
11681451001) iceren 10 ml AP tampon i¢inde boyandi. Membran bolca dH20 ile

yikanarak, reaksiyon durduruldu.

2.14. Protein interaktom Haritasinin Cizilmesi

Cytoscape molekiiler etkilesim aglarim1 analiz etmek ve goriintiilemek igin
olusturulmus bir yazilimdir (Shannon vd., 2003). http://www.cytoscape.org/ internet
adresinden cytoscape programi indirilebilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda agiga ¢ikan

etkilesimler cytoscape 2.8.2 programi ile analiz edilmis ve interaktom haritalari ¢izilmistir.


http://www.cytoscape.org/

3. BULGULAR
3.1. Primerlerin Tasarim

Bu calisma kapsaminda CIV’ye ait 50 yapisal genin dizileri Signal IP ve TMHMM
yazilimiyla analiz (http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMM-2.0/) edilerek transmembran
domeini ve sinyal peptidi igerip icermedikleri belirlendi. Bu analizler sonucu 17 genin
transmembran domeinine sahip oldugu belirlendi. Transmembran domeini igeren genler
ve bu domeinler (siyah kutu) Sekil 9’de belirtilmistir. Transmembran domeinleri ve sinyal
dizileri belirlendikten sonra genlerin bu domeinler disinda kalan yerlerini ¢ogaltmak i¢in

uygun primer dizileri olusturuldu (Tablo 7).

ORF aa
010R, 120 E—:—:
1-40aa
117L, 249 #
26-249aa
118R, 515 S | |
231-482aa

203L, 160 (I |

27-160aa
213R, 522 .

73-522aa
307L, 197 I |
Y

337L,411 | I

1-388aa
361L, 542 I F_

1-523 aa

Sekil 9. Transmembran domein igeren genlerin gogaltilan kisimlarinin sematik gosterimi.
Kirmiz1 oklar kisaltilmis ORF’leri, siyah dikdortgenler transmembran domeinleri
ve yesil besgenler sinyal peptitleri gostermektedir. ORF: A¢ik okuma zinciri, aa:
tim ORF’nin sahip oldugu amino asit miktari. Kirmiz1 oklarin altinda yazan
sayilar cogaltilan bolgeleri gostermektedir.



Sekil 9°’un devami

457L, 294

234R, 193

111R, 175

325L, 159

084L, 165

061R, 155

034R, 134

138R, 114

312R, 92

22-294 aa

1-152

22-175aa

[ 1
EE——)

24-159 aa

[ ]
L —

33-165 aa

[ ]
—
24-155 aa

= ]
—
17-134 aa

-

26-114 aa

21-92 aa




Tablo 7. Chilo iridescent viriis yapisal genlerini cogaltmak i¢in kullanilan primer dizileri*

ORF Niikleotit ¢ifti | Tm | Av ve Yem vektorler icin ileri diziler Yem vektor icin geri diziler Av vektor icin geri diziler

022L 3156 57 GAGGATCCGGGAGTTTAAATTAGA |GACTGCAGTTTTCTCTTAGTTTGAAC | GACTCGAGTTTTCTCTTAGTTTGAACA
AGATTTTT ACCAC CCAC

274L 1404 58 | GAGGATCCGGTCTATTTCTTCGTCA | GACTGCAG GACTCGAGGAGGACAGGAAAACCAA
AATG GAGGACAGGAAAACCAAG

295L 4032 54 | GAGGATCC GACTGCAGAATTGTTTTTTTAAGAG |GACTCGAGAATTGTTTTTTTAAGAGTA
GGCTTCTTAACGGTAAAAG TAAGAT AGAT

118L 558 57 GAGAATTCCAATGGACTGTGAGAG | GAGGATCCTGTTATTGTAGATGGTG | GAGGATCCTGTTATTGTAGATGGTGGA
AAAT GAC C

261R 4086 56 | GAGAATTCGCTTCGTTTAACATTGA | GACTGCAGAATGACAGATAAGACA |GACTCGAGAATGACAGATAAGACAGA
AAATC GATAC TAC

337L 1170 54 | GAGAATTCATTATTAGAAATTTTCC | GACTGCAGGGTAATTAAAACATTTT |GACTCGAGGGTAATTAAAACATTTTTA
AAAACAAAC TATTTTCC TTTTCC

1491 2001 53 | GAGAATTCAAAGAAACCATTTTTG |GAGGATCCGGCATAAAAATTGATTT |GAGGATCCGGCATAAAAATTGATTTTT
AAATATTTG TTAACC AACC

179R 3561 51 |GAGAATTC GAGGATCCTATACAATATTTTTTATT | GAGGATCCTATACAATATTTTTTATTA
ACTTGTTTAGATCCTAAAAC ACAATAT CAATAT

443R 7299 52 GAGAATTCTCATTTAATTTAAATAA | GAGGATCCATTATCCAATACTTCAA | GAGGATCCATTATCCAATACTTCAATT
CGCTTT TTCC CC

117L 675 52 GACATATGAAAAAGAATAAAAAAT | GAGGATCCTTATTCAAAATTAACAA |GAGGATCCTTATTCAAAATTAACAATT
CAGGTAG TTTCTAC TCTAC

142R 768 55 | GACATATGGAAAACAATATTGAAA | GAGGATCCCATAAAAGCTTTAAACC |GAGGATCCCATAAAAGCTTTAAACCTG
ATTTTGATC TGTCTG TCTG

155L GACATATGAAAAGAAATTTTCGTC |GAGGATCCGATATATCTTATTAATT |GAGGATCCGATATATCTTATTAATTGT
CCAAAC GTGTTGC GTTGC

229L 1332 55 | GACATATGAATAAAAATTCTAAAA | GAGGATCCCATGTAAGGAAATATAA | GAGGATCCCATGTAAGGAAATATAAA
ATAAAATGG AGAAG GAAG

232R 2016 58 | GACATATG GAGGATCCAGCTACTCCAATACATT |GAGGATCCAGCTACTCCAATACATTGC
AATAACAATCAGTGTATGAG GC

309L 654 5 GACATATGGCAAATATTATTTATAT | GAGGATCCAGAAAATAACTGAGCA |GAGGATCCAGAAAATAACTGAGCAGG
AAACGAC GGTG TG

355R 549 50 |GACATATGAAAAATATATTTTTGG |GAGGATCCATTTAAATGACGATTTA |GAGGATCCATTTAAATGACGATTTAAA
ATTTAGAC AAACATC ACATC

366R 345 52 GACATATGCCATTATTAAGAAAAC |GAGGATCCATAATTTCTCATCATGA |GAGGATCCATAATTTCTCATCATGATA

GATC

TAAG

AG

ey



Tablo 7’nin devami

374R 498 55 GACATATGGATATAGAATTTGGAA | GAGGATCCTTCATATTCTTCATCTCC | GAGGATCCTTCATATTCTTCATCTCCAT
ATGAATA ATATTC ATTC

378R 582 55 GACATATGACATCGAAATGTAGTA | GAGGATCCTCTAGGTAAATATGCTT | GAGGATCCTCTAGGTAAATATGCTTTA
AATGGC TATACC TACC

380R 1587 52 GACATATGAACTTTGATAAAGAAA | GAGGATCCAGGTACTTTATAAGTTT |GAGGATCC AGGTACTTTATAAGTTTCC
AATGTG CC

396L 3174 54 GACATATGTTCAAGTTTAATATTGA | GAGGATCCATAAGTAACATAATCTG | GAGGATCCATAAGTAACATAATCTGCA
CAATCC CAACTC ACTC

401R 732 52 GACATATGAAAAGTAAAAAAGAA |GAGGATCCAACTTTAATTTCTTTATT | GAGGATCCAACTTTAATTTCTTTATTTT
CTTATGG TTTTTTAC TTTTAC

415R 729 55 GACATATGTCAGGAGGTTATACTT |GAGGATCCATAATCTCCCATCATTC |GAGGATCCATAATCTCCCATCATTCTA
CTTTG TATATC TATC

439L 1614 55 GACATATG GAGGATCCTTTTAATCTCTGACAGC |GAGGATCCTTTTAATCTCTGACAGCGA
GCCGAGTGTTTAAGTAAAA GATC TC

453L 417 52 GACATATGTATCAACAAAAATATT |GAGGATCCACCCATTACATAATTAA |GAGGATCCACCCATTACATAATTAACA
TTGAAAAAC CAATG ATG

010R 120 50 GACATATGAATAATTTTAATTACTT | GAGGATCCAAAATCTTCTTTTATAA |GAGGATCCAAAATCTTCTTTTATAACT
TAATGG CTATATC ATATC

203L 402 55 GACATATGCCATATCATAATTTTAT | GAGGATCCCTATAAATTTTTATCATT | GAGGATCC
GAAGC TAAACATT CTATAAATTTTTATCATTTAAACATT

209R 3141 55 GACATATG GAGGATCCAGAAATATATAAACTTA | GAGGATCCAGAAATATATAAACTTAA
GATTCTCTTAAAGCAAGTTC AACCTA ACCTA

213R 1350 55 GACATATG GAGGATCCAAATTGGCCAGTTCCTC |GAGGATCC AAATTGGCCAGTTCCTCCT
AAACCTTCTACAGTAGAAG CT

268L 2133 56 GACATATGAAACAAAGACAAGCAC | GAGGATCCCCATTTTTTATTTTCAAA | GAGGATCCCCATTTTTTATTTTCAAAA
GTTTAA ACATTC CATTC

307L 501 55 GACATATG GAGGATCCTTGTAATGAATTTAAAT |GAGGATCCTTGTAATGAATTTAAATAA
GGTATAAAGGGATCTTGGAG AACCAAG CCAAG

329R 1137 55 GACATATGATTTCATTTTCAAGCAT | GAGGATCCATAATTAATTTTAACAC |GAGGATCCATAATTAATTTTAACACCT
AACAG CTTCG TCG

342R 267 58 GACATATG GAGGATCCCAAACATGCACTTCTAA | GAGGATCCCAAACATGCACTTCTAACG
GATAAACCTCGCGAACG CG

361L 1572 54 GACATATG GAGGATCCATACCAATTATTGGTTT |GAGGATCCATACCAATTATTGGTTTTA
ACCTCGATTATTAATCAACG TAG G

198R 1419 53 GACATATGAATACCTTTCCAAAAC |GAGAATTCTGCATATTTACTATTACT | GAGAATTCTGCATATTTACTATTACTA

TAAATAC

AACTTT

ACTTT

ev



Tablo 7’nin devami

219L 1032 55 GACATATGTCACTTCCGGTTAATTT | GAGAATTCTCCTTGTCTTATAACCAT | GAGAATTCTCCTTGTCTTATAACCATA
TAAAA AAC AC

395R 456 55 GACATATG GAGAATTCAAAATTCATATTAAATT | GAGAATTCAAAATTCATATTAAATTGT
TCAGGATCTGGATATGCAGC GTAAGGG AAGGG

4221 597 54 GACATATG GAGAATTC GAGAATTC AAAAATAATAACCGGTGC
TCTGCAATTTTTAAAATC AAAAATAATAACCGGTGC

034R 333 60 CGGAATTCGAAAAGAAAAAAGAA |CGGGATCCTTACCAATGACCATCTC |CGGGATCCTTACCAATGACCATCTCCT
GTACCTCTTCCCCCACC CTCCCACTCCTCC CCCACTCCTCC

061R 393 60 CGGAATTCAAAAATAAAAAGGTAA |CGGGATCCTTATTGTGTTTTAGATA |CGGGATCCTTATTGTGTTTTAGATAGT
AAACAGGAAATTATGG GTTGATATTTTAATGC TGATATTTTAATGC

084L 396 60 GGAATTCCATATGAGGAGGTCCAA |CGGGATCCTTAATTTTAATGGCAAA |CGGGATCCTTAATTTTAATGGCAAAAG
CTTCTCCTCCTGGAAGAGGTACA AGTCATTAAAATTAATTTAATTG TCATTAAAATTAATTTAATTG

096L 525 60 CGGAATTCATGACTTCAAGCTTAC |CGGGATCCTTAATCAAAAGCATAAA |CGGGATCCTTAATCAAAAGCATAAACT
CAGAATCAATAGATGG CTTCTTCCATTAAATG TCTTCCATTAAATG

111R 459 60 GGAATTCCATATGCAAAAAAATCA |CGGGATCCTTATAATTTATAAGCAT |CGGGATCCTTATAATTTATAAGCATCA
GGAATTATCCACATTATCT CATCAATTCCAATTGG TCAATTCCAATTGG

123R 429 60 CGGAATTCATGGAACCTACGAAAA |CGGGATCCTTAAAAATAACTATTGG |CGGGATCCTTAAAAATAACTATTGGTA
TAGTAGAAAATTTATATTTAG TACTGTTTAACCATCG CTGTTTAACCATCG

138R 264 60 CGGAATTCAAAAATGGTAAAACAA | CGGGATCCTTATCGTCCACTTCTAG |CGGGATCCTTATCGTCCACTTCTAGCT
GTTCGTCATACCC CTTTTGCATCATTCAATTG TTTGCATCATTCAATTG

159L 1428 60 CGGAATTCATGGAAACAGAAACAA | CGGGATCCTTAATTACCCTGTAATCT | CGGGATCCTTAATTACCCTGTAATCTT
ATTTTAAAATTTACAATCC TTCTATAGTAATGAAAG TCTATAGTAATGAAAG

234R 456 60 CGGAATTCATGAATCGTTCAGATA |CGGGATCCCCAATCTTTATACCATT |CGGGATCCCCAATCTTTATACCATTGA
AAATTACCCTTGATC GAGTTGTATCATCCGTAGG GTTGTATCATCCGTAGG

312R 213 60 CGGAATTCAAAGCTAAAAAACTAG |CGGGATCCTTAACGCCTCCATCTAC |CGGGATCCTTAACGCCTCCATCTACCC
ATGGATTGTTTAATTTTG CCCAATTATAACGACG CAATTATAACGACG

325L 405 60 CGGAATTCAAACCACATGTTGTTTT | CGGGATCCTTAATAATATGTAACAT |CGGGATCCTTAATAATATGTAACATTT
AACACCATTAGAATAC TTGTTTTATTTGTTTGAATAC GTTTTATTTGTTTGAATAC

457L 816 60 CGGAATTCACCAAAAAATAATAAA |CGGGATCCTTACATATTTGAAGTTC |CGGGATCCTTACATATTTGAAGTTCCT
ACACTACTTCATCATATGAG CTAATAATGGTATAGG AATAATGGTATAGG

* Primerlere eklenen kesim bolgeleri koyu renkli yazilmistir. BamHI: GGATCC; EcoRIl: GAATTC; Ndel: CATATG,; Pstl: CTGCAG,; Xhol:
CTCGAG

4%
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3.2. Genlerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

CIV’e ait 50 genin Tablo 7’de belirtilen primerler ve dogrulama aktivitesi bulunan

DNA polimeraz enzimi kullanilarak kodlama bdlgeleri ¢ogaltildi (Sekil 10). Cogaltilan

genler jelden temizlenerek pJET1.2 ara vektoriine klonlandilar. 50 genden 47 tanesinin

klonlamasi yapilabildi. Olusturulan klonlar 1°den 47’ye kadar isimlendirildi.

. . “--’lnn- -
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4 J J J 1 Joxx 4 x -
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234R
159L
096L
111R
123R
084L
061R
138R
034R
312R
022L
022L
261R
337L
337L
179R
355R
374R

209R
396L
010R
295L
295L
378R
155L
142R
309L

Sekil 10.

Chilo iridescent viriis yapisal genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile
¢ogaltilan zincirlerinin agaroz jel goriintileri. Genlerin isimleri, resimlerin
istiinde gosterilmektedir. M harfi markirlar1 gostermektedir. A ile isaretli
sekilde kullanilan markir, lamda fajim Hindlll ve EcoRlI ile kesilmesi sonucu
elde edilen markirdir. Isaretsiz sekillerde kullanilan markirlar 100 bp’lik
markirdir (Fermentas). En alttan sirasi ile bantlarin biiyiikliikleri 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500, 2000, 3000bp’ dir.
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3.3. Genlerin Yem Vektorlerine Klonlanmalar:

pJET1.2 ara vektoriinde bulunan 47 yapisal gen uygun kesim bdlgeleri kullanilarak

pGBK-T7 vektoriine klonland1 (Sekil 11).

o
= O
S O
S

361L
213R
034R
374R

061R
380R
117L
203L
084L
179R

123R
159L
219L
337L
422L
1181

R e

= S 83

— - (g\]
S o

A

A

A

Sekil 11. Genlerin yem vektére klonlanmasi. Genlerin isimleri resimlerin istiinde
gosterilmektedir. M harfi markir1i gostermektedir. A ile isaretli sekilde
kullanilan markir 100 bp’lik markirdir (Fermentas). En alttan sirasi ile
bantlarin biiyiikliikleri 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000,
1200, 1500, 2000, 3000bp’ dir. Isaretsiz sekillerde kullanilan markir 1000
bp’lik markirdir (Fermentas). En alttan siras1 ile bantlarin biiyiikliikleri 250,
500, 750, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 5.000, 6.000, 8.000,
10.000 bp’dir.
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3.4. Genlerin Av vektorlerine Klonlanmalar:
pJET1.2 ara vektoriinde bulunan 47 yapisal gen uygun kesim bolgeleri kullanilarak
PGAD-T7 vektoriine klonland1 (Sekil 12).

K o M & & J & K Jd & 3 Jd Jd 8 Jd 3 ¥ e
N N W N T VN AN = N W~ T > N S v
Y I ST~ N o T Lo WY o B = B o B S N O L A T
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232R
307L
219L
361L
342R
366R
378R
268L
229L
205R

439L
111R
084L
1261R
309L
142R
213R
401R

Sekil 12. Genlerin av vektorlere klonlanmasi. Genlerin isimleri resimlerin {istiinde
gosterilmektedir. M harfi 1000 bp’lik markirdir (Fermentas). En alttan siras1 ile
bantlarin biiyiikliikleri 250, 500, 750, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000, 3.500,
4.000, 5.000, 6.000, 8.000, 10.000 bp’dir.
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3.5. Yem Vektorlerine Klonlanan Yapisal Genlerin Maya Hiicrelerinde ifade

Edilmeleri

pGBK-T7 vektorii yem genlerin klonlandig1 vektordiir. ADH1 promotoru altinda
ifade edilen genler, DNA baglanma domeini ve c-Myc kuyrugu ile fiizyon olacak sekilde
ifade edilirler. CIV’ye ait 47 yapisal gen oncelikle yem vektore ayr1 ayr1 klonlandi. AH109
maya susuna transformasyonlar1 saglandi. Her bir yapisal geni iceren maya hiicresinden
protein ornekleri hazirlandi. c-Myc Antikoru ile western blot hibridizasyon analizi yapildi.

47 genin maya hiicrelerinde ifade edildikleri tespit edildi (Sekil 13).

a4 4 x 4 x x o r o x o o J
Lo N~ o) o <t [92] — <t C N [o0) N — (o) [{o} Lo
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— <t o — o <t o N () kDa — o o N [9p] o o
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- — S5kDa _f
— 43 kDa _I- p -—
s _.--
- — _— 34 kDa _ - ;
26 kDa

Sekil 13. Maya hiicrelerinde ifade edilen yem proteinlerin Western blot hibridizasyon
analizi. Genlerin isimleri resimlerin {stiinde gosterilmektedir. Markirin
biiyiikliikleri sekillerin yaninda gosterilmistir.
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Genlerin yem ve av vektorlere klonlanmalarinin ardindan av ve yem vektorleri igeren
hiicrelerin -80 °C’de muhafaza edilmek iizere gliserol stoklari yapildi. Genlerin maya
hiicrelerinde ifade edildiklerinin dogrulanmasindan sonra maya-iki-hibrit sistemi ile

proteinler arasindaki etkilesimler arastirilmaya ¢alisildi.

3.6. Maya-iki-Hibrit Sistemi

Yapisal proteinleri ifade ettigi tespit edilen maya hiicrelerinden kompetent hiicreler
hazirlandi. Her bir yapisal proteini iceren kompetent maya hiicresine hazirlanan 47 av
vektor 5 grup halinde (9+9+9+10+10) transform edildi. Pozitif etkilesimler iki marker gen
acisindan (adenin ve histidin) belirlendi. Transformasyonda kullanilan adenin, histidin,
16sin, triptofan icermeyen secgici besiyerinde biiyliyen koloniler pozitif etkilesimleri

gostermektedir (Sekil 14).

Sekil 14.  Etkilesim olusturan maya kolonileri. Pozitif
etkilesim gosteren maya hiicrelerinin adenin,
histidin, 16sin ve triptofan amino asitlerini
igermeyen secici besiyeri iizerinde olusturdugu
koloniler, her bir etkilesim igin ayr1 ayri tespit
edildi. Burada sadece bir 6rnek gosterilmistir.

Bu transformasyonlardan pozitif etkilesimlerin oldugu tespit edilen gruplar, yani
secici besiyerinde biiylimenin oldugu gruplar daha kiiciik tigerli gruplara ayrilarak yeniden
transformasyonlar1 yapildi. Benzer sekilde iigerli transformasyonlarda da pozitif ¢ikan

gruplardaki her bir av vektor teker teker transform edilerek hangi genin hangi gen ile
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etkilesime girdigi bdylece tespit edildi (Tablo 8). Cikan pozitif etkilesimlerin
transformasyonlari ikiser kere tekrarlandi.

Tablo 8. Maya-iki-hibrit sistemi ile Chilo iridescent viriis yapisal proteinleri arasinda
belirlenen protein etkilesimleri

Yem Av Yem Av Yem Av Yem Av Yem Av
219L 396L 084L 117L 374R
361L 061R 096L 229L 138R

395R
396L 096L 111R 274L 179R
034R
415R 138R 138R 401R 453R | 27AL
401R 179R 232R 111R 295L
4221 159L 159L 034R 312R
355R
117L 234R 213R 213R 325L
213R
179R 312R 234R 268L 361L
198R 415R 374R 396L 307L 084R
268L 4571 229L 329R 396L
457L
312R 232R 034R 084L 439L
342R 355R 084L 378R 329R
084L 355R 401R 084L 457L 213R
361L 325L 034R 034R 453R
295L
378R 096L 159L 061R 337L
380R 111R 234R 123R 415R
443R
396L 142R 261R 159L 453R
374L 232R 380R 3611 268L 198R 396L
457L 213R 274L 401R 213R 380R
117L 325L 312R 268L 234R
329R
213R 355R 325L 395R 312R
232R 034R 380R 439L 325L

D96L 355R 219L 374R 439L 4221 457L
374R 380R 457L 138R 084L
380R 395R 118L 118L 213R
439L 4221 117L 439L 361L
117L 325L 266R 155L 443R 312R 123R
138R 229L 309L 179R 415R 274L 142R

1R 179R 355R 261R 213R 329R
232R 118L 309L 034R 453R
355R 268L 084L 159L 307L

374R 142R
380R 234R | 329R 355R 4221 034R 380R




Tablo &’in devami

o1

396L 213R 219L 401R 4221
1171 117L 118L 1171 232R
229L 355R 096L 118L 274L
355R 361L 159L 142R 378R
366R 439L 453R 179R 361L
118L 374R 155L 138R 229L 219L
307L 229L 274L 096L 084L
415R 261R 118L 361L 111R
4221 307L 084L 234R 123R
378R 084L 138R 457L 380R 142R
138R 208k 229L 378R 261R 439L 159L 155L
179R 380R 274L 203L 232R
312R 401R 380R 234R 268L
23R 380R 361L 396L 401R 329R
401R 396L 329R 415R 342R
1171 415R 453R 378R 096L
179R 453R 361L 268L 084L
213R 142R 325L 232R 261R 361L 366R
261R 274L 138R 010R 366R 4221
274L 378R 213R 138R 453R
307L 361L 229L 355R 061R
355R 395R 395R 213R 111R
138R 378R 268L 084L 361L 179R 117L
453R 396L 096L 401R 123R
111R 118L 111R 159L 415R 138R
117L 307L 138R 366R 374R 179R
123R 142R 118L 439L 213R
117L

159L 155L 234R 307L 342R
198R 159L 4221 138R 307L
401R 179R 123R 337L 084L
366R 213R 138R 309L 366R 380R
368L 061R 179R 337L 229L 4R 179R
o5k 380R 401R 179R 309L 401R

307L 084L 010R 325L 337L | 117L

198R
203L | 439L 138R 295L
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Cikan bu etkilesimleri analiz edebilmek amac ile cytoscape programi kullanilarak
interaktom semas: ¢izildi (Sekil 15). Viriise ait yapisal proteinlerden 47 protein arasinda
muhtemel 2209 (47 x 47) etkilesim maya-iki-hibrit sistemi ile test edildi ve 163 protein
etkilesimi oldugu belirlendi. Bu etkilesimlerden sadece 179R proteinin homodimer

olusturdugu goriildii.



203L

€S

457L 361L 355R
439L
084L
401R 2FPL
337L 342R
2291 380R
219L
366R 309L
123R
312R o950
034R 453R
O61R 422L
443R
274L
179R
395R
155L 142R
307L
232R
159L
0961
415R I74R
7= Vg e N
118L 213R
396L
378R
138R 325L
329R
261R 111R 117LH234R
198R 010R

Sekil 15. Chilo iridescent viriis yapisal proteinleri arasindaki etkilesimlerin sematik goriiniimii. Protein arasindaki 163

etkilesim cytoscape programi kullanilarak ¢izildi. Yuvarlaklar proteinleri, ¢izgiler etkilesimleri gostermektedir.
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DNA replikasyonu ve viriis transkipsiyonunda rol oynayan muhtemel yapisal
proteinler arasinda gerceklesen protein etkilesimleri cytoscape programi kullanilarak
cizildi (Sekil 16). Viris DNA polimerazlariin N-terminal domeinini tasiyan 232R’nin
muhtemel bir RNaz olan 142R ve fosfataz olan 355R ile etkilestigi belirlendi. HMG-box
domeinine sahip 401R ile fosfataz domeinine sahip olan 123R birbiri ile etkilesmektedir.
Niiklear lokalizasyon sinyali tagiyan 295L’nin ise diger DNA replikasyonu ve

transkripsiyonunda rol oynayabilecek proteinlerle etkilesmedigi belirlendi.

380R

Sekil 16. DNA replikasyonu ve viriis transkripsiyonunda rol oynayan muhtemel
yapisal proteinler arasindaki etkilesimler. Koyu renkli olan yuvarlaklar
DNA replikasyonu ve viriis transkripsiyonunda rol oynayan muhtemel
yapisal proteinleri gostermektedir.

Calismada kullanilan 47 proteinden 17 tanesi transmembran domein igermektedir.
Bunlar 010R, 117L, 118R, 203L, 213R, 307L, 337L, 361L, 457L, 234R, 111R, 325L,
084L, 061R, 034R, 138R, 312R proteinleridir. Transmembran iceren bu 17 protein
caligmada kullanilan transmembran domein icermeyen diger 30 proteini de birbirlerine
baglamakta ve 17 transmembran proteinin birbirleri ile ve diger 30 yapisal protein ile

aralarinda toplam 97 protein etkilesimi goriilmektedir (Sekil 17).
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Sekil 17. integral membran proteinler arasindaki protein etkilesimleri. Koyu renkli olan
yuvarlaklar integral membran proteinlerini gostermektedir.

Proteinlerin islenmesi ve modifikasyonu siirecinde rol oynayan proteinlerden
serin/treonin kinaz domeini tasiyan 380R ile bir integral membran proteini ve peptidaz
domeinine sahip olan 361L arasinda; 361L ile protein kinaz domeinine sahip 439L
arasinda protein etkilesimi tespit edilmistir. Caligmada tirozin protein kinaz domeine sahip
olan 179R’nin homodimer olusturdugu tespit edildi. Aym1 zamanda 179R proteininin,

protein disiilfit izomeraz domeinine sahip 453R ile etkilestigi tespit edildi. 378R proteini
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2-sistein adaptor domeinine sahiptir. 378R’nin protein kinaz domeinine sahip olan 380R ile
etkilestigi tespit edilmistir. 453R ile 179R’nin birbiri ile etkilestikleri belirlendi (Sekil 18).
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Sekil 18. Proteinlerin olgunlagmasi ve modifikasyonu asamasinda rol
oynamasit muhtemel yapisal proteinler arasindaki etkilesimler. Koyu
renkli olan yuvarlaklar proteinlerin olgunlasmasi ve modifikasyonu
asamasinda rol oynamast muhtemel yapisal proteinleri
gostermektedir.

Calismada kullanilan yapisal proteinlerden dort tanesinin gliniimiize kadar DNA dizi
analizi yapilmis biitiin iridovirid ve ascoviriislerde homologu vardir. Bu sebeple bu
proteinlere 6z proteinler denilmektedir. Dort 6z proteininin (118L, 142R, 274L, 295L)
birbirleriyle etkilesimine bakildigi zaman zarfta bulunan 118L proteininin kapsidin
yapisint olusturan 274L. (MCP) ve 142R (bu c¢alismadaki sonuglara gore muhtemel
tutunma proteini)’ye ikiser farkli proteinle baglandigi goriinmektedir. 295L proteini bu
etkilesime thioredoxin domeinine sahip 453R proteini ile MCP’ye baglanarak dahil
olmaktadir (Sekil 19).
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Sekil 19. Oz proteinler arasindaki protein etkilesimleri. Koyu renkli
olan yuvarlaklar 6z proteinleri gostermektedir.

3.7. Pull-Down Analizi

Tespit edilen bu etkilesimlerden biri segilerek (118L ve 415R) pull-down analizi
calismalarina baslandi. 118L pGEX-2T vektoriinde GST kuyruk ile ifade edilirken 415R
geni pET28a vektoriinde primere ilave edilen HA kuyruk ile birlikte ifade edildi.
Proteinlerin ifadesinden sonra bakteri hiicrelerinde gokga tiretilen proteinlerin ¢oziilebilir
kisimlar1 birbirine karistirildt ve GST kuyruk kullanilarak protein saflagtirma islemi
yapildi. GST kuyruk ile saflagtirilan protein SDS-PAGE’de ayrildi ve HA kuyruga 6zgii
antikorlar kullanilarak Western blot hibridizasyon analizi yapildi. Sonugta GST kuyruk ile
saflagtirilan 118L ile birlikte HA-kuyruk ile ifade edilen 415R’nin de saflastirildig: tespit
edildi (Sekil 20).
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Sekil 20. 118L ve 415R’nin GST-pull down analizi. A: GST-kuyruk ile birlikte ifade
edilen 118L proteini Western blot hibridizasyon analizi; B: HA-kuyruk ile
birlikte ifade edilen 415R proteini western blot hibridizasyon analizi; C:
GST-pull down analizi 1: 415R-118L 2: 415R-GST Western blot
hibridizasyon analizi; M: Markir , markirin bantlar1 seklin  yaninda
gosterilmistir. GST: 26 kDa; 118L+GST: 54 kDa; 415R+HA kuyruk: 28 kDa.



4. TARTISMA

Chilo iridescent virus (CIV)’liin ¢esitli zararli bocekler iizerinde patojenite
olusturmasi ve yapisal proteinlerinin insektisidal aktiviteye sahip olmasi sebebi ile
biyopestisit olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Bilimoria, 2001; Bilimoria, 2009;
D'Costa vd., 2012). Sahip oldugu virion morfolojisi ve Ozellikleri sebebi ile
biyoteknolojide kullanilma potansiyeli vardir (Williams ve Ward, 2010). CIV
niikleositoplazmik biiyiik DNA viriislerinin (NCLDV) enfeksiyon mekanizmalarinin
anlasilmasi i¢in model olarak kullanilmaktadir (Yan vd., 2009; Bronkhorst vd., 2012;
Bronkhorst vd., 2014). Bunlarla birlikte CIV’nin gen ifade ve terapi vektorii olarak
gelistirilme potansiyeli bulunmaktadir.

CIV virionlar oldukga ilging bir yap1 gosterir. Ikozahedral simetrili olan virionlar, en
icte DNA-protein 6ziinii ¢evreleyen bir lipid tabaka, onu ¢evreleyen bir protein Ortii
(kapsid) ve her virionda olmamakla birlikte en dista lipid bir zarf’tan olugmaktadir
(Jankovich vd., 2012). CIV genomunun dizin analizi ger¢eklestirilmistir ve 212,482 baz
cifti biyiikligiinde oldugu tespit edilmistir (Jakob vd., 2001). Genomda 211 tane agik
okuma zinciri (ORF) olabilecegi biyoinformatik analizle belirlenmistir (Eaton vd., 2007).
Bu 211 ORF’den 2 veya daha fazla peptide gore 46, tek peptide gore ise 54 tanesi viriis
yapisal proteini olarak tanimlanmistir ve bunlardan 36 tanesinin diger iridoviriis ve
askoviriislerle homoloji gosterdigi belirlenmistir (Ince vd., 2010).

CIV virion proteinlerinin insektisidal aktivite gosterdigi, konak makromolekiiler
sentezini durdurdugu, apoptosizi uyardigi ve en erken genlerin transaktivasyonunu
sagladigr bilinmektedir; fakat hangi genlerin bu fonksiyonlar1 yerine getirdigi
bilinmemektedir. MS-LC analizi ile tespit edilen viriis yapisal proteinlerinden 274L’nin
major kapsid proteinini kodladigr ve 118L nin diger viriislerdeki homologlari ile yapilan
calismalara dayali bilgiler mevcuttur. Bunun haricinde yapisal proteinleri kodlayan
genlerin fonksiyonlar1 bilinmemektedir. MS-LC analizi ile virlis yapisal proteinlerinin
tespit edildigi yukarida bahsedilen 54 adet virion proteininden biri olmayan iridoptin
olarak adlandirilan 389L geninin bir virion proteini oldugu, aktif bir serin-treonin protein
kinaz kodladigi ve apoptosizi uyardigi tespit edilmistir (Bilimoria, 2009; Chitnis vd.,
2011). MS-LC analizi ile tespit edilen 380R, 179R ve 439L yapisal proteinleri protein

kinaz domeinine sahip oldugundan bu yapisal proteinlerin de iridoptin gibi insektisidal
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etkilerinin oldugu disiiniilmektedir. Bu fonksiyonlarinin ortaya g¢ikarilmasi, etkilesime
girdikleri birgok fonksiyonu bilinmeyen proteinin de fonksiyonunun aydinlatiimasini
saglamada yardimci olacaktir.

Bu doktora calismasinda oncelikle iridoviriis ve askoviriislerde homolog olan 36 gen
arasindaki protein etkilesimlerini aydinlatmak amaglandi. Daha sonra iki veya daha fazla
peptid varligina gore belirlenen 46 yapisal protein arasindaki etkilesimlerin test edilmesine
karar verildi. Homolog olan proteinlerle 46 yapisal protein birlestirildiginde 50 proteine
ulagildi. Boylece, bu doktora tezi siiresince CIV’ne ait 50 yapisal protein arasindaki
etkilesimler aydinlatilmaya calisildi. Bu 50 proteinden ii¢ tanesini klonlamada biiytlik
sikintilar yasandi. Bu sikintilarin muhtemelen su sebeplerden kaynaklanabildikleri
diistiniilmektedir: 1) genin iginde bulunan ters (inverted) tekrarlar firteke (hairpin) yapilart
olusturacagindan klonlamaya engel olusturuyor olabilir, ii) vektorde genle benzer diziler
olabilir. Boyle bir durumda rekombinasyon olacagindan klonlama olmaz, iii) gen toksik
olabilir. Az da olsa gen ifadesi gergeklesiyorsa hiicreler etkilenecektir. Birinci durum
acisindan bakildiginda genler iginde ters tekrarlara rastlanmadi, buna ragmen ligasyonda
vektor ve insertler 1sitildi. Tkinci durumda vektdr ve insertte benzer dizilere rastlanmadi,
buna ragmen vektor degistirilerek klonlama denendi. Ancak, yine de {i¢ genin klonlamasi
yapilamadi. Bu sebeple doktora tez kapsaminda yiiriitiilen bu calismaya 47 yapisal
proteinle devam edildi. Viriise ait yapisal proteinlerden 47 protein arasinda muhtemel 2209
(47 x 47) potansiyel etkilesim maya-iki-hibrit sistemi ile test edildi ve 163 protein
etkilesimi belirlendi. Bu etkilesimlerin hepsi literatiirde ilk defa tanimlanmis muhtemel
etkilesimlerdir. 47 proteinin hepsinin protein etkilesimine katilarak biyiik bir ag
olusturdugu, bununla birlikte sadece 179R proteinin kendisi ile de etkilestigi belirlendi.

Protein etkilesimlerini tespit etmede kullanilan yontemlerin her birinin avantaj ve
dezavantajlar1 oldugu i¢in, protein etkilesimleri birden fazla yontemle ¢alisilir. Maya-iki-
hibrit sistemi ile etkilestikleri belirlenen proteinlerin etkilesimleri genellikle pull-down
yontemi gibi biyokimyasal metodlarla onaylanir. Ancak, bu islemi tiim etkilesimler igin
teyit etmek oldukca kiilfetli ve zaman alic1 olacagindan etkilestikleri belirlenen sadece
118L ve 415R proteinlerinin etkilesimlerinin dogrulanmas1 pull-down analizi ile
gergeklestirildi. Belirlenen etkilesimler viriisiin hiicreye giris, replikasyon, viriis kapsidinin
insasi, olgunlasma ve tomurcuklanma asamalar1 ile ilgili bilgiler ortaya koymaktadir. Bu
giine kadar Iridoviridae familyasina ait viriisler lizerinde birgok ¢alisma yapilmistir; fakat

virion proteinleri arasindaki etkilesimler heniiz hi¢bir iridovirid i¢in tespit edilmemistir.
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Calisma kapsaminda kullanilan 47 proteinin hepsi bir biitlin olusturacak sekilde
birbirlerine 163 olasi protein-protein etkilesimleri ile baglanmaktadir. Calismada kullanilan
47 proteinden 17 tanesi transmembran domein i¢ermektedir. Bunlar 010R, 117L, 118R,
203L, 213R, 307L, 337L, 361L, 457L, 234R, 111R, 325L, 084L, 061R, 034R, 138R, 312R
proteinleridir. Transmembran domein igeren proteinler integral membran proteinleridir. Bu
proteinlerle birlikte transmembran domein igermeyen 295L proteini de integral membran
proteini olarak tanimlanmustir (Ince vd., 2014). Transmembran domein iceren bu proteinler
DNA protein 6ziinii i¢ lipid tabaka ile ve i¢ lipid tabakay1 kapsid ile bir araya getiren veya
virionlarin bir kisminda goriilen zarf iizerinde bulunan proteinler olmalidir. Transmembran
iceren bu 17 protein ¢alismada kullanilan transmembran domein igermeyen diger 30
proteini de birbirlerine baglamakta ve 17 transmembran proteiniyle 47 protein arasinda
toplam 97 protein etkilesimi goriilmektedir. Membran proteinlerinden bir veya bir kag1
viriisiin konak hiicre membranina baglanmasinda gorev almaktadir. Yapisal genlerden olan
118L biitlin iridoviriis ve askovirlislerde homologdur. Bu genin Singapore grouper
iridoviriisteki homologu olan VP088 proteini ile yapilan bir ¢calismada VP088 proteininin
yapisal proteinlerden biri oldugu ve hiicre membran proteinlerinden 94 kDa’luk bir
proteinle etkilesime girdigi gosterilmistir. Bu bilgiler sonucunda VP088’in viriisiin hiicreye
girig-flizyon kompleksinin bir birimi oldugu diisliniilmektedir (Zhou vd., 2011). Viriisiin
hiicreye girig-flizyon kompleksinin bilinmesi viral enfeksiyonun baslamasi ile ilgili
oldukca 6nemli bir bilgidir. Ayrica baska bir ¢alismada Frog viriis-3’e ait ve 118L’nin
homologu olan 53R geninin viriis replikasyonu i¢in hayati 6neme sahip bir miristilasyonlu
membran proteini oldugu belirtilmistir (Whitley vd., 2010). Yine Rana grylio viriise ait
53R geninin viriis ingasi1 i¢in oldukc¢a dnemli oldugu, genin susturulmasi durumunda %358
oraninda enfeksiyonun azaldig: tespit edilmistir (Kim vd., 2010). iridoviridlerde zarfl
olan virionlar 150 kata kadar daha yiiksek bir enfeksiyon olusturmaktadir. 118L’nin bir
zarf proteini olmasi ve homologlar ile ilgili yapilan ¢aligsmalar bu proteinin viriisiin giris-
flizyon kompleksinin bir birimi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmada 118L’nin dokuz fakli proteinle (117L, 229L,
355R, 366R, 374R, 307L, 415R, 422L, 378R) etkilestigi tespit edilmistir. Bunlardan biri
coronovirliste smif [ viriis flizyon proteini olarak siniflandirilan bir protein ile homoloji
gosteren 374R proteini ile olan protein etkilesimidir. Bu durum da 118L’nin viriisiin giris-
fizyon kompleksinin bir {iyesi olma durumunu kuvvetlendirmektedir. Daha sonraki

caligmalarda 118L’nin konak membran proteinleri ile etkilesip etkilesmediginin tespit
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edilmesi ve etkilesmesi durumunda viriise ait yapisal proteinlerden diger dokuzu ile de
etkilesimlerinin teyit edilerek hiicrenin giris-fiizyon kompleksinin aydinlatilmasi literatiire
oldukca onemli katkilar saglayacaktir. Ayrica 118L’nin etkilestigi bes protein (117L,
229L, 366R, 415R, 422L) herhangi bir bilinen proteine benzememekle birlikte korunmus
herhangi bir domein de igcermemektedir. Bu ¢alisma sonucunda konak membranina
baglanan virlise ait bir proteinin tespiti durumunda girig-flizyon kompleksini olusturan
proteinler de ac¢iga c¢ikarilmis olacaktir. Ayrica gorevi bilinmeyen bu proteinlerin
gorevlerini aydinlatmak daha da kolaylasmis olacaktir.

Calisma kapsaminda 118L’°nin 415R ile olan etkilesimi pull-down analizi ile
dogrulanmistir. 415R’nin amino asid sirasinda herhangi bir korunmus domeinle homolojisi
bulunmamaktadir. 415R 4 farkli membran proteini (118L, 274L, 213R, 034R), iki
fonksiyonu bilinmeyen protein (443R ve 159L) ve bir protein kinaz domeinine sahip olan
protein (439L) ile etkilesmektedir. 415R proteini 118L ile etkilesiminden dolay1 viriis
giris-fiizyon kompleksinin bir tiiyesi olabilir. Bu sebeple virlisiin konak hiicreye
tutunmasinda onemli bir rol oynayabilir. Literatiirde Singapore grouper iridoviriis ile
yapilan bir ¢aligmada makropinositozun anahtar regiilatorlerinden biri olan protein
kinazlarin inhibisyonu viriis iiretimini olduk¢a 6nemli bir bi¢imde diisiirmektedir (Wang
vd., 2014). Bu sebeple 415R nin etkilesime girdigi protein kinaz da (439L) bu fonksiyon
i¢in oldukga 6nemli olabilir. Ayrica 096L fasciclin domeinine sahiptir. Bu domein hiicreye
tutunma fonksiyonu yapmaktadir (Wang vd., 1993). 096L’nin bir integral membran
proteini olan 213R ile etkilestigi goriilmektedir. 415R ile 213R proteini de birbirleri ile
etkilesmektedir. Bu proteinler viriisiin hiicreye giris flizyonunda gérev yapiyor olabilirler

Sekil 21.
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Sekil 21. Viriisiin konak hiicreye girisinde gorev yapabilecek
proteinler arasindaki etkilesimler. Koyu renkli
yuvarlaklar viriisiin konak hiicreye girisinde gorev
yapabilecek proteinlerdir.

Iridoviridler diinya genelinde ekolojik cesitlilik ve sucul kiiltiirii yapilan hayvanlarda
ciddi bir tehdit olusturmaktadir (Williams vd., 2005). CIV nin girig-fiizyon kompleksinin
belirlenmesi genel olarak iridoviridlerin patolojisinin molekiiler agidan anlasilmasi igin
oldukca dnemlidir. Viriisiin konak hiicreye girisi enfeksiyonun baslayabilmesi i¢in ¢ok
kritik bir basamaktir. Bu sebeple antiviral stratejilerin gelistirilmesinde bu basamak
cogunlukla hedef alinir.

Yapisal proteinlerden hangilerinin CIV virion yapisinin olusumu i¢in hayati
oldugunun ya da hangileri olmadan da yapinin olusabilecegi konusunda herhangi bir bilgi
literatiirde bulunmamaktadir. Virion yapist i¢in hayati olmayan proteinler viriis
enfeksiyonunun ilk asamasi ve gen ifadesinin regiilasyonu i¢in olduk¢a 6nemli olabilirler.
Buna iki 6rnek verilebilir: i) Bu proteinlerden biri viral replikasyonu baslatmasi igin viral
DNA’y1 niikleusa yonlendirmektedir (Willis ve Granoff, 1985). 295L DNA dizi analizi
yapilmis biitiin iridoviriislerde yapisal proteinler agisindan bes ortak genden (274L, 295L,
142R, 118L, 022L) biridir ve viriis hayat dongiisii i¢in hayati bir dneme sahip olabilecegi
diistinilmektedir. 295L niikleer lokalizasyon sinyaline sahip transmembran domein
icermeyen bir integral membran proteinidir. Enfeksiyonun basinda ¢ok yogun ifade
edilmektedir; fakat enfeksiyondan 48 saat sonra yogunlugu azalmaktadir (Ince vd., 2014).
Ayn1 zamanda bu protein DNA replikasyonu ve transkripsiyonunda gorev alan
proteinlerden biri olarak simiflandirilmistir. 295L 148kDa agirliginda biiyiik bir proteindir
ve virlis DNA’sin1 niikleusa yonlendiren protein olabilir. 2951 protein disiilfit izomeraz

domeinine sahip olan 453R proteini ve miristilasyonlu membran proteini olan 337L ile
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etkilesmektedir. Niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) tasiyan proteinler viriis DNA
replikasyonu ve virlis ingasi (assembly) icin gerekli proteinleri niikleusa
yonlendirmektedir. Baz1 proteinlerin miristilasyonu polioviriis ve retroviriislerde viriis
partikiillerinin insas1 i¢in oldukc¢a dnemlidir. 337L muhtemel bir miristilasyonlu membran
proteindir. 295L ve 337L’nin etkilesimi virlis partikiillerinin insas1, virlisiin
tomurcuklanmasi ve olgunlagmasi i¢in gerekli olabilir.

ii) Virion yapist i¢in hayati olmayan proteinlerden biri veya birkag¢i en erken genlerin
transaktivatorii olarak goérev yapmaktadir. Ciinkii saflastirilmis CIV genomik DNA’s1
hiicreye transfekte edildiginde enfeksiyon gerceklesmemektedir. Buna ragmen, yapisal
proteinlerle birlikte saflastirilmis genomik DNA enfeksiyon olusturabilmektedir (Cerutti
vd., 1989; Nalg¢acioglu vd., 2003). Hangi yapisal proteinin hangi yapisal proteinlerle
etkilestigi bilgisi en erken genlerin transaktivasyon proteinlerinin tespiti i¢in oldukga
onemlidir. En erken genlerin transaktivasyon proteinlerinin enfeksiyonun ge¢ fazinda
iiretildigi ve kapsidde birlikte paketlendigi (ince vd., 2014) ve biiyiik bir ihtimalle diger
iridoviridlerde homologu oldugu diisiiniilmektedir. En erken genlerin transaktivator
proteini olma ihtimali oldukga yiiksek olan proteinler ise sunlardir: i) Serin/treonin protein
kinaz domeini tasiyan 380R proteini enfeksiyon boyunca ve Ozellikle enfeksiyonun
sonunda oldukca fazla miktarda iiretilmektedir (Ince vd., 2014). Protein kinazlarin protein
aktivitesini dlizenleyen proteinlerin translasyon sonrasi diizenlemeyi saglamada oldukca
onemli rolleri vardir. 380R’nin 13 yapisal proteinle etkilesime girdigi goriilmektedir. ii)
232R geni de enfeksiyonun basindan sonuna kadar fazla miktarda bulunan ve DNA
polimeraz N terminalini kodlayan niikleer sinyal lokalizasyon sinyali tasiyan bir proteindir.
Yedi farkli yapisal proteinle etkilesime girdigi tespit edilmistir. iii) DNA baglanma
domeini iceren 401R proteini enfeksiyonun basinda az, sonlarinda ise fazlaca iiretilen bir
proteindir. Bu proteinde 11 yapisal proteinle etkilesmektedir. Bu proteinlerin etkilestigi
belirlenen proteinlerle bir grup halinde en erken genlere ait bir promotor bdlgesini
calistirip ¢alistirmadigi tespit edilmelidir.

274L kodlu acik okuma zinciri major kapsid proteinini (MCP) kodlar. MCP’ye
baglanan yedi farkli protein (415R: 26,66 kDa, 453R: 15,91 kDa, 142R: 33,64 kDa, 138R:
13,03 kDa, 378R: 22,21 kDa, 361L: 60,58 kDa, 395R: 17,28 kDa) tespit edilmistir.
Bunlardan ii¢ tanesi (415R, 138R, 395R) herhangi bir tanimlanmis domein igermemektedir
ve bilinen herhangi bir proteine benzememektedirler. MCP ile etkilesimlerinden dolay1

gorevi bilinmeyen bu proteinlerin fonksiyonlar1 hakkinda diisiinceler olusmustur. MCP
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transmembran domein igcermez ve kapsidin yaklasik %40’mi1 olusturur. Bu ¢alismada
MCP’nin kendisi ile etkilesime girmedigi goriilmiistiir. Bu durumda kapsomerleri bir arada
tutmak i¢in baska proteinlerin varligina ihtiyag¢ vardir. Nitekim CryoEM c¢alismalar1 (Yan
vd., 2009) MCP proteininin yaninda en az ti¢ farkli minér kapsid proteini bulundurdugunu
gostermektedir. Bunlar fermuar (zip) proteinleri (zip monomerleri ve zip dimerleri),
parmak (finger) proteinleri ve tutunma (anchor) proteinleri olarak adlandirilmistir. Minor
kapsid proteinlerinin hangi genler tarafindan kodlandigi herhangi bir iridovirid i¢in de
bilinmemektedir. Tutunma proteinleri kapsid yapisindaki pentasimetronlar ile i¢ lipid
membrant birbirine baglar. MCP’nin etkilesime girdigi proteinlerden 138R ve 361L
transmembran domein igerdikleri i¢in bu proteinler tutunma proteinler olabilir; fakat ayni
calismada tutunma proteinlerinin MCP’nin agirligi ile orantilanarak tahmini molekiiler
agirligr 32,4kDa olarak hesaplanmigtir. 138R bu durumda tahmini agirligr 11,9 kDa+1,5
kDa olarak hesaplanan fermuar proteinleri i¢in uygun olan proteindir. CIV’nin proteomik
caligmasinda da fermuar proteinleri i¢in molekiiler agirliklarina gére 138R, 010R ve 321R
onerilmistir (Ince vd., 2010). 142R ise molekiiler agirlik acisindan tutunma proteinlerine
uygun olan proteindir. 142R transmembran domein igermemektedir; fakat membran
proteinleri her zaman transmembran protein olmak durumunda degildir. 19,7 kDa + 1,5
kDa olarak hesaplanan parmak proteinler i¢in ise 395R uygun olmaktadir. Bu ii¢ protein
haricinde MCP’ye baglanan diger proteinlerin de mindr kapsid proteini olma durumu
vardir. Boylece, bu doktora ¢aligmasi sonucunda olusan bilgilere dayanilarak MCP’ye
baglanan bu proteinlerin hangilerinin ger¢ekte MCP ile etkilestikleri pull-down veya co-
immunopresipitasyon deneyleri ile tespit edilerek mindr kapsid proteinleri hangi genlerin
kodladigi kesinlik kazandirilmalidir. Tespit edilecek genlerin delesyonlari ve elektron
mikroskobu calismalariyla bu proteinlerin aydinlatilmasi gerekmektedir.

Caligmada kullanilan yapisal proteinlerden 118L (miristilasyonlu membran proteini),
142R (RNazIIl), 274L (major kapsid proteini) ve 295L (niikleer lokalizasyon sinyali)
genomu bilinen tiim iridoviriislerde bulunmustur. Bu nedenle iridoviriis 6z virion
proteinleri olarak tanimlanmakta ve enfeksiyonda dnemli rol oynadiklarina inanilmaktadir.
118L zarfta 274L ise kapsidde bulunan proteinlerdir. 415R ve 378R’nin bu tez
caligmasinda 118L ile 274L proteinlerinin ikisine de baglandigi belirlenmistir. Bu durumda
415R ve 378R kapsid ve zarfi bir arada tutan proteinlerden olabilir. Ayn1 sekilde 118L ve
muhtemelen tutunma proteini olan 142R arasinda 422L ve 307L proteinleri araciligr ile

etkilesim vardir. Bu proteinler zarf ve kapsidi bir arada tutan proteinler olabilirler.
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Proteinlerin islenmesi ve modifikasyonu siirecinde rol oynayan proteinlerden protein
kinaz domeini tasiyan 380R ve 439L proteinlerinin bir integral membran proteini ve
peptidaz domeinine sahip olan 361L ile etkilesime girdikleri tespit edilmistir. Literatiirde
peptidaz ve protein kinazlarin birbiri ile etkilestikleri goriilmektedir (Gaetaniello vd.,
1998). Tirozin protein kinaz domeinine sahip olan 179R’nin kendisi ile ve protein disiilfit
izomeraz domeinine sahip 453R ile etkilestigi tespit edilmistir. Protein kinazlar diger
proteinlerin aktivasyonu, sinyal iletimi, hiicresel yolaklarin diizenlenmesi gibi oldukga
onemli gorevler istlenirler. Bu etkilesimler bu proteinlerin aktivasyonu igin Snemli
olabilir.

378R proteini 2-sistein adaptor domeinine sahiptir. Bu domeine sahip proteinler
peptidaz ve kinazlarla spesifik olarak etkilesmektedir (lyer vd., 2006). 378R’nin protein
kinaz domeinine sahip olan 380R ile etkilestigi tespit edilmistir.



5. SONUCLAR

Bu c¢alisma sonucunda Chilo iridescent viriis’e ait yapisal proteinler arasinda
gerceklesen protein-protein etkilesimleri tespit edildi.

1) CIV vyapisal proteinlerinden 17 tanesinin transmembran domein icerdigi
TNHMM programiyla tespit edildi. Tespit edilen bu domeinler cikartilarak genler
cogaltildi ve maya-iki-hibrit sisteminde test edildi.

2) Maya-iki-hibrit sistemiyle CIV’ye ait ¢alismada kullanilan 47 yapisal protein
arasinda bir biitiin olusturacak sekilde 163 olasi etkilesim oldugu belirlendi.

3) Tum yapisal proteinler arasindan sadece muhtemel bir protein kinaz kodlayan
179R kodlu CIV yapisal proteinin kendisi ile etkilestigi belirlendi.

4) 17 integral membran proteininin (010R, 117L, 118R, 203L, 213R, 307L, 337L,
361L, 457L, 234R, 111R, 325L, 084L, 061R, 034R, 138R, 312R) diger 47 proteinle
toplam 97 protein etkilesimi gosterdigi belirlendi.

5) 17 integral membran proteininin, transmbran domein icermeyen 30 proteinle bir
biitiin olusturacak sekilde etkilestigi goriildii.

6) Major kapsid proteininin (274L) yedi farkli proteinle (415R, 453R, 142R, 138R,
378R, 361L, 395R) etkilestigi belirlendi. Bu proteinlerden en az li¢ii mindr kapsid proteini
olmalidir.

7) Muhtemelen viriisiin konak hiicreye girisinde gérev yapan 118L’nin dokuz farkli
proteinle (117L, 229L, 355R, 366R, 374R, 307L, 415R, 422L, 378R) etkilestigi belirlendi.
Etkilesimde bulundugu proteinlerden 374R’nin Coronovirlis’in fiizyon proteiniyle
homoloji gosterdigi belirlendi. Boylece virlis giris-fiizyon kompleksini olusturabilecek
grup tespit edilmis oldu ve kanitlanmasi gerekmektedir.

8) Protein modifikasyonunda ve islenmesinde gorev yapan yapisal proteinlerden
protein kinazlarin (380R, 439L, 179R) protein modifikasyonunda goérev yapan diger
proteinlerle (361L, 439L, 179R) etkilestikleri belirlendi.

9) DNA replikasyonu ve transkripsiyonunda gorev yapan proteinlerden
fosfatazlarin (355R, 123R) DNA baglanma domeini igeren proteinlerle (401R) ve viriis
DNA polimerazlarinin N terminal domeinini igeren proteinle (232R) etkilestigi belirlendi.

10) Oz proteinlerinin (118L, 142R, 274L, 295L) birbiri ile dogrudan baglanmadigs;
fakat  birer = farkli  proteinle  birbirlerine  baglandiklar1  tespit  edildi.
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11) Tirozin protein kinaz domeini iceren 179R, serin treonin protein kinaz domeini
iceren 380R ve protein kinaz domeini igeren 439L proteinleri 27 yapisal proteinle toplam
34 etkilesim yaptig1 belirlendi.

12) 118L ile 415R arasinda maya-iki-hibrit sistemi ile belirlenen protein etkilesimi
pull-down analizi ile kanitland1. Viriisiin giris fiizyonunda gorev yaptigr diistiniilen 118L
ile etkilesime giren 415R nin viriis giris flizyonunda gorev yapabilecek 096L ve 439L ile
etkilesime girdigi belirlendi.



6. ONERILER

Bu calismada CIV’ye ait yapisal proteinler arasindaki etkilesimler maya- iKi-hibrit
yontemi ile tespit edilmistir. Maya-iki-hibrit yontemi ile tespit edilen bu etkilesimlerin her
birinin diger yontemler kullanilarak kanitlanmasi gereklidir. Ayrica Iridoviridae
familyasinin iyeleri i¢in CIV yapisal proteinlerinin fonksiyonlarinin aydinlatilmasi
iridoviridlerde kapsidin insasi, olgunlasma ve tomurcuklanma asamalarmin anlasilmasi
icin oldukca Onemlidir. Bu doktora g¢aligmasindan sonra yapilabileceklerden bazilarin
sOyle onerebiliriz:

1) Major kapsid proteinle etkilestigi tespit edilen yedi farkli yapisal proteinin her
birinin dogrulugu pull-down veya co-immunopresipitasyon gibi yontemlerle kanitlanmasi
gerekmektedir. Clinkii MCP’nin etkilesimde bulundugu tespit edilen genler mindr kapsid
proteinleridir ve bu yedi proteinden en az {i¢ii minor kapsid proteini olmalidir.

2) Major kapsid proteinine baglandigi kanitlanacak bu mindr kapsid proteinlerinin
viriis genomundan delesyonu sonucu virion yapisinin nasil etkilendigi elektron mikroskobu
caligmalariyla tespit edilerek hangi genin hangi tip mindr kapsid proteinini (zip
monomerleri, zip dimerleri, finger proteinler, anchor proteinler) kodladig1 tespit
edilmelidir.

3) 118L bir zarf proteinidir ve kuvvetle muhtemel viriisiin hiicreye giris
kompleksinin bir iiyesidir. Bu calisma kapsaminda 118L’nin dokuz farkli proteinle
etkilestigi tespit edilmistir. 118L°nin konak membran proteinleriyle etkilesiminin tespit
edilmesi gerekmektedir. Ayrica 118L’nin virlis genomundan delesyonu sonucu viriisiin
hiicreye girisinin ne 6l¢iide etkilendigi tespit edilmeli ve diger dokuz yapisal proteinle olan
etkilesimlerinin de kanitlanarak virlis-giris flizyon kompleksinin tespit edilmesi
gerekmektedir.

4) 374R coronavirus’e ait spike proteinine benzemektedir. Coronoviriis spike
proteini ise bir sinif I fiizyon proteinidir ve 3. maddede onerdigimiz viriisiin giris fiizyon
kompleksininin bir birimi olabilecegini diisiindiigiimiiz 118L ile etkilesime girdigi tespit
edilmistir. Bu etkilesimin dogrulanmasi ve 374R’nin de fonksiyonunun aydinlatilmasi

gerekmektedir.
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5) Saflastirilmis CIV genomik DNA’s1 hiicreye transfekte edildiginde aktif degildir,
yani enfeksiyon gerceklesmez. Buna ragmen, yapisal proteinlerle birlikte saflagtirilmig
genomik DNA enfeksiyon olusturabilmektedir. Bu durum CIV yapisal proteinlerinden en
az bir tanesinin veya bir grup proteinin en erken genlerin transaktivaktivasyonunu
sagladigin1 gosterir. Bu doktora ¢alismasindan ¢ikan hangi yapisal proteinin hangi yapisal
proteinlerle etkilestigi bilgisi, en erken genlerin transaktivasyon proteinlerinin tespiti i¢in
oldukca Onemlidir. Protein-protein etkilesimi yaptig1 belirlenen proteinlerin bir grup
halinde en erken genlere ait bir promotor bdolgesini calistirtp c¢alistirmadigi tespit
edilmelidir.

6) CIV virion proteinlerinin hiicrede apoptosizi indiikledigi, hiicrenin
makromolekiiler sentezini durdurdugu ve bocekler lizerinde metamorfik deformasyonlara
sebep oldugu bilinmektedir. Yapisal bir protein ve protein kinaz aktivitesine sahip oldugu
Onerilen; fakat CIV’nin proteomik calismalarinda tespit edilemeyen saflastirilmis 389L
proteininin apoptosizi indiikledigi tespit edilmistir. 380R, 179R ve 439L yapisal proteinleri
protein kinaz domeinine sahiptir ve bu yapisal proteinlerin fonksiyonunun aydinlatilmasi
gerekmektedir. Fonksiyonlar1 aydinlatilacak bu proteinler, etkilesime girdikleri birgok
fonksiyonu bilinmeyen proteinin de fonksiyonunu aydinlatmak daha kolay olacaktir.

7) Miristilasyonlu membran proteini olan 337L, polioviriis ve HIV viriiste oldugu
gibi viriis kapsidinin insasi ve tomurcuklanmasi i¢in énemli bir protein olabilir. Bu protein
fonksiyonu bilinmeyen iki yapisal proteinle etkilesmektedir. 337L’nin fonkiyonunun
tespiti ile birlikte fonksiyonu bilinmeyen bu proteinler de viriis kapsidinin ingas1 ve
tomurcuklanmasinda rol oynayabilirler. Boylece fonksiyonu bilinmeyen bu proteinlerin

fonksiyonunu tespit etmek daha kolay olacaktir.
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