KARADENIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

AMSACTA MOOREI ENTOMOPOXVIRUS PROTEIN KiNAZLARININ ViRAL
PROTEINLERLE ETKILESIMLERININ BELIRLENMESI

DOKTORA TEZi

Mehtap DANISMAZOGLU

ARALIK 2016
TRABZON



KARADENIZ TEKNiK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIYOLOJI ANABILIM DALI

AMSACTA MOOREI ENTOMOPOXVIRUS PROTEIN KINAZLARININ ViRAL
PROTEINLERLE ETKILESIMLERININ BELIRLENMESI

M ehtap DANISMAZOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince

"DOKTOR (BIYOLOJI)"
Unvam Verilmesi icin Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 15/11 /2016
Tezin Savunma Tarihi :23/12 /2016

Tez Danismani : Dog. Dr. Remziye NAL CACIOGLU

Trabzon 2016



KARADENIZ TEKNIiK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Biyoloji Anabilim Dahnda
M ehtap DANISMAZOGLU Tarafindan Haarlanan

AMSACTA MOOREI ENTOMOPOXVIRUS PROTEIN KINAZLARININ ViRAL
PROTEINLERLE ETKILESIMLERININ BELIRLENMESI

bashkh bu calisma, Enstitii Yonetim Kurulunun 22/11/2016 giin ve 1677 sayih
karariyla olusturulan jiiri tarafindan yapilan sinavda
DOKTORA TEZi
olarak kabul edilmistir.

Jari Uyeleri

Baskan : Prof.Dr.Zihni DEMIRBAG
Uye : Prof.Dr. Ahmet CABUK
Uye : Dog Dr.RemziyeNALGACIOGLU i,
Uye @ Dog.Dr. Hatice KATI

Uye ¢ Yrd.Dog. Dr.Hacer MURATOGLU ...

Prof. Dr. Sadettin KORKMAZ
Enstiti Mudaru


mehtapy
Yapışkan Not
mehtapy tarafından ayarlan Accepted

mehtapy
Yapışkan Not
mehtapy tarafından ayarlan None

mehtapy
Yapışkan Not
mehtapy tarafından ayarlan Completed

mehtapy
Yapışkan Not
mehtapy tarafından ayarlan None

Yapışkan Not
 tarafından ayarlan Marked


ONSOZ

“Amsacta moorei entomopoxvirus Protein Kinazlarinin  Viral Proteinlerle
Etkilesimlerinin Belirlenmesi” adli bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali’nda “doktora” tezi olarak hazirlanmistir. Bu
tezde ilk defa Amsacta moorei entomopoxvirus her iki protein kinaz proteininin viriis
genomundaki proteinlerle etkilesimlerine bakilmustir.

Tez siiresince doktora tez danismanligimu istlenerek ¢alismanin planlanmasindan
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yararlanmami  saglayan Biyoloji Bolim  Baskanligina, tezin bir kisminin
gerceklestirilmesinde laboratuvar imkanlarindan istifade etmemi saglayan Wageningen
Universitesi (Hollanda), Viroloji Béliimii gretim iiyelerinden Prof. Dr. M. Monique van
OERS’e tesekkiirti bir borg bilirim.

Doktora egitimim siiresince gerceklestirdigim ¢aligmalardaki yurt disi doktora
arastirma burs programi (2214) ve 113Z081 numarali proje kapsamindaki desteklerinden
dolayr Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)na tesekkiir
ediyorum.

Maddi ve manevi her tiirlii destegiyle daima yanimda olan, hayattaki en biiyiik moral
ve sevgi kaynaklarim anneme ve bu tezi bitirmem i¢in s6z verdigim babama, bu yolda beni
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OZET

AMSACTA MOOREI ENTOMOPOXVIRUS PROTEIN KINAZLARININ VIRAL
PROTEINLERLE ETKILESIMLERININ BELIRLENMESI

Mehtap DANISMAZOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Remziye NALCACIOGLU
2016, 90 sayfa

Entomopoksviriisler, sadece bocekleri enfekte eden 6nemli bir viriis grubudur. Bunlar,
aile olarak hem omurgasizlari hem de insanlarin da dahil oldugu omurgalilar1 enfekte eden
poksviriis grubundandirlar. Protein kinazlarin, bazi omurgali poksviriislerde viriis
morfogenezisinde, konak seciciliginde, hiicre boliinmesinin diizenlenmesinde ve apoptozis
tizerinde faaliyet gosterdigi bilinmektedir. Bu calismada, Amsacta moorei entomopoxvirus’e
ait 2 protein kinaz proteini ile 230 viriis genom proteinin arasindaki etkilesimler, maya-iki-
hibrit sistemi kullanilarak arastirildi. Genomdaki genler av, protein kinaz genleri ise yem
vektorlere ayr1 ayr1 klonlandi. 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
icin yem ve av vektorlerini birlikte tagiyan maya hiicreleri segici SD (minimal synthetic
defined) besiyerine inokiile edildi. Segici besiyerinde biiyiiyen koloniler ilgili proteinler
arasinda pozitif etkilesim oldugunu gosterdi. AMV153 (protein kinaz) ile 5 adet protein
etkilesimi, AMV197 (protein kinaz) de 11 adet protein etkilesimi oldugu belirlendi. Elde
edilen bilgiler AMEV protein kinazlarinin etkilestikleri proteinlerin aydinlatilmasinda ve

bunlarin viriis replikasyonundaki rollerinin anlasilmasina 6nemli katkilar saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: Amsacta moorei entomopoxviris, serin/treonin protein kinazlar,

maya-iki-hibrit sistemi, protein-protein etkilesimleri
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SUMMARY

DETERMINATION OF PROTEIN PROTEIN INTERACTIONS AMONG
PROTEIN KINASES OF AMSACTA MOOREI ENTOMOPOXVIRUS (AMEV) AND
PROTEIN KINASES WITH THE OTHER PROTEINS OF AMEV
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Entomopoxviruses are an important group of virus, which infect only insects. These
are from poxviruses group which can, as a family, infect both invertebrates and vertebrates,
including humans. Protein kinases were known to have roles at virus morphogenesis, host
selectivity, the regulation of cell division and apoptosis in some vertebrate poxviruses. In
this study, interactions between 2 protein kinases and 230 virus genomic proteins of Amsacta
moorei entomopoxvirus have been investigated by yeast-two-hybrid system. The protein
kinases genes were cloned in bait and virus genomic genes were cloned in 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. 5 and 11 interactions
were determined among AMV153 and AMV197 protein kinase proteins, respectively. The
interacted proteins of AMEV protein kinases and their roles at virus replication will be
identified.

Key Words: Amsacta moorei entomopoxvirus, serin/threonin protein kinases, yeast two
hybrid system, protein-protein interactions
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1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Bocek virtislerini, dogaya ve insanlara yaptiklari olumlu ve olumsuz etkilere gore iki
acidan ele almak gerekir. Bu etkilerden biri, ipek bocegi ve bal arilart gibi, insanlara ve
cevreye faydali olan boceklerin, viriisler yiiziinden hastalanip 6lmeleri, digeri ise ¢esitli
tarim ve orman Uriinlerini veya insan sagligini tehdit eden zararli boceklerin virtisler ile
kontrol altina alinabilmesidir. Bu ikinci etkisinden dolayr bocek viriisleri tarim ve
ormancilikta zararli boceklerle miicadelede kullanilan 6nemli biyolojik miicadele materyali
haline gelmistir (Flexner ve Belnavis, 2000; Harrison ve Bonning, 2000; Sezen ve Demirbag,
2005). Ayrica, bocek virtisleri gen ifade vektorii (Anderson vd., 1996; Ciccarone vd., 1997)
ve gen terapi vektorii (Merrihew vd., 2001; Stanbridge vd., 2003) olarak kullanilma
potansiyeline sahip olduklarindan endiistriyel bakimdan da 6neme sahiptirler.

Viriisler patojen olmalarinin disinda son birkag yildir ilag {iretimi ve gen terapisinde
kullanilanabilecek ara vektor olabilmeleri, nanoteknoloji ve elektronik gibi alanlarda model
olusturmalar1 sebepleri ile yogun bir sekilde ¢alisiimaktadir. Okaryotik gen ifade vektorleri,
asilar ve biyobenzer ilaglarin gelistirilmesi agisindan ¢ok Onemlidir. Ayrica bocek
viriislerinin gen ifade vektorii olarak kullanilmasinin 6nemli avantajlart vardir. Bunlar
Okaryotik viriis olmalarindan dolayr gen ifadesinde ihtiya¢ duyulan posttranslasyonel
modifikasyonlar1 saglamasi, insan ve sicak kanli hayvan hiicrelerinde enfeksiyon
olusturmamalar1 ve vektoriin biiyiik 6l¢ekli 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
dontistiiriilebilmesi icin yapilari, biyofiziksel 6zellikleri ve enfeksiyonu takiben yeni viriis
insasinin agamalari lizerinde ¢ok ¢esitli arastirmalar yiiriitiilmektedir.

Ziraatte zararli boceklerle miicadele etmek i¢in genellikle kimyasallar
kullanilmaktadir. Ancak bdcekler zamanla kullanilan kimyasallara kars1 direng
gelistirmektedir. Bu nedenle zararli bocekleri 6ldiirmek icin kullanilan kimyasal miktari
arttirllmakta ve yeralti kaynaklari bu kimyasallarla kontamine olmaktadir. Dogada biriken
bu kimyasallar biiyiik problem olustururken etraftaki yararli bocekleri de etkilemektedir. Bu

sorunlarin istesinden gelecek yeni kimyasallarin kesfinde de biiylik zorluklar



yaganmaktadir. Biitiin bunlardan dolayi, alternatif, biyolojik (6zellikle mikrobiyal) kontrol
sistemlerinin gelistirilmesi oldukga biiytlik bir 6neme sahiptir.

Baslica bocek viriislerinden olan Entomopoksviriisler (EPV), ilk kez Vago (1963)
tarafindan kesfedilmistir. EPV’lerin mikrobiyal miicadele ajani olarak gelistirilmesi hem ¢ok
sayidaki bocek takimindan izole edilmelerinden hem de bakiiloviriislerin kullanimini
tamamlamasi acisindan c¢ok biiyiikk bir potansiyele sahiptir. Lepidoptera, Orthoptera,
Coleoptera ve Diptera gibi diinyanin en 6nemli tarimsal zararlilarini iceren bu takimlardan
izole edilmeleri, son yillarda artan in vitro ve in vivo ¢alismalari ve molekiiler biyolojileri
iizerine devam eden ¢aligmalar, bu viriisleri cok 6nemli kilmaktadir. EPV’ler bir¢ok zararl
tiir icin, 6zellikle de bakiiloviriislerin hi¢ izole edilmedigi, ¢ekirgeler, agustos bocekleri ve
sivrisineklere karsi, biyolojik kontrol ajani olarak diisiiniilmektedir. Biyolojik kontrolde,
EPV’lerin bakiiloviriislere kiyasla en 6nemli dezavantaji, konaklarini 6ldiirme siirelerinin
uzun olmasidir. Bu problem, EPV genomuna yabanci genlerin yerlestirilmesi sonucu genetik
olarak degistirilmis EPV’lerin olusturulmasiyla asilabilir. Ozellikle, son yillarda
entomopoksviriisler biyoteknolojik ¢aligmalarda ekspresyon vektorii olarakta kullanilmaya
baslamistir (Moyer ve Hall, 1993). Boyle bir ¢calismada, bir entomopoksviriis olan Amsacta
moorei entomopoxvirus’e (AMEYV) ait sferoidin (Sph) kodlama bdlgesi ¢ikartilip yerine
kloramfenikol asetil transferaz (cat) geni yerlestirilmistir (King vd., 1998). Bu 6rnege benzer
olarak yapilan diger c¢alismalarda, interlokinler, sitokininler, biiyiime faktorleri,
interferonlar, enzimler ve yapisal proteinleri kodlayan genler, biiyiik DNA fragmentlerini
yapisina alabilen poksviriis vektorlerine klonlanip ekspresyonlar1 yapilabilmektedir.

AMEV tarimsal zararlilarin kontroliinde biyolojik miicadele materyali olarak
kullanilabildigi gibi, gen terapi ve gen ekspresyon vektorii olarak da kullanilma
potansiyeline sahiptir. AMEV nin sahip oldugu bu potansiyelinden faydalanabilmemiz i¢in
viriisiin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi, genlerinin gérevlerinin bilinmesi, bu gen
iirlinlerinin birbirleriyle olan etkilesimlerinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

AMEYV, entomopoksviriislerin tip tiiriidiir. Hiicre kiiltiiriine uyarlanmis ve
genomunun niikleotit dizlimi tamamiyla analiz edilmistir. Dizin analizi sonuglarina gore
AMEV genomunda 254 adet muhtemel agik okuma zinciri (ORF) belirlenmis ve bugiine
kadar yapilan ¢alismalar ile bu ORF’lerin bir kisminin da gorevleri aydinlatilmistir (Hall ve
Moyer, 1991; Gruidl vd., 1992; Lytvyn vd., 1992; Alaoui-Ismaili ve Richardson, 1996, 1998;
Sriskanda vd., 2001; Becker vd., 2004, 2008; Li vd., 2005; Means vd., 2007; Nalcacioglu
vd., 2010; Muratoglu vd., 2010).



AMEV genomunun biyoinformatik analizine goére, AMV153 ve AMV197
ORF’lerinin serin/treonin protein kinaz kodladiklar1 belirtilmistir (Bawden vd., 2000).
Bunlardan, AMV197°nin anatomik yapisi aydinlatilmis ve transkriptomik o6zellikleri
belirlenmistir (Muratoglu vd., 2010). Protein kinazlarin, bazi omurgali poksviriislerde viriis
morfogenezisinde, konak segiciliginde, hiicre boliinmesinin diizenlenmesinde ve apoptozis
lizerinde faaliyet gosterdigi bilinmesine ragmen, bahsedilen olaylarda AMEV protein
kinazlarinin tam rolii hala aydinlatilamamaistir. Protein kinazlar gorevlerini yerine getirirken
birbirleriyle ve diger viriis proteinleriyle etkilesim halindedirler. Bu etkilesim halinde olan
proteinleri belirlemede maya-iki-hibrit (Y2H) sistemi o6nemli baslangi¢ noktasi
olusturmaktadir (Field ve Song, 1989). Maya-iki-hibrit sistemi birgok protein arasindaki
etkilesimleri tespit etmek i¢in kullanilan yaygin bir yontemdir (Friedel ve Haas, 2011, Giot
vd., 2003, Grigoriev 2003, Ito vd., 2001, Peng vd., 2010). Bu yontem 1989 yilindan beri
giderek artan bir sekilde kullanilmaktadir. Bu sekilde cesitli proteinler arasindaki
etkilesimleri gosteren bircok interaktom haritalar1 su ana kadar olusturulmustur. Bu
calismada da bu sistem kullanilmistir. Boylece AMEV protein kinazlariin etkilestikleri

viral proteinler tespit edilmistir.

1.2. Poksviriisler

1.2.1. Poxviridae Familyasimin Genel Ozellikleri

Poksviriisler, olduk¢a degisken sekilli, tugla bigimli (uzunlugu 220-450 nm, genisligi
140-160 nm, kalinlig1 140-260 nm) veya diizenli spiral filamentlere (¢apt 10-20 nm ) sahip
ve ovoid (uzunlugu 250-300 nm, ¢ap1 160-190 nm) yapidadirlar (Murphy vd., 1995; Cann,
2005) (Sekil 1).
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Sekil 1. Poksviriislere ait genel goriiniim. A: Orthopoksviriis’lere ait tugla seklindeki sematik
ve elektron mikroskobu goriiniimii solda ve Parapoksviriis’lere ait ovoid sekildeki
sematik ve elektron mikroskobu goriiniimii sagda yer almistir (Murphy vd., 1995).
B: Entomopoksviriis viriyon goriiniimii

Viriyon parcacigiin protein icerigi agirhiginin yaklagik %90’1n1 olusturur. Cinslere
gore degisen, viriis genomu tarafindan 150-300 protein kodlanmaktadir ve bunlarin yaklasik
100 tanesi viriyonda bulunmaktadir. Virlis parcacigi, RNA transkripsiyonu, DNA
replikasyonu, protein-niikleik asitlerin modifikasyonu igin gerekli bir¢ok enzime sahiptir
(Carter ve Saunders, 2007). Zarfl1 viriyonlar, viriyon pargaciginin etrafini saran ¢ift tabakali
lipit arasina yerlesmistir ve viriis tarafindan kodlanan polipeptitlere sahiptir. Viriyon
pargaciginin agirliginin yaklasik %4’ lipitlerden, %31 ise karbonhidratlardan olusmaktadir
(Murphy vd., 1995). Poksviriis genomlari, tek pargali, ¢ift zincirli DNA igermektedir ve

viriyonun genom agirliginin yaklasik %3 iinii olusturmaktadir.



E
2

>

Baglanma/Fuzyon
\

<

> | Korsoyulmasi DNA replikasyonu %

g soy! ! plikasyor VI\YI\_ MANK

< —_— YRR ——p MIMK VAMA

z MPAMK \
() S

E{en proteinler Ara mRNA ]

—
|15 proteinler [

E&ﬂ mRNA _/
MPAF s )
YRR SR

o=
{ \

Golgi katlanmasi

Y |
& ec proteinler
1s(l =
3
MV O
K SN SRR
MINMF Z
Morfogenez @ S VR
Olgunlasm:
_4

Sekil 2. Vaksinya viriis replikasyon semasi (Mc Fadden, 2005)

Konak hiicrelere giris, viriyon hiicreye tutunduktan sonra plazma membrani ve viral
ylizey membrani arasindaki kaynagma sayesinde gergeklesmektedir. Viriis 6ziindeki ¢coklu
alt linitelere sahip RNA polimeraz enzimleri sayesinde, her iki DNA zincirinden de viral
transkriptler olusturulur. Transkriptler, konak ribozomlar: tarafindan translasyona ugratilir.
Erken virlis molekiillerinin sentezi esnasinda, konak makro molekiillerinin sentezi
durdurulur. Virisler, konak hiicre sitoplazmasinda ¢ogalir (Sekil 2) ve bunun sonucunda

viroplazma veya viriis faktorleri olarak adlandirilan bazofilik (B-tipi) inkliizyonlar olusur.



Genomda, farkli promotorlarin kontrolii altinda ac¢ik okuma zincirleri (ORF)
bulunmaktadir. Bu promotorlar, zamana bagli olarak, genomun soyunmasi dncesinde veya
esnasinda ifade edilen erken genler, DNA replikasyonu sirasinda ifade edilen ve geg genlerin
transkripsiyonunu ayarlayan ara genler ve DNA replikasyonu sonrasinda ifade edilen ve
birgok viriyon proteinini kodlayan ge¢ genler olmak {izere ii¢ sinif genin transkripsiyonunu
diizenlemektedir (Mc Fadden, 2005) (Sekil 2).

Erken protein sentezi, genellikle ge¢ gen ifadesi esnasinda azalmaktadir. Ancak bazi
genler, ilk once erken promotordan ifade edilmeye baslar ve daha sonra ge¢ promotordan

ifade edilmeye devam etmektedir (Murphy vd., 1995).
1.2.2. Poksviriislerin Sistematigi

Uluslararasi Viriis Siniflandirma Komitesi (International Committee on Taxonomy of
Viruses, ICTV) tarafindan yapilan smiflandirmaya goére Poxviridae familyasi
Chordopoxvirinae ve Entomopoxvirinae olmak iizere iki alt familyaya ayrilmaktadir (URL-
1, 2016). Omurgal1 konaklardan elde edilen izolatlar, Chordopoxvirinae alt familyasina
aitken, omurgasiz konaklardan elde edilen izolatlar, Entomopoxvirinae alt familyasina aittir
(Murphy vd., 1995) (Tablo 1). Sekil 3’de Poxviridae familyasinin, diger niikleositoplazmik

cift zincir DNA viriisleri ile olan filogenetik iligkisi gosterilmistir.

Heliothis virescens ascovirus 3e
Spodoptera frugiperda ascovirus 1la Ascoviridae

Trichoplusia ni ascovirus 2c¢
Invertebrate iridescent virus 3
Invertebrate iridescent virus 6
Lymphocystis disease virus - isolate China

i X Iridoviridae
100y Ambystoma tigrinum virus

Frog virus 3

Singapore grouper iridovirus

99 t———————————— Marseillevirus

Acanth ba polyphaga mimivirus Mimiviridae
Acanthocystis turfacea Chlorella virus 1
Paramecium bursaria Chlorella virus 1
Ostreococcus virus OsV5

Ectocarpus siliculosus virus 1

Feldmannia species virus

Emiliania huxleyi virus 86

African swine fever virus Asfarviridae

_—mn_l—Amsacta moorei entomopoxvirus
Mel i ini :

Bovine papular stomatitis virus

Goatpox virus Pellor

Mule deer poxvirus Poxviridae
Vaccinia virus

Molluscum contagiosum virus

Crocodilepox virus

Fowlpox virus

100

Phycodnaviridae

us

0.5

Sekil 3. Poxviridae familyasinin niikleositoplazmik ¢ift zincir DNA viriisleri
ile filogenetik iligkisi. D5 tip ATPaz, DNA polimeraz B, A32 ATPaz,
major kapsid protein ve AIL/VLTF2 transkripsiyon faktorii gen
dizileri agisindan familyalarin filogenetik analizi (Boyer vd., 2009).



Tablo 1. Poksvirtislerin taksonomik dagilimi

Familya Poxviridae 2 Alt familya

Alt familya Chordopoxvirinae (Konaklart omurgali) 10 cins
Cins Avipoxvirus 10 tiir
Cins Capripoxvirus 3 tiir
Cins Cervidpoxvirus 1 tiir
Cins Crocodylidpoxvirus 1 tir
Cins Leporipoxvirus 4 tiir
Cins Molluscipoxvirus 1 tir
Cins Orthopoxvirus 10 tiir
Cins Parapoxvirus 4 tiir
Cins Suipoxvirus 1 tir
Cins Yatapoxvirus 1 tiir
Cins Tanimlanmamig 2 tiir

Alt familya Entomopoxvirinae (Konaklart omurgasiz) 3cins
Cins Alphaentomopoxvirus 7 tir
Cins Betaentomopoxvirus 16 tiir
Cins Gammaentomopoxvirus 6 tiir
Cins Tanimlanmamis 2 tiir

1.2.3. Entomopoksviriisler

Entomopoksvirtisler (EPV) ilk kez boceklere 6zel yeni bir grup virlis olarak Vago
tarafindan 1963 yilinda kesfedilmislerdir (Vago, 1963) ve zaman igerisinde bir¢ok tilkede
yaygin olarak bulunan zirai bakimdan oldukg¢a zararli olan boceklerden de izole edilmis ve
tanimlanmistir (Arif, 1984). Biyolojik kontrol materyallerine kars1 gelisen ilgi ve dnemli
tarimsal zararlilar1 iceren Lepidoptera, Orthoptera, Coleoptera ve Diptera takimlarina ait
boceklerden izole edilmeleri, EPV’lerin replikasyonlarinin detayli anlagilmasina artan bir
onem kazandirmistir (King vd., 1998). Hastalik belirtileri konaklar arasinda ¢ok ¢esitlilik
gosterir. Ornegin; AMEYV ile enfekte olmus Estigmene acrea larvalar1 enfeksiyonun geg
saatlerine kadar hareket ve denge eksikligi gibi ¢ok kiiciik belirtiler gosterir. EPV
enfeksiyonlu Elasmopalpus lignosellus larvalarinin ise renkleri kahverenginden kirmiziya
dontigiir ve hemolenfin sferoidlerle dolmasi yiiziinden hemolenf beyazimsi-mavi bir renk
alir (Mitchel vd., 1983). Entomopoksviriisler son yillarda Orthoptera grubu boceklerden olan
cekirgelerden de izole edilmislerdir. Bugiine kadar bakiiloviriislerin izole edilmedigi bu grup
bocekler i¢in entomopoksviriislerin gelecekte potansiyel bir biyokontrol ajani olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ozellikle Locusta migratoria’dan izole edilen entomopoksviriis ¢ok

onemlidir, ¢linkii bu cekirge tiirii Afrika ve Asya’da ¢ok biiyiik ekonomik zarara sebep



olmaktadir. Viriisle enfekte olmug boceklerin larval biiylimesi ve gelisme oraninda énemli
seviyede bir gerileme goriiliir. Bir¢ok sivrisinek tiirii de EPV enfeksiyonuna kars1 oldukca
duyarhidir. Henry ve Jutila (1966) tarafindan izole edilen Melanoplus sanguinipes EPV’nin
ayn1 cinse dahil bir gok tiirii enfekte ettigi gdzlenmistir (Oma ve Henry, 1986). Ozellikle son
yillarda bir¢ok viriis izolat1 Ips typographus (kabuk bocegi; Wegensteiner ve Weiner, 1995),
bir tiir ¢ekirge olan Melanoplus sanguinipes (Beaudoin vd., 1994) ve Adoretus versutus
(kakao zararlisi, McGuire vd., 1991) gibi gesitli zararlilar i¢in potansiyel biyolojik miicadele
ajani olarak onerilmektedir. EPV’ler 6zellikle de bakuloviriislerin hi¢ izole edilmedigi,
cekirgeler, agustos bocekleri ve sivrisinekler gibi birgok zararl tiir i¢in biyolojik kontrol
ajan1 olarak disiiniilmektedir. EPV’lerin bakiiloviriislerle kiyaslandiklarinda en 6nemli
dezavantaji, konaklarini 6ldiirme siirelerinin uzun olmasidir. Bu problem EPV genomuna
yabanci genlerin yerlestirilmesi sonucu genetik olarak degistirilmis EPV’lerin
olusturulmasiyla asilabilir (Sezen ve Demirbag, 2005).

Poksviriislerin ¢esitli 6zellikleri bu viriislere ekspresyon vektorii olarak genis bir
kullanim alan1 saglamaktadir (Moss, 1996). Bu o6zelliklerden bazilari, rekombinant
viriislerin olusturulmasi ve izole edilmelerinin kolay olmasi, biiyilk miktarda DNA alma
kapasiteleri, yiiksek ekspresyon saglama kabiliyetleri ve genis konak spektrumuna sahip
olmalaridir (Moss, 2001). Rekombinant viriisler in vivo veya in vitro protein sentezinde ve
as1 olarak kullanilmaktadirlar (Moss, 2001). Son yillarda entomopoksviriisler biyoteknolojik
caligsmalarda ekspresyon vektor sistemi olarak kullanilmaya da baslanmistir. Bir ¢calismada
AMEV’nin sferoidin kodlama bolgesi ¢ikartilip yerine kloramfenikol asetil transferaz (cat)
geni yerlestirilen rekombinant viriisler Ld652 hiicrelerinde {iiretilmistir (King vd., 1998).
Ayrica yapilan bu tip caligmalarda interlokinler, sitokinler, bliyiime faktorleri, interferonlar,
enzimler ve yapisal proteinleri kodlayan genler biiylik DNA fragmentlerini yapisina alabilen
poksviriis vektorlerine klonlanip ekspresyonu yapilabilmektedir. Bagka bir calismada kanser
gen tedavisinde kullanilan interlokin-2 geni (IL-2) vaksinya viriis ekspresyon vektoriine
klonlanip (pMJ601) biiyiilk miktarda ekspresyonu saglanmistir (Hengjun vd., 2001).
Ekspresyon poksviriis promotorlar1 veya bakteriyofaj RNA polimerazlari veya akraba viriis

promotorlari kullanilarak basarilmaktadir (Moss, 2001).

EPV’lerin en 6nemli karakteristik yapisi enfekte olmus hiicrelerin sitoplazmalarinda

biiyiik oval sekilli sferoidlerin olusumudur. Bu yapilar 5-20 pm boyunda ve orijinal olarak



“sferule” olarak adlandirilir. Ultra yapisal ¢aligmalar sferoidlerin parakristal bir ag igine
gomiilii virtisleri iceren elektronca yogun yapilar oldugunu gostermistir.

Spindillar alfaentomopoksviriisler ve bazi Lepidoptera grubu iiyelerin EPV’leri ile
enfekte olmus hiicrelerinin sitoplazmalarinda ikinci bir protein yap1 olarak bulunurlar. Bu
yapilar su ana kadar hi¢bir Orthoptera veya Diptera konakta enfeksiyon olusturan EPV’de
gozlenmemistir. Spindillar 1-15 pm boyunda, enfekte olmus hiicrelerin sitoplazmalarinda
veya bir sferoid i¢inde viriis partikiilleriyle beraber goriilebilirler. Fusolin proteini tarafindan
olusturulan bu yapilar sferoidlerden ¢ok farklidir ve ilk olarak Bergoin ve arkadaslari
(Bergoin vd., 1970) tarafindan calisilmistir. Spindillar bilateral simetriye sahiptirler. Bu
ozellikleri ile kolayca sferoidlerden ayrilirlar. Sferoidlerden diger bir onemli farki ise

spindillarin virionlara sahip olmamasidir.
1.3. Entomopoksviriislerde Genom Ozellikleri

Entomopoksviriisler biiyiik, dogrusal, ¢ift zincir, yaklasik 225 kb’lik bir genoma
sahiptirler (Arif, 1995; Hall ve Hink, 1990). Entomopoksviriis DNA’s1 vaksinya viriisiin
sahip oldugu %37’lik G+C oranina karsin %18-24liik diisiik bir G+C oranina sahiptir (Arif,
1984). Virlis genomu, iki membran veya bir ya da iki yanal yap1 ile ¢evrili niikleoid yap1
icinde bulunur. Bu yapilar dis virion zar ile ¢evrilidir. EPV genlerinin bir kag¢1 tanimlanmisg
ve bazilarinin siralari belirlenmis olmasina ragmen, halen daha genom organizasyonu
bakimindan ¢ok az sey bilinmektedir (King vd., 1998). Sadece Amsacta moorei
(Lepidoptera: Arctiidae) ve Melanoplus sanguinipes (Orthoptera: Acrididae)’den izole
edilen EPV’lerin (AMEV, MSEPV) tiim genomlar1 aydinlatilmistir (Bawden vd., 2000;
Afonso vd., 1999). DNA hibridizasyon ¢alismalar1 sonucunda, 3 Orthoptera EPV genomu
arasinda yiiksek oranda baz sirast homolojisi belirlenmesine ragmen, MSEPV DNA’s1 ile
vaksinya viriis, Lepidoptera veya Coleoptera orjinli EPV DNA’lar1 arasinda ya ¢ok diisiik
ya da hi¢ homoloji olmadig1 belirlenmistir (Langridge, 1983). EPV virionlarinin protein
yapist SDS-PAGE ile aydinlatilmis ve bir virionun 12-250 kDa arasinda degisen agirliklarda
yaklasik 40 yapisal proteine sahip oldugu belirlenmistir (Bilimoria ve Arif, 1980; Langridge
ve Roberts, 1982; Levin vd., 1993; Mitchel vd., 1983). Bu polipeptidlerin viriis
partikiiliindeki dagilimi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir (Arif ve Kurstak,1991;
Bilimoria ve Arif, 1980).
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Yapilan arastirmalarla AMEV protein sentez modeli karakterize edilmis ve viral
proteinler ii¢ sinifa ayrilmistir. Erken proteinler enfeksiyondan 3 saat sonra, ara genler 6 saat
sonra, ge¢ proteinler ise 12 saat sonra belirlenebilmistir. Sferoidin sentezinin en erken 15.
saatte basladig1 ve 72. saate kadar devam ettigi tespit edilmistir (Winter vd., 1995). Winter
ve arkadaglar1 (1995) ayn1 zamanda inhibitorlerin AMEV replikasyonu iizerine etkilerini
arastirmustir. Isatin-B-thiosemikarbazon (IBT), 1-B-D-arabinofuranozilsitozin (Ara-C) ve
fosfonoasetik asit (PAA) inhibitorlerinin tiimiiniin vaksinya virlis ile enfekte olmus
hiicrelerde ge¢ gen ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir ve bu inhibitorler poksviriis
replikasyon dongiisiiniin erken (DNA sentezinden once) ve ge¢ (DNA sentezinden sonra
veya ayni anda) fazlarini belirlemek igin kullanilir. Sekil 2 vaksinya viriisiin replikasyon

semasini ve transkripsiyon siniflarini géstermektedir.
1.4. Entomopoksviriislerde Enfeksiyon

EPV’lerin replikasyonu in vivo ve in vitro ortamlarda ¢alisilmistir. EPV viyonlari
sferoid proteininni meydana getirdigi protein yapi igerisine gémiilii olaraka bulunurlar.
Sferoidler larva tarafindan yenildikten sonra orta bagirsakta ¢oziiliir ve serbest kalan
viriyonlar epitel hiicrelerine saldirirlar. Baglantiyr saglayan reseptorlerin  yapilari
aydmlatilmistir (Granados, 1973). Replikasyonu takiben inkliizyon yapilarin olusumu 8-10
giin alir. Gomili virionlarin sayist aynit konagin farkli hiicrelerinde oldukga farklilik
gosterir. Viroplazma olarak bilinen elektronca yogun bolgeler DNA replikasyon yeri olarak
aydmnlatilmislardir (Granados ve Roberts, 1970). Coleoptera grubu boceklerin EPV
enfeksiyonunda spindil adi verilen ikincil inkliizyon yapilar da olusur. Spindillar olgun
virionlarla birlikte ya sferoidlere gomdiliirler ya da bagimsiz yap1 olarak bulunurlar (Gauthier
vd., 1995). Viral replikasyonun ilk kismi yag dokusu hiicrelerinin sitoplazmasinda
gerceklesmesine ragmen hiicre dis1 viriyonlar ve inkliizyon yapilar ayn1 zamanda hemositler,
hipodermis (=epidermis), kas ve genital doku hiicrelerinde goriilebilirler (Henry ve Jutila,
1966; Robert ve Granados, 1968). Sekil 2 vaksinya viriisiin replikasyonunu sematik olarak
gostermektedir (McFadden, 2005).

Cok az sayida EPV Kkiiltiir kiiltiirlerinde caligilabildigi igin, in vitro replikasyonlari
hakkinda hiicresel ve molekiiler seviyede yeterli bilgi mevcut degildir. AMEV i¢in iki
iiretken hiicre susu tespit edilmistir. E. acrea (BTI-EAA) hiicre susu Granados ve Naughton
(1975) ve L. dispar (IPLB-Ld652) hiicre susu ise Goodwin ve arkadaslar1 (1990), tarafindan

tespit edilmistir. Genellikle hiicre kiiltiirlinde goriinen replikatif olaylar in vivoda
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goriinenlerle benzerdir. E. acrea hiicrelerinde yapilan ¢calismada, hiicrelerin 12-24 saat sonra
yuvarlaklagtigi, 48 saat sonra sitoplazmanin tanecikli bir hal aldig1 ve 72 saat sonra ise
sferoid olusturdugu gozlenmistir (Marlow vd., 1993). AMEV’nin Spodoptera frugiperda
(S9) hiicrelerinde replike oldugu da gosterilmistir (Aloui ve Richardson, 1996). Ayrica
Bombyx mori ve Pseudaletia separata hiicre suslarinin PsEPV igin iiretken olduklari da
ispatlanmistir (Hukuhara vd., 1990).

1.5. Amsacta moorei entomopoxvirus (AMEV)

AMEYV hiicre kiiltiiriinde rahatca iiretilebilen ve calisilabilen tek entomopoksviriistiir
(Becker vd., 2008). Boylece bu viriis ile molekiiler seviyede daha detayli karakterizasyon
calismalar1 yapilabilmekte ve ekspresyon vektorii olarak kullanilma potansiyeli
olusmaktadir. Ayrica bu avantajindan dolay1 betaentomopoksviriis grubunun temsilcisidir.
Biyolojik kontrol materyallerine olan ilginin artmasi ve EPV’lerin bakiiloviriislerin izole
edilmedigi zirai agidan olduk¢a zararli tiirlerden izole edilmeleri bu viriislerin
replikasyonlarin1 daha iyi anlama ve potansiyel biyokontrol materyali olarak gelistirme
cabalarini arttirmistir (King vd., 1998, Sezen ve Demirbag, 2005). Viriisiin gen ekspresyon
ve gen terapi vektorii olarak gelistirilebilmesi ve biyolojik kontrol amacli kullanilabilmesi
i¢in viriise ait morfolojik, biyolojik ve molekiiler 6zelliklerin bilinmesi gerekmektedir. Bu
ama¢ dogrultusunda AMEV’nin tiim genom analizi 2000 yilinda Bawden ve arkadaglari
tarafindan yapilmistir ve genomun 232,392 bazdan olustugu ve biyoinformatik analizine
gore muhtemel 294 agik okuma zinciri (ORF) bulundugu ortaya konulmustur. Bazi genlerin
fonksiyonel analizleri gerceklestirilmistir (Peterson vd.,1997; Becker vd., 2004; Li vd.,
2005; Means vd., 2007; Mitsuhashi vd., 2007; Becker vd., 2008). Daha sonra Guo ve Yu
(2007) yaptiklar1 bir ¢alismada AMEV’e ait 294 ORF’nin 38 tanesinin protein
kodlamadigint biyoinformatik analizlerle belirlemistir. Bu genlerden ikisi, muhtemel

serin/treonin protein kinaz olarak tespit edilmistir.

1.6. Viral Protein Kinazlar

Protein kinazlar, ATP’deki bir fosfati, hedef substrat proteinin serin, treonin veya
tirozin aminoasidine taginmasini saglayan biiylik bir enzim grubudur. Bu enzimler, protein
fosfatazlarla birlikte hiicresel sinyal mekanizmasiin diizenlenmesinde anahtar bir role
sahiptir. Bilinen protein kinazlar, fosforilledikleri hidroksiaminoasitlere gore, serin/treonin

protein kinazlar ve tirozin protein kinazlar olmak iizere iki biiyiik gruba ayrilir. Serin/treonin
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protein kinazlar, substratlarinin serin ve treonin aminoasitlerini fosforiller. Bir ¢ok kanser
tirtinde, serin/treonin kinaz aktivitesinde degisiklik belirlenmistir (Capra vd., 2006). Ayrica,
bir serin/treonin protein kinaz olan p90 ribozomal S6 kinazin prostat kanser hiicrelerinin
cogalmasinda diizenleyici oldugu belirlenmistir (Clark vd., 2005). Bu caligmalar, protein
kinazlarin biyokimyasal olaylardaki diizenleyici rollerinin dnemini gostermesi acisindan
Oonemlidir.

Fosforilasyon, hiicresel veya viral aktiviteyi diizenleyen en genel ve yaygin protein
modifikasyonlarindan biridir (Manning vd., 2002). Kinazlar tarafindan ayarlanan bu
modifikasyon, transkripsiyon, translasyon, hiicre boliinme dongiisii, protein degredasyonu,
hiicreler arasi tasinma ve apoptosiz gibi hiicresel olaylarda etkilidir (Manning vd., 2002).
Hiicreleri enfekte eden viriislerin de ayni mekanizmalar1 kullandigi rapor edilmistir.
Ornegin, proteinin fosforilasyonu, bir poksviriis olan vaksinya viriisler icin &énemli bir
diizenleyici mekanizmadir. Viriis par¢aciklarinin ingsasindan sorumlu birkag protein, serin ve
treonin aminoasitlerinden fosforillenir (VanSlyke ve Hruby, 1990). Ayrica, BIR olarak
bilinen vaksinya enziminin de viriyona paketlendigi bilinmektedir (Watanabi vd., 1974;
Kleiman ve Moss, 1975a). Bu enzimin, hem viral hem de viral olmayan proteinleri serin ve
treonin aminoasitlerinden fosforilledigi gosterilmistir (Kleiman ve Moss, 1975b). B1R
proteini, E. coli’de ekpreslendiginde, kazein de dahil olmak iizere, yalanci substratlari
fosforilledigi gosterilmistir (Banham ve Smith, 1992; Lin vd., 1992; Rempel ve Traktman,
1992). Rekombinant BIR’nin en iyi substratlari, 40S ribozomal alt {initenin S2 ve Sa
proteinleridir (Banham vd., 1993). Bu proteinler, hiicrelerin vaksinya viriisle enfeksiyonu
sirasinda fosforillendigi i¢in, BIR kinazin potansiyel substratlaridir (Kaerlein ve Horak,
1976).

Diger yandan, biiyiik DNA viriislerinden olan herpes simpleks viriis 1 (HSV1)’in, en
az l¢ protein kinaz (US3, UL13 ve UL39) kodladigi ve bunlarin, viral ve hiicresel
proteinlerin fosforilasyonu sayesinde hem kendi replikasyon isleminin diizenlenmesinde
hem de hiicresel proteinlerin modifikasyonunda gorev aldigi tespit edilmistir (Kawaguchi ve
Kato, 2003). Bunlardan UL13’lin, viriis zarfina yerlestigi belirlendigi i¢in, enfeksiyondan
hemen sonra meydana gelen olaylarda rol aldig1 diisiiniilmektedir. Boylece, UL13, yeni
enfekte olmus hiicrelerin sitoplazmasina gecer ve fosforilledigi zarf proteinlerinin daha
kolay pargalanmasini saglayarak enfeksiyona yardimeci olabilir (Morrison vd., 1998). Benzer
sekilde, HSV2’nin de protein kinazlara sahip oldugu tespit edilmistir (Smith, 2005). HSV2

R1 olarak bilinen bu protein, serin/treonin protein kinaz aktivitesine sahiptir ve ICP10PK
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proteinindeki ilk 411 aminoaside yerlesmistir. ICP10PK’nin, Ras/MEK/ERK biyokimyasal
yolunda, sinyalin iletiminden sorumlu biiylime faktorii reseptoriinii aktiflestirdigi
bilinmektedir. Bu proteinin, 6liimsiiz hiicrelerde transformasyon aktivitesine, normal diploid
hiicrelerde mitojenik aktiviteye (transform edici olmayan) ve merkezi sinir sistemindeki post
mitotik ndronlarda anti-apoptotik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica, [ICP10PK
sayesinde RassMEK/ERK biyokimyasal yolunun aktivasyonunun, viriisiin ¢ogalmasi igin

gerekli oldugu da bu ¢alismada belirtilmistir.

1.7. Protein Etkilesimleri

Proteinler kiigiik veya biiylik kompleksler olusturmak iizere birbirleriyle etkilesirler.
Protein-protein etkilesimleri (PPI) iki veya daha fazla protein arasindaki fiziksel temas1 ifade
eder. Protein etkilesimleri hiicre tipi, hiicrenin gelisim sathasi, hiicre dongii fazi, ¢cevresel
faktorler ve diger proteinlerin varligi (interaktor) gibi bir¢ok faktore bagli olarak diizenlenir.
Bir proteinin 6zel bir gorevini gerceklestirebilmesi etkilesimde bulundugu proteine baglidir.
Bir¢cok 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 olduk¢a
onemlidir. Cogu metabolik yol 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. Bir¢ok 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; siirekli
olarak ayrisma ve yeniden birlesme egilimindedir.

Protein etkilesimlerinin en yaygin siniflandirilmasi etkilesim siiresine dayanir. Protein
kompleksleri ¢ok kararli (kalict PPI), az kararli (gegici PPI) veya her ikisinin
kombinasyonunu iceren gruplardan olusur. Protein etkilesimleri olusturduklari gruplarin
dogasina gore farkli roller oynarlar. Proteinler hiicresel siireg¢lerdeki 6nemli rollerini
gergeklestirmek icin, ¢cok biiyiik bir ag olusturarak birbirleriyle kalic1 veya gegici olarak
etkilesirler (Grigoriev, 2003). Kalic1 komplekslere hemoglobin ve RNA polimeraz 6rnekleri

verilebilir. Biitlin organizmalarda bulunan ribozomlar gibi bir¢ok biiylik makromolekiiler
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kompleks vardir. Yapisal kompleksler cogunlukla kalicidir, 6rnegin tubilin alfa ve beta
tiniteleri kalici bir oligomer-heterodimerdir. Niikleer proteinleri iceren ¢ogu etkilesim
dinamik ve gecicidir; fakat niikleustaki protein etkilesimlerinin bir grubu dikkate deger bir
kararlilik gosterir. Kardes hiicrelere mikrotiibiiller boyunca kardes kromatidlerin
cekilebilmesi igin gerekli olan kinetokor-sitokrom kompleksi ¢ok kararli bir komplekstir.
Bununla birlikte, ¢ogu transkripsiyon faktorii gecici bir sekilde DNA ile etkilesir; fakat
bazilar1 hedefleriyle kararli bir kompleks olusturur (Hemmerich vd., 2011). Proteinler
arasindaki kalici etkilesimler disiilfit baglar1 veya elektron paylagimi gibi kovalent baglarla,
gecici etkilesimler ise hidrojen bagi, iyonik etkilesimler, van der Waals kuvvetleri veya
hidrofobik etkilesimler gibi zayif baglarin kombinasyonu ile gergeklesmektedir. Ornegin
proteinlerde bulunan 16sin fermuarini olusturan alfa heliksler hidrofobik etkilesimlerle diger
proteinlere baglanir (NgounouWetie vd., 2014).

Protein etkilesimleri replikasyon, transkripsiyon, translasyon, proteinlerin katlanmasi,
taginmasi, pargalanmasi, hiicresel yapilarin olusumu ve sinyal iletimi gibi ¢ok ¢esitli hiicresel
aktivitelerde hayati 6neme sahiptir. Protein etkilesimleri uyarilara (hormon baglanma, enzim
allosteri, transkripsiyon faktorlerinin gen ekspresyonlarina etkisi) anlik cevap vermeyi
sagladiklar1 i¢in ¢ok hizlidir. Proteinler arasindaki etkilesimlerin olmasi ve olmamasi
durumunda proteinler farkli fonksiyonlar gostermektedir. Bu sebeple hiicreler aras1 ve hiicre
ici sinyal iletim yollarinda biitlin etkilesimlerin gegici olmasi hayatidir. Hiicre yiizeyindeki
etkilesimlerin cogunlukla ayrilma ve birlesmeleri ¢ok hizlidir. Protein etkilesimlerinin
sayllamayacak kadar ¢ok biyolojik etkileri vardir. Proteinler substratiyla etkilesime girerek
degisen enzimlerin 6zelliklerini etkiler ve hiicre iskeleti gibi yapisal birimlerin olusmasini
saglar. Proteinler, proteinlerin substratlarina baglanma segiciligi saglayabilir, diger
proteinleri inaktive edebilir veya onlar1 pargalanmaktan 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 aractir. Proteinler genellikle ayni hiicresel siireglerde rol alan ayni
komplekslerin pargalaridir, bdylece protein fonksiyonlarimi 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 tamimlanmasi oldukga énemlidir. Ornegin viriis enfeksiyonunda konak
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faktorlerin tanimlanmasi, viriisiin konak hiicrede hedefledigi proteinlerin tespiti, konak
immun sistemi ile olan iligkisinin belirlenmesi ile agiga ¢ikacak bilgiler viriis-konak
proteinlerinin birbiri ile etkilesiminin tespit edilmesiyle elde edilebilir ve bu bilgiler viriise
karsi ilag gelistirebilmek igin ¢ok 6nemlidir (Friedel ve Haas, 2011). Ayrica viriis-konak
arasindaki protein etkilesimlerinin tanimlanmasi viral tropizm ve patojenitesinin
arastirllmasi i¢in ¢ok 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 etkilesmesidir. NFkB proteini ¢ok fazla sayida bagisiklik sistemi elemanim
kodlayan genlerin transkripsiyonel faktoriidiir. Poksviriis ve diger bir¢ok viriis konagin
NFkB sinyal iletim yolunu etkileyerek viriise kars1 bagisik cevabin olugsmasina engel olur,
bu sayede viriis hayatta kalmayi basarir (Mohamed vd., 2009). Bu sebeplerden dolay1 protein
etkilesimlerinin tanimlanmasi son yillarda ¢ok yogun bir sekilde calisiimaktadir.

Proteomik caligmalar genomik ¢alismalara gore ¢ok daha fazla komplekstir ¢iinkii
proteinler amino asit dizisi, ifade seviyesi, translasyon sonrasi degisiklikler (glikolizasyon,
fosforilasyon gibi) ve alternatif splaysing gibi bircok seviyede degisikliklere ugrayarak
cesitlilik gosterir. Protein etkilesimlerinin tanimlanmasit 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 &rnekler deneysel metotlarla test edilerek bir sonuca ulasilir. Ikinci olarak
biyoinformatik calismalar bu konuda olduk¢a fazla yapilmaktadir. Bilinen protein
etkilesimlerinde rol oynayan protein kisimlari, diger proteinlerde arastirilarak etkilesimde
bulunabilecek proteinler biyoinformatik olarak tanimlanmaktadir. Yine deneysel
sonuglardan c¢ikan etkilesimler biyoinformatik caligmalarla birlestirilmekte ve birgok
karmasgik sinyal iletim yollar1 agiklanmaktadir.

Protein etkilesimlerini tespit etmek icin deneysel yontemler kullanilir. Protein
etkilesimlerinin karakterizasyonunda kullanilan deneysel metotlar deneysel diizenegin
dogasma gore degisiklik gosterir. Ornegin maya-iki-hibrit (Y2H) sistemi kullanilarak,
ilgilenilen bir proteinin, cDNA kiitiiphanesi gibi ¢ok yliksek sayida protein ile arasindaki
etkilesimler test edilebilir. Pull-down analizi gibi diger tekniklerle, ilgilenilen iki protein
arasindaki etkilesim teyit edilir. Protein etkilesimlerinin ¢alisilmasinda kullanilan teknikler

genel olarak ii¢ gruba ayrilir. Bunlar genetik yontemler (Y2H, memeli iki hibrit),
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biyokimyasal yontemler (pull-down analizi,

co-immunopresipitasyon,

Affinite

kromotografisi-Kiitle spektrometrisi, cross-linking) ve biyofiziksel yontemler (Analitik
birlikte lokalizasyon/FRET/BRET,
konfokal mikroskobi, Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA))’dir. Bu yontemlerin

ultrasantrifiigasyon,

immunofloresan mikroskobi,

karsilagtirmalar1 Tablo 2’te gosterilmistir.

Tablo 2. Protein-protein etkilesimlerini tespit etmek igin kullanilan metotlar

Metot Deneysel  Deneysel Hiicreye  Hiicre
Amag: Amag: dayali bagimsiz
Yeni Kesif Dogrulama  deneysel  deneysel
ya da sekil sekil
Karakterizas
yon
Maya-iki-Hibrit Sistemi + - + -
Memeli-Iki-Hibrit Sistemi + + + -
Protein Mikroarray + + + +
Faj display + - + -
Afinite  kromotografisi ve + + + +
Kiitle Spektrometresi
Pull-down Analizi - + + +
(Coktiirme)
Co-immunopresipitation - + + +
(immiingokeltme)
Colocalization/FRET/BRET - + + -
(floresan  rezonans  enerji
transferi)
Cross-linking (capraz - + + +
baglanma)
Analitik ultrasantrifiigasyon - + - +
Immunofloresan/konfokal - + + -
mikroskobi
Electrophoretic Mobility Shift - + - +
Assay (EMSA)

Protein etkilesimlerini tespit etmek i¢in kullanilan biitiin tekniklerin kendine gore bir

avantaj1 ve dezavantaj1 bulunmaktadir. Bu sebeple protein etkilesimlerini birden fazla teknik

ve yaklasimla analiz ederek yanlis pozitif sonuglardan kaginmak ¢ok énemlidir. Genel olarak

arastirmacilar genetik metotla tespit edilen bir etkilesimi biyokimyasal olarak da

dogrulamaktadirlar. Bununla birlikte bir proteomik ¢alismada cok fazla etkilesim tespit

edilmigse bunlardan bir veya birkag¢ tanesinin dogrulanmasi ile ¢alisma sonuglandirilir.
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Ciinkli ¢ikan biitiin etkilesimleri dogrulamak c¢ok fazla zaman ve masraf gerektirir

(NgounouWetie vd., 2014).
1.7.1. Maya-iki-Hibrit Sistemi

Iki-hibrit teknikleri, Okaryotik ya da prokaryotik organizma hiicrelerinde
transkripsiyonun regiilasyonunda is goren, ozellikle transkripsiyon aktivator proteinlerinin
fiziksel ve islevsel olarak ayrilabilen iki farkli bolgeye sahip olmalar1 temeline gore
gelistirilmis, protein-protein ya da protein-DNA etkilesimlerini (tek-hibrit metodu)
saptamakta basarili bir sekilde uygulanan tekniklerdir. Memeli hiicreleri igin de iki-hibrit
teknikleri gelistirilmis olmakla birlikte, 6zellikle genom kitaplig1 tarama c¢alismalarinda
maya hiicreleri icin gelistirilen maya-iki-hibrit teknigi c¢ok daha yaygin olarak
kullanilmaktadir. Proteinler arasindaki etkilesimleri belirlemeyi esas alan maya iki hibrit
teknigi ilk kez 1989°da Field ve Song tarafindan gelistirilmis, SNF1 ve SNF4 proteinleri
arasindaki etkilesimleri saptamak amaciyla kullanilmistir. Halk arasinda hamur mayasi ya
da bira mayasi olarak da bilinen Saccharomyces cerevisiae igin gelistirilen bu metot birgok
aragtirict tarafindan standart bir protokol olarak kullanilmaktadir. S. cerevisiae, genetik
calismalarda sik¢a kullanilan ve tiim genom dizisi ortaya konan ilk oOkaryotik model
organizmadir. Bir bakteri gibi kolay iiretilebilmesi ve gida olarak kullanilabilecek kadar
insan i¢in herhangi bir enfeksiyon riski tagimamasi S. cerevisiae nin ¢alismalarda tercih
edilmesinin 6nemli nedenlerindendir.

S. cerevisiae galaktoz metabolizmasinda rol alan genlerin bir kism1 maya iki hibrit
metodunun temelini olusturmaktadir. Mayalarda GAL gen ailesi i¢erisinde bir¢ok yapisal ve
diizenleyici gen yer almaktadir. Bunlardan Gal3, Gal4 ve Gal80 diizenleyici genlerdir. Gall,
Gal2, Gal7, Gall0 ve MELI1 (Gal5) genleri ise galaktoz metabolizmasi ile ilgili yapisal
genlerdir. Diizenleyici genlerden Gal80 negatif regiilasyon saglar. Maya iki hibrit
metodunun ana aktorlerinden biri olan GAL4 proteinini kodlayan gen 16. kromozom
iizerinde yer almaktadir. Maya GAL4 proteini 881 aminoasitten olusan, yaklasik 92 kDa
agirliginda bir proteindir ve homodimer yapida transkripsiyon aktivatorii olarak islev gortir.
GALA4 proteininin amino-terminal bolgesi (1-74. amino asitler) DNA molekiiliinde kendine
0zgii dizilere baglanmada rol oynar (DNA binding domain: BD). GAL4 proteini BD bolgesi
ile DNA iizerinde 17 niikleotidlik bir diziyi (upstream activation sequence: UAS) taniyarak
buraya baglanir. Proteinin amino-terminal bolgesi ayni zamanda hiicre niikleusunda

lokalizasyon islevi de iistlenir. GAL4 proteininin karboksi-terminalinde yer alan 738-881.
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aminoasit bolgesi ise ilgili genlerin transkripsiyonunu aktive eden bdlgedir (activation
domain: AD) (Sekil 4). Galaktoz metabolizmasinda negatif regiilator olarak rol alan Gal80

proteini GAL4 proteininin karboksi-terminal bolgesine baglanir.

UASzaL Transkripsiyon

Badlanma Bdlgesi Aktivasyon Bolgesi
1 1
e 74 L — 881
14 » 881

Sekil 4. Maya GALA4 transkripsiyon aktivator proteini yapist. Maya GAL4 proteini
881 aminoasitten olugmaktadir. 1-74 aminoasit bolgesi DNA baglanma
bolgesini ve 738-881 aminoasit bolgesi transkripsiyon aktivatér bolgesini
icerir.

Hiicrelerde transkripyonu diizenleyen proteinlerin cogunda DNA baglanma bdolgesi
ve aktivasyon bolgeleri, islevlerini kaybetmeksizin birbirinden ayrilabilmektedir.
Transkripsiyon aktivatorlerinin  DNA’ya baglanma ve transkripsiyon aktivasyon
bolgelerinin modiiler 6zelligi gerek memeli gerekse maya iki hibrit metotlariin temelini
olusturmaktadir. Maya GAL4 proteini, Herpes simplex virus’ic VP16 proteini ve E. coli
LexA proteininin DNA baglanma bdlgeleri ve/veya aktivasyon bolgeleri iki hibrit
calismalarinda hibrit (melez) proteinlerin olusturulmasinda kullanilmaktadir. Olusturulan iki
ayrt melez proteinin etkilesimlerini Olgmek ig¢in, transkripsiyon aktivator proteinler
tarafindan regiile edilen belirte¢ (raportor) genlerden yararlanilmaktadir. Bu genler arasinda
en ¢ok kullanilanlari, atesbocegi lusiferaz geni, denizanasi yesil floresan protein (green
fluoresan protein-GFP) geni ve E. coli B-galaktozidaz genidir. iki-hibrit metotlar1 icin
olusturulan iki proteinden biri transkripsiyon faktoriiniin DNA’ya baglanma bdlgesi ile
fiizyon olusturup ekspres olurken; diger protein aktivasyon bolgesi ile birleserek ekspres
olur. Eger bu iki protein arasinda bir etkilesim olursa ilgili belirte¢ genin ifadesi tesvik edilir
(Sekil 5). Belirteg genler, memeli iki-hibrit metotlarinda oldugu gibi bir plazmit iizerinde
hiicrelere aktarilabilir. Mayalar i¢in gelistirilen metotta ise, belirte¢ gen (ya da genler),
genomun bir pargasi olarak hiicrelere aktarilmistir. Maya iki hibrit metodunun en énemli
avantajlarindan biri, transkripsiyon aktivatorii baglanma bdlgesi ile fiizyon halinde sentez

edilen yem (bait) protein ile herhangi bir organizmaya ait cDNA kitaplig1 iizerinden,
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aktivasyon bolgesi ile fiizyon halinde kodlanan binlerce proteinin olasi etkilesimlerinin

belirlenebilmesidir.

AD Transkripsiyon
BD | I
Aktivator Belirteg Gen

Baglanma Dizisi

Aktivator Belirteg Gen
Baglanma Dizisi

LN
0'.‘
R

-
-
Ll
A4
N

Transkripsiyon

Aktivator Belirteg Gen
Baglanma Dizisi

Sekil 5. Maya-Iki-Hibrit Metodu isleyis modeli.

Genis ¢apli ¢calismalarda cDNA kiitiiphanesi av olarak hazirlanir. Av ve yem genler bir
maya promotorunun kontrolii altinda farkli vektorler 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 icin 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 icin) gelistirilmis ve kullamlmaktadir. Ornegin ikili yem sisteminde X1 proteini
LexA’nin DNA baglanma boélgesi (BD) ile X2 proteini de lamda bakteriyofajin cl
represoriiniin BD ile fiizyon olusturacak sekilde ayni hiicrede ifade edilir. X1 ile pozitif
etkilesim oldugu durumda LexA operatorii altindaki LEU2 ve LacZ’nin aktivasyonu, X2 ile
pozitif etkilesim oldugunda cl operatdrii altindaki LYS2 ve GusA (beta-glukuronidaz)’nin
aktivasyonu gergeklesir. Bu sistem biiyiik proteinlerin segici bolgeleriyle protein etkilesimi

oldugunu tanimlamak icin basaril bir sekilde kullanilmaktadir.
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Klasik maya-iki-hibrit sistemi GAL4’ten farkli diger DNA baglanma proteinlerinin
(6rnegin, E. coli represor proteini olan LexA’nin BD), transkripsiyonel aktivatorlerin
(6rnegin Herpes simplex virus’iin VP16 proteini) ve gesitli marker genlerin kullanimiyla
genisletilmistir. Isaret¢i gen olarak belirlenmesi kolay olan okzotrofik genler
kullanilmaktadir. Bunlar genellikle 16sin, histidin, adenin, urasil ve lizindir (LEU2, HIS3,
ADE2, URA3, LYS2). Y2H sisteminin gilivenirliligini arttirmak ve se¢ici 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, Giglii hibrit
seklinde de uyarlanmistir (Bruckner vd., 2009).

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

Maya-iKi-hibrit sistemi giliniimiizde membran proteinleri, transkripsiyonel olarak
aktif olan proteinler ve hiicrenin alt tinitelerinde toplanip yerlesen proteinler gibi neredeyse

biitiin hiicresel proteomun etkilesimini ¢alisabilmek i¢in kullanilabilmektedir.
1.8. Calismanin Amaci

Amsacta moorei entomopoxvirus (AMEV), énemli bazi tarim zararlisi bocekleri
enfekte edebilen ve hiicre kiiltiiriinde kolaylikla biiyliyebilen bir Entomopoksviriistiir. Bu
viriis, gen ekspresyon vektorii, gen terapi vektorii ve insan viriislerinin mekanizmalarinin
anlagilmasinda c¢aligilabilecek model viriis olmasmin yaninda, muhtemel biyopestisit
materyali olarak kullanilma potansiyeline sahiptir.

Protein kinazlarin literatiirde bilinen rollerine dayanarak, AMEV protein kinazlarinin
da (AMV153 ve AMV197) bu veya benzeri gorevleri yerine getirebilecegi ve her iki protein
kinazin selale mekanizmasiyla gérevlerini yerine getirirken birbirleriyle veya viriise ait diger
genlerin iriinleriyle etkilestigi hipotezi kurulmustur.

Bu hipotezi aragtirmak igin yaptigimiz bu tez ¢alismasinin amaci, Amsacta moorei
entomopoxvirus (AMEV) protein kinazlarinin (AMV153 ve AMV197 ORF’lerinin tirtinleri)
birbirleri ve diger viriis proteinleriyle etkilesimlerini belirlemektir. Boylece, etkilestikleri

viral protein veya proteinlere gore, her bir viral protein kinazin gorevi hakkinda bilgiler elde
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edilmis olacaktir. Protein-protein etkilesimlerini belirlemede en etkili yontem olan maya-
iki-hibrit sistemi kullanilarak gerceklestirilen bu tezde, AMV153 ve AMV197 kodlu
genlerin tirlinlerinin, birbirleriyle ve yaban tip AMEV’e ait tiim ORF’ler ile etkilesimleri

arastirilmigtir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Viriis ve Hiicre

Amsacta moorei entomopoxvirus (AMEV) (Roberts ve Granados, 1968) ve Lymantria
dispar hiicre kiiltiirii (Ld652) Prof Dr. Basil M. Arif (Great Lakes Forestry Centre, Sault Ste
Marie, ON P6A 2E5, Canada)’den temin edildi. AMEV, Lymantria dispar (Ld652) hiicre
kiiltiiriinde gogaltildi (Goodwin vd., 1990). Hiicreler 28 °C’de, %10 Fetal Bovine Serum
(FBS) (Sigma, Kat No: F-0643) ihtiva eden besiyeride (%45 Grace’s Insect Medium-
GIBCO; %45 Excell420, SAFC-Biosciences) biiyiitiildii.

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

van OERS (Wageningen Universitesi, Viroloji Laboratuvari)’den temin edildi.
2.2. Viriisiin Cogaltilmasi ve Konsantrasyonunun Tayini

Ld652 hiicreleri hemositometre ile sayildi. 1x107 hiicre/ml T-75 kiiltiir kabina
aktarildi. Kiiltiir kaplart hiicrelerin tabana tutunmalari i¢in etiivde 2 saat bekletildi. Hiicre
basina diisen enfeksiyon yapan viriis sayis1 (MOI): 0,1 olacak sekilde hiicreler enfekte edildi
ve 5 giin sonunda hiicreler besi ortamu ile birlikte toplandi. Hiicreler ve viriisler 1000xg’de
10 dakika santrifiij edildi. Hiicre dis1 viriisleri i¢eren siipernatant 4 °C’de muhafaza edildi.

Viriis konsantrasyonu TCIDso metodu (Reed ve Muench, 1938) ile belirlendi.
2.3. Primer Tasarim

Maya-iki-hibrit sisteminde genler, sitoplazmada av ve yem vektorler araciligr ile giigli
bir promotor olan ADHL1 altinda ifade edilirler. ifade edilen bu proteinlerin, protein
etkilesimini gosterecek marker genlerin ¢aligsmasini saglayabilmesi i¢in niikleusa gegmeleri
gerekir.  Transmembran  bdlgesini  igeren  proteinler hiicrenin  membraninda
yerleseceklerinden niikleusa gecemezler ve membranda proteinlerin fazlaca birikmesi de
hiicrede toksik etkiye sebep olur. Bu sebeple Y2H sisteminde genlerin yapilarinda bulunan
transmembran bolgeleri ¢ikartildiktan sonra ifade edilmeleri gerekir.

Viriise ait protein kinaz genlerinin (AMV153 ve AMV197) birbirleriyle ve viriisiin
diger genleriyle olan iligkilerinin belirlenmesini amaglayan bu ¢alisma kapsaminda, biitiin
genlerin Oncelikle transmembran bolgeleri ve sinyal peptit varligi arastirildi. Bunun i¢in

SignalP (http://lwww.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ve TMHMM yazilimi
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(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM) kullanildi. Transmembran ve sinyal peptid
bolgeleri iceren genlerin bu kisimlari ¢ikartildiktan sonra primerler tasarlandi. Primerler, 1)
pGADT7 ve pGBKT?7 vektorlerine uygun kesim bdlgelerini icerecek sekilde, ii) okuma
dizisinde kayma olmayacak sekilde, okuma dizisinde kayma olusanlara prolin ve stop
kodonu kodlamayacak sekilde ilave bazlar eklenerek, iii) primer ¢iftlerinin hibridizasyon
sicakliklar1 ve birbiriyle komplementasyonlarina dikkat edilerek ve iv) baslangi¢ ve stop
kodonlar1 da ¢ikarilarak hazirlandi. Bolgeler ¢ikarildiktan sonra 100 niikleotitden az kalan

ORF’ler i¢cin primer tasarlanmadi.
2.4. Viral DNA izolasyonu

T75 kdltiir kaplarindaki Ld652 hiicreleri AMEYV ile enfekte edildi. Enfekte hiicreler,
28 °C’de 4 giin inkiibe edildi. Hiicreler 1000 x g’de 15 dakika ¢oktiiriildii. Sivi kisim
atildiktan sonra pellet 9 ml TE ile ¢dziildii. Uzerine 30 ul f-merkaptoetanol, 100 pl proteinaz
K, 0,4 ml 5M NaCl ve 1 ml %10 SDS eklendi. Karisim 37 °C’de 5 saat inkiibe edildi ve
sonrasinda gece boyu +4 °C’de saklandi. Bu siire sonunda {izerine 15 ml 1:1 oraninda fenol
kloroform eklendi ve 300 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz yeni ependorfa aktarildi
ve fenol kloroform uzaklastirilmis oldu. Bu islem iki kere tekrar edildi. Bundan sonraki
islemlere buz iizerinde devam edildi. Ust fazin iizerine 1/10 hacminde 3M NaOAc (pH 7)
eklendi ve son hacmin 2,5 kat1 kadar da %100 EtOH eklenip karistirildi. DNA’nin ¢okmesi
icin -20 °C’de 1 saat bekletildi. 16000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
dokiildii. Pellet 5 dakika oda sicakliginda kurutuldu. Kurutulan pellet, 200 ul dH.O’da

¢oOziildii ve +4 °C’de 1 gece beklettikten sonra homojenizasyon i¢in karistirildi.
2.5. Elektrokompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Petride biiyiitilmiis E. coli DH10B hiicrelerinden tek bir koloni alinip NaCl ihtiva
etmeyen Luria Bertani (LB) Broth besiyerine asilandi ve 37 °C’de gece boyunca biiytitiildii.
Bu taze kiiltiirden fazla miktarda LB Broth besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi.
Hiicreler 37 °C’de yogunluklar1 600 nm dalga boyunda OD 0,6-0,9 olacak sekilde
biiyiitiildii. Bakteri konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca hiicreler 30 dakika buz
iizerinde bekletildi. Ardindan 4 °C’de 4000 rpm hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Stv1 kisim
dokiildii ve ¢okelti iki kez soguk su ile yikanarak ayni hiz ve zamanda santrifiij edildi.

Cokelti soguk %10’luk gliserolde ¢oziildii ve 5000 rpm’de 4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi.
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Tekrar tist kisim dokiildii ve ¢okelti az miktarda %10’luk gliserol i¢inde siispansiyon haline
getirildi. Elde edilen kompetent hiicreler mikrosantrifiij tiiplerine boliindi (50 ul’lik

hacimlerde) ve kullanilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

2.6. Amsacta moorei entomopoxvirus’e ait Protein Kinaz ve Diger Genlerin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi ve Ara Vektor pJET 1-2’ye
Klonlanmasi

AMEV’e ait 230 gen ve 2 protein kinaz geni olmak iizere toplam 232 gen dogrulama
aktivitesi bulunan Phusion DNA polimeraz (Finnzymes) kullanilarak PCR ile uygun

kosullarda ¢ogaltildi.
PCR Karisimi PCR Kosullari
1 ul AMEV DNA’s1 98 °C’de 30’
1,5 pl Fw (10 mM)
1,5 ul Rv (10 mM) 98 °C’de 10’
1 ul dNTP (10 mM) 55-65 °C’de 30’ 35 dongii
3 ul MgCl (25 mM) 72 °C’de I’
10 ul Tampon (2x)
0,5 ul Taq DNA polimeraz 72 °C’de 10°
36 ul ddH20 8 °C’de

PCR iirlinleri agaroz jelde elektroforez yapildi ve uygun biiyiikliige sahip DNA
bantlar1 agaroz jelden temizlendi. Konsantrasyonlar1 6l¢iildii ve klonlanacak gen ve vektor
orani 1:3 olacak sekilde CloneJET™ PCR Klonlama Kiti (Fermentas) kullanilarak genlerin
pJET1.2 vektoriine ligasyonu yapildi. Ligasyon iriinlerinin kompetent E. coli DH10B
hiicrelerine transformasyonu saglandi. Koloni PCR ile rekombinant klonlar analiz edildi.

Bunun i¢in PCR reaksiyonu toplamda son hacim 20 pl olacak sekilde kuruldu.

5X Green Go-Taq tamponu 24 ul
10 mM dNTP 10,4 ul
25 mm MqgCl2 L2l
pJET1.2’° ye 6zgii ileri ve geri primerler 10,8 ul
dH20 2 12,6 ul

Tag-DNA polimeraz 20,1 ul
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Karisima transformasyondan sonra olusan koloniler kiirdanla aktarildiktan sonra segici
besiyerine inokiile edildi. Koloni PCR ile klonlanan geni igerdigi belirlenen birer tane klon

BglII enzimi ile kesilerek dogrulugu teyit edildi.
2.7. Genlerin Av ve Yem Vektorlerine Klonlanmasi

Klonlanan genleri icerdigi dogrulanan pJET 1.2 vektorler Tablo 3’de belirtilen herbir
gen i¢in uygun enzimler ile kesildi ve kesilen DNA’ler jelden temizlendi. Av (0GAD-T7) ve
yem (pGBK-T7) vektorleri de klonlanacak genlerin enzim kesim bdlgelerine 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 kuruldu. Vektdrlerin kesim reaksiyonunu baglatirken ve
reaksiyonun bitimine 30 dakika kala reaksiyona ayrica 0,5 U alkalin fosfataz ilave edildi.
Kesim reaksiyonundan sonra klonlanacak gen ve vektorler kit (Nucleospin Gel and PCR
cleanup, REF740609.50) kullanilarak jelden temizlendi. Konsantrasyonlar1 nanodrop ile
ol¢iildii. Vektor:klonlanacak gen orani 1:5 olacak sekilde ligasyon ve transformasyonlari
yapildi. Ligasyonda kullanilacak klonlanacak gen nanogram miktart su formiil ile tespit
edildi: (Reaksiyonda kullanilacak vektor nanogram miktar1 x 5) / (vektor baz ¢ifti uzunlugu
/ klonlanacak gen baz cifti uzunlugu). Ligasyon reaksiyonu i¢in: 50 ng vektor DNA,
hesaplanan ng klonlanacak gen DNA, son hacmin yaris1 kadar 2X T4 DNA ligaz tamponu,
1 ul T4 DNA ligaz, 1 ul 10 mM ATP ve dH2O kullanildi. Ligasyon iiriinii +4 °C’de bir gece
inkiibe edildikten sonra elektrotransformasyonla hiicrelere aktarildi. Olusan klonlardan
klonlanan geni igerenleri bulmak i¢in her petriden 4-10 koloni gene 6zgii geri ve plazmide
0zgii ileri primerlerle yukarida belirtilen koloni PCR reaksiyonu kurularak analiz edildi.
PCR sonucu pozitif ¢ikan kolonilerden plazmid DNA’lar1 izole edildi ve uygun restriksiyon
endoniikleazlarla dogrulugu belirlendi. Dogrulugu belirlenen klonlar DNA dizi analizine

gonderildi.
2.8. Kompetent Maya Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Muhafaza edilen (-80 °C) 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 dekstroz ¢ozeltisi ilave edilir) agara ekim yapildi. 1-3 haftalik maya

hiicrelerinin 1-2 cm ¢apinda olan kolonilerinden birkag¢ tanesi 50 ml YPD besiyerine inokiile
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edildi. Maya hiicreleri 30 °C de 16-18 saat, ODeoo>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. Yine 30 °C de 3 saat, absorbansi (ODsgo) 0,4-0,6 arasinda
olacak sekilde, 230 rpm’de calkalanarak 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 (8 ml dH20, 1 ml 10X TE tampon, 1 ml 1 M Lityum asetat,
LiAc) igerisinde ¢0ziildii. Hazirlanan kompetent maya hiicreleri 1 saat igerisinde yem

plazmitlerinin transformasyonunda kullanildi.

2.9. Kompetent Maya Hiicrelerine Protein Kinaz Genlerini 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 iceren pGBKT7-Lam plazmidi
kanamisin iceren LB besiyerinde biiyiitiildii ve plazmid izolasyonu yapildi. izole edilen bu
vektorler transformasyonda kontrol olarak kullanild.

Klonlanacak geni i¢eren her bir pPGBK-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 pl 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) cozeltisi ilave edildi ve vorteksle en yiiksek hizda karistirildi. Karigim 30 °C’de 30
dakika 200 rpm calkalanarak inkiibe edildi. Daha sonra {izerine yavag¢a 70 ul DMSO ilave
edildi ve nazikge karistirildi. Hiicrelere 42 °C’de 15 dakika 1s1 soku uygulandiktan sonra 1-
2 dakika buz lizerinde bekletildi. Ardindan 14.000 rpm’de 5 saniye oda sicakliginda santrifiij
edildi. Cokelti steril 100 pul YPD igerisinde ¢oziildii. Coziilen ¢okeltinin triptofan negatif SD
(synthetic defined) agar besiyeri ihtiva eden petrilere ekimi yapilda.

2.10. Yem Vektorleri iceren Maya Hiicrelerine Av Vektorlerin Transformasyonu

Yem plazmitleri i¢eren her bir maya hiicresinden kompetent hiicre hazirlandi. Bunun
i¢in hiicreler triptofan igermeyen besiyeri i¢inde ODegoo>1,5 olacak sekilde biiyiitiildii. Bolim

2.8.’de belirtilen sekilde kompetent hiicre hazirlandi.
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Klonlanacak geni iceren pGADT7 vektorleri teker teker ependorf tiiplere birakildi.
Uzerine 100 ul kompetent hiicre birakildi. Vorteks ile iyice karigtirildi. Bunun {izerine yeni
hazirlanmig 600 pl steril PEG/LiAc ¢ozeltisi ilave edildi ve vorteksle en yiiksek hizda
karistirildi. Karisgim 30 °C’de 30 dakika 200 rpm ¢alkalanarak inkiibe edildi. Daha sonra
iizerine yavagca 70 ul DMSO ilave edildi ve nazik¢e 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 icerisinde ¢oziildii.
Coziilen ¢okeltinin triptofan, 16sin, adenin, histidine negatif SD agar besiyeri ihtiva eden
petrilere ekimi yapildi. Kontrol olarak protein kinaz genleri icermeyen pGAD-T7 vektorii

yem plazmidleri iceren maya hiicrelerine transform edildi.

2.11. .Yem Vektorleri iceren (AMV153 ve AMV197) 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,
absorbanst ODeoo 0,4-0,6 olana kadar biiyiitiildii. Biiyliyen maya hiicrelerinin absorbans
degerleri not edilerek buz iizerine alindi. 1000 xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Cokelti 50 ml
dH20 ile yikandi. 1000 xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Cokelti sivi azot i¢inde hizlica
donduruldu ve -80 °C’de muhafaza edildi. Hiicrelerin ODego {initeleri (Absorbans x 50 ml)
hesaplandi. Her 7,5 ODsoo linitesi i¢in hiicrelerin tizerine 100 pl par¢alama tamponundan (1
ml pargcalama tamponu stok ¢ozeltisi (8 M tire, %5 SDS, 40 mM Tris/HCI pH 6,8, 0,1 mM
EDTA, 0,4 mg/ml bromofenol mavisi), 10 pl B-merkaptoetanol, 70 pl proteaz inhibitor
cozeltisi (1 mg/ml pepstatin A, 200 mM benzamidin, 10,5 mM leupeptin, 2,1 mg/ml
aprotinin), 50 pl 100X PMSF (0,1742 g PMSF 10 ml isopropanolde ¢6ziiliir) ilave edildi ve
¢oziildii. Karisim yaklasik 80 pl civarinda cam tozu (425-600 pum, 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. Yem Proteinlerin 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
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olusturacak sekilde ifade edilen proteinleri tespit etmek i¢in c-Myc kuyruguna 0zgi
monoklonal c-Myc antikoru kullanildi.

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 biiylikliiglinde 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
calistirildi. Membran PBS i¢inde hazirlanmis %0,3 1k siit tozu i¢cinde 2 dakika yikandiktan
sonra 3 saat oda sicakliginda PBS i¢inde hazirlanmis %3'liik siit tozu i¢inde bloke edildi.
Membran 3 kere 10’ar dakika %0,3'liik siit tozu iginde yikandi. 1 saat primer antikoru
(1:1000 sulandirma) igeren %0,3'liik siit tozu i¢cinde oda sicakliginda hafifce calkalanarak
inkiibe edilmesi saglandi. Membran tekrar 3 kere 10’ar dakika %0,3'liik siit tozu iginde
yikandi. 1 saat alkalin fosfataz (AP) bagl sekonder antikor (1:1000 sulandirma) igeren
%0,3'lik siit tozu i¢inde oda sicakliginda hafif¢e ¢alkalanarak inkiibe edilmesi saglandi.
Membran 3 kere 10’ar dakika %0,3"liik siit tozu i¢cinde yikandiktan sonra 2 kere 10’ar dakika
AP tampon iginde yikandi. Ardindan 100 pl NBT (nitroblue tetrazolium) ve BCIP
(bromochloroindolyl fosfat) (NBT/BCIP stok solusyonu, Roche, 11681451001) igeren 10
ml AP tampon i¢inde boyandi. Membran bolca dH2O ile yikanarak, reaksiyon durduruldu.

2.13. Tespit Edilen Etkilesimlerin Teyit Edilmesi

Protein etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan her yOntemin avantaji ve
dezavantajlar1 vardir. Bundan dolayr protein etkilesimlerinin birden fazla metotla
belirlenmesi ortaya ¢ikan bilgilerin giivenirliligi agisindan dnemlidir. Maya-iki-hibrit gibi
genetik bir yolla tespit edilen protein etkilesimleri genellikle biyokimyasal metotlardan
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 ¢ok fazla zaman alacagi hem de maddi agidan
cok pahali olacagi icin genellikle boyle bir calisma bir veya birka¢ tane etkilesimin
dogrulanmasi ile sonuglandirilir. Bu sebeple, bu ¢alismada maya hiicrelerinde etkilestikleri
belirlenen genlerin maya hiicreleri disinda etkilesimlerinin dogrulugunu teyit etmek igin
biyokimyasal bir yontem olan GST-pull down analizi yapilmistir. Bu ¢alismay1
gerceklestirmek icin AMV026, AMV035, AMV040, AMV062, AMV063, AMV069,
AMV083, AMV120, AMV162, AMV165 ve AMV230 genlerinin pGEX-2T vektoriine ve
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AMV153 ve AMV197 genlerinin pET28a vektoriine klonlanmasi saglandi. 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 gerceklestirildi. Oncelikle, genlerin
transmembran ve sinyal peptid bolgeleri delesyona ugratildiktan sonra vektorlere uygun
enzim kesim bolgelerini iceren genlere 0zgii primerler tasarlandi. Genler dogrulama
aktivitesi bulunan DNA polimeraz enzimiyle PCR da ¢ogaltildi ve CloneJET™ PCR

Klonlama Kiti (Fermentas) kullanilarak pJET 1.2 ara vektdriine klonlanda.
2.13.1. Etkilesen Protein Genlerinin pGEX-2T Vektoriine Klonlanmasi

GST-pull down analizi i¢in AMV026, AMV035, AMV040, AMV062, AMV063,
AMV069, AMV083, AMV120, AMV162, AMV165 ve AMV230 genleri GST kuyrugu ile
flizyon olusturacak sekilde bakteriyel sistemde ifade edildi. Bunun i¢in pGEX-2T vektori
kullanildi. pGEX-2T vektori ¢oklu klonlama bdlgesinin gerisinde (MCS) giiclii bir
promotor ve glutation S transferaz (GST) geni icermektedir. MCS’ye klonlanan gen GST ile
fiizyon olacak sekilde ifade edilmektedir. Genleri tasiyan pJET1.2 vektorii BamHI ve EcoRl
enzim kesim bolgeleri kullanilarak kesildi ve jelden temizlendi. GST kuyrugu tasiyan
pGEX-2T vektori de ayn1 enzimlerle kesilerek jelden temizlendi. Vektor:klonlanacak gen

orani 1:3 olacak sekilde boliim 2.7°de agiklandigi gibi ligasyon reaksiyonu kuruldu.
2.13.2. AMV153 ve AMV197 Genlerinin pET28a Vektoriine Klonlanmasi

AMV153 ve AMV197 genleri N-terminali HA (hemaglutinin) kuyruk i¢erecek sekilde
bakteriyel sistemde ifade edildi. Bunun icin AMV153 ve AMV197 genlerini ¢ogaltmak
amactyla kullanilacak geri primere, HA kuyruk sirasi
(AGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTA) ilave edildi. Dogrulama aktivitesi bulunan
DNA polimeraz enzimiyle genler ¢ogaltildi ve pJET1.2 ara vektoriine klonlandi. Daha sonra
AMV153 ve AMV197 genlerini igeren pJET1.2 ve pET28a vektorii BamHI ve Sacl enzim
kesim bolgeleriyle Boliim 2.7°de belirtildigi gibi kesildi ve klonlanacak gen:vektor orani 1:3

olacak sekilde ligasyon reaksiyonu kuruldu.
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2.13.3. E. coli BL21-pLysS Hiicrelerinin Kompetent Yapilmasi

pLysS vektoriinii tasiyan E. coli BL21 hiicreleri kloramfenikole direng gosterir. E. coli
BL21 hiicrelerinde pET sisteminde ifade edilecek proteinlerin indiiklemeden 6nce azda olsa
ifade edilmesi pLysS vektorii varliginda engellenmektedir. Boylece yalnizca indiiklemeden
sonra ifade edilecek genin transkripsiyonu gergeklesir. Genlerinin ifade edilebilmeleri i¢in
E. coli BL21-pLysS susu kullanildi. Bu sebeple bu hiicreler kompetent hale getirildi. Bunun
icin E. coli BL21 susu 30 pg/ml kloramfenikol igeren 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

Genlerin ifade edilebilmesi icin, genlerin flizyon halinde bulundugu vektorler
elektrokompetent hale getirilen E. coli BL21 hiicrelerine elektroporator cihazi (BioRad)
kullanilarak transform edildi. Kontrol amag¢li pGEX-2T ve pET28a vektorleri de E. coli
BL21 hiicrelerine transform edildi. Rekombinant vektorlerin analizi i¢in uygun restriksiyon

enzimler kullanilarak Boliim 2.7°de agiklandig1 gibi kesim yapildi.
2.13.5. Etkilesen Proteinlerin Bakteriyel Sistemde ifadesi

PGEX-2T vektorlerini igeren E. coli BL21 hiicreleri 100 pg/ml ampisilin ve 30 pg/ml
kloramfenikol, pET28a vektorlerini iceren BL21 hiicreleri 100 pg/ml kanamisin ve 30 pg/ml
kloramfenikol iceren 2 ml LB sivi besiyerinde 37 °C’de biiyiitiildiiler. Ertesi giin 1:100
oraninda 5 ml taze antibiyotik iceren LB besiyerine agilandi. Hiicreler 600 nm’de OD 0,3
oluncaya kadar biiylitiildii. 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 s1v1 dikkatlice
uzaklastirildiktan sonra, ¢okelti -20 °C’de bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin hiicreler 500 pl
dH20’da ¢oziildii ve sonikasyon islemi ile patlatildi. 13.200 rpm’de 30 dakika santrifiij
edildikten sonra {iist siv1 (¢0ziinebilir proteinler) ve ¢okelti (¢oziinemeyen proteinler) ayri

ayr1 %12’lik SDS-PAGE’de yiiriitiildii.
2.13.6. Etkilesen Proteinlerin GST-Pull Down Analizi

Genleri ifade eden ve kontrol vektorleri tasiyan hiicrelerden 100 ml LB besiyerinde

Boliim 2.13.5’te anlatildigi gibi proteinler ifade edildi. Proteinlerin ¢oziinebilir lizatlar
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kullanilana kadar -80 °C’de muhafaza edildi. pGEX-2T vektoriine klonlanan (AMV026,
AMV035, AMV040, AMV062, AMV063, AMV069, AMV083, AMV120, AMV162,
AMV165 ve AMV230) ve pET28a vektoriine klonlanan (AMV153 ve AMV197) genler
tarafindan tretilen hiicrelerin ¢6ziinebilir kisimlari, her protein kinaz i¢in ayr1 ayrt olmak
lizere, birbirine karistirildi. Karisimlar +4 °C’de 3 saat hafif¢e sallanarak inkiibe edildi. GST
kuyruk kullanilarak protein saflagtirmasi yapildi. Bunun i¢in glutathione sepharose 4B (GE
Healthcare) kullanildi. 150 pl glutathione sepharose 4B (rezin) iyice galkalandiktan sonra
bio-spin kromotografi kolonuna (BioRad) konuldu. Rezin, ihtiva ettigi EtOH akitildiktan
sonra 7 ml PBS ile yikandi. Yikamadan sonra kalan yaklasik 120 pl rezin 120 pl PBS i¢inde
¢oziildii. Boylece 240 pl olan rezinin lstline karigtirillan protein lizatlar1 ilave edildi.
Kromotografi kolonlarmin kapaklar1 kapatilarak +4 °C’de 30 dakika rezin ve protein
ornekleri 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 pl toplama tamponu (1 ml son
hacim i¢inde 3,0733 mg glutatione reduced (Sigma, G4251) ve 50 pl 1M Tris HCI pH 8)
ilave edildi. 5-10 dakika inkiibe edildikten sonra kolondan akitildi. Ornekler %12’lik SDS-
PAGE’de yiiriitiildii ve HA antikoru ile Western blot hibridizasyon analizine tabi tutuldu.

2.13.7. Etkilesen Proteinlerin Western Blot Hibridizasyonu

GST kuyruk ile saflagtirilan proteinler ile birlikte AMV 153 ve AMV197 proteinlerinin
de saflastigini goriintiileyebilmek icin HA kuyruguna 6zgii antikorlarla Western blot
hibridizasyon analizi yapildi. Boliim 2.12’deki metotlar uygulandi.



3. BULGULAR

3.1. Viriisiin Cogaltilmasi ve Konsantrasyon Tayini

Yapilan calismalar igin, yaban tip Amsacta moorei entomopoxvirus (AMEV)
Lymantria dispar boceginden gelistirilmis Ld652 hiicre kiiltiirii kullanilmistir. Hiicreler, 28
°C’ye ayarlanmig etiivde, %10 Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma, Kat No: F-0643) katkil
besiyeride (%45 Grace’s Insect Medium, GIBCO, Kat No: 11605-045; %45 Excell ™ 420,
Biosciences, Kat No: 14420C) ozel hiicre Kkiltiri kaplar1 (Corning) igerisinde
biiyiitilmektedir. Calismada kullanilan yaban tip virlisiin ¢ogaltilmasi i¢in konak olarak
Ld652 hiicre kiiltiirii kullanild1 (Becker vd., 2004). Hiicreler AMEYV ile biiyiik 6l¢ekli hiicre
kiiltiirii kaplarinda (75 cm?’lik flasklar) enfekte edildi ve enfekte edilmis hiicreler 28 °C’de
enfeksiyon belirtileri gozleninceye kadar bekletildi. Enfeksiyon sonucunda viriisiin
konsantrasyonu 7,76x108 pfu/ml olarak belirlendi ve DNA izolasyonu i¢in kullanilmak

uzere +4°C’de karanlikta muhafaza edildi.

3.2. Primerlerin Tasarim

Bu c¢alisma  kapsaminda AMEV’e ait ORF’lerin  dizileri ~ SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ve TMHMM yazilimiyla analiz
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/) edilerek transmembran bolge ve sinyal
peptidi igerip icermedikleri belirlendi. Bu analizler sonucu 69 genin transmembran
bolgesine, 12 genin sinyal peptide ve 7 genin ise hem transmembran bolgesine hem de sinyal
peptide sahip oldugu belirlendi. Transmembran bolgeleri ve sinyal dizileri belirlendikten
sonra genlerin bu bolgeler disinda kalan yerlerini ¢ogaltmak i¢in uygun primer dizileri
olusturuldu (Tablo 3). Genlerden bu bolgeler disindaki kisimlar1 100 niikleotitten kiiciik olan

13 gen, ¢alisma dis1 birakilarak kalan 230 gen i¢in primer tasarimi tamamlandi.



Tablo 3. Amsacta moorei entomopoxvirus ‘e ait genleri ¢ogaltmak i¢in kullanilan primer dizileri*

ORF

Niikleotit
cifti (bp)

Domain

Av vektor icin ileri diziler

Av vektor icin geri diziler

Cogaltilan biiyiikliik(bp)

AMVITR1

1383

GGAATTCGAGTTACCTGTAGAAA
TGTTAGAA

CGGGATCCCATAAATAATATTTGTA
TTAAAATAATATAAT

AMVITR2

201

™

GGAATTCATTCTTATTAATTATTC
TGAATCATATAAAT

CGGGATCCCTTTAGAAAAAATTCTT
AATATTTTAACTGAA

183

AMVITR3

273

GGAATTCAATGCTAACGAAGAT
ATGTTAAATGAAA

CGGGATCCCATTTTTGTTTTGTTGAA
TATAATATTTTA

AMVITR4

342

SP

GGAATTCCAAAGTAAGTATTTCT
GTGATATATA

CGGGATCCCATACTTTATTTTTTCTA
AAATACTTTTAC

339

AMVITRS

695

™

GGAATTCAAAAAAGAAAGTAAC
TATAATAATGATA

CGGGATCCCAGTACAATTTCTTATA
TTATTTTTAAAC

681

AMVITR6

546

GGAATTCGATTTTATAAAATTAC
AAGATATAGCA

CGGGATCCCTATATACTCTCTAATA
CATATTTTATAA

AMVITR7

276

GGAATTCGATTCTATTAAATCAA
CTGATTCTAC

CGGGATCCCTTTCAATAAAAATGTT
TTATACATTTGT

AMVITR8

1506

™

GGAATTCAATAATAATGATGAAT
ATGATATTGAAA

CGGGATCCCAGTTGATTTAATAGAA
TCTGGTAAG

1476

AMVITR9

207

GGAATTCTTGAGAATAGAATTAA
AAAAAAATTATTC

CGGGATCCCTATCCATGGTCTCCAA
TATTCTTC

AMVITRI10

607

™

GGAATTCAATAAAATACAAGTTA
TAGGTTTTAATA

CGGGATCCCATTATTTAATGTTAGT
ATAGCATAATC

390

AMVITR11

423

™

GGAATTCTCAGTTAATAATATTA
ATAATTATGATAA

CGGGATCCCAACAGTATCAGGCCAT
AATGATTC

204

AMVITR12

513

™

GGAATTCGACAAGTATATAATAA
TAAATGGATTT

CGGGATCCCATATTTTGACATTAGT
CCTACTTTAT

456

AMVITR13

195

GGAATTCTATGGAGATGAAAAA
GGAACACAA

CGGGATCCCATAAAAATCCGTATTT
TTTATATAATTTA

AMV002

432

GGAATTCGAACCAATATTTAAAT
ATATGTTTGTT

CGGGATCCCATTATAACCAGTAGAT
CCAAAACC

AMV003

3107

T™, SP

GGAATTCAATTTACATACAATAA
TTTCTGATTGT

CGGGATCCCAATATAATAACTTTTT
TGTATATATATAAC

2316

AMV004

810

SP

GGAATTCGATACAAATTATGTAA
ATATATCAAATT

CGGGATCCCTGGTATATAACCTATA
AATTTTATAAC

756

€€
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AMV005

1053

GGAATTCGACTTACCTACGGAAA
TGTTAGA

CGGGATCCCAAGAATATAATTTGTG
TTACAACAATA

AMV006

399

GGAATTCTTTAATAATTATATTTT
ATATATATATTTTC

CGGGATCCCTGAATATAATTCTACA
ATTATCGGAA

AMV007

240

GGAATTCAAATTAATAAATAATA
ATATTTGTAATGAA

CGGGATCCCAATTAAACATTTATTA
ATACAATCTTCA

AMV008

300

GGAATTCATACCTAATAATGATT
TAGATTTTATAA

CGGGATCCCTATTATTTTAATAATT
ACATTAACAACAT

AMV010

819

GGAATTCTGTTTTAATGATTATG
ATATTTTATTAAA

CGGGATCCCTTCGACTGTAATTTTT
ATATTGTCAT

AMV011

456

GGAATTCGATAAATATATAAAA
AATATATTGGAAAT

CGGGATCCCAAACACATTATTAATA
TTATTTAATATTTT

AMV013

603

GGAATTCATTAGATTAATATCAT
TATCTAATAATAA

CGGGATCCCTTTGTCTAATGTTATTA
ATAATTTTGTA

AMV014

1461

CGGGATCCTTGATTTACTAAATT
CTGATATAATTTTAA

CCCTCGAGAAATAATTTCTATTTCTA
CATTAGTGT

AMV016

549

GGAATTCTCGATAGAATTAATAA
TTGGTCCTA

CGGGATCCCATATGAATTATTATAA
CATAATCTACAC

AMVO017

201

GGAATTCCAAAATAATGATAATT
ATTATTCTGATA

CGGGATCCCTAAACAACAATCATAT
TTTTTTAAAGAA

AMVO018

315

CGGGATCCTTGATAATAATAAAC
TTGAATTATTTGGT

CCCTCGAGATAAATATTTAACTTGA
ATTCTCCATTG

AMV019

1575

GGAATTCGTTTATATTATATTAG
ATGTCGGAAG

CGGGATCCCTAAGAGTTTATAAAAT
TCAGAAAGTTT

AMV020

1203

GGAATTCAATATAAATAAATGTA
TAGAATTGGGA

CGGGATCCCACAATATATTAATTCG
TAATTATAATCA

AMV021

795

GGAATTCATGGATGACATTAACT
TGTATAATG

CGGGATCCCAGGATAATACACGCG
AGTTAAGT

AMV022

579

GGAATTCTTTGATTTTGTTTCAA
AATATAAATTTAA

CGGGATCCCCATACTTTTTCGTTTAT
CGTCATAA

AMV023

408

GGAATTCGAGAATGTTACGTTTA
AAAAAATTG

CGGGATCCCATTAAGTAATAAAAAT
ATTTTATCTATGT

143
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AMV024

1065

GGAATTCTCTTTAATTGATGTGT
GTTATGAAC

CCCTCGAGAATAATTATATTGTTCTT
CTTTTAATTTA

AMV025

1362

CGGGATCCTTTATAATAATGAAT
ATTTTACTAATCGTG

CCCTCGAGAAGACTTAATTACATTA
TCGAAATTAT

AMV026

354

GGAATTCTGTGATAAAATTAATA
ATTTTCAAAAAAA

CGGGATCCCTATAATATTGTTTATA
TAAATTAGATTTG

AMV027

306

GGAATTCAATTTCATAAATGATA
ATTTTTATTTTATA

CGGGATCCCATAAAAATAATCAATT
TCTTTTTTATTGT

AMV028

468

GGAATTCGACAAAATAAATATA
AATACATATATTAA

CGGGATCCCAAAAATATAATTTTCC
ACATTATAAAAAT

AMV029

873

GGAATTCAAATTACAATTTAATG
ATTTGCCTTC

CGGGATCCCTATATATAAATAATTT
TTAAATTCTCTAAT

AMV030

435

GGAATTCACTAAACCGACACAA
ACATTAACA

CGGGATCCCTAATTGTAACGATAAA
TTTTTTAAATAAT

AMV032

474

CGGGATCCTTGCACCACCAGTAG
ATCCTGTA

CCCTCGAGATTGTTTTCTACGTCCAA
CTGGAA

AMV033

1290

GGAATTCCTGAAAAATATTATAG
ATTATATAAACG

CGGGATCCCTAATTTTTTATCTGTTA
AGTAATATATTC

AMV034

393

GGAATTCAATCTGGAATATGATA
ATAGTGGAA

CGGGATCCCTAGTATATTAAAAAAA
CATTCAATATAG

AMV035

1304

™

GGAATTCGGAGGCAGTGTTGAC
ATCGAA

CGGGATCCCTCTATAATCTTCTGATT
CTCTCAAT

933

AMV037

823

SP

GGAATTCATTAATATTTGTGATG
AAAATATTAAAC

CGGGATCCCAATTTTTAATTTAAGA
TCATATAATAAAAT

687

AMV038

1722

GGAATTCAATATATATTTAAAAA
ATGCATCCAATG

CGGGATCCCATATCCTCCATTTATA
TTAGTTAAATC

AMV039

1599

GGAATTCAATATTAGCAAAAATT
ATCCACAGTG

CGGGATCCCTCGAGGTAATACAAAA
TTATATATTTT

AMV040

555

GGAATTCAAGATAGATATAAAA
ATAGATGAAACT

CGGGATCCCCCTCGATAAAATAATA
TTAATTTTATG

AMV041

642

GGAATTCAATAATTTATTAAGAG
GATCTGTAATA

CGGGATCCCATTTATGCATATTTTTT
CATTATTTGTT

AMV042

351

GGAATTCTTAATATTAAGAAACA
TCGATTATAAAA

CGGGATCCCATATTCGACAAAAGGA
TTAAAATATG

GE
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AMV043

204

GGAATTCGTTTATTTACTAGAAT
ATCAGGGAA

CGGGATCCCGACTGGTGATATCATA
TCCATAG

AMV044

1749

GGAATTCTCATATACATCACAGA
TCCAATCC

CGGGATCCCACTATTTTTAACATAT
GCATTATATTTA

AMV045

2500

CGGGATCCAAGATGTTAATTCAA
ATTTTACAGATGT

CCCTCGAGATAATATTAAAATTTTA
AGCGGAGAATC

AMV047

780

GGAATTCTTTAAAACAGATTTAA
CTAATGAAGAA

CGGGATCCCATTTGTAATAAATAAT
TCTACTTTAGTT

AMV048

1062

GGAATTCTCGTTACCTATACCCG
ATTTAAC

CGGGATCCCATTATTTTCTCTTTCAA
TTCTTTTAATT

AMV049

564

GGAATTCTTGATAAGTAGGTTAA
AGTGTAAATG

CGGGATCCCTGAACCACAATGAATA
TAATAAATGT

AMV050

3318

GGAATTCCCTTTTTTAGGAACTG
GTATATTAAA

CCCTCGAGATTGTGGTTCATAACTA
TTTAACATAA

AMV051

1050

GGAATTCGTTTTCGAACATAAGA
TATTTTCATA

CGGGATCCCATATATATTTTTACTAT
TTAAACGTTCT

AMV052

1205

™

GGAATTCAAAAAAAAATATAAT
AATACATACAAGAT

CGGGATCCCATTGGTTAATTCTTTTA
ATTTATCTAC

996

AMV053

939

GGAATTCGCATCTGAACGTGCAA
ATCAAAA

CGGGATCCCATCAGAATCTTCTTCT
AATTCATTAG

AMV054

2530

™

GGAATTCGATCAGATAGAAATA
ATTAAAACTATT

CGGGATCCCATATATATTTTTAACA
TAAAATCTTAAAG

1463

AMV055

402

GGAATTCGAAAATATACTTATCA
ACAATTACAC

CGGGATCCCTATTACATATTCTTTA
AAAACAATAGCA

AMV057

1062

GGAATTCGAAAATATAATTATTA
AATCCGATAAAT

CGGGATCCCTATATCATATTGTTCA
TTTTCAATAGA

AMV058

831

GGAATTCACTTTAGTTAAACATA
ATACGATGC

CGGGATCCCACAATAGATTAATTGT
TTTTGTACATA

AMV059

1410

GGAATTCGTTAAATATATTAAAT
TAAATAAAAAAATAT

CGGGATCCCATATGAACATTTTATT
TCTACACATTC

AMV060

888

GGAATTCAATTTTATGCCACAAT
ATTACTATATA

CGGGATCCCATAATAACCCATTTCT
TTAGATAATG

AMV061

768

GGAATTCTATTGTAACCCAATAG
CATTTATATC

CGGGATCCCTTTAGTAGTATTTATA
TACTTATCAAAA

9¢
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AMV062

495

GGAATTCGACGAATGTACTGTAA
ATGAACTT

CGGGATCCCACAATAATCCTCATAT
TTAAATATATG

AMV063

618

GGAATTCGGTCATAATAATTCCA
AAGAAAAAC

CGGGATCCCTAAATTATAATTCATT
TTTGTTAATGTAG

AMV064

531

GGAATTCGATAGCTACTACCATG
AATCAAAA

CGGGATCCCTAAAAAAAAATTTCTA
TTTAATAAATATTTT

AMV066

3591

GGAATTCAATAATAATCCGATTG
AAGAAGATAT

CGGGATCCCAGTATTAATAGTATTA
TCGTCAGAAA

AMV067

186

GGAATTCTTATCATTAGATAATG
CTATTATTAATG

CGGGATCCCTCTGGCATTCATTAGT
AAAAAACC

AMV068

610

SP

GGAATTCGACATTGATAATAAAG
ATATAAAGGA

CGGGATCCCAAAACATGTTTGATAA
TAATCTATAGA

501

AMV069

1047

GGAATTCTCTGATAATACTACAT
TTATGACTAA

CGGGATCCCTATTAAACATAGATCA
TTTTTTCCTAT

AMVO070

890

™

GGAATTCAATAATAATTTTATCA
AAAAAATAATATATA

CGGGATCCCTAATCTATTAATATCA
AAATAATGTAATA

690

AMVO071

350

™

GGAATTCATATATGAATTAATGA
GTTTTACTACT

CGGGATCCCTGATGCTAGTATTATC
ATTGGTATA

249

AMV072

474

GGAATTCTATAAATATTATTTCG
GTTATGGAGC

CGGGATCCCTAATAAATATTCTTTA
AATATATTATTTATA

AMVO073

255

GGAATTCGATAACTTAGTAAAAT
GGCCTACT

CGGGATCCCTATATCACAATCTTTA
GAGTGTAAA

AMVO075

477

GGAATTCGATTTAATAAATATAT
TAATTAATAAAAAAT

CGGGATCCCATAAATTTCATATGGA
TCTTTGTCG

AMV076

354

GGAATTCTTAGAAGAAATTGATT
GTATGTATTG

CGGGATCCCTTTATATTTTATATTAA
TATTATTAGAATTA

AMVO078

620

™

GGAATTCAATATATCAAATATAA
ATAATGATATATAT

CGGGATCCCTTTTAATTGAAGTATA
AAAAATATATTTG

423

AMVO079

210

GGAATTCAGTGAAAATTTATATT
ATGTACCAGA

CGGGATCCCCTTATAATAACCATTT
CTAATAAATAAT

AMV080

400

™

GGAATTCATACCACCAGGAACA
AATTCATTA

CGGGATCCCCTCATTTATATTAAAT
AAATAATTAGTAT

309

AMV081

2163

GGAATTCCAAGAAATTAAAAAT
ATTTATGATTTTAA

CGGGATCCCATCTCTCATAATAATC
AGTGGATTT

LE
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AMV082

189

GGAATTCGATAATTGTGATTTAA
TAAATAGTATTA

CGGGATCCCATTATATATATTATTG
TTGTATGAATAAA

AMV083

260

™

GGAATTCCAAGAATTAATTTTTA
TATATAATAATATA

CGGGATCCCCATATTATTATTATTTT
TCAAAAAATTATT

234

AMV084

813

GGAATTCTATATACAAATACCAG
AATATAAAAAG

CGGGATCCCTTTCAATAATTTTTTCA
GATCATTATAT

AMV085

615

GGAATTCGCAGCATATATAATTT
TAAATATGAAA

CGGGATCCCTAAATTATTATTAACA
ATAATAGAAATATA

AMV086

288

GGAATTCGAATTAAAATCTGATT
TAATTTTTACTG

CGGGATCCCATTAAAGCTTGATATT
TTATATAAAGC

AMV087

2181

GGAATTCTCAGACGAATATATAT
ATTTACAGAA

CGGGATCCCATTTTGTTTATCAAAA
AAGTCAGGG

AMV088

330

GGAATTCAATACTTGTGGAAGTT
ACGGCG

CGGGATCCCTACTGGATAAGTCTCT
ACTGTTG

AMV089

162

GGAATTCAAAAATATTTGGAGA
ACATATATACTA

CGGGATCCCTTTATCCATTCCTACA
CTTGTACT

AMV090

792

GGAATTCGATTTAATAGAATACG
ACAATAATCA

CGGGATCCCATCATTAACTAAAAAT
GCGTTTCTG

AMV091

1071

GGAATTCGAAGAATTATATTCAT
TAATAAACTAC

CGGGATCCCTTTCAATAAATTATTG
AAATATATTTTATT

AMV093

789

GGAATTCCTCGATATAACCAAAT
CTATTATATC

CGGGATCCCATTTTGAAATCCCAAA
ATATTATCATAT

AMV094

183

GGAATTCGCTAATAAGAACGTCG
AAATAATAG

CGGGATCCCATTTTTATTTATTATAG
GTATTGACTTA

AMV096

1014

GGAATTCTATATAAAATTTAAAA
TAGAATGTTTACG

CGGGATCCCATTATCATATTTCAAT
ATTGGCATAAA

AMV097

189

GGAATTCTTAAAAGATAATAATT
CTTGTATATTTG

CGGGATCCCAATGTATATAAAATTT
AAAATAGAATGTT

AMV098

428

GGAATTCAACGAAGATAATATTA
TTAAGCATTTG

CGGGATCCCCTCATTTTTTTCATCGT
TATATTCT

AMV099

1323

GGAATTCGAAAAACACTATATTA

CGGGATCCCTACTCTTTTAAATTTTT

ATTTAGCAAAT TATTAACTATG
AMVI00 1411 - GGAATTCTCTTCTATAATATATG |CGGGATCCCATAATTTCTATTATTTT |-
ATGAAAAAATAA TATATATAGATAA

8¢
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AMV101

429

GGAATTCGAATGCGAAATGTGTA
AAAATTACT

CGGGATCCCTTTTTCAAAAAACATA
TTTTTTACATTTA

AMV102

447

GGAATTCATAATTTACCTTAATG
AATATAAAATTTA

CGGGATCCCATTTTTGTATATATATT
TATAATCATAATA

AMV104

462

GGAATTCTCTAACGCAGATTATG
TTATAATATA

CGGGATCCCAGGTAAATTATCATAA
TTAAATACTTTT

AMV105

2304

CGGGATCCTTGATATAACAGATA
ATAGTTATGAATAT

CCCTCGAGAAATACTTTTTTTTGACA
ATATAACAGA

AMV106

186

GGAATTCTCAAAATATTGTTTAA
AATACTTTTCTA

CGGGATCCCTATAATATCCAATATA
CGAAATCCAA

AMV107

450

GGAATTCTTTATTATAAATGTGA
TATGGAATAAC

CGGGATCCCATTAAATATATATTCA
AGATCTGGATT

AMV109

1353

CGGGATCCTTTATATACATTTTA
TATTAATTTTATATAATA

CCCTCGAGAATCTTCTATTTCACAAT
TATGATCAG

AMV110

1089

CGGGATCCTTTCACTTAATAATA
TATGTTATGAACAC

CCCTCGAGAATAATTATATTGTTCTT
CTTTTAATTTA

AMV112

1047

GGAATTCTCTTTAATTGATGTAT
GTTATGAACA

CGGGATCCCATAATTATATTGTTCTT
CTTTTAATTTAT

AMV114

318

GGAATTCTTACCAAAATATTGGG
GAAGAGG

CGGGATCCCTACATAGTTAAAAGTA
TCATATGTTTT

AMV115

882

GGAATTCGATGTTAATAAATATA
TATATGAATATAA

CGGGATCCCAATATATTTTTCTTTTG
ATCTAAATATTT

AMV116

396

GGAATTCATTGATAAAATATTAA
AAATAAGTAATAAA

CGGGATCCCACTAAGAAATTCTATC
ATATAATTATAT

AMV117

357

GGAATTCTTTATTAATGATAGTT
TCCATTATAATA

CGGGATCCCTATATAATATTTATTC
AAATTATTTAATATT

AMV118

1500

GGAATTCGGTGGTAGAGTAAGT
ATATCGTT

CGGGATCCCTCCCCATGTTTGATTT
ATTTTTATAT

AMV119

1077

GGAATTCGGCAATCAATTAAACA
TTCCTATAT

CGGGATCCCACTGACAGCTCGAATA
TTTTTTATA

AMV120

423

GGAATTCGAAGAAGCATTTAAAT
CATTTCCC

CGGGATCCCTTTTATTTTTTTAGAAT
TACTTAATTTTTT

AMV121

819

GGAATTCATTGACCCGTCAGATT
TTTTAACA

CGGGATCCCTTTATTTGTATTACAGT
TACAACAATT

6€
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AMV122

1704

GGAATTCAAAAGAACGTTTATAC
CATTTAGTAA

CGGGATCCCCTCTAGAATATGAACG
GTTATAATA

AMV123

435

GGAATTCTATGATATATGTACTA
TTAAATTAATAA

CGGGATCCCAGTAATAACGATAGTT
TCTATAATATC

AMV124

2300

™

GGAATTCGATTACAATGAAAATT
ATAATAAATATTT

CCCTCGAGATGAAGATATTATATTA
ATTCTTCTAAC

1812

AMV127

432

™

GGAATTCTGGGAACCTCTGGTTC
AGTTAG

CGGGATCCCTATATTATTATTAGAT
AATATATTTAATGC

432

AMV128

890

T™, SP

GGAATTCGATATTAATTGGAAAG
ATATATGTAAT

CGGGATCCCATAATATGTTTTAGTG
CAAACGTTTA

552

AMV129

186

GGAATTCTGTAATATTATCATGA
AATTAAAAGCA

CGGGATCCCAATTATTTTTTCAATAT
AACAATCAATAT

AMV130

2500

™

GGAATTCTTAATATATAAAATAT
GTAAAAAATATATG

CGGGATCCCTGAAAATAATTGTTCT
ATATTTGTATC

2160

AMV131

774

GGAATTCGAATTTAGAAATTTAT
GGAAAATAAATA

CGGGATCCCATAATCTTCTAAATAA
TAAGAAAATAATA

AMV132

624

GGAATTCAATACGCATATCATAA
ATTACAATATA

CGGGATCCCATATTTTAAATATATA
TTTTTATAATTATATT

AMV133

812

GGAATTCAAAAGAAGAATATAC
GAAATATTAAATG

CGGGATCCCAATTTCTAAATATTTT
AGATTATCAATAT

AMV134

1608

GGAATTCAATAAAGAAGAAGCT
CAAGAATATTT

CGGGATCCCTATATCTACTGTTTCTA
TATCATCGTC

AMV135

2619

GGAATTCTCTATCGACGTTTCTG
ATATTATTA

CGGGATCCCTTTACAAGATGAATAA
ACAAAAGTATA

AMV137

580

GGAATTCTATTATAATATTTCAT
ATTTACCAGAAT

CGGGATCCCAACATTTCTAATGGAA
TTATATAAATTT

AMV138

963

GGAATTCCATGTATCAAAATTAG
TTGAAGATAA

CGGGATCCCGAAATTAACATAATTA
CCAATTATTTTA

AMV139

3450

GGAATTCAGAAATAATAAAGAA
AAGTATATGAATC

CGGGATCCCACATGTATCAAACACA
CTATCATTA

AMV140

933

GGAATTCACTGAACAACAAATTA
CTGAACAAA

CGGGATCCCTTTATTATTATCAGATT
TTTCTTTTAAAT

AMV141

1300

™

CGGGATCCTTTTATCTATTATGC
CATATTATCAAGT

CCCTCGAGATTCAGTAATTATTTTA
GCAGGATTAT

1278

oy



Tablo 3’tn devami

AMV143

270

™

GGAATTCAAACTATTTAAATTTT
TTTTGAAAAAATAT

CGGGATCCCCTGAATAGTATTTATA
AATATAGAATTA

255

AMV145

546

GGAATTCAAATCAAATTTAATTA
ATTTAATTGATATA

CGGGATCCCTATGGGTTTACATCTT
CTATAATCA

AMV147

2007

GGAATTCAATGTTTTTGAAATGG
ATAGTATAAAT

CGGGATCCCATAATATCTTCTCAGT
GGTAACATA

AMV150

723

CGGGATCCTTTCCGAATTCGATT
ATGATAAACTG

CCCTCGAGAATTTAGTATATGAGAT
TTAATCACGG

AMV151

654

GGAATTCACAGATACTACAACTG
ACGTGG

CGGGATCCCACGTGTCAAAATACTA
CTTAACAAT

AMV153

912

™

GGAATTCAGTAATATTGAAATAT
ATGATATGTTTG

CGGGATCCCATCTAACCAATAATTA
AATAATCCAG

888

AMV156

3712

™

CGGGATCCTTTATATTATTTTAT
ATACATATTTGACATT

CCCTCGAGAATTATTGGTTAGATTA
AATTTATTTTTTA

3468

AMvV157

512

™

GGAATTCGAAGATCTATATATTA
ATGATTCATTG

CGGGATCCCATATGACATATTAGTC
AATATTCCAT

465

AMV159

920

T™, SP

CGGGATCCTTAAATTAAAATTTA
ATAATAAATATATTTGTA

CCCTCGAGATTATATAAGTATATTTT
TTATTATTTACAA

508

AMV160

520

™

GGAATTCGACATAGAATTATGTT
TATATTTAAATA

CGGGATCCCTGTATATTTTTTATTAT
AATCATTAATATA

374

AMV162

486

GGAATTCATAATATTATCTATTG
ATATTGGTGTA

CGGGATCCCTATTATTTGAATAGAT
TCAATTATAATAT

AMV163

210

™

GGAATTCGAATATTTAAATGAAA
TTTTGATGGAT

CGGGATCCCTTTTATTATATGTAAT
AATTTTTTCATATA

117

AMV164

220

™

GGAATTCAATAATACAATGTTTT
TAGCAAATAATG

CGGGATCCCATTAGTAATTATAATA
TCTTCTTCAGT

153

AMV165

650

™

GGAATTCGATGATATATATGGAA
TAAATACAAAT

CGGGATCCCATAAAATTTAGTTATT
TTTTTTTTATATATT

534

AMV166

708

GGAATTCTCGGACGTCGATTATG
ATGATG

CGGGATCCCTAAATTTTCATAATCA
TAATTTGTTATAA

AMV167

241

CGGGATCCTTCAAATATTCATTA
AAACATTAACAGG

CCCTCGAGAATAATTTATATTCGTTC
CACCTCTA

4%
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AMV168

450

™

GGAATTCATTTATATATTATTAT
ATACGCATAATC

CGGGATCCCTTCTTTATTTTCTGTTT
CTATTTTATC

310

AMV169

250

™

GGAATTCTATGAATCATATAATA
AATATAAAGAAG

CGGGATCCCTTCTACGTTGGCTTTTA
ATTTATCA

126

AMV170

1590

GGAATTCGAAGAAGATTTTGATT
TAATATCTAAA

CGGGATCCCACTAAATAAAATGTTT
AAATATGTATTTT

AMV172

339

GGAATTCGAAAAAACAACTATA
GTATGTATGTA

CGGGATCCCCATTAACATTATACTA
TCTAAAAATGA

AMV173

1317

GGAATTCTATTATAGCAATCATA
ATTTATTAATAG

CGGGATCCCGTTAGATTGTGAATTT
TTATATATATG

AMV174

2007

GGAATTCAATAAAGTTATATTAG
ATGATTTGAGA

CGGGATCCCCAATCTAACTGATAAT
AGATGATTAT

AMV175

1035

GGAATTCGAAAATATACTTATTA
AAGATTCTACA

CGGGATCCCTATATCATATTGTTCA
TTTTCAATAGA

AMV177

1077

GGAATTCGAAAATATACTTATTA
AGTCTAATAATT

CGGGATCCCTATATCATATTGTTCA
TTTTCAATAGA

AMV179

245

GGAATTCGGCATAAAATATTTAT
ATAATAATTTATT

CGGGATCCCTTTTCGTTAATTTTTTT
ATTTATAATTCC

AMV180

489

GGAATTCGAAGATATATTAAGTA
AATATGAATTAA

CGGGATCCCGAAATTAATATTTTCA
ATAAAATTATATAT

AMV181

1389

GGAATTCAATAATAAAATTAGA
AGATTTCCAAATA

CGGGATCCCAATATTAGATTCTAAA
CTATTCTTCTC

AMV183

810

™

GGAATTCTTTGTGTTTAATATAG
ATTTTTTAATAAA

CGGGATCCCTGGATTTATGACAAAA
AGTGTTCC

600

AMV184

240

™

GGAATTCTTAGTGATTATTACTA
AATATTATGGA

CGGGATCCCTGCTATTATAACTAAT
GTGAGATTAA

123

AMV185

231

GGAATTCTCTTCATCAAAAAAAA
ATAATCTTGG

CGGGATCCCTTTTTTTTTTTTGCTTT
TAGGTATAATT

AMV186

420

™

GGAATTCTATGCCGAAAATTACG
AATATATATT

CGGGATCCCTGATGTATTGGCCATC
AATAATCT

354

AMV187

3006

GGAATTCAGTAACGTACCTTTAG
CAACCAA

CGGGATCCCGCATCCTGCATCACAT
TTTGATG

AMV191

320

™

GGAATTCGTGAACAACACGTATA
CGAAAATA

CGGGATCCCTTGCATCGGCACAATT
GTCATAA

138

4%
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AMV192

1941

GGAATTCTTTGCATTAGATTCTA
TTGTTGGTA

CGGGATCCCTTCATAATAATCATCT
GCTATATATAT

AMV193

420

™

GGAATTCATAATAAATAAAAATT
ATATACAATATATG

CGGGATCCCTATTAACTTAAGATGT
TTCATAATTTTA

324

AMV194

1500

™

GGAATTCAATCATAATATTAAAA
TCGAAAATAATAA

CGGGATCCCATATTTTAAAATAATA
TTATTAAATATAGAC

1413

AMV195

2100

™

GGAATTCAAAAAAAAATATGAA
GAAGAAGAAATAG

CGGGATCCCTAACAATATATATCTA
ACGCCATTAT

1830

AMV197

894

CGGGATCCTTGACGAAACAATA
AATTTTAATAATAAAT

CCCTCGAGATTTACAAAAAACTAAT
TTATCATTTAAAT

AMV199

1593

GGAATTCAATCATATTAAAAAAA
TTTTAAAAATAAAAA

CGGGATCCCATACTTTATATTTAAA
GCGTTTAAAATA

AMV200

681

GGAATTCTCCGATATTACTATAT
ATCAATCAG

CGGGATCCCTTTCCAAGCTGACTTT
ATTTTATTTA

AMV201

440

GGAATTCGATTCTAATGTTATAG
AAATAAAAAAAG

CGGGATCCCAAATGTTATAAGAGAC
ATTATTAACAA

AMV203

225

GGAATTCGCAGATTTTATTTTTG
ATATGGATTA

CGGGATCCCTTTAGATAATAATTTA
GACTTTACTTCG

AMV205

681

CGGGATCCTTAGCGATAATATAA
AATGTAAATATTGT

CCCTCGAGAAATAATATTACGCAAA
CATATATTATTT

AMV206

459

GGAATTCGATAAATATATATTAA
CGAATAAATTATA

CGGGATCCCTTGATTAATATAGTTT
TTTTCATATGC

AMV207

1425

GGAATTCATTGAAATATTAATTT
TTATAATAAAAATAA

CGGGATCCCATAAGTTATTGTTAAT
TTTTTATCATTAT

AMV209

1386

GGAATTCAATTCTATAAATTATA
ATAATTTTACAATT

CGGGATCCCATATATTATCGTTAAT
TTTTTATCATTAT

AMV210

1383

GGAATTCAATGATATCGATAAAA
ATAATATATTAAA

CGGGATCCCAATATTCCTTTTATTAT
TTGGTATGTA

AMV211

317

GGAATTCGTATGGTATTTTAGTA
TAAACGGAT

CGGGATCCCTTCATCGTGGTTATAT
TTAACAAATG

AMV212

849

GGAATTCGATGCAGATATATTAT
TTCTAAATAAT

CGGGATCCCTTTTCTAATAATATTGT
GTTCAGATAT

AMV213

204

GGAATTCGAGAAACAAAATATT
AGTAAAGAATTA

CGGGATCCCAAATAGTATTTTTCTA
CAAACTTTTGA

ev
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AMV214

1209

GGAATTCAAGATAATAAATTCCA
TAATTGATTCT

CGGGATCCCATCATTATTATTTTCTA
AATTTAAATATG

AMV216

2100

TM™, SP

GGAATTCTTTATATGTGATAAAC
AAAGTTCAGA

CGGGATCCCACAAAACTACCAAAG
CTAATATTTC

1429

AMV217

260

™

GGAATTCGGAGCGTCCGCAAGT
ATTAATA

CGGGATCCCTTCTTGTTTTTGTTCAA
AAGTTAAATT

255

AMV218

276

GGAATTCGAGAATATAAATAATT
ATATCGGGG

CGGGATCCCTTTTAATATTTTATATT
TAATACAATGTAA

AMV219

894

GGAATTCTCATATTGGATTAATA
AATCAATATGT

CGGGATCCCAAATAAATATATGCTT
TCGCTCAAAT

AMV221

3900

CGGGATCCTTACAACTTTTAAAT
ATACTTTGTTAGAT

CCCTCGAGAGAAATTTTCAATTATT
TCACTTGTTAT

AMV224

567

GGAATTCGATAAATATATAAAAT
TTAAAGAATTAATT

CGGGATCCCTACTGAAAAAATATTT
TTCTTATGTTC

AMV225

552

GGAATTCAATAAAAAATATCAAT
ATTTGGGTTTTA

CGGGATCCCATTAAAAGATATATTA
TTATCATAATACA

AMV226

489

GGAATTCGATAAGCATAATAATA
ATATTTTTTATTT

CGGGATCCCATTAATTATTTTAGCT
ATATTATTAATAG

AMV228

477

GGAATTCGAAAGAAGTTTACAA
ATTATAAATAATA

CGGGATCCCTCCATTTACTTGAGTA
TTTATGTAAT

AMV229

223

GGAATTCTATATCAATAAATATA
AAATTATTTCAAAA

CGGGATCCCATAATTATTTATATAT
TTATACATATTACA

AMV230

534

GGAATTCGACAATAATACAATTA
CTAAACATATT

CGGGATCCCTATTTCTTCGTCTTGCA
AAATACC

AMV231

729

GGAATTCAATAACATTTCATATA
AAAATTTTATCG

CCCTCGAGAATTATTTTTTATTAATT
CAGATAACCAA

AMV232

420

GGAATTCTTAAGTAATTATGAAA
ATGATAATAAAAT

CGGGATCCCTGGTATGTCAAATGAC
GTTAAATTA

AMV233

621

GGAATTCGAAGTTCTTAATAAAT
ATTATAGTGAT

CGGGATCCCAATATCAGAATGATAT
ACTTTAATTTTA

AMV234

708

GGAATTCGAAAATTATGATTTTA
AAATTGATAAATA

CGGGATCCCTATGTTTTTATTTATTA
AATGTAATATATT

AMV234

672

GGAATTCTTGATTAATTGTATGA
GTAATATTAATT

CGGGATCCCATAATTAATAATATAT
GATTTTTTTTTATTA

4%
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AMV236

612

™

GGAATTCCCATTTAAGAAATATA
TATTTTTAAATTA

CGGGATCCCATTATTAATTTTTAAA
TATAAATTTAATAAAT

543

AMV237

234

GGAATTCGAAAAAGAACAAAAT
GTTGCTGATG

CGGGATCCCTCCTTGAACTTCAGTT
TGTTTATC

AMV238

1350

™

GGAATTCATAAATTTTATAAGCA
ATCATAAAAATTA

CGGGATCCCATTAATATTATATTCT
ATAATAATATTTTTT

1263

AMV240

795

GGAATTCGATATATTACTAATTG
CGTCTAAAC

CGGGATCCCATTAAATTTTTTATTAT
TATAATCTATATTT

AMV241

213

GGAATTCGAAAAAGAATTAATT
GAAAATATTTATAC

CGGGATCCCTGTATTAATTATTTTAT
CTAATTGAGAT

AMV242

327

GGAATTCTTTATTGACAATTTAA
ACAATAATATGT

CGGGATCCCTTTATTTATTATATTTT
GTAACTTATTATT

AMV243

570

™

GGAATTCAATGAATCGCAATTAC
AAACCAGA

CGGGATCCCATCTATCATTTTTATAT
TAAACAATAATT

564

AMV244

220

™

GGAATTCAATCCAGTATCATTTT
CATTTATTATA

CGGGATCCCTTGTAATATAGTTTTA
AGTAATAAATGT

177

AMV245

473

GGAATTCGATATTTCTGAATATA
CAAATGCTAT

CGGGATCCCTATTTTTAAATTATTTA
TATTATGTGTTAA

AMV246

468

GGAATTCTTACCTTATAAATGGA
ATAATTATTTTG

CGGGATCCCAAAATATAATAAATTA
TTTATATATATTTCT

AMV247

414

GGAATTCCGAATTGAGTATATAA
ACGAAGATT

CGGGATCCCTAATAATAAATATAAA
TTTAATTCTTCTG

AMV248

780

™

GGAATTCGAAAATTATCATATTA
TTATATTAACAAT

CGGGATCCCTGAGATTAACATTATT
ATTATATAAAAAT

771

AMV249

270

™

GGAATTCAGATTATATTTAGATA
AATTAATTTTTGA

CGGGATCCCTAAAGTAAACATTAAT
TCTAACAAAGC

264

AMV250

303

GGAATTCGATGTTAATATTTCAG
AATATGTTGA

CGGGATCCCATGTTTTAATATTATG
TTTAAAAAACGT

AMV253

1452

GGAATTCTTATTTTTTAATAATA
ATTATTTATTAGAAA

CGGGATCCCTTTTTCAAAAATAAAT
AAATTTAAATTTTTA

AMV254

642

GGAATTCGATACTTTACCATCCG
AATTATTAT

CGGGATCCCTAAAAATGATGTTTGA
TTATTATCCC

AMV255

453

GGAATTCAAAGCTATATGTGTTA
TGACCGG

CGGGATCCCATCTTTTGCAATACCA
ATAATACCA

517
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AMV256

1824

GGAATTCAATATAAAATTATTAA
AAAATGGAATGC

CGGGATCCCATTGAAGGTTATGTAT
TTATTTAATAAT

AMV257

372

GGAATTCGAAAATATAATAGATT
CTTTTATAGATA

CGGGATCCCCTTTTTATTAATTATAT
CGAATATTTCG

AMV258

2400

GGAATTCGATATATAGAATGCGA
AAGTATAGA

CGGGATCCCATAATCTTTATCTGTG
TGATCGCC

2357

AMV259

423

GGAATTCGAAGTAGTTGACGAAT
TATTAATAAA

CGGGATCCCTAATGATTGATATATA
ATATCATTTTCTA

AMV260

1509

GGAATTCTTAATAGATATTAATG
ATATTTTTAATAAT

CGGGATCCCTTTATTATTTATGAAA
TATTGATCATTAT

AMV261

440

GGAATTCAAACCAAACATATCAT
TATGTTGTG

CGGGATCCCTTTTATTAAATAAAAT
ATATTATCATCATT

414

AMV262

612

GGAATTCACCATTATTAAACAAA
TATATATTTCTG

CGGGATCCCTATACATTCTTCGATA
CAAATTAATTG

AMV263

861

GGAATTCAATATTCCGATAGAAA
TATTGGAAA

CGGGATCCCATAAAAAAATATATAA
AAATTTTTATTATATT

AMV264

820

™

GGAATTCTATTCGATAGATAGTA
TTAATATTGAT

CGGGATCCCATATAATTTAATATTA
TTATTATTATTATTAT

708

AMV265

780

™

GGAATTCGATTCAATTGATAAAA
TTAATATTGATA

CGGGATCCCATATAATGTATTATTA
TTGTTATTATTATT

762

AMV266

549

GGAATTCGCGAATGATAATAATT
TATTTTTAAATA

CGGGATCCCTTTATTCAAAAATCGT
TTACGTTCTA

AMV267

147

GGAATTCAATTATAGTATAAATA
TTATTACTTTTTTA

CGGGATCCCTCTATGTAAACAAAAA
CCAAAAACTG

AMV268

117

GGAATTCGAGTTACCATTAGAAA
TATTAGAAAT

CGGGATCCCTTTATTTGCCCTAATAT
ATATAAGTTT

* Primerlere eklenen kesim bolgeleri koyu renkli yazilmistir. BamHI: GGATCC; EcoRI: GAATTC; Xhol: CTCGAG

1%
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3.3. Genlerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

AMEYV ORF’lerini PCR ile ¢ogaltmak i¢in 6nce viral DNA izolasyonu yapildi. Bunun
icin Boliim 3.1.’de anlatildig1 gibi Ld652 hiicreleri yaban tip AMEV ile enfekte edildi.
Boylece, L.d652 hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilan AMEV’den genomik DNA izole edildi. DNA
izolasyonu Boliim 2.4. de bahsedildigi gibi yapildi. Tablo 3’de belirtilen primerlerin temin
edilmesinden sonra, bu primerler ve AMEV genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak, her
bir AMEV ORF’si PCR islemiyle ¢cogaltildi (Sekil 6).

PCR Karigimi PCR Kosullari
10 ng AMEV DNA’s1 98 °C’de 30’

1,5 pl Fw (10 mM)

1,5 ul Rv (10 mM) 98 °C’de 10’
1 ul ANTP (10 mM) 55-65 °C’de 30’ 35 dongii
3 ul MgClz (25 mM) 72°C’de 1’

10 pl Tampon (2x)
0,5 ul Taqg DNA polimeraz 72 °C’de 10’

36 ul ddH20 8 °C’de
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AMVITRI0
AMVITRII
AMV006
AMV150
AMVIS]
AMV159
AMV 160:
AMV160b
Marker
AMV162
AMV164
AMVIG
AMV240
AMV230

AMVO34
AMV099
AMV100
AMV254
AMV140
AMVI4]

Marker
AMV]3:

Sekil 6. AMEV’e ait 230 ORF’nin polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilan zincirlerinin
agaroz jel gorintileri. Genlerin isimleri ve markir, resimlerin {stiinde
gosterilmektedir. Isaretsiz sekillerde kullanilan markirlar 100 bp’lik ve 1 kb’lik
markirlardir (Fermentas). 100 bp’lik markir i¢in en alttan siras1 ile bantlarin
biyiikliikleri 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500, 2000,
3000bp’ dir. 1 kb’lik markir i¢in ise en alttan sirasiyla En alttan sirasi ile bantlarin
biyiikliikleri 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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Sekil 6’nin devami

AMV040
AMV067

Marker
AMV034
AMV116
AMV028
AMV079
AMV03:
AMV070
AMV083
AMV034
AMVI21
AMV062
AMVIIT
AMVI20
AMVI23
AMV064
AMV157
AMV068
AMV00:
AMV024
AMVO014
AMV210
AMVOTI

P Marker
AMVI22

AMV174
AMV063

AMV005
AMV22]

AMV039
AMV134
AMV39

AMV08S
AMVO!
AMV063
AMV260
Marker
Marker
AMV005
AMV024
AMVO014
AMV210
AMV260
AMV081

3.4. Genlerin Transfer Vektoriine Klonlanmalari

Olusan PCR iriinleri %1°lik agaroz jelde elektroforez edildi. Elektroforez
sonucunda, AMV ORF’lerine ait DNA parcalar jelde goriintiilendi. Jel {izerinde sadece
isaretli bant jelden kesildi (Sekil ). Kesilen parga, uygun ticari kit kullanilarak temizlendi
ve temizlenen DNA’nin Clonjet PCR Cloning Kit (Thermo Scientific) vektoriine
ligasyonu yapildi. Ligasyon {irlinii, soguk CaClz yontemiyle E. coli JIM101 alt tiiriine

aktarild1 ve transform hiicreleri igeren petriler gece boyu 37 °C’de inkiibasyondan sonra,
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bireysel kolonilerden plazmid DNA izolasyonu yapildi ve istenen AMEV ORF’sine ait
PCR iirlinliniin vektérde oldugunu onaylamak igin, restriksiyon enzimleriyle kesim
yapilarak dogrulama calismas1 yapildi. Bazi genler ise PCR yapilarak dogrulama yapildi
(Sekil 7-8).
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Sekil 7. Genlerin ara vektore klonlanmasi. Restriksiyon enzimi (Bgl 1) ile kesim
yapilarak dogrulama yapildi. Genlerin isimleri ve markir, resimlerin iistiinde
gosterilmektedir. Isaretsiz sekillerde kullanilan markirlar 100 bp’lik ve 1
kb’lik markirlardir (Fermentas). 100 bp’lik markir i¢in en alttan siras ile
bantlarin biiytikliikleri 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000,
1200, 1500, 2000, 3000bp’ dir. 1 kb’lik markir i¢in ise en alttan sirasiyla 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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Sekil 7°’nin devami
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Sekil 8. Genlerin ara vektore klonlanmasi. Koloni PCR yapilarak dogrulama yapildi.
Genlerin isimleri ve markir, resimlerin iistinde gosterilmektedir. Isaretsiz
sekillerde kullanilan markirlar 100 bp’lik ve 1 kb’lik markirlardir (Fermentas).
100 bp’lik markir i¢in en alttan sirasi ile bantlarin biiyiikliikleri 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500, 2000, 3000bp’ dir. 1 kb’lik markir
icin ise en alttan sirasiyla En alttan sirasi ile bantlarin biiytikliikleri 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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Sekil 8’in devami
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3.5. Genlerin Av Vektorlerine Klonlanmalari

pJET1.2 ara vektoriinde bulunan 230 gen uygun kesim bdolgeleri kullanilarak pGAD-

T7 vektoriine klonlandi (Sekil 9-10).
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Sekil 9. Genlerin av vektdre klonlanmasi. Restriksiyon enzimleri (ECORI ve BamHI) ile
kesim yapilarak dogrulama yapildi. Genlerin isimleri ve markir, resimlerin
iistiinde gosterilmektedir. Isaretsiz sekillerde kullanilan markirlar 100 bp’lik ve
1 kb’lik markirlardir (Fermentas). 100 bp’lik markir i¢in en alttan sirasi ile
bantlarin biyiikliikleri 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200,
1500, 2000, 3000bp’ dir. 1 kb’lik markir i¢in ise en alttan sirasiyla En alttan
sirast ile bantlarin biyiiklikleri 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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Sekil 10. Genlerin av vektore klonlanmasi. Koloni PCR yapilarak dogrulama yapildi.
Genlerin isimleri ve markir, resimlerin {istiinde gosterilmektedir. isaretsiz sekillerde
kullanilan markirlar 100 bp’lik ve 1 kb’lik markirlardir (Fermentas). 100 bp’lik
markir i¢in en alttan sirasi ile bantlarin biiytikliikleri 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000, 1200, 1500, 2000, 3000bp’ dir. 1 kb’lik markir i¢in ise en alttan
sirasiyla 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



56

Sekil 10’un devami
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3.6. Yem Vektorlerine Klonlanan Protein Kinaz Genlerinin Maya Hiicrelerinde
ifade Edilmeleri

pGBK-T7 vektorii yem genlerin klonlandig vektordiir. ADH1 promotoru altinda ifade
edilen genler, DNA baglanma bdlgesi ve c-Myc kuyrugu ile flizyon olacak sekilde ifade
edilirler. AMEV e ait 2 protein kinaz geni O6ncelikle yem vektore ayr1 ayr1 klonlandi. AH109
maya susuna transformasyonlar1 saglandi. Her bir geni iceren maya hiicresinden protein
ornekleri hazirlandi. c-Myc Antikoru ile western blot hibridizasyon analizi yapildi. 2 genin

de maya hiicrelerinde ifade edildikleri tespit edildi (Sekil 11).

M 1 2
72kDa
55kDa — 50kDa
43kDa

——— > 39kDa
34kDa
26kDa

Sekil 11. Protein kinaz genlerinin maya hiicrelerinde ifade edilmeleri
sonucu western blot hibridizasyonu ile dogrulanmasi. M: Pre-
stained protein marker, 1: AMV197, 2: AMV153

Genlerin maya hiicrelerinde ifade edildiklerinin dogrulanmasindan sonra maya-iki-

hibrit sistemi ile proteinler arasindaki etkilesimler arastirilmaya ¢alisildi.

3.7. Maya-iki-Hibrit Sistemi ile Etkilesimlerin Belirlenmesi

Protein kinazlar ifade ettigi tespit edilen maya hiicrelerinden kompetent hiicreler
hazirland1. Her bir protein kinaz proteini igeren kompetent maya hiicresine, hazirlanan 230

av vektor transform edildi. Pozitif etkilesimler iki marker gen a¢isindan (adenin ve histidin)
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belirlendi. Transformasyonda kullanilan adenin, histidin, 16sin, triptofan icermeyen segici

besiyerinde biiyiiyen koloniler pozitif etkilesimleri gostermektedir (Sekil 12).

Sekil 12. Etkilesim olusturan maya kolonileri. Pozitif etkilesim gosteren maya hiicrelerinin
adenin, histidin, 16sin ve triptofan aminoasitlerini icermeyen segici besiyeri
tizerinde olusturdugu koloniler, her bir etkilesim i¢in ayr1 ayri tespit edildi. A:
AMV153’iin etkilesim gosterdigi AMV153, AMV120, AMV230, AMVO035 ve
AMVO083 maya kolonileri, B: AMV197°nin etkilesim gosterdigi AMVO026,
AMV040, AMV063, AMV069, AMV120 ve AMV165 maya kolonileri. C:
AMV197°nin etkilesim gosterdigi AMV62, AMV230, AMV165, AMV35 ve
AMV83 maya kolonileri

Pozitif etkilesim belirlenen transformasyonlar, ikiser kere daha tekrarlandi. Elde edilen

biitlin etkilesimler Sekil 13°de gosterildigi gibi 6zetlenmistir.

3.8. Pull-Down Analizi ile Dogrulama

Tespit edilen bu etkilesimlerden i¢in pull-down analizi ¢calismalar1 yapildi. pGEX-2T
vektoriine klonlanan genler GST kuyruk ile ifade edilirken pET28a vektoriine klonlanan



protein kinazlar primere ilave edilen HA kuyruk ile birlikte ifade edildi. Proteinlerin

ifadesinden sonra bakteri hiicrelerinde ¢okca iiretilen proteinlerin ¢oziilebilir kisimlar

birbirine karistirildi ve GST kuyruk kullanilarak protein saflagtirma islemi yapildi. GST

kuyruk ile saflagtirilan protein SDS-PAGE’de ayrildi ve HA kuyruga 6zgli antikorlar

kullanilarak Western blot hibridizasyon analizi yapildi. Sonucta GST kuyruk ile saflastirilan

proteinler ile birlikte HA-kuyruk ile ifade edilen proteinlerin de saflastirildigi tespit edildi

(Sekil 13).
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Sekil 13. Genlerin pull down analizi. A: AMV035, AMV083, AMV230 ve
AMV165’in AMV 153 ile pull down analizi sonucu western blot analizi. B:
AMV153’iin AMV153 ile pull down analizi sonucu western blot analizi. C:
AMVO035, AMV083, AMV026 ve AMV040’in AMV197 ile pull down
analizi sonucu western blot analizi. D: AMV063 ve AMV069’un AMV197
ile pull down analizi sonucu western blot analizi. E: AMV062’nin AMV197
ile pull down analizi sonucu western blot analizi. F: AMV120, AMV162,
AMV165 ve AMV230’un AMV197 ile pull down analizi sonucu western

blot analizi
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Sekil 14. Maya-iki-hibrit sistemi ile AMEV protein kinaz proteinlerinin birbirileriyle ve viriisiin diger proteinleriyle belirlenen protein
etkilesimleri.

19



4. TARTISMA

Poksviriislere ait bir ¢ok enzime, 6rnegin DNA-bagimli RNA polimeraza (Baroudy ve
Moss, 1980; Shchelkunov vd., 1993), poli (A) polimeraza (Moss vd., 1975), mRNA
guaniltransferaza ve mRNA metil transferaza (Martin vd., 1975; Barbosa ve Moss, 1978) dair
cok cesitli bilgiler olmasina ragmen, protein kinazlara ait bilgiler sinirlidir. Poksviriis protein
kinazlartyla ilgili ilk caligmalar, vaksinya viriis BIR (Rempel ve Traktman, 1992; Lin vd.,1992)
ve F10L (Lin ve Broyles, 1994) protein kinazlarina aittir. Bu ¢alismalari, diger poksviriis
protein kinazlartyla (Fowlpox viriis (FWPV-pk, Poxviridae; Afonso vd., 2000), Myxoma viriis
(MY XV-pk, Poxviridae; Cameron vd., 1999), Molluscum contagiosum viriis alt tip I (MOCV 1-
pk, Poxviridae; Senkevich vd., 1996), Variola major viriis (VARV-pk, Poxviridae; Massung
vd., 1993)) ilgili ¢alismalar takip etmistir. Diger yandan, yapilan bir ¢alismada, Amsacta moorei
entomopoxvirus (AMEV)’tin AMV197 kodlu a¢ik okuma zincirine ait genin, protein kinaz
motifleri tespit edilmistir (Muratoglu, 2010). Ayrica, transkripsiyon zamani ve transkripsiyon
sinifi ile genin 5°/3” uclarindaki proteine donlismeyen bolgelerinin sirasi belirlenmistir. Gen
bakimindan kusurlu viriis tiretilmis (AmApk/gfp) ve bu genin yaban tip viriisiin replikasyonu
iizerindeki etkisi arastirilmistir (Muratoglu, 2010).

AMEV genomunda, biyoinformatik analizlere gore protein kodladigi bilinen 254
ORF’den, AMV153 ve AMV197 kodlu agik okuma siralarinin, serin/treonin protein kinaz
fonksiyonuna sahip proteinleri kodlayan genlere benzer olduklart bilinmektedir (Bawden vd.,
2000). Daha once yapilan ¢alismalarda, EPV protein kinazlarinin etkilesim mekanizmalariyla
ilgili herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.

Diger viriislere ait protein kinazlarda oldugu gibi, bocek viriislerine ait protein kinazlar
da bir¢ok caligmaya (Choristoneura fumiferana granulovirus (ChfuGV) (Giannopoulos vd.,
2005), Lymantria dispar nucleopolyhedrovirus (LdNPV) (Bischoff ve Slavicek, 1994) ve
Autographa californica nucleopolyhedrovirus (AcNPV) (Reilly ve Gaurino, 1994)) konu
olmustur. Bu ¢alismalarda, genlerin dizi analizi yapilmis, transkripsiyon zamani belirlenmis ve
fosforilledigi substrat yelpazesi tespit edilmistir. Ancak, bu genlerin gorevleriyle ilgili
caligmalar bulunmamaktadir.

Bu calismada oncelikle AMEV genomunda bulunan protein kinazlarin birbirleriyle ve
viriisiin diger proteinleriyle olan iligkilerini tespit etmek amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda

bu protein iliskilerini tespit etmek i¢cin maya iki hibrit (Y2H) sistemi kullanilmistir. Biiytik
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olgekli Y2H analizleri, Homo sapiens, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans,
Saccharomyces cerevisiae, Plasmodium falciparum ve Helicobacter pylori gibi birgcok
organizmanin etkilesim halindeki proteinlerini tanimlamak i¢in uygulanmaktadir (Rain vd.,
2001; Li vd., 2004; LaCount vd., 2005; Ito vd., 2001; Giot vd., 2003). Bocek patojeni ve ticari
biyolojik miicadele preparatlari mevcut viriis ailesi olarak bilinen bakuloviriislerden
Helicoverpa armigera nucleopolyhedroviriis (HearNPV) igin yapilan Y2H c¢alismasinda,
potansiyel ODV (Koruyucu proteine gémiilii viriis) proteinleri arasinda, 22 protein-protein
etkilesimi belirlenmistir (Peng vd., 2010). Bu ¢alismayla birlikte, 45 viral protein ve bes konak
proteini olmak tiizere toplam 68 protein-protein etkilesimi belirlenmistir. Bu arastirma, ODV
olusumu ve virlisiin agizdan alinmasi halinde bocegin enfeksiyon mekanizmalarina 151k
tutacaktir.

Maya-iki-hibrid metodu, dogal olarak ortaya ¢ikan proteaz (PR) monomerleri bakimindan
farkli bazit HIV (Human Immunodeficiency Virus) mutantlarinin ¢alisilmasinda kullanilmistir.
Bu mutasyon bir AIDS hastasindan elde edilmistir ve dimer olusturan PR monomerlerin ara
yiiz degisimi mevcuttur. Memeli hiicre kiiltiiriinde dominant-negatif (D-N) etki gosteren hasarli
proteaz monomerlerinin etkilesim yetenegi, Y2H deneyi sayesinde test edilmistir. HIV PR
dimer ara yiiz bdlgesinin yakininda ve iizerinde mutasyanlar olan monomerlerin, yaban tip
virlise ait monomerlerle etkilesip etkilesmedigi arastirilmis ve elde edilen bulgulara gére D-N
inhibitorlerinin, klinik agidan 6nemli antiviraller olabilecegi varsayilmistir (Todd vd., 2000).
Viriis-konak protein-protein etkilesimlerini belirlemek ig¢in yapilan bu tarz ¢alismalar
sayesinde, etkilesim halindeki proteinleri belirleme ¢alismalari, bilinen eslerle etkilestiginde
bilinmeyen proteinlerin goérevini tahmin etmek i¢in ¢ok degerli baslangic noktalar
olusturmaktadir.

Bu baglamda AMEV protein kinazlarla yapilan etkilesim g¢alismalarinda AMV153
proteininin AMV035, AMV083, AMV153, AMV165 ve AMV230 proteinleriyle etkilestigi
belirlenmistir. Bu proteinlerden AMV035 ve AMV083 virlisiin hiicreye girisinde gorev yapan
komplekste yer almaktadir. AMV197 proteini ise AMV026, AMV035, AMV040, AMV062,
AMV063, AMV069, AMV083, AMV120, AMV162, AMV165 ve AMV230 proteinleriyle
etkilesim gostermektedir. Burada dikkat ¢eken husus ise her iki protein kinazin da ortak olarak
virlisiin hiicreye girisinde gorev yapan komplekste yer alan iki protein ile etkilesim
gerceklestirmis olmasidir. AMEV’iin hiicreye girisinde gorevli toplamda 10 adet gen goérev
yapmaktadir (AMV035, AMV083, AMV118, AMV127, AMV138, AMV186, AMV217,
AMV232, AMV243 ve AMV249). Komplekste bulunan proteinlerden AMV217 ve
AMV035’in miristilasyonlu membran proteini oldugu bilinmektedir. AMV118, AMV249,
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AMV186, AMV243, AMV127 ve AMVO083 membran proteinleridir. AMV186’in ise zarf
proteini oldugu ve vaksinya viriis A28 ile homolog oldugu bilinmektedir. AMEV protein
kinazlarimin bu kompleksde bulunan sadece iki protein ile etkilesime girmesi, kinazlarin
oncelikle bu proteinleri aktiflestirerek kompleksi aktif hale getirip getirmedigi sorusunu akla
getirmektedir. Bu konunun aydinlatilabilmesi i¢in ise hiicreye giris kompleksinin daha detayli
calisilmas1 gerekmektedir.

AMV153 ve AMVI197 proteinlerinin etkilestiZi AMV230 proteini AMEV RNA
polimerazin alt iinitelerinden birisidir. Diger alt {initeler ise AMV054, AMV066, AMV091 ve
AMV221°dir. Bunlardan AMV221 biiyiik alt tinitedir. Protein kinazin etkilestigi AMV230 ise
diger biiyiik alt iinitedir. Protein kinazin ilk olarak ikinci biiyiik alt {initeye baglanmasi bu
kompleksi olusturmak i¢in ilk olarak bu alt iiniteyi aktiflestiriyor olabilecegi ihtimalini akla
getirmektedir. Genel itibariyle RNA polimerazlarda iki biiyiik alt {inite ve en az iki ve daha
fazla kii¢iik alt tinite bulunmaktadir. RNA polimeraz bir kompleks olusturdugu igin bu
kompleksin biraraya gelme mekanizmasi daha detayli incelenebilir. Bes alt iinitenin hangi
sirayla bu kompleksi olusturdugu ve bunun sonucunda olusan kompleksin ii¢ boyutlu yapist
ortaya cikarilabilir. Muratoglu ve arkadaslar1 tarafindan 2016’da yapilan ¢alisma sonucunda
AMV197’nin genomdan silinmesi sonucunda AMV230’un transkripsiyon seviyesinde azalma
oldugu goézlenmistir. Protein kinazlarin RNA polimeraz enziminin transaktive edilmesinde rolii
oldugu soylenebilir.

Biyoinformatik analizlere gore, AMV162 holliday junction protein, AMV165 ise
membran proteini ve AMVO063 ise kaspazdir. AMV026, AMV040, AMV062, AMV069 ve
AMV120 proteinlerinin ise gorevleri heniiz bilinmemektedir. Gorevleri heniiz belirlenmemis
olan bu proteinler i¢in de daha detayli ¢alisma yapilmasi gerekmektedir. Bu sayede bu
ORF’lerin gorevleri tespit edilebilir.

AMVO063’iin kaspaz oldugu bilinmektedir. Kaspaz enzimleri biiyiik bir proteaz ailesidir.
Kaspazlar apoptoz esnasinda onemli rol oynayan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Aktif
merkezlerinde sistein aminoasidi tasirlar ve hedefledikleri proteinleri aspartik asit birimlerinden
kestikleri i¢in kaspaz ismini almislardir. A¢ilimi; "Cysteine Aspartate Specific ProteASEs-
CASPASE" seklindedir. Oncelikli olarak inaktif proteinler olarak sentezlenen bu enzimler
cesitli yollarla aktive edilirler. Daha sonra hiicresel hedeflerdeki tetrapeptit motifleri tanir ve
mevcut substrati bir karboksil tarafindan ayirir. Hiicre 6liimii sirasinda meydana gelen pek ¢ok
hiicresel ve sekilsel degisimler, bu enzimlerin rol oynadig bir takim siiregler neticesinde gelisir.
Kaspazlar hiicre igerisinde inaktif zimojenler olarak sentezlenirler ve prokaspaz adini alirlar.

Bu inaktif prokaspaz enzimleri apoptoz sinyalinin alinmastyla birlikte aktiflesirler ve aktiflesen



65

bu kaspazlar diger inaktif kaspazlar1 aspartik birimlerinden keserek aktiflestirirler. Kaspazlar
apoptotik yolda “baslaticilar” ve “bitiriciler” olmak {lizere iki grupta toplanirlar. Apoptotik 6liim
islem sirasina gore kaspazlardan ilk gorev alanlar baslatict ya da 6ncii kaspazlardir ve bunlarin
uzun Onclil bolgeleri bulunur. Apoptotik yolun daha sonraki asamalarinda gorev alan
kaspazlarin diger iiyeleri ise efektor kaspazlar olarak adlandirilir. Efektor kaspazlar baslatict
kaspazlar tarafindan aktiflestirilirler. Her bir kaspaz enziminin optimum kesme bdlgesi vardir
ve bu bolge aspartik kesim noktasinin N-terminalinde bulunan doért aminoasitlik bir motiftir.
Bu motifin gorevi, kaspazin hedef proteininin se¢imini belirlemektir. Ayrica bu motif ilgili
kaspazin peptid inhibitorlerle inaktive olmasina aracilik etmektir. Kaspaz-2, -8, -9 ve 10
baglatic1 kaspazlardandir, kaspaz-3, 6 ve 7 ise efektor kaspazlardir (Turner; 1999). Baslatici
kaspazlarin li¢ dnemli 6zelligi vardir; farkli sekillerde gelen uyarilari, genel bitirici faza tasirlar,
yeterli miktarda bitirici kaspazin aktiflesmesini saglayarak apoptotik sinyalin g¢ogalmasini
saglarlar ve dliimiin en son basamaginda bir kontrol noktasi olarak bulunurlar. Oncelikle
AMV063’iin muhtemel kaspaz-2 olmasi onu baglatici kaspazlar sinifina sokmaktadir (Bawden
vd., 2000). Kaspazlarin bu énemlerinden dolay1, kaspaz proteinini iireten bu ORF’nin daha
detayli ¢alisilmas1 gerekmektedir. Bilindigi iizere ilk olarak kaspazlar Bakiiloviriisler’de
calisilmigtir (Peri vd., 2011). Daha sonra Means ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptiklar bir
calismaya gore Amsacta moorei entomopoxvirus’de de Bakiiloviriis’de bulunan kaspaz
inhibitdriiniin (p35) homologu olan AMV063 kodlu ORF bulunmustur. Bu yaptiklari ¢aligmada
Bakiiloviriis disinda herhangi bir virlis familyasi genomunda ilk defa p35 homologu
bulunmustur.

Bilindigi lizere protein kinazlar viral olaylarda ¢ok 6nemli gorev almaktadir. Bu olaylarda
biri de apoptozistir. Protein kinazin (AMV197) kaspaz proteini ile etkilesim olusturmasi da
bunu kanitlar niteliktedir. Burada ilgi ¢eken durum ise AMEV protein kinazlarinin (AMV153
ve AMV197) AMEV apoptozis inhibitér (iap) (AMVO021) proteini ile hicbir etkilesim
gostermemesidir. Yapilan etkilesim deneyleri iicer tekrarli sekilde tamamlanmistir. Her ii¢
tekrarda da higbir etkilesim gézlenmemistir. Kaspazlarin ilk olarak inaktif olarak sentezlenmesi
ve apoptozise katildiklar1 zaman aktiflestigi bilinmektedir. Protein kinazlarin proteinlerin
aktivasyonunu sagladigi bilinmektedir.

AMEV’de AMV197 protein kinaz geninin silinmesiyle AMV063 kaspaz geninin
transkripsiyon seviyesinin azalmis olmasi (Muratoglu vd., 2016), protein kinazin kaspazlari
transaktive ettigini gdstermektedir. Bu ¢aligma sonucunda AMV197 protein kinazin kaspaz

(AMVO063) ile olan etkilesimi de bu sonucu dogrulamaktadir.
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Poksviriisler, ekspresyon, replikasyon ve DNA paketleme gibi olaylarda bir¢ok enzim
sentezlemektedirler. Poksviriislerin prototipi olan vaksinya viriislerde de holliday junction
resolvaz enzimi Garcia ve Moss tarafindan 2001 yilinda calisilmistir. Holliday junction
resolvaz enzimi ise homolog rekombinasyonda dnemli bir role sahiptir (Mehta ve Haber, 2014).
Homolog rekombinasyon sirasinda olusan holliday junction yapisint kesmeye yarayan yapiya
duyarli endoniikleazlar tarafindan Katalizlenen holliday junction resolvase, bakterilerde,
bakteriyofajlarda, Obakterilerde, viriislerde ve Okaryotlarda bulunmaktadir. Bilindigi {lizere
homolog rekombinasyon DNA tamir mekanizmasinin 6énemli bir agamasini olugturmaktadir.
Vaksinya viriisde ise A22R nolu ORF AMV162’nin homologudur. Yapilan aminoasit
benzerliklerinde bakteriyal enzim RuvC ile benzerlik gostermektedir. Bu enzim de
bakterilerdeki holliday junction resolvaz enzimidir. Vaksinya viriis ile yapilan ¢alismalarda
A22R’nin replikasyonda ve viral DNA’nin islenmesinde gorevi oldugu bulunmustur (Garcia ve
Moss, 2001).

AMEYV genomunda bulunan iki protein kinazin (AMV153 ve AMV197) ise birbirleriyle
ve AMV197 protein kinazin kendisiyle herhangi bir etkilesimi goriilmemistir. AMV153’iin

kendisiyle etkilesime girmesi, bu proteinin dimer olusturarak gérev yapabildigini gosterir.



5. SONUCLAR

Bu tez calismasi sonucunda Amsacta moorei entomopoxvirus’e ait protein kinaz
proteinlerinin birbirleriyle ve viriisiin diger proteinleriyle aralarinda gergeklesen protein-

protein etkilesimleri tespit edildi.

1) AMEV proteinlerinden 69 tanesinin transmembran bolge icerdigi TMHMM
programiyla ve 12 tanesinin de sinyal peptit icerdigi SignalP programiyla tespit edildi. Tespit
edilen bu domeinler ¢ikartilarak genler ¢ogaltildi ve maya-iki-hibrit sisteminde test edildi.

2) Transmembran ve sinyal peptit bolgeleri genlerden ¢ikartildiginda 100 baz giftinden
daha kiiciik olan 13 gen bu ¢alismada kullanilmadi. Toplam 230 gen firiinii protein i¢in

etkilesimler arastirildi.

3) AMV153 protein kinaz proteinin kendisi ile etkilestigi belirlendi. Kendisinin disinda
AMV035, AMV083, AMV165 ve AMV230 proteinleriyle de etkilestigi belirlendi.

4) AMV197 protein kinaz proteinin AMV026, AMV035, AMV040, AMVO062,
AMVO063, AMV069, AMV083, AMV120, AMV162, AMV165 ve AMV230 proteinleriyle
etkilestigi belirlendi.

5) Iki protein kinaz proteininin birbirleriyle etkilesimi gdzlenmemistir.

6) AMV197-AMV230 ve AMV153-AMV230 etkilesimleri, ikinci bir yontem olan pull

down analizi ile teyit edilmistir.



6. ONERILER

Bu tez ¢alismasinda AMEV e ait protein kinaz proteinleri ve bu proteinlerin viriisiin diger
proteinleriyle arasindaki etkilesimler maya- iki-hibrit yontemi ile tespit edilmistir. Maya-iki-
hibrit yontemi ile tespit edilen bu etkilesimlerin birer tanesinin diger yontemler kullanilarak
kanitlanmasi gereklidir. Her ne kadar Poxviridae familyasi i¢in rol model vaksinya viriis ele
alinsa da AMEV’iin bu etkilesimlerinin belirlenmesi de bazi mekanizmalarin aydinlatilmasinda
yol gosterici olabilir. Bu tez calismasindan sonra yapilabileceklerden bazilarint soyle

Onerebiliriz:

1) Her iki protein kinaz proteininin ortak olarak etkilestigi AMV035 ve AMVO083
proteinleri AMEV’iin hiicreye giris kompleksine ait proteinlerdir. Buradan yola ¢ikilarak
AMEV’iin hiicreye giris mekanizmasinin detayli olarak calisilmas: gerekmektedir. Bu
mekanizmada protein kinazlarin nasil bir rolii oldugu belirlenebilir.

2) Yine her iki protein kinaz proteininin ortak olarak etkilesim gosterdigi proteinlerden
biri olan AMV230 AMEV RNA polimeraz alt {initesinin ikinci biiyiik altiinitesidir. Buradan
yola ¢ikarak RNA polimeraz yapisinin aydinlatilmasi gerekmektedir. Bu baglamda RNA
polimeraz alt iinitelerinin hangi sirayla biraraya gelerek bu kompleksi olusturdugu tespit
edilebilir. Bu islem igin yine maya iki hibrit sistemi kullanilabilir. RNA polimerazin in vitro da
aktif bir enzim olup olmadigini tespit etmek amacl biitiin alt iiniteleri bir arada ekspres edecek
MultiBac Ekspresyon sistemi kullanilarak ifadesi belirlenebilir.

3) AMV197 protein kinazin etkilesim gosterdigi AMV063 biyoinformatik analizlere
gore kaspazdir. Bu enzimin apoptozis olayindaki dneminden dolayr ve bu mekanizmay1
aydinlatmada faydas1 olacagindan &tiirii bu genin fonksiyonel analizi yapilabilir.

4) AMV197 protein kinazin etkilestigi muhtemel holliday junction resolvaz enzimi olan
AMV 162 proteini homolog rekombinasyonda gorev almaktadir. Bu sebepten 6tiirti bu enzimin
DNA tamir mekanizmasinda da 6nemli rol oynadig: diistiniilmektedir. Bu gen ile daha detayli
caligma yapilabilir.

5) Gorevleri belirlenmemis olan AMV040, AMV026, AMV062, AMV069 ve AMV120
proteinlerinin gdrevlerinin belirlenmesi i¢in bu proteinlerin hangi proteinlerle etkilesim
gosterdigini belirlemek gerekir. Buradan ¢ikacak sonuglar ile bu proteinlerin goérevleri

konusunda fikir sahibi olunabilir.
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