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OZET

MALACOSOMA NEUSTRIA NUKLEOPOLIHEDROVIRUS (ManeNPV-T2)’UN GENOM
ORGANIZASYONU VE AC145 PROTEINLERININ ORAL ENFEKTIVITE
PROTEINLERIYLE ETKILESIMLERI

Déniis GENCER

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ismail DEMIR
2019, 118 sayfa

Bu calismada, Malacosoma neustria niikleopolihedroviriis T2 (ManeNPV-T2) izolatinin
komple genom haritasi ¢ikarildi, genom organizasyonu belirlendi ve diger bakiiloviriis
genomlariyla karsilagtirildi. Calismalar sonunda, ManeNPV-T2 genomunun, % 38.2 G +
C’lik bir niikleotid dagilimiyla 130.202 bp biiyiikliigiinde, dairesel ¢ift sarmalli bir DNA
molekiilii oldugu belirlendi. ManeNPV-T2’nin toplam genom dizisi NCBI GenBank’a,
KY968317 erisim numaras1 ile kaydedildi. ManeNPV-T2, 38 kor genin aminoasit
sekanslarinin birlestirilmesi ile ¢izilen filogenetik agagta Grup II Alfabakiiloviriislerin
bulundugu kisimda dallanma gosterdi. Genomun, kodlama kapasitesi 50 aminoasitin tistiinde
131 OREF igerdigi ve bu ORF’lerden 104’iiniin diger Lepidopteran niikleopolihedroviriislerle
ortak oldugu tespit edildi. ManeNPV-T2’nin genomunda, bakiiloviriislere o6zgli 14,
Malacosoma NPV tiirlerine 6zgii 7 ve ManeNPV-T2'ye 6zgili 6 olmak iizere fonksiyonu belli
olmayan toplam 27 ORF belirlendi. Buna ilave olarak, ManeNPV-T2 genomunda 52 tekrarli,
11 adet homolog tekrar bolgesi (hrs) belirlendi. ManeNPV-T2 genomunda bro genlerinin
(ORF93, 94) 2 adet oldugu tespit edildi. chaB (ORF 45, 46), nikotinamid ribozid kinaz 1
(ORF 94, 95) ve acl45 (ORF 12, 50) genlerinin ¢oklu kopyalar halinde oldugu gozlendi.
ManeNPV-T2 AC145 proteininin, oral enfektiviteden sorumlu proteinlerin olusturdugu
komplekste rol alabilecegi hipotezi maya iki-hibrid sistemi kullanilarak dogrulandi. Bu
calismada, ManeNPV’nin ilk kez komple genom dizi analizi yapildi. Viriise ait gen yap1 ve
genom organizasyonu detayl ¢alisildi. Bu bilgilerden hareketle yeni ¢alismalarin planlanmasi

firsatlari da ortaya ¢ikarildu.

Anahtar Sozciikler: Komple genom, Malacosoma neustria NPV izolati, hrs, AC145
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PhD. Thesis
SUMMARY

GENOME ORGANIZATION OF MALACOSOMA NEUSTRIA
NUCLEOPOLYHEDROVIRUS (ManeNPV-T2) AND INTERACTIONS OF AC145
PROTEINS WITH ORAL INFECTIVITY PROTEINS

Déniis GENCER

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. ismail DEMIR
2019, 118 pages

In this study, complete genome map of the ManeNPV-T2 isolate was extracted, genome
organization was determined and compared with other baculovirus genomes. At the end of the
studies, ManeNPV-T2 genome was determined to be a circular double stranded DNA
molecule of 130.202 bp with a nucleotide distribution of 38.2% G + C. The total genome
sequence of ManeNPV-T2 in the NCBI GenBank can be accessed by accession number
KY968317. ManeNPV-T2 showed branching at the part of Group Il Alphabaculoviruses in
the phylogenetic tree drawn by concatenated amino acid sequences of the 38 core genes. It
was found that the genome contained 131 ORFs above 50 amino acids, and 104 of these
ORFs were common to other Lepidopteran nucleopolyedroviruses. Totally 27 ORFs, with
unknown function, determined at ManeNPV-T2 genome of which 14 specific to
baculoviruses, 7 specific to Malacosoma NPV species and 6 specific to ManeNPV-T2 itself.
Additionally, 11 homologous repeat regions (hrs) with 52 replicates were determined in the
ManeNPV-T2 genome. Two bro genes were identified in the ManeNPV-T2 genome. chaB
(ORF 45, 46), nicotinamide riboside kinase 1 (ORF 94, 95), and ac145 (ORF 12, 50) genes
were found as multiple copies in the ManeNPV-T2 genome. The hypothesis that the AC145
protein of ManeNPV-T2 could play a role in the complex of oral infectivity proteins was
confirmed using yeast two-hybrid system. In this study, the first genome sequence analysis of
ManeNPV was performed. Viral gene structure and genome organization were studied in

detail. Based on this information, opportunities for planning new studies were also revealed.

Keywords: Complete genome, Malacosoma neustria NPV isolate, hrs, AC145
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Bocek viriisleri, yalnizca konak boceklerde cogalabilen ve hastalik yapabilen
biyolojik etmenlerdir. Giinlimiize kadar birgok bocek virlisii tespit edilmistir. Diinyada
hizla yayilan bocek populasyonlariyla miicadelede kullanilacak ajanlarin elde edilmesinde,
besin maddesi olarak gerekli olan bazi proteinlerin iiretilmesinde ve bir¢ok genin
molekiiler seviyede karakterize edilmesinde, giinlimiizde kabul goren ve etkili bir sekilde
sonuglanan biyoteknolojik arastirmalarda bocek viriisleri kullanilmaktadir. Bu viriisler,
cesitli entegre zararli yonetim programlarinda etkili olarak, zararli boceklerle miicadelede
giivenli, etkili ve strdiiriilebilir imkanlar saglamaktadir. En yaygin ve etkili bocek viriisii,
diinya capinda 600'den fazla bocek tiirlinii enfekte ettigi bilinen bakiiloviriislerdir
(Rohrmann, 2013). Bakiiloviriisler, diger bocek viriislerinde oldugu gibi ¢esitli tarim ve
orman Uriinlerini veya insan sagligini tehdit eden zararli boceklerle miicadelede yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bu 6zelliginden dolay1 bakiiloviriisler tarim ve ormancilikta
zararli boceklerle miicadelede kullanilan 6nemli biyolojik miicadele materyali haline
gelmistir (Flexner ve Belnavis, 2000; Harrison ve Bonning, 2000). Buna ilave olarak,
bakiiloviriisler bocek hiicrelerinde rekombinant proteinlerin {retilmesi igin etkili
ekspresyon sistemleri ve ayrica gen terapisi i¢in imit vaat eden vektorler olarak 6nem
tasimaktadir (Possee, 1997; Summers, 2006). Bu uygulamalar bakiiloviriislerin
biyoteknolojik degerlerini arttirarak bunlar1 6nemli ¢alisma materyali haline getirmistir.
Bugiine kadar, izole edilen viriislerin klasik tanimlanmalarinin yani sira bunlardan 80
tanesinin komple genom dizi analizleri de yapilmistir (URL-1, 2018; Wang vd., 2018).
Bakiiloviriis genomlari, 80-180 kbp arasinda degisen dairesel ve ¢ift iplikli DNA'dan
olusur (Lauzon vd., 2004; Hayakawa vd., 1999). Filogenetik analizlere dayanarak,
Baculoviridae ailesi dort cins olarak siniflandirilir: Alfabakiiloviriis (Lepidopteran-spesifik
niikleopolihedroviriisler/NPV’ler), Betabakiiloviriis (Lepidopteran-spesifik
graniiloviriisler/GV’ler),  Gamabakiiloviriis  (Hymenopteran-spesifik ~ NPV'ler) ve
Deltabakiiloviriis (Dipteran-spesifik NPV'ler) (Jehle vd., 2006; Carstens ve Ball, 2008).

Bakiilovirtislerin genom analizleri, viriis siniflandirmasi, gen fonksiyonu tanimlama

ve insektisit gelistirme c¢alismalar1t ic¢in biiylikk Onem tagimaktadir. Ayni1 zamanda,



bakiiloviriislerin konakgilarina adaptasyonlari siirecinde genomik degisikliklerle ilgili
onemli bilgiler saglamaktadir. Yeni nesil dizileme (NGS) olarak bilinen biiyiik dlgekli
paralel siralama teknolojisi, biyolojik bilimlerde devrim yaratmistir. Ultra yiiksek verim,
Olgeklenebilirlik ve yiiksek hiz sayesinde NGS, arastirmacilarin ¢ok gesitli uygulamalar
yapmasina ve biyolojik sistemlerin miimkiin olan en kisa siirede incelenmesine olanak
saglar. Giinlimiizin karmasik genomik arastirmalariyla ilgili veriler, geleneksel DNA
siralama teknolojilerinin kapasitesinin 6tesinde bir bilgi derinligine ihtiya¢ duymaktadir.
Yeni nesil dizileme, bu boslugu doldurmustur ve bu sorulart ele almak igin giinliik bir
arastirma araci haline gelmistir. Kapiller elektroforez tabanli Sanger dizilisini kullanarak,
Insan Genom Projesi 10 yili askin bir siirede calisild1 ve yaklasik maliyeti 3 milyar dolar
oldu (Hood ve Rowen, 2013). Yeni nesil dizileme, tam tersine, biiylik 6lgekli tiim genom
dizileme (WGS)’yi arastirmaci igin erisilebilir ve pratik hale getirmektedir. Yeni nesil
dizileme sistemlerinden biri olan Illumina HiSeq, kanser arastirmalarindan tarima kadar
uzanan alanlarda genetik varyasyon ve fonksiyon analizi i¢in siralama ve dizi tabanl
coziimler getirmektedir.

Bakiiloviriislerin hepsinde korunmus olarak bulunan 38 kor gen vardir (Garavaglia
vd., 2012; Javed vd., 2017). Kor genler olmadan bakiiloviriisler varliklarin1 idame
ettiremezler. Bu genlerin, aminoasit (aa) dizilerinin birbiri ardina yerlestirilerek ¢izilen
filogenetik agaglar sayesinde viriisler arasindaki yakinlik dereceleri belirlenir. Bu genlerin
icinde oral enfektiviteden sorumlu oldugu diisiiniilen bazi genler de (pif 0-pif 8) vardir.
acl45 geninin de oral yolla enfeksiyondan sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir
(Rohrmann, 2013).

Son zamanlarda, bazi viriislerin protein bilesimleri proteomik ¢alismalarla
belirlenmistir (Braunagel vd., 2003; Deng vd., 2007; Perera vd., 2007; Wu vd., 2008). Bu
calismalar, gomiilii yapis1 uzaklastirilmis viriisler (ODV)’in 20-41 arasinda bir dizi protein
icerdigini ve ODV ingas1 ve yapisinin tahmini i¢in yararl bilgiler sagladigini gostermistir.
ODV toplulugunun, bir dizi protein-DNA ve protein-protein etkilesimini igeren viral DNA
paketleme, niikleokapsidin diizenlenmesi ve ODV kilifi dahil olmak iizere karmagsik ve
hassas bir sekilde organize edilmis bir islem oldugu varsayilmaktadir. Bu nedenle, viral
proteinler arasindaki etkilesimlerin tanimlanmasi, virlisiin olusumunun ve virls
enfeksiyonunun molekiiler mekanizmalarinin yorumlanmasinda ¢ok faydali olmaktadir.
Protein etkilesimlerinin belirlenmesinde birgok yontem kullanilmaktadir: Maya iki-hibrid

sistemi, memeli iki-hibrid sistemi, protein mikroarray, faj goriintileme, afinite



kromotografisi,  kiitle  spektrometresi,  pull-down analizi  (¢oktiirme),  Ko-
immunopresipitasyon (immiingokeltme), kolokalizasyon/FRET/BRET (floresan rezonans
enerji transferi), c¢apraz baglanma (Kkross-linking), analitik ultrasantrifiigasyon,
immunofloresan/konfokal mikroskobi ve elektroforetik hareket kayma deneyi (mobiliti
shift assay, EMSA). Bunlar arasinda bocek viriislerinin protein etkilesimlerinin
arastirilmasinda maya iki-hibrid sistemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Maya iki-hibrid
(Y2H) teknigi canli maya hiicrelerinde protein etkilesimlerinin yiiksek verimli bir sekilde
belirlenmesine izin verir (Fields ve Song, 1989). Doksanli yillarin bagindan beri maya iki-
hibrid sisteminin gelismesi ve kademeli olarak iyilestirilmesi, protein etkilesimlerinin
tespit edilebilme yolunda devrim yaratmistir. Maya iki-hibrid, iki protein veya ilgilenilen
polipeptitler ~etkilestiginde fonksiyonel bir transkripsiyon faktdriiniin  yeniden
olusturulmasina dayanir. Bu olay genetik olarak degistirilmis maya suslarinda gergeklesir.
Burada bir raportdr genin transkripsiyonu belirli bir fenotipe yol acar ve genellikle secici
bir ortamda biiylime veya maya kolonilerinin renginde degisimle sonuglanir. Bu sistem
giiniimiize kadar bir¢ok kez kullanilmis ve ¢esitli proteinler arasindaki etkilesim haritalar
bu sekilde olusturulmustur (Friedel ve Haas, 2011; Grigoriev 2003; Peng vd., 2010).
Yiziik kelebegi (Malacasoma neustria L., Lepidoptera: Lasiocampidae) elma, armut,
erik, mese, karaagag, sogiit, kavak gibi cesitli agaclarin ve giil gibi dikenli bitkilerin
kurumasina neden olan Tiirkiye’nin kuzey dogusunda bulunan énemli bir tarim zararlisidir.
Malacosoma neustria’nin viral patojenlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarda
zararlimin Giimiishane ve Samsun popiilasyonlarindan niikleopolihedroviriis izolasyonu
yapilmis ve bu izolatlarin biyolojik Ozellikleri belirlenmistir (Demir vd., 2013; 2014;

Gencer vd., yaymlanmamig veri).



1.2. Bakiiloviriisler

1.2.1. Baculoviridae Familyasimin Genel Ozellikleri

Bakiiloviriisler, tiim-bagkalasim geg¢iren (holometabolous) bocekler basta olmak
lizere artropodlar1 enfekte eder. Glinilimiizde bakiiloviriislerdeki muazzam ¢esitliligi
yansitan Lepidoptera, Diptera ve Hymenoptera takimina ait bocek tiirlerinde 600'den fazla
farkli bakiiloviriis hastaliklari tanimlanmistir (Slack ve Arif, 2007). Baz {iyelerinin de
Orthoptera, Coleoptera, Neuroptera, Tysanura ve Trichoptera takimlarin1 enfekte ettigi
tespit edilmistir. Fakat, gomiilii yapilardan (OB) yoksun olmasindan dolayi bunlar, gecici
olarak Nudiviriis olarak isimlendirilmistir (Wang ve Jehle, 2009). Bakiiloviriislerin ¢ogu
Lepidoptera takimindaki kelebekler ve giivelerden izole edilmistir (Cory ve Myers, 2003).

Bakiilovirtisler, kelebek ve giive larvalarini kontrol etme potansiyeline sahip olmalari
nedeniyle faydali viriislerdir. Bu larvalar genellikle tarimsal agidan 6nemli bitkilere, siis
bitkilerine ve orman agaglarina zarar vererek ciddi hasarlara neden olurlar. Biyopestisitler
olarak etkinliklerini ve giivenligini iyilestirmek igin yapilan arastirmalarla birlikte,
bakiiloviriisler mikrobiyal insektisitler, protein ekspresyon vektorleri, epitop goriintiileme
platformlar1 ve gen terapi vektorleri olarak kullanilir (Tablo 1) (Vlak ve Keus, 1990). Gen
terapi vektorleri olarak kullanilan bakiiloviriisler araciligiyla memeli hiicrelere gen
transferi yapilabilmektedir. Endiistri, tarim, saglik ve ekonomik alanlarda 6neme sahip
bir¢ok protein, bakiiloviriislerden gelistirilen ekspresyon sistemlerinde biiyiik dlgeklerde
tiretilebilmekte ve biyoteknolojideki ¢aligmalara katki saglamaktadir (Beljelarskaya, 2002).
Ayrica bakiiloviruslar, gen yapisi ve organizasyonu bakimindan Okaryotik hiicrelere
benzedigi i¢in molekiiler biyoloji ¢alismalar: i¢in model organizmalar olarak kullanilirlar

(Blissard ve Rohrmann, 1990).



Tablo 1. Bakiiloviriislerin kullanildigi ¢alisma alanlari

Kullanilan alan Kullanim sekli

Biyolojik Tarirm ve orman zararlisi ¢esitli bdceklerin

miicadele miicadelesinde

Gen Endiistri, tarim, saglik ve ekonomik alanlarda
Bakiiloviriis’ler  ekspresyonu oneme sahip bir¢ok proteinin iiretilmesinde

Gen tedavisi Kusurll.J gen islevleri.nin g.id"erilerek hastaliklarin

tedavisinde gen tedavi vektorii olarak
Molekiiler Gen yap1 ve organizasyonlart nedeniyle okaryot
biyoloji hiicrelerin ¢alisilmasinda model organizma

1.2.2. Bakiiloviriislerin Taksonomisi ve Yapisi

Bakiiloviriisler, enfekte olmus hiicrelerde protein yapisindaki okliizyon cisimcikleri
(OB'ler) olusturma kabiliyetleri ile karakterize edilen biiyiik, heliks kapsidli, ¢ift iplikli
DNA viriislerinin bir ailesidir (Baculoviridae). Bakiilovirtisler, taksonomik olarak, farkl
OB morfolojisine dayanan Niikleopolihedroviriis (NPV) ve Graniiloviriis (GV) cinslerine
ayrilmistir (Blissard vd., 2000). Genom dizisi analizlerinden elde edilen son kanitlar,
Baculoviridae ailesinin taksonomisi ve siniflandirmasinin 6nemli bir revizyonunu
gerektirmistir.  Bakiilovirtislerin - genomik  karsilagtirmalart  ile  siniflandirilmalari,
morfolojik 6zelliklerinden ¢ok konukguyla iliskilidir. Baculoviridae ailesi, 38 kor genin
aminoasit dizilerinin pespese birlestirilmesiyle olusturulan filogenisine, konak tiirlerinin
cesitliligine, karakteristik OB’lerinin i¢cinde gémiilii virionlarin paketlenme sekline gore 4

cinsi igermektedir (Tablo 2) (Herniou ve Jehle, 2007; Jehle vd., 2006).



Tablo 2. Enfekte ettigi konaga gore Baculoviridae familyasina ait cinsler

Baculoviridae

familyasina ait cins ad: Enfekte ettgi konak Virilis Adi

Alfabakiiloviriisler Lepidoptera (Pulkanatlilar, NPV
kelebekler ve giiveler)

Betabakdiiloviriisler Lepidoptera (Pulkanatlilar, GV
kelebekler ve giiveler)

Gamabakiiloviriisler Hymenoptera (Zarkanatlilar, NPV
arilar)

Deltabakiilovirtisler Diptera (Ciftkanatlhlar, NPV
sinekler)

Alfabakiiloviriisler de kendi igerisinde filogenetik analize dayanan iki gruba
ayrilmistir: Grup I NPV ve Grup II NPV (Zanotto vd., 1993). Bu iki grup, gen icerigi
bakimindan 6nemli dl¢iide farklidir. Ozellikle Grup | NPV’leri, tomurcuklanan viriis (BV)
fiizyon proteini olan viral zarf glikoproteini GP64°1 igerirken, Grup 11 NPV'ler GP64’den
yoksundur. Grup Il NPV’ler, Betabakiiloviriisler ve Gamabakiiloviriislerde oldugu gibi F
proteinine sahiptirler (Pearson ve Rohrmann, 2002).

NPV’lerin dis yapisinda polihedrin proteini bulunurken, GV’lerde ise graniilin
proteini yer almaktadir. NPV ler, ¢ok sayida virion igeren polihedron olarak adlandirilan
polihedron-sekilli OB’leri (0.15-15 pm arasinda degisen biiyiikliikte) tiretirken, GV’ler
normalde tek bir virion igeren graniiller olarak adlandirilan daha kii¢iik (yaklasik 0.3 x 0.5
um) oval sekilli OB’lere sahiptir. Bunlar gomiilii yapisi uzaklastirilmis viriis (ODV) olarak
adlandirilir ve ODV’ler yillarca hayatta kalabilir (Theilmann vd., 2005; Krell, 2008).
Bakiiloviriis virionu, ayr1 bir yapisal polariteye sahip olan ve bir zarfin i¢ginde bulunan bir
veya daha fazla gubuk sekilli niikleokapsidden (¢cap olarak 30-60 nm ve 250-300 nm
uzunlugunda) olusur. Bakiiloviriis adi (baculum: g¢ubuk) bu c¢ubuk sekilli
niikleokapsidlerden gelmektedir. Niikleokapsidler yaklasik 80-180 kbp boyutundaki tek bir
dairesel viral DNA molekiilinden olusur. NPV’ler, okliizyon virionda paketlenmis
potansiyel niikleokapsid sayismma (NC) bagl olarak tek (single=S) veya ¢oklu
(multiple=M) olarak tanimlanir. Bu farklilasma, NPV'lerin tanimlanmasinda yaygin olarak

kullanilmasina ragmen, bu morfotiplerin biyolojik 6nemi agik degildir. OB’lerde bulunan



virionlarin yani sira, bakiiloviriisler genellikle tomurcuklanan viriis (BV) olarak bilinen

ikinci tip bir virion tretirler (Sekil 1).

A Gomiilii yaps B | Gomiilii yapisi gikartlns| C | Tomurcuk viriis
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Sekil 1. Bakiiloviriislerin morfolojisi. . A: Gomiilii yap1 (OB); B: Gomiilii yapisi
cikarilmig enfektif virion (ODV); C: Tomurcuklanan virus (BV)

1.2.3. Bakiiloviriislerin Enfeksiyon Dongiisii

Dogada, NPV’ler genellikle bitki yiizeylerinde ve toprakta kararli polihedralar
seklinde bulunur. NPV enfeksiyonu bocek larvalari tarafindan polihedra alimi ile baslar.
Yutuldugunda, OB’ler larva orta bagirsaginin alkali ortaminda goémiilii yapist ¢ikarilmis
(ODV) enfektif viriisleri serbest birakarak c¢oziinmektedir. ODV virion zarfi ile orta
bagirsak epitelyal hiicrelerinin mikrovilluslart arasinda dogrudan membran fiizyonu
meydana gelir. Fiizyondan sonra virionlar soyularak gen ekspresyonunun, DNA
replikasyonunun ve yavru (progen) NC birlesmesinin meydana geldigi ¢ekirdege nakledilir
(Sekil 2) (Granados, 1978; Granados ve Lawler, 1981; Horton ve Burand, 1993). Yavru
NC’ler, enfeksiyondan 8 saat sonra, enfeksiyon siirecinde genislemis g¢ekirdekte ortaya
¢ikan, yogun bir virojenik stroma igerisinde toplanirlar. Yeni birlesen NC’ler, daha sonra
epitel hiicresinin bazal tarafindaki virojenik stromadan plazma membranina dogru gog
ederler. Grup I NPV’lerin enfeksiyonu sirasinda, viral kodlanmis esas zarf glikoproteini
(GP64) sentezlenir ve plazma membranina aktarilir (Blissard ve Rohrmann, 1990; Oomens
vd., 1995). Group II NPV’ler igcinse GP64 proteini yerine flizyon proteini (F protein)

sentezlenir (Rohrmann, 2013). Tek bir NC, epitelyal hiicrelerin bazal tarafindan hemolenfe



gecerken GP64 proteinini igeren gevsek yapiskan hiicre plazma membranindan zarfini elde
eder. Bu protein verimli tomurcuklanma i¢in gereklidir (Monsma vd., 1996; Oomens ve
Blissard, 1999). ikinci virion fenotipi, “tomurcuklanmis viriis” (BV) olarak adlandirilir ve
sistemik enfeksiyon igin gerekli oldugu bilinmektedir. Viriisiin orta bagirsaktan diger
dokulara (yag dokusu, kas, trake, hemositler, epitel hiicreleri) hareketine aracilik eder ve
enfekte hayvan igindeki hiicrelere enfeksiyonu yayar (Flipsen, 1995; Washburn vd., 2003).
Enfeksiyonun bu ikincil evresindeki diger dokularin enfeksiyonu, bocekteki enfeksiyonun
daha da yayildigi ek BV’lerin olusmasiyla sonuglanir. ODV ve OB’ler, tiim hiicre
tiplerinde iiretilir ve daha sonra hiicreler parcalandiginda bocegin sivilasmasiyla salinarak
yayilir (Sekil 2a).

BV’nin tutunmasit ve BV’nin tutunmasim saglayacak reseptorlerin bulundugu
klatrin aracili endositoz ile hiicreye girisin ardindan, muhtemelen endozomlar,
mikrotiibiiller boyunca nakledilir ve endozomun asitlestirilmesi tizerine NC (mavi) serbest
kalir. Sitoplazmada NC’nin taginmasini ve niiklear gdzenekten iceri gegisinde rol oynayan
protein kompleksi olan Arp2/3 ile viriislerde bulunan P78/83 proteininin birlikte
calismasiyla, sitoplazmada NC’nin tasinmasi ve niiklear gozenekten niikleusa gegis i¢in bir
itici gili¢ saglayan aktin polimerizasyonunun baslamasi saglanir. Cekirdekte, NC acilmasi
viral gen ekspresyonu, DNA replikasyonu ve virojenik stromada yavru NC’lerin (mavi ve
yesil) olusumu ile sonuglanir. Yavru NC’lerin bazilari, ¢ekirdekten ¢ikis (mavi) igin ve
digerleri de ODV firetimi (yesil) igin etiketlenmistir. Niikleustan ¢ikan NC’ler, sitoplazmik
vezikiillerde (transport vezikiiller) goriilir ve daha sonra bu vezikiillerin sitoplazmada
NC’leri salgiladig1 goriilmektedir. NC’lerin plazma membranina taginmast mikrotiibiilleri,
aktin polimerizasyonunu veya her ikisini de igerebilir. ESCRT metabolik yol proteinleri,
cekirdekten ¢ikis asamasinda, plazma zarindan tomurcuklanmada veya her ikisiyle de
iligkilidir. ODV’ler haline gelen NC’ler, nihayetinde OB proteini (polihedrin) tarafindan
paketlenmis olan ODV’leri olusturmak ic¢in i¢ niiklear membrandan (INM) tiiretilen
zarlarla etkilesirler (Sekil 2b) (Blissard ve Theilman, 2018). Zarflanan ODV’ler OB olarak
isimlendirilir ve hiicrenin par¢alanmasiyla beraber dogal ortama salinir. Dogal ortamda
OB’ler diger bocekleri enfekte edebilirler ve OB’ler yillarca bozulmadan dogada

kalabilirler.
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Sekil 2. Bakiiloviriis hayat dongiisii. (a) Bakiiloviriis virion fenotipleri ve konuk¢u
dokularin enfeksiyonundaki rolleri. Diyagram, enfeksiyonun birincil ve ikincil
asamalarini gostermektedir. (b) Konagin orta bagirsaginin disindaki hiicrelerde
bakiiloviriislerin girisi, replikasyonu ve salinimi. Diyagram, Alfabakiiloviriis

BV ile viral replikasyon, BV ve ODV iiretimini gostermektedir (Blissard ve
Theilman, 2018).

1.2.4. Bakiiloviriislerde Genom Organizasyonu
Bakiilovirtisler, 90-180 aras1 kodlama yapan gene sahip biiyiik (80-180 kbp), dairesel

cift iplikli DNA genomu igceren ¢ubuk seklinde zarfli virionlar ile karakterize edilir
(Rohrmann, 2013, Van Oers ve Vlak, 2007). Giiniimiize kadar 80 adet bakiiloviriisiin
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komple genom dizi analizi tamamlanmistir. Bu genomlardan 50 tanesi Lepidopteran
konakgilara ait bakiiloviriislere (Alfabakiiloviriislerin), 26 tanesi Betabakiiloviriislere, 3
tanesi Gamabakiiloviriislere ve 1 tanesi de Deltabakiiloviriise aittir (URL-1, 2018). Bu
bilgi ile genom yapis1 ve gen iceriginin genel kaliplar ortaya ¢ikmustir.

Komple genomu yapilan bakiiloviriisler karsilastirildiginda, tim gen ¢esitliliginin
895 genden fazla oldugu goriilmiistiir. Bu durum aslinda bakiiloviriislerde bulunan gen
sayis1 igerigiyle tezat gostermektedir. Bakiiloviriis ailelerinin gen sayis1 90 ile 180 gen
arasinda degismektedir. Alfabakiiloviriislerde 118-169, Betabakiiloviriislerde 116-181,
Gamabakiiloviriislerde 90-93 ve Deltabakiiloviriislerde 109 gen bulundugu belirlenmistir.
Kor genler bu genlerin yalnizca %5 ni kapsamaktadir. Bu ilging biyolojik 6zellik, biyiik
DNA genomlari ile viriislerin makroevriminde yapisal mutasyonlarin énemini vurgulayan
hipotezi desteklemektedir. Bakiiloviriis smiflarinda paylasilan genlerin isimlendirmeleri
Autographa californica niikleopolihedroviriis (ACMNPV)’iine gore isimlendirilmektedir.
Bu nedenle, AcMNPV’nin igerdigi biitiin genlerin siniflandirilmasi yapildi ve ayni
zamanda AcMNPV’de bulunmayan fakat diger viriislerde iyi karakterize edilmis genler de

tabloya dahil edildi (Tablo 3) (Rohrmann, 2013).
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Tablo 3. Bakiiloviriislerde bulunan genlerin siniflandiriimast (Rohrmann, 2013).

Gen fonksiyonu

Genlerin isimleri (AcMNPV’de bulundugu ORF numarasi)

Replikasyon

Transkripsiyon

Yapisal
proteinler

Yardimci genler

Oral
enfektiviteden
sorumlu
faktorler
Apoptoz
inhibitor
proteinleri
Gorevi
bilinmeyenler

Diger genler

lef-2(ac6), lef-1(acl4), dnapol(ac65), helikaz(ac95), ssdbp(ac25), lef-3(ac67),
me53 (ac139), ie-1(acl47), pcna(ac49), lef-7(acl25), ie-2(ac151), pe38(acl53),

“helikaz-2(1d50), “dna-ligaz(ld22), “dutpaz (op31), RNaz reduktaz-1 (op32),
"RNase reduktaz-2 (op34)

p47(ac40), lef-8(ac50), lef-9(ac62), vif-1(ac77), lef-4(ac90), lef-5 (ac99), lef-
11(ac37), pp31/39k(ac36) , lef-6 (ac28), lef-12 (ac4l), lef-10 (ac53a), ie-0(acl47-
0)

vpl054(ac54), gp41(ac80), vp91/p95 (ac83), vp39(ac89), p6.9 (acl00), odv-e27
(ac144), p33(ac92), 38k (ac98), p12(ac1021q7), p48/p45(acl03), polh (ac8), odv-
e66(ac46), fp25k(ac6l), odv-e25(ac94), odv-e18(acl43), dezmoplakin(ac66),
pkl(acl0), gp37(ac64), p87(acl04), gpb4 (acl28), p24 (acl29), kalyx (acl3l),
p10(acl137), 1629-kapsid (ac9), pk2(ac123), ChaB (ac58/59), odv-e26(acl6)

“vef-1(Agse75), *vef-2(Agse76), *vef-3(Agse128)

alk-exo (ac133), ubikuitin(ac35), fgf (ac32), ctl-1(ac3) ptp-1(acl), egt(acl5), arif-
1(ac20/21), sod(ac31), kitinaz(ac126), katepsin(ac127), 94k(ac66),

“ptp-2(Anpe7), *ctl-2(anpe28)

p74 (acl38), pif-1(ac119), pif-2(ac22), pif-3 (acll5), pif-4 (ac96), odv-
e56(ac148), pif-6 (ac68), pif-7 (ac110), pif-8 (ac83)

iap-1(ac27), iap-2(ac71), p35(ac135)
“iap-3(op35), “iap-4(op106),

ac4,ach, ac7,acll, acl2, acl3, acl7, acl8, acl9, ac26, ac29, ac30, ac33, ac34,
ac38, ac39, ac43, acd4, ac4s, ac52, ach53, ach5, ach7, ac58, ac63, ac68, ac70,
ac72, ac73, ac75, ac74, ac76, ac78, ac81, ac84, ac85, ac87, ac91, ac96, ac97,
acl06, ac107, ac108, acl09, acl110, acl11, acl12, ac113, acl14, acl15, acl16,
acl17, acl18, ac120, acl121, ac122, ac124, ac132, ac140, ac145, ac146, ac149,
acl50, acl52, acl54, telokin(ac82), p18(ac93), pkip-1(ac24), gta(acd2),
ets(ac47), etm(ac48), bjdp(ac5l), MTase(ac69), cg30(ac88), bro (ac2),
he65(ac105), pnk/pnl(ac33), gpl6(acl30), p26(acl36)

enhansin, Okaryotik translasyon baglatma faktorii-5, hoar, nikotinamid ribosid
kinaz-1, parg, parp, fotoliyaz, serpin, timidilat kinaz, tripsin-benzeri, v-trex

"AcMNPV’de bulunmayip diger bakiiloviriislerde bulunan genler

Bakiiloviriis kor genleri olarak adlandirilan 38 gen homologu, Alfa, Beta, Gama ve

Deltabakiiloviriislerde bulunmaktadir (Tablo 4) (Garavaglia vd., 2012; Harrison ve

Hoover, 2012; Javed vd., 2017). Omurgasizlar1 enfekte eden bazi ¢ift iplikli DNA viriisleri

(Nudiviridae, Hytrosaviridae, Nimaviridae ve Bracovirus cinsi Polydnaviridae'nin), 38

bakiiloviriis ¢ekirdek geninin benzer gen kiimelerini paylasir. Bu da ya bakiiloviriislerle
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ortak bir atay1 ya da belirli fonksiyonel gen gruplarinin degisimini diisiindiiriir (Williams
vd., 2017; Drezen vd., 2017; Theze vd., 2015). Bu korunmus genler, DNA replikasyonu,

gec gen transkripsiyonu ve virion yapisi dahil olmak tizere ¢esitli islevlerde yer alir. Bazi

durumlarda, daha biiyilk genom boyutlar1 tekrarlanan gen ailelerinin varligindan

kaynaklanabilir (Hayakawa vd., 1999).

Tablo 4. Bakiiloviriis kor genleri ve fonksiyonlar1 (Harrison ve Hoover, 2012).

ACMNPV  Gen isimleri Kategori Fonksiyon/aktivite
ORF No.
lef-2; ge¢ Transkripsiyon/Replikasyon DNA primaz yardimei faktor
ac6 ekspresyon
faktor-2
lef-1; ge¢ Transkripsiyon/Replikasyon DNA primaz
acl4 ekspresyon
faktor -1
pif-2; oral Virion yapisi/Paketleme ODV zarf proteini; oral
ac22 enfektivite enfektivite i¢in gerekli
faktor-2
ac40 p47 Transkripsiyon/Replikasyon RNA polimeraz alt iinitesi
lef-8; ge¢ Transkripsiyon/Replikasyon RNA polimeraz alt tinitesi
ac50 ekspresyon
faktor -8
S Virion yapisi/Paketleme Niikleokapsid olusumu/
acs3 ubikuitin Ubox/RING-like domaini
Virion yapisi/Paketleme Kapsid proteini;
acs4 vp1054 niikleokapsid paketlenmesi
lef-9; ge¢ Transkripsiyon/Replikasyon RNA polimeraz alt iinitesi
ac62 ekspresyon
faktor -9
ac65 dnapol; DNA  Transkripsiyon/Replikasyon DNA polimeraz
polimeraz
ac66 dezmoplakin  Virion yapisi Niikleokapsid proteini
Oral enfeksiyon Virion yapisi/Paketleme Niikleokapsid proteini;
ace68 icin gerekli (pif polihedron morfogenezi
6)
Transkripsiyon/Replikasyon Cok gec genlerin
VIf-1: cok gec Virion yapisi/Paketleme hiperekspresyo.nu ; virion
ac77 N yapisal proteini; viral
faktor-1
genomlarin
islenmesi/paketlenmesi
ac78 - Yardimcy/Bilinmeyen Transmembran domaini
ac8o gp4l Virion yapisi/Paketleme Zar proteini
ac8l - Yardimci/Bilinmeyen Bilinmiyor
ac83 vp9l Virion yapisi/Paketleme Kapsid proteini
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vp39; major Virion yapisi/Paketleme Kapsidin ana bileseni
acs9 . .
kapsid proteini
lef-4; ge¢ Transkripsiyon/Replikasyon RNA polimeraz alt iinitesi
ac90 ekspresyon
faktor -4
Yardimci/Bilinmeyen FAD-baglantili siilfhidril
ac92 p33 oksidaz
ac93 p18 Virion yapisi Niikleokapsid ¢ikist
ac94 ODV-e25 Vririon yapist ODV zarf proteini
dnahel; p143;  Transkripsiyon/Replikasyon DNA helikaz
ac9s :
DNA helikaz
pif-4; oral Virion yapisi/Paketleme ODV zarf proteini; oral
ac96 enfektivite enfektivite i¢in gerekli
faktor -4
ac9s8 38k Virion yapisi/Paketleme Niikleokapsid paketlenmesi
lef-5; ge¢ Transkripsiyon/Replikasyon Geg gen transkripsiyonu
ac99 ekspresyon
faktor -5
Virion yapisi/Paketleme DNA yogunlagmasi;
ac100 p6.9 niikleokapsid paketlenmesi
ac101 040 Virion yapisi/Paketleme Kapsid 111§k.111 pr({tem '
kompleksinin alt tinitesi
ac103 045/p48 Virion yapisi/Paketleme BV iiretimi ve QDV zarfl
yapsinda gerekli
aclo9 odv-ec43 Virion yapisi/Paketleme Virion yapisal proteini
ac110 Dif-7 Virion yapisi/Paketleme obVv ;a_rf prqtelnl; Orifll
enfektivite i¢in gerekli
pif-3; oral Virion yapisi/Paketleme ODV zarf proteini; oral
aclls enfektivite enfektivite i¢in gerekli
faktor -3
pif-1; oral Virion yapisi/Paketleme ODV zarf proteini; oral
acll9 enfektivite enfektivite i¢in gerekli
faktor -1
alk-exo; an; Transkripsiyon/Replikasyon ~ DNA rekombinasyonu
acl33 U
alkalin niikleaz
ac13s 074 Virion yapisi/Paketleme oDV ;arf p'ro‘telnl; ore}l
enfeksiyon i¢in gerekli
acla2 49k Virion yapisi/Paketleme Virion paketlenmesi
acl43 odv-e18 Virion yapisi/Paketleme ODV zarf pr_oteml; virion
paketlenmesi
acl44 odv-ec27 Virion yapisi/Paketleme Virion yapisal proteini
acl148 odv-e56 Virion yapisi/Paketleme ODV zarf proteini; oral

enfektivite i¢in gerekli

Bakiiloviriis genlerinin transkripsiyonu zamansal olarak diizenlenir. Gen gruplari
erken ve gec gen sinifi olmak lizere ikiye ayrilir. Geg genler de kendi i¢inde gec ve ¢ok geg
genler olarak ayrilir. Gen siniflari (erken, ge¢ ve ¢ok geg) bakiiloviriis genomunda tek bir
yerde kiimelenmez ve genomda her iki zincirde de kodlama fonksiyonlarinda yer alir.

Erken genler, konak¢t RNA polimeraz II ile transkriptlenirken, gec ve ¢ok geg¢ genler, bir
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alfa amanitin-direngli viral RNA polimeraz ile transkriptlenir (Huh ve Weaver, 1990).
Nadir de olsa transkripsiyondan sonra RNA ug birlestirmesi (splising) goriiliir (Chisholm
ve Henner, 1988, Pearson ve Rohrmann, 1997). Erken ve ge¢ gen transkripsiyon ve DNA
replikasyon c¢alismalari, en az viriis kodlu ti¢ proteinin erken gen transkripsiyonunu
diizenledigini (Guarino ve Summers, 1986; Kovacs vd., 1991; Lu ve Carstens, 1993; Yoo
ve Guarino, 1994), gec gen transkripsiyon faktorleri (LEF) olarak bilinen yaklasik 20 viral
proteinin de ge¢ gen transkripsiyonu igin gerekli oldugunu gostermektedir (Rapp vd.,
1998; Huijskens vd., 2004). Yaklasik 20 LEF proteinin yarisinin, DNA replikasyonuna da
dahil oldugu goriildii (Lu ve Miller, 1995a). Geg gen transkripsiyonu, bakiiloviriis geg
promotorunun korunmus 5’-TAAG-3' promotor motifinin ikinci adenininde baglar (Chen
vd., 2013). Varsayilan replikasyon orijinleri, bakiiloviriis genomu iginde ¢esitli yerlerde
bulunan tekrarlanan sekanslardan olusur (Pearson vd., 1992; Hilton ve Winstanley, 2007).
Homolog tekrar bolgeleri (hrs) olarak adlandirilan bu diziler, farkli bakiiloviriis tiirleri
arasinda yiiksek ol¢iide korunmus degildir. Tek kopya, hrs olmayan replikasyon kaynaklari
da tanimlanmigtir (Kool vd., 1994). Ge¢ gen transkripsiyonu DNA replikasyonu i¢in
gereklidir. Virion yapisal proteinlerinin ¢ogu ge¢ genler tarafindan kodlanir. Geg ve ¢ok
gec genlerin transkripsiyonlari, DNA replikasyonundan hemen sonra baglhiyor gibi
goriinmekle birlikte, gomiilii yapiya 6zgii proteinleri kodlayan bazi ¢ok gec genler, daha
sonraki bir zamanda son derece yilksek seviyelerde transkript edilmektedir (Thiem ve
Miller, 1990). BV diiretimi esas olarak ge¢ evrede gergeklesir ve gomiilii yapi iiretimi gok
gec fazda meydana gelir.

Bakiiloviriislerin hayat dongiisiinde gorev alan genler; DNA replikasyondan sorumlu
genler, transkripsiyondan sorumlu genler, yapisal genler, yardimci genler, hiicresel
metabolizmay1 etkileyen genler, konak bocege etki eden genler, oral enfektivite igin

gerekli olan genler olmak tizere alt basliklar halinde agiklanir.

1.2.5. DNA Replikasyonundan Sorumlu Genler

Bakiiloviriis DNA sentezinde yer alan genler, sicakliga duyarli mutantlarin (Lu ve
Cartens, 1991) ve gecici replikasyon analizlerinin karakterizasyonunun bir arada
kullanilmasi ile tanimlanmistir (Kool vd., 1994; Lu ve Miller, 1995b). DNA replikasyonu
icin gerekli olan alti gen tanimlanmistir ve bunlarin bazilarinin uyarict oldugu

bulunmustur. Replikasyon icin gerekli genler, dnapol, helikaz (p143), lef-1 (geg¢ ekspresyon
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faktorii-1), lef-2, lef-3 ve ie-1 (en erken ekpresyon geni-1)’dir. Ilk dért genin homologlari,
tim dizilenmis bakiiloviriis genomlarinda tanimlanmigtir (Okano vd., 2006). ie-1 ve lef-3
gen dizilerinin homologlarinin bulunmamasi bunlarin islevlerini yapan, gorevleri ayni1 baz
dizisi farkli genlerin bulundugu anlamina gelmektedir. Bu iki gen grubu, herpes simpleks
lvirtiisiinde gecici DNA replikasyonu i¢in gerekli oldugu belirlenen genlerle benzerdir (Wu
vd., 1988). Her iki viriisde konuk¢u enzimlerinin de bu siirece katilmasi muhtemeldir.
Herpes virilisiiniin ve bakiilovirlis replikasyonu ile diger genlerin tamamlayicisinin
benzerligi, bu virlisiin okaryotlarin diger biiyiik DNA viriislerinden ayr1 bir soy {iyesi
olabilecegi yoniindeki Onerilere yol agmistir (lyer vd., 2006). E. coli gibi iyi karakterize
edilmis sistemlerde DNA replikasyonunun baglatilmasi, DNA replikasyon orijini ile
etkilesime giren bu bolgeyi gevseten bir orjin baglanma proteini ile baslar ve bu proteine
helikazin baglanmasiyla DNA ¢ift ipligindeki a¢ilmanin genislemesi saglanir. Devaminda
primazin (bakiiloviriislerde LEF1/LEF2) g¢alismasinin ardindan DNA polimeraz gelerek
ikincil ipligin sentezine baslar. Bakiiloviriis DNA replikasyonu ile ilgili birgok faktor diger
organizmalarda bulunanlara benzerdir ve DNA replikasyonu IE-1 ile baslar.

v IE-1 (AC147): ie-1 geni, Lepidoptera’dan izole edilen ve genomu belirlenen tim
NPV genomlarinda tammlanmistir. Ayni genin GV genomlarinin bazilarinda da oldugu
goriinmektedir, fakat homolojileri ¢cok disiiktiir. Homologlar, dizilenen Hymenopteran ve
Dipteran viriis genomlarinda tanimlanmamistir (Okano vd., 2006). 1E-1, hrs bolgelerine
baglanan bir transkripsiyon aktivatoriidiir. Bir hrs baglanma proteini olarak varsayimsal
replikasyon orjinleri ve ie-1 geninin tanimlanmasi, IE-1’in bir baslangi¢ baglanma proteini
oldugunu ve replikasyon kompleksinin olusumu igin bir igsaretleyici olarak islev
gorebilecegini disiindiirmektedir. IE-1, bakiiloviriis erken genlerinin transkripsiyonel
transaktivatorii olarak davrandigindan ve DNA replikasyonuna dahil olan tiim viral genler
erken gen oldugundan, IE-1 tiim bu genlerin transaktivatorii olarak hareket edebilir. IE-1
ile transaktivasyon olmadan, replikasyon genleri tespit edilecek gegici DNA replikasyonu
i¢in yeterince yliksek bir konsantrasyonda sentezlenemeyebilir.

v' LEF-3 (AC67): LEF-3, tek zincirli bir DNA baglanma proteini (SSB)’dir. DNA
replikasyon sistemleri SSB’lerin varligina bagimhidir. Ayni zamanda, SSDNA’nin
renatlirasyonunu Onler ve ssDNA’nin spesifik olmayan diger proteinlerle etkilesimlerini
inhibe edebilir. Kooperatif bir sekilde baglanir ve replikasyon proteinleri ile etkilesebilir.
LEF-3 homologlar1 tiim Lepidopteran bakiiloviriis genomlarinda bulunmasina ragmen

Hymenoptera veya Dipteradaki bakiiloviriislerde bildirilmemistir (Okano vd., 2006). Bu
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virtislerde bir LEF-3 homologu bulunmasi muhtemeldir, ancak birincil aminoasit dizisi,
kolaylikla tanimlanamayacak kadar evrimlesmis olabilir. Ornegin, varsayilan Xestia c-
nigrum GV (XecnGV) LEF-3 ve AcCMNPV LEF-3’ti arasinda sadece %14 aa dizi
benzerligi vardir.

LEF-3’tin bir SSB olmasinin yani sira, bir dizi baska rolii vardir. LEF-3, alkali
niikleaz ile etkilesir ve bu enzimin islevini diizenleyebilir, konsantrasyonu veya redoks
durumuna bagli olarak hem DNA’nin ¢6ziilmesini hem de yeniden birlesmesini saglar ve
dondr ve alict molekiiller arasindaki in vitro iplik degisimi yoluyla rekombinasyon ara
tiriinlerinin tiretimini kolaylastirabilir (Mikhailov vd., 2003; 2004; 2005; Mikhailov, 2000).

v' Helikaz (p143) (AC95): DNA helikazlari, DNA replikasyonuna dahil olan kritik
enzimlerdir. Bunlar, ¢ift sarmalda bazlar arasindaki hidrojen baglarini bozarak, DNA’y1
serbest birakan motor proteinlerdir. Bazlarin ortaya ¢ikarilmasiyla, tamamlayici DNA
ipliklerinin sentezi gerceklesir. Helikaz, ayn1 zamanda LEF-3 ile etkilesir ve bu da
helikazin ssDNA ile etkilesimini kolaylastirir.

v' DNA primaz [(LEF-1 (AC14) ve primaza bagh faktér, LEF-2 (AC6)]: Bir DNA
segmenti SSB’ler ile etkileserek diger zincirlerden ayrildiktan ve kararli hale getirildikten
sonra, DNA replikasyonu baglatilir. Bununla birlikte, DNA polimerazlar, yeni bir DNA
dizisinin sentezini bagimsiz olarak baslatamaz. Ancak, mevcut bir iplik¢ikde sadece bir -
OH grubundan uzayabilir. Bu nedenle, ilk olarak kisa bir oligoniikleotid dizisi
sentezlenmelidir. Primerler, primaz olarak adlandirilan bir RNA polimeraz ile iiretilir. Bu
islem, DNA’ya bagl kiigiik RNA bolgeleri i¢eren hibrid molekiiller olusturur. Sonunda,
RNA primer ¢ikarilarak DNA ile degistirilir. LEF-1 korunmus bir primaz alan
(WVVDAD) icermektedir ve LEF-1’in LEF-2 ile etkilestigi bulunmustur (Evans vd.,
1997).

v" DNA polimeraz (AC65): Yukarida tarif edildigi gibi DNA polimerazlari, DNA’y1
bir RNA primerinin 3'-OH grubundan 5' den 3' yoniinde uzatir. Bu, siiresiz olarak devam
edebilen Oncii bir ipin sentezi ile sonuglanir. Bununla birlikte, ikinci DNA zincirinin
sentezi, 5'ile 3' yoniinde ilerlemek icin éncii sarmalin ters yoniinde gerceklesmelidir. Oncii
iplik sentezlendikge, tamamlayict iplikgikte pargali DNA segmentleri olusur. Sonug olarak,
oncii iplik sentezi siirekli olabilirken, tamamlayici iplik¢ik sentezi Okazaki parcalar1 olarak
adlandirilan  segmentlerde gergeklesir. DNA  polimerazlar siklikla ekzoniikleaz
aktivitelerine sahiptir. Bir 3' ile 5' ekzoniikleaz aktivitesi, sentezin yoniiyle iliskilidir ve

polimerazin DNA’y1 sentezlerken yaptigi hatalarn diizeltmesine izin verir. DNA
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polimerazlar 5' ile 3' ekzoniikleaz aktivitesine sahip degildir ve bu aktivite RNA
primerlerinin ¢ikarilmast igin kullamilir. Bakiiloviris DNA replikasyonu sirasinda
primerlerin nasil uzaklastirildigi net degildir (Rohrmann, 2013).

v" Replikasyondan sorumlu diger genler: DNA replikasyonunu etkileyen
bakiiloviriislere ait baska c¢esitli genler tanimlanmistir, ancak bu siirecteki rolleri
belirlenememistir. Bunlar asagidadir;

v" DBP (AC25), ikinci bir SSB: AcCMNPV, SSB’lerin tipik 6zelliklerini tasiyan
iki proteini, LEF-3’ii ve DNA baglayici protein (DBP) olarak adlandirilan bir proteini
kodlar. DBP'nin homologlari, Dipteran (Culex nigripalpus NPV, CuniNPV) disinda tim
sekanslanmis bakiiloviriis genomlarinda bulunur ve bazi durumlarda dbp geninin ¢oklu
kopyalar1 mevcuttur. LEF-3’e benzer ozelliklere sahip olmasi, kendisiyle etkilesmesi ve
hem DNA’y1 ¢ozme hem de tekrar ¢ift zincir haline getirebilme yetenegine sahip olmasi
anlamina gelmektedir (Mikhailov vd., 2007).

v LEF-11 (AC37): LEF-11’in homologlari, Dipteran CuniNPV hari¢ tiim
bakiiloviriis genomlarinda mevcuttur. Geg¢ gen transkripsiyonunu uyardigi, ancak DNA
replikasyonu i¢in gerekli olmadigi bulunmustur (Kool vd., 1994).

v' ME53 (AC139): ME53’iin homologlari, tiim Lepidopteran bakiiloviriislerin
genomlarinda bulunur. Bu geni silinmis AcMNPV bakmidi, DNA’sin1 ¢ogaltamadi ve
niikleokapsid tiretemedi (Xi vd., 2007).

v' LEF-7 (AC125): LEF-7, gegici DNA replikasyonu igin uyaricidir (Lu ve
Miller, 1995a). Bu genin homologlari, tim Grup I NPV, baz1 grup II NPV ve baz1 GV
genomlarinda mevcuttur.

v Cogalan hiicre niiklear antijeni (PCNA) (AC49): PCNA, hiicre niiklear
antijenini ¢ogaltan genlerle benzer homolojiye sahiptir. PCNA homologlari, bazi Grup I
(BmNPV degil) ve Grup II Lepidopteran NPV genomlarinda bulunmustur. Okaryotik
PCNA enzimsel bir fonksiyona sahip olmamasina ragmen, DNA sentezi, DNA onarimi ve
hiicre dongiistinde rol oynar. DNA ile protein etkilesimlerine aracilik eden ve DNA
replikasyonu sirasinda replikasyon catali hem o6ncii hem de izci ipliklerin koordineli
sentezi i¢in gerekli olan dairesel bir kelepge olarak iglev goriir (Johnson ve O'Donnell,
2005).

v" DNA ligazlar ve ikinci bir helikaz: Bazi NPV genomlarinda tespit edilmis
baska bir enzim, DNA ligazdir. Bu enzim, Okazaki fragmentlerinin birbirine baglanmasi

icin gereklidir. DNA ligaz homologu bulunmayan viriisler igin bir konukgu enzimin bu
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islevi sagladig1 varsayilmaktadir. Bununla birlikte, ligaz homologlari, dizilenmis olan tiim
graniiloviriis genomlarinda ve iki NPV genomunda (LAMNPV ve MacoNPV-B) bulunur.
Bu ligazlar, en gok DNA tamirinde yer alan ligaz I11’e benzemektedir.

v dUTPaz: Deoksiiiridin trifosfat (dUTP), DNA’ya dahil edildiginde
mutajenik olabilir. Enzim dUTPaz, dUTP’den fosfat grubunu uzaklastirarak timidin
biyosentezi i¢in bir substrat olan dUMP’ye doniistiiriir. Bakiiloviriisler, bu geni konukgu
geni eklemek veya yerine gecmek icin kullaniyor olabilir.

v Viral ii¢ asamali onarim ekzoniikleazi (v-trex): ki bakiiloviriis genomunda
(AgMNPV ve CfMNPV), diger sistemlerdeki 3' ile 5' ekzoniikleaz aktivitesine sahip
genlerle ayn1 homolojide bir gen tanimlanmigtir (Slack ve Shapiro, 2004; Yang vd., 2004).
Bu enzimler DNA polimerazi tarafindan kullanilanlara benzer bir hata diizeltme
fonksiyonu gerceklestirmektedir.

v' AC79: AC79’un, DNA onariminda yer alan endoniikleazlarin UvrC siiper
familyasinin bir tiyesi oldugu one siiriilmiistiir (Aravind vd., 1999). ac79’un homologlari,
tiim Grup I’in tamaminda ve Grup Il Lepidopteran NPV’lerin yaklasik yarisinda ve ayrica,
birka¢ GV genomunda bulunur. Bunlar, diger bocek virlislerinde ve ¢esitli bakterilerde
bulunan ORF’ler ile benzer homolojiye sahiptir.

v PARP: Poli ADP-riboz polimerazin (PARP) bir homologu, AgMNPV -
Ag3l bakiiloviris genomunda bulunur (Oliveira vd., 2006). PARP, DNA onarim
enzimlerini aktiflestirerek ve isleyerek DNA’daki tek zincir kiriklarinin onariminda rol
alan proteinler tizerinde ADP-riboz polimerlerini sentezlemek igin bir substrat olarak
NAD"’y1 kullanan bir enzimdir.

v PARG: Poli ADP-riboz glikohidrolaz (PARG), PARP tarafindan iiretilen
tirlinleri tersine geviren bir enzimdir (Chen vd., 2001). Tim sekansli Grup II genomlart,
PARG homologlarin1 kodlamaktadir (Deng vd., 2007). PARG, in vivo olarak poli ADP-
riboz katabolizmasindan sorumlu birincil enzimdir. ADP-riboz iiretmek igin poli ADP-
riboz igindeki glikozidik baglarin hidrolizini katalize eder (Miwa vd., 1974). Bu nedenle,
PARP c¢esitli siiregleri uyarirken, PARG PARP firiinlerini tersine ¢evirir.

v" Nikotinamid ribozid kinaz 1 (NRK1): NRKI ortologlari, ¢ogu Grup Il
NPV’de ve baz1 GV’lerde bulunur. Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") sentezinde rol
oynar. Nikotinat mononiikleotidi veren nikotinamid ribozidi fosforile eder (Magni vd.,

2004).
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v" Riboniikleotid rediiktaz: Riboniikleotid rediiktaz, biiyiik ve kiigiik alt
birimlerden olusan bir heterodimerdir (sirasiyla rrl ve rr2). DNA sentezinde niikleotidlerin
saglanmasi igin bir yol olarak riboniikleotidlerin deoksiriboniikleotidlere katalizlenmesinde
rol oynar. Giiniimiizde rrl ve rr2 genleri, bazi GV, Grup Il NPV ve Grup I’de bulunan
OpMNPV’nin genomlarinda bildirilmistir (Esteban vd., 2005).

v' Cok ge¢ faktor-1 (VLF-1) (AC77): VLF-1, kesin rolii agik olmamasina
ragmen, genom islemede rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bu gen, lambda integraz (Int)
protein ailesinin bir iiyesidir. Integrazlar, DNA’nin yeniden diizenlenmesini katalizleyen,
virtisler dahil olmak iizere cesitli organizmalarda bulunan, viral genomlarin entegrasyonu
ve yeni kopyalanmis kromozomlarin birlestirilmesinde yer alan, bir bolgeye 6zgii DNA
rekombinaz grubudur. VLF-1 homologlari, tim bakiiloviriis genomlarinda bulunur ve
bunlarin bakiiloviriis biyolojisinde kritik bir rol oynadigi distiniilmektedir. VLF-1’in
bakiiloviriis biyolojisinde iki farkli iglevi vardir. Cok ge¢ genlerin hiperekspresyonunda rol

oynar ve ayrica genomun islenmesinde yer alan transkripsiyondan bagimsiz baska bir
islevi olabilir (McLachlin ve Miller, 1994).

1.2.6. Transkripsiyondan Sorumlu Genler

Birgok viriisiin ortak bir 6zelligi, transkripsiyonlarinin erken ve ge¢ kategorilere
ayrilmasidir. Bu gruplandirma en erken, erken, ge¢ ve ¢ok gec olarak da ayrilabilir. Erken
ve gec transkripsiyon arasindaki ayrim her zaman DNA replikasyonuna gore belirlenir.
Erken transkripsiyonda konaga ait RNA polimerazin gorev aldigi belirlenmistir. Geg
transkripsiyonda DNA replikasyonuyla da iliskili baz1 genlerin dahil oldugu 19 genin
iligkisi tespit edilmistir. Bu genlerden bazilarinin 560 kDa biiyiikliigiinde bir kompleks
olusturdugu belirlenmistir. Bu kompleks, sirasiyla 54, 102, 55 ve 47 kDa olarak tahmin
edilen molekiiler kiitlelere sahip gec¢ ekspresyon faktorleri LEF -4, -8, -9 ve p47’yi igerir.

LEF-9 katalitik merkezindeki Mg baglanma bolgesi, diger RNA polimerazlarda
bulunanlara benzemektedir (Ferrelli vd., 2012).

lef-5 ve vIf-1 gec transkripsiyona katilan diger iki temel gendir. AcMNPV’de LEF-
5 proteininin bir baslangi¢ faktorii oldugu one siiriilmektedir (Guarino vd., 2002). VLF-1
proteini ¢ok gec transkripsiyonda ve gomiilii yapinin morfogenezinde rol oynayan
polihedrin/granulin ve p10 ¢ok ge¢ genlerinin ekspresyonu igin gereklidir (McLachlin ve
Miller, 1994). Gegici sentezleme deneyleri LEF-6, LEF-10, LEF-12 ve PP31 gibi diger
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proteinlerin geg¢ transkripsiyon igin ayrica gerekli oldugunu gostermistir (Rohrmann,
2013).

v' Homolog tekrar bolgeleri (hrs): Cogu bakiiloviriis genomunun karakteristik
Ozelligi, homolog tekrar boélgelerinin varligidir. Bunlar, olduk¢a degiskendir ve bir
genomdaki her tekrar bolgesi birbiriyle yakindan iliskili olmasina ragmen, farkli viriislere
ait tekrar bolgeleri arasinda ¢ok smirli benzerlikler goriiliir. Ornegin, CpGV genomunda,
homolog tekrar bolgeleri belirgin degildir, ancak 75 bp kusurlu bir palindromun, genom
tizerinde 13 farkli noktada bulundugu gorilmistir (Luque vd., 2001). Hrs’ler hem
transkripsiyon arttiricilart hem de bir dizi bakiiloviriisde DNA replikasyonunun kokenleri
olarak gosterilmistir (Pearson ve Rohrmann, 1995). AcCMNPV’de, hrs’ler transkripsiyon
aktivatorii IE-1 (AC147)’e baglanir ve bu baglanma IE-1 transaktivasyon seviyesini 1000
katina kadar yiikseltebilir (Guarino ve Summers, 1986).

v En erken gen-1 (IE-1, AC147): Bircok bakiiloviriis replikasyon dongiisiinii
baslatan transkripsiyonel basamaklar1 harekete gecirmek icin transkripsiyon aktivatorii IE-
1’1 kullanir. Tiim Grup I ve II genomlarinda IE-1 ortologlari tanimlanmistir. Aym
zamanda, GV genomlarinda mevcut olduklar1 bilinmektedir, fakat bunlarin benzerligi ¢ok
diisiiktiir. Ornegin XcGVorf9 ve acl47 yaklasik %10 benzerlik gostermektedir. 1E-1
(AC147) sekansinin bir kismi IE-0 (AC147-0) olarak adlandirilir. ACMNPV'de, IE-1 veya
IE-0 viral cogalmayi destekleyebilir (Rohrmann, 2013).

v' En erken gen-0 (IE-0, AC147-0): IE-1 transkriptinin bir kism1 IE-0 olarak
adlandirilir ve burasi, ACMNPV'de toplam 636 amino asitlik IE-1’in N-terminal ucunda 54
amino asitlik bir ektir (Chisholm ve Henner, 1988). AcCMNPV IE-1 bir homodimer olarak
bulunur, ayrica IE-0 ile bir heterodimer olusturabilir. IE-1 veya IE-0, enfektif viriis
tiretimini destekleyebilir. Bununla birlikte, hangi genin ekspres edildigine bagli olarak,
olaylarin zamanlamasi ile BV ve polihedra iiretiminde bazi farkliliklar vardir. Bu durum,
hem IE-0’in hem de IE-1’in yaban tip enfeksiyon seviyesi igin gerekli oldugunu
diisiindiirmektedir (Stewart vd., 2005).

v' AC151 (IE-2 / IE-n): IE-2’nin homologlart Grup 1 Lepidopteran NPV
genomlart ile sinirhdir. IE-2, diger proteinlerle etkilesime girecegini gosteren tahmini bir
RING parmak motifi icerir ve Bombyx mori’de bu bolgenin kendisiyle etkilestigi
bulunmustur (Imai vd., 2000). IE-2’nin, IE-1’in aktivasyonunu arttirdigni ve Sf-21
hiicrelerine transfekte edildiginde, plazmid DNA replikasyonu icin gerekli oldugu ancak,
Tn-368 hiicrelerinde ¢ok az etkiye sahip oldugu bulunmustur (Lu ve Miller, 1995b).
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v AC153 (PE38): AcMNPV’deki diger potansiyel transkripsiyon aktivatorii
AC153’tiir. AC153’iin homologlari, tim Grup I NPV ve CpGV, PhopGV, CrleGV ve
PiraGV genomlarinda bulunur. pe38 silindiginde, birka¢ genin ifadesi etkilenmemis olsa
da digerleri gecikmistir (Jiang vd., 2006). Bu silinme, enfeksiyonu geciktirir ve BV
uretiminde %99 oraninda, DNA sentezi miktarinda ve larvalarda oral enfektivitede
azalmaya neden olur (Milks vd., 2003).

v RNA polimeraz: Yeni bir bakiiloviris RNA polimeraz mevcudiyetinin
bulgulari, bakiiloviriis ge¢ genlerinin ekspresyonunun a-amanitine direngli oldugu
gozlemiyle One striilmistir (Grula vd., 1981; Fuchs vd., 1983). Alfa-amanitin, RNA
polimeraz 1I’yi ve dolayisiyla ¢ok diisiik konsantrasyonlarda mRNA sentezini inhibe eden
bir fungal toksindir. a-amanitine karsi direng gozlendiginde, bakiiloviriis ge¢ genlerinin
yeni bir ge¢ promotor eleman kullandigi belirlenerek bakiiloviriis ge¢ genlerinin
ekspresyonunda rol oynayan ayr1 bir RNA polimerazin bulundugu ifade edildi.

v LEF-9: Bu protein, DNA’ya bagimli RNA polimerazin biyik alt
birimlerindeki katalitik merkezde bulunan Mg*™ baglanma dizisine (NADFDGD) benzer 7-
amino asitlik bir motif (NTDCDGD) igerir (Lu ve Miller, 1994).

v LEF-4 (RNA sapkalama enzimi): 5' RNA sapkasi, Okaryotik hiicrelerde ve
virlislerde bulunan mRNA’larin 6zelligidir. Bakteriler ve arkealar bu sapkanin sentezi igin
gerekli enzimlerden yoksun oldugu igin, bakteriyal ve arkeal mRNA’lar sapkadan
mahrumdur. Baslik, mRNA’nin 5' ucuna eklenir ve mRNA’ya baglanmis bir guanin
niikleotidinden olusur. Guanozin, N-7 pozisyonunda metil transferaz adi verilen bir enzim
ile metillenir. Bu guanozin, mMRNA’nin 5' ucundaki riboz sekerlerinin 2' hidroksil
gruplarinin ek bir metilasyonu ile daha da modifiye edilebilir. LEF-4’{in bu iki asamada
yer aldig1 belirlenmistir (Rohrmann, 2013).

v' AC69, metiltransferaz (MTase): AC69 bir metiltransferazi kodlar ve Grup Il
NPV’nin yaklagik yarisinin, Grup Il NPV’lerin tamaminin ve NeseNPV genomlarinda
bulunur. Ac69’un, yapilan bir analizde ge¢ gen transkripsiyonunu uyardigr bulunmustur
(Li vd., 1999). Gen, RNA sapka (niikleosit-2-O) metiltransferaz aktivitesi ile ilgili bir
proteini kodlar. AcMNPV’de silinmesiyle olusan mutasyonda, hiicre kiiltiiriinde normal
olarak replike olabilir (Wu ve Guarino, 2003).

v' AC38 (bakiiloviriislerde sapka c¢ikarma enzimi): AC38, nudiks
pirofosfatazlarin alt ailesinin bir {iyesi olan bir ADP-riboz pirofosfataz (ADPRase)’dir.

Tim Lepidopteran NPV ve GV genomlarinda ortologlart bulunur. Nudiks siiper ailesinin



22

proteinleri tiim organizmalarda yaygindir ve T4 bakteriyofaj, Afrika domuz atesi viriisii
(aile: Asfarviridae) ve poksvirlis de dahil olmak iizere diger viriislerde bildirilmistir.
AcCMNPV ac38 geninin delesyon mutantinda BV’lerin iiretiminin yaban tipte {iretilen
BV’nin %1°1 kadar oldugu belirlenmistir (Ge vd., 2007).

v' Cok ge¢ faktor 1 (VLF-1, AC77): Bakiiloviriislerin yeni bir 6zelligi, genleri
enfeksiyonda ¢ok ge¢ asamada yiiksek seviyelerde ifade etme yetenekleridir. Bu durum,
ifade vektorleri olarak bakiiloviriislerin gelistirilmesinde kullanilmistir. Cok yiliksek oranda
ifade edilen c¢ok gec genler, polihedrin ve pl0 olarak belirlenmistir. Bu genlerin
promotorlari ifade vektorlerinde kullanilmaktadir. Hem polihedrin hem de p10 genlerinin,
yiiksek seviyeli ifadelerinde yer alan bir ge¢ promotor dizisinin agagisinda A/T agisindan
zengin bir dizi igerdigi belirlendi (Ooi vd., 1989). Bu diziye 'burst dizisi' ad1 verildi. Cilinkii
enfeksiyonda ¢ok geg¢ bir transkripsiyon patlamasina neden oldu. Cok ge¢ ekspresyon
faktorit 1 (VLF-1) ¢ok ge¢ genlerin hipereksresyonunu etkiledigi i¢in orijinal olarak
tanimlanmistir (McLachlin ve Miller, 1994). Kanitlar, VLF-1"in, bakiilovirlis genomlarinin
islenmesine veya paketlenmesine de dahil olabilecegini diisiindliirmektedir.

v LEF-2 (AC6) ve PK-1 (AC10): VLF-1’e ek olarak, LEF-2’nin (AC6) cok gec
transkripsiyonda yer aldigi goriilmektedir. Goriiniiste bir primaz aksesuar faktorii olarak
islev goren oOnemli bir replikasyon geni olmasina ragmen, AcMNPV’nin LEF-2
mutantlarinin, ¢ok gec¢ transkripsiyonu etkiledigi ve hem replikasyonda hem de
transkripsiyonda rol oynayabilecegi belirlenmistir (Merrington vd., 1996). BmNPV’de,
LEF-2’nin, DNA replikasyonu iizerindeki etkisinden bagimsiz olarak ge¢ transkripsiyonu
aktiflestirdigi de gosterilmistir (Sriram ve Gopinathan, 1998). Bir serin/treonin kinaz1 (PK-
1) kodlayan AC10’un da ¢ok ge¢ gen ekspresyonunu etkiledigi one siiriilmistiir. Tim
Lepidopteran bakiilovirus genomlarinda AC10’un ortologlari bulunur. Ayrica PK-1 ¢ok
gec bir transkripsiyon kompleksi ile iliskili olabilir ve LEF-8’in fosforilasyonuna dahil
olabilir (Mishra vd., 2008).

v LEF-5 (AC99, olasi bir TFIIS ortologu): Tim bakiiloviriislerde lef-5’in
ortologlart bulunur ve bunlar Nudiviriislerde de yer almaktadir (Wang vd., 2007). LEF-5
baslangicta gecici ge¢ gen transkripsiyonu i¢in gerekli olarak tanimlanmistir. LEF-5’in
kendisiyle etkilesime girdigi ve RNA polimeraz II uzama faktorii TFIIS e benzer bir motif
icerdigi gosterilmistir (Harwood vd., 1998). Sonraki aragtirmalar, LEF-5’in in vitro

transkripsiyon icin oldukc¢a uyarici olmasina ragmen, bakiiloviriis polimerazin uzama
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yolunda ¢alismadigi ve uzama faktorii yerine bir baslangi¢ faktorii olarak islev gordiigiini
gostermistir (Guarino vd., 2002).

v' LEF-6 (AC28, olas1 bir mRNA’y1 tasima faktorii): Tiim Lepidopteran NPV ve
GV’lerin genomlarinda lef-6’nin homologlar1 bulunur. Geg¢ genlerin transkripsiyonu i¢in
gereklidir (Passarelli vd., 1994). lef-6 geni silinmis mutantlarda enfeksiyon gecikmistir. En
biiylik etki ise transkripsiyonun baslamas: gecikmesi olarak ge¢ transkripsiyonun
baslangicinda gortilmistiir (Lin ve Blissard, 2002).

v' LEF-10 (AC53a): Bu ORF, orijinal AcMNPV genom dizisinde tanimlanmadigi
icin AC53a olarak isimlendirilmistir. Cilinkii kii¢iik bir ORF kodlama sirasina (78 aa)
sahiptir ve 3' ucundaki kodlama bolgesinin yaklasik yaris1 ac54’iin 5' bolgesiyle
cakigmaktadir. LEF-10’un homologlar1 tim Grup I NPV, ¢ogu Grup II NPV ve GV
genomlarinda bulunur. LEF-10 ge¢ gen ekspresyonu igin gereklidir (Lu ve Miller, 1994).

v’ AC4l (LEF-12). LEF-12, Grup I ve Grup II NPV genomlariin yaklasik
yarisinda dizilenmistir. AC40 (p47)’a olan yakinligi nedeniyle, ilk zamanda AC41 (LEF-
12) tanimlanamamistir. Daha sonra, Spodoptera frugiperda hiicrelerinde ge¢ gen
transkripsiyonu igin gerekli oldugu, ancak Trichoplusia ni hiicrelerinde ge¢ transkripsiyon
icin gerekli olmadig1 gosterilmistir (Rapp vd., 1998; Li vd., 1999). LEF-12’nin ACMNPV
genomunda fonksiyonel olarak gereksiz olabilecegi diisiiniilmiistiir. Yapilan ¢aligsmalar
dogrultusunda viriis genomunun geri kalam1 mevcut oldugunda, LEF-12’nin geg
transkripsiyon i¢in gerekli olmadig: ileri siiriilmiistiir (Guarino vd., 2002).

v’ PP31 (39K-Ac36): PP31, IE-1 tarafindan uyarilan erken bir promotor
icermektedir (Guarino ve Summers, 1986). Homologlar:1 tim Lepidopteran NPV ve GV
genomlarinda bulunur. Bu protein, fosforile edilir ve enfekte olmus hiicrelerin virojenik
stromasina yerlesir ve DNA’ya baglanabilir, ancak virion yapisal proteini degildir
(Guarino vd., 1992). BmNPV’deki (Bm27) pp31 homologunun silinmesi, viriis yasayabilir
olmasina ragmen, ge¢ gen transkripsiyonunda azalma, BV iiretiminde 100 kat azalma ve
virojenik stromanin uygunsuz olusumu ile sonuglanmistir (Gomi vd.,1997). Bu genin
roliiniin dogrudan ge¢ transkripsiyon lizerinde etkili olup olmadig1 veya virojenik stroma

yapisal bir proteini olup olmadig1 net olarak belli degildir.
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1.2.7. Bakiiloviriislerde Yapisal Proteinler

Enfeksiyon yapan bakiiloviriislerin, ¢iplak DNA’larinin duyarli bécek hiicrelerine
transfeksiyonu ve enfeksiyonun baslatilmasit i¢in gerekli olan erken genlerin
transkripsiyonunun, konukgu hiicre RNA polimeraz1 yoluyla gerceklestirildigi, uzun
zamandir bilinmektedir. Bu nedenle, viral yapisal proteinler, viral genomun korunmasi ve
enfeksiyonun baslatilmas:t icin gerekli olmakla birlikte, transkripsiyon veya DNA
replikasyonu gibi islevler i¢in ¢ok gerekli degildir. Bakiiloviriis virion yapilar ile iligkili
olan proteinler; gomiilii yapili viriisler (OB), tomurcuklanan viriis (BV) ve gomiilii yapisi
uzaklagtirilmig virlislerin (ODV) zarflar1 ve niikleokapsidlerin bilesenleridir. BV ve
ODV’lerin koken ve zarf protein bilesimleri farkli fakat, niikleokapsid bilesimleri ise
aynidir (Ferrelli vd., 2012). Polihedrin NPV’lerinin baslica gomiilii yap1 proteini iken;
graniilin, GV’nin baslica gomiilii yap1 proteinidir. Baglica gomiilii yap1 proteinlerinden
farkli olarak, diger birgok protein de OB morfogenezinde rol oynamaktadir.
Polihedrin/granulin bir protein tabaka ile g¢evrelenmesi, bagirsakta OB’nin ¢oziinme
yetenegini arttirmaktadir (Gross vd., 1994). OB olusumu sirasinda P10 ile olusan fibril
yapisiyla iliskili olan Kaliks/polihedron zarfi baslica gomiilii proteini kapsayan protein
tabakasidir. P10, OB’nin bir pargasi degildir ancak, onun dogru morfogenezinde rol oynar
(Williams vd., 1989).

Polihedrin/graniilin ile iliskili diger proteinler, tiirlere bagli olan virlis enhansin
faktor (VEF) ve proteinazlardir (Ferelli vd., 2012). Ornegin, Xestia c-nigrum GV (XcGV),
enhansinlerin dort kopyasinit igerir (Hayakawa vd., 1999). Enhansinler musinin
pargalanmasina ve ODV’lerin peritrofik membran i¢inden ge¢mesine yardimei olur (Wang
ve Granados, 1997). OB’lerin, gémiilii yapinin ¢dziinmesini saglayan ve ODV’leri serbest
birakan alkalin proteinazlarla iliskili oldugu bulunmustur (Rohrmann, 2013). Ancak, bu
enzimler igin bakiiloviriis genomununda kodlanan tanimlanmis herhangi bir gen yoktur ve
bunlarin bakteriyel ya da bocek hiicre kokenli olabilecegi diisiiniilmektedir (Rohrmann,
2013). Bakiiloviriis genomlar1, niikleokapsidlerden viral protein Ortiisii igerisinde
paketlenmistir. Niikleokapsidler, BV olusturmak icin enfekte hiicrelerden tomurcuklanarak
modifiye plazma membran zarfi kazanirlar (Ferelli vd., 2012). OB’ler enfeksiyonun geg

sathasinda {iretilir ve niikleokapsidleri gdmiilii olmadan 6nce niiklear membrandan bir zarf

alirlar (Herniou vd., 2003).
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Genomik DNA, niikleokapsid olusturmak i¢in proteinlerle etkilesir. p6.9, vp39,
vp1054 ve vp9l isimli 4 gen niikleokapsid yapisinin olusumu igin gereklidir (Herniou vd.,
2003). P6.9 proteini tarafindan niikleokapsid icindeki DNA’nin yogunlastiriimasi
kolaylastirilir (Kelly vd., 1983). VP39 biiyiik bir niikleokapsid proteinidir (Faulkner vd.,
1997). VP1054 ve VP91, BV ve OV ile iliskilidir (Olszewski ve Miller, 1997). Virion
yapisinin kisimlarini olusturan diger kor gen iiriinleri, GP41 (zar proteini), 38K, P49 ve
ODV-EC27, hem BV’lerde hem de ODV’lerde bulunur ve niikleokapsid ile iligkilidir
(Ferelli vd., 2012).

Proteinlerle ilgili ¢alismalar AcMNPV, CuniNPV, Helicoverpa armigera NPV
(HearNPV) ve Pieris rapae GV (PrGV)’lerdeki ODV ve ACMNPV’lerdeki BV yapilarini
icermektedir (Braunagel vd., 2003; Perera vd., 2007; Deng vd., 2007; Wang vd., 2011,
Wang vd., 2010).

v" Polihedrin/Graniilin (AC8): Polihedrin ve graniilin birbirleriyle yakindan
iligkilidir ve okliizyon cisimciklerinin temel yapisal bilesenleridir (NPV’lerdeki polihedrin
ve GV’lerde graniilin). Polihedrin/graniilin ortologlari, Dipteran viriisiit CuniNPV haricinde
tim Dbakiiloviriis genomlarinda bulunur. Sasirtict  bir sekilde, CuniNPV, diger
bakiiloviriislerin polihedrininden farkli aa sirasina sahip ve yaklasik ii¢ kat daha biiyiik bir
okliizyon viicut proteinine sahiptir (Perera vd., 2006).

v" Kaliks/polihedron zarfi (PE): Kaliks/polihedron kilifi, polihedray1 gevreleyen
piiriizsiiz, kesintisiz bir ylizey olusturan elektronca yogun bir yapidir. Kaliks/PE’nin islevi,
polihedranin yiizeyini ¢evrelemek ve Kkararlili@ini arttirmak olarak goriinmektedir.
Polihedra, alkalin islemine tabi tutuldugunda kristalin kafes ¢6ziiliir, ancak polihedron zarfi
bir¢ok virionun tutuldugu torba benzeri bir yap1 olarak kalir. Kaliks/polihedron kilifin
baglangicta karbonhidrattan olustugu gériilmesine ragmen (Minion vd., 1979), fosforile bir
protein bileseni daha sonra tanimlanmistir (Whitt ve Manning, 1988). Bu protein
kaliks/PE'nin ayrilmaz bir bileseni gibi goriinmektedir (Gross vd., 1994). PE proteininin
homologlar1 (AC131) tiim Lepidopteran NPV lerin genomlarinda bulunur.

v' AC68 (PIF6): Polihedron morfolojisinde rol oynayabilecegi diistiniilmektedir.
Ac68’in homologlar1 tiim bakiiloviriislerde mevcuttur. ac68 silindiginde, 6nemli etki
olarak sadece larvalarda daha uzun bir 6liimciil zaman saptandi (Wu vd., 2008).

v P10 (AC137): P10, biiylik viicut proteini gibi goriinmese de PE proteini ile

birlikte yerlesir ve polihedron Ortiisiniin  diizgiin olusumu igin gerekli oldugu
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goriilmektedir. P10 fosforile edildiginde, mikrotiibiiller ile iliskili hale gelir (Cheley vd.,
1992).

v’ Viral artiricr faktorler (enhansin): Enhansinler, birka¢ Lepidopteran NPV (6rn.,
Ld-, Cf- ve MacoNPV) ve GV'ler (6rn., Ag-, As-, Tn-, XcGVs) tarafindan kodlanan bir
metalloproteinaz smifidir (Lepore vd., 1996). Enhansinlerin, peritrofik membrani
sindirerek bakiiloviriis enfeksiyonunu kolaylastirdig: diisiiniilmektedir.

v' Proteinazlar: Okliizyon viicut yapisi lizerine yapilan ilk arastirma, arastirilan
proteinleri bozan proteinazlarin varligi ile engellenmistir. Daha sonra, okliizyon
cisimcikleri ile iligkili proteinazlarin, bocek bagirsagr ile iliskili enzimlere benzer
Ozelliklere sahip oldugu ve hiicre kiiltiiriinde tiretilen polihedranin, iligkili proteinazlardan
yoksun oldugu bulunmustur (Rubinstein ve Polson, 1983; Wood, 1980). Bir¢ok
bakiiloviriis, bir katepsin benzeri proteinazi kodlasa da ACMNPV’de AC127 asidik (pH 5)
kosullar altinda en aktif olanidir (Slack vd., 1995). Bu nedenle, okliizyon cisimcikleri ile
iligkili proteinazlar, muhtemelen bakteri, bocek bagirsagi ve virlisten tiiretilen enzimlerin
bir kombinasyonudur.

v’ Bakiiloviriis Virionlari, zarf proteinleri: En iyi c¢alisilan bakiiloviriis olan
ACMNPYV iki farkl siirecle hiicrelere girebilir; direkt flizyon ve reseptdr aracili endositoz
(Dong vd., 2010). Muhtemelen en iyi karakterize edilen bakiiloviriis yapisal proteini, Grup
| bakiiloviriislerde bulunan zarf flizyon proteini GP64’diir. Ciinkii fiizyon aktivitesi igin
yapilan aragtirmalarda erken safhada belirlendi (Blissard ve Wenz, 1992). Ayrica, bu
viriislerin F olarak adlandirilan farkli bir fiizyon proteini kullandigi ve F’nin
homologlarmin  GP64 igeren virlislerde oldugu belirlenmistir. GP64°t  kodlayan
virlislerdeki bu F homologlari, fiizyon proteinleri olarak inaktiftir. Bu durumda GP64’iin
bir bakiiloviriis tarafindan kullanildigini ve F proteinin fiizyon fonksiyonunu degistirdigini
gosterir. Her ne kadar GP64 ve F diisiik pH ile aktiflesen fiizyon proteinleri olsa da, F
cesitli viriislerde bulunan fiizyon proteinlerinin Grup Il nesline aittir. Oysa GP64 Grup I’e
aittir (Pearson ve Rohrmann, 2002).

v GP64 (AC128): GP64, yag asiti baglanmis bir glikoprotein ve AcMNPV’nin
tomurcuklanan virionlari ile iliskilidir. Ayrica, GP64 en bol bulunan proteinlerinden biri
olup diisiik pH ile aktiflesen zarf flizyon proteinidir (Roberts ve Faulkner, 1989; Volkman,
1986). GP64 geninin varligi, Grup I viriislerinin baslica ayirt edici 6zelliklerinden biridir.
ACMNPV’de gp64’iin silinmesi oldiiriictidiir, virtisler tek bir hiicrede gogalabilirler, fakat

etraftaki hiicreleri enfekte edemezler. (Kuzio, 1999; Oomens ve Blissard, 1999).
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v" Flzyon proteini, F (AC23): F (AC23), AcMNPVde aktif bir zarf fiizyon proteini
olmasa da Grup Il NPV’lerinde, GV’lerde ve Dipteran viriisiinde (CuniNPV), F’nin
ortologlar1 muhtemelen fiizyon proteini olarak kullanilmaktadir, ¢ilinkii bu viriislerin timii
GP64 homologlarindan yoksundur. Bir istisna, hem F hem de GP64 proteinlerinin
homologlarindan yoksun olan Hymenopteran NPV’leri gibi goriinmektedir. Grup Il
virlislerinin ayirt edici 6zelliklerinden biridir.

v' Zarfla iliskili ek proteinler: ACMNPV BV’sinde proteomik analizler yapilmasina
ragmen, zarf ve niikleokapsid proteinleri ayri ayri analiz edilmemistir. AC17, AC23 (F
proteini), PKIP (AC24), LEF-6 (AC28), FGF (AC32), GP37 (AC64), AC74, AC103 ve
AC126 proteinlerinde yapilan ¢alismalarda BV ile iligkili oldugu goriilmiistiir (Hou vd.,
2013). BV/ODV-E26 (AC16) homologlar1 Lepidopteran Grup |I NPV’lerinde bulunur.
AcMNPYV i¢in AC16’in BV ve ODV zarflanyla iliskisine dair kanitlar bildirilmistir (Wang
vd., 2010). ODV-E25, (AC94) tiim bakiiloviriis genomlar1 tarafindan kodlanmis gibi
gorinmektedir (Yuan vd., 2011). Bu gen tarafindan kodlanan protein, orijinal olarak
OpMNPV’de tanimlandi ve ODV zarfi ile iliskili oldugu belirlendi (Russell ve Rohrmann,
1993). ODV-EC43, (AC109)’un homologlar1 tiim bakiiloviriis genomlarinda bulunur.
Yapilan g¢alismalar, ODV’nin AcCMNPV (Braunagel vd., 2003) ve Helicoverpa armigera
NPV (Ha94 = ODV-EC43) (Deng vd., 2007) ile iligkili oldugunu ve ayrica, ACMNPV’de
BV ile iliskili oldugunu diisiindiirmektedir (Fang vd., 2009a). ODV-E18, (AC143) ve
ODV-EC27 (AC144) genlerinin homologlari, tiim bakiiloviriislerin genomlarinda bulunur
ve hem ODV hem de BV zarflanyla iliskilidir (Rohrmann, 2013). VP1054, (AC54), ORF
biiyiikliigiine gore adlandirilmis ve niikleokapsid diizenegi i¢in gerekli bir proteini kodlar.
Hem BV hem de ODV’de (Olszewski ve Miller, 1997) bulunur ve 38K (AC98) ile etkilesir
(Wu vd., 2008). AC66, tiim bakiiloviriis genomlarinda AC66’nin ortologlar1 olarak
bulunur. AC66’nin ¢ekirdeklerden etkili virion ¢ikisi i¢in gerekli oldugu diisiintilmektedir
(Ke vd., 2008). Cok ge¢ faktor olan VLF-1 (AC77), lambda integraz (Int) protein ailesinin
bir tiyesidir ve c¢ok ge¢ genlerin muhtemelen diizenleyici bdlgelerine baglanarak
hiperekspresyonunu etkilemektedir. VLF-1 hem BV hem de ODV’de bulunan yapisal bir
protein gibi goriinmektedir ve niikleokapsidlerin tiretimi i¢in gereklidir (Yang ve Miller,
1998).
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1.2.8. Bakiiloviriislerde Yardimci Genler

Yardimct genler viral gen ekspresyonu, genom replikasyonu veya yeni viriis
olusumunda dogrudan gerekli olmayan iriinleri kodlayan genlerdir (Herniou vd., 2003).
Elli yedi bakiiloviriis genom analizi, bu genomlarda mevcut olan 895 farkli genin ve 31
temel genin varligini ortaya koymustur (Miele vd., 2011). Farkli genlerdeki yiiksek sayidan
dolayr Ferelli vd. (2012), bazi genlerin gerekli olmadigimi fakat eksikliklerinde
enfeksiyonun zayifladigin1 6ne siirmektedir. Buna ek olarak, bazi genlerin belirli bir islevi

olabilir ve sadece spesifik viriis-konak etkilesimlerinde bir rol oynayabilir.

1.2.9. Hiicresel Metabolizmay1 Etkileyen Genler

Apoptozis, viral patojenlerin istilasina ve yayilmasina karsi konak hiicrelerin
savunma mekanizmalarindan biridir. Tim bakiiloviriislerin genomlar1 replikasyon
dongiilerini tamamlamak amaciyla anti-apoptotik genleri kodlamaktadir. Anti-apoptotik
genler P35/P49 homologlarina ve apoptoz inhibitor proteinlerine (IAP) ayrilmistir (Ferelli
vd., 2012). Kaspazlarin faaliyeti bazi1 NPV’lerde ve bir GV’de bulunan P35/P49 proteini
tarafindan dogrudan engellenir (Escasa vd., 2006). IAP’lar, apoptotik yolun sonlarindaki
bir asamasinda faaliyet gosterirler (Van Oers ve Vlak, 2007). Enfekte hemositlerdeki
serbest radikalleri uzaklastirma, bakiiloviriisler arasinda yaygin olarak bulunan bir
superoksid dismutaz (sod) geni ile desteklenir (Rohrmann, 2013). Lepidopteran
bakiiloviriisler konake¢1 enzimler tarafindan parcalanabilen viral proteinleri stabilize etmek
icin konak pargalayici yollarindaki agamalari inhibe eden bir viral ubikuitin kodlamaktadir
(Haas vd., 1996).

v/ P35 (Bakiiloviriis anti apoptoz geni): ilk bakiiloviriis apoptotik inhibitrii,
amaclanan rekombinant proteini eksprese edemeyerek, anormal oOzelliklere sahip bir
gomiili yap1 negatif plaginin tespit edildigi bir laboratuvar ¢alismasinda kesfedilmistir.
Mutant virlis genomunun arastirilmasi, p35 adi verilen bir bakiiloviriis geninin kesfine yol
acmistir. Bu genin biiyiik kismi, bu anormal viriiste silinmistir. Normal kosullar altinda
p35’in yaban tip viriis ile enfekte olmus hiicrelerde apoptotik yolu bloke edebildigi, ancak
silinmis mutantlarda apoptotik yolun bloke edilemedigi bulunmustur (Clem vd., 1991).
Bakdiloviriisler P35’in varligindan yarar gérmelerine ragmen, bunun evrimsel durumu agik
degildir. P35 ile iligkili homologlar sadece AcMNPV ile yakindan iligkili birka¢ Grup I
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bakiiloviriiste bulunur. P35 homologlari ayn1 zamanda da Choristoneura occidentalis GV
(ChocGV) ve bir entomopox virlistinde rapor edilmistir (Escasa vd., 2006).

v P49 (P35’in bir varyanti): Grup Il NPV olan SpliNPV’de P49 olarak adlandirilan
bir varyant bulunmustur (Du vd., 1999). Efektor kaspazlarinin, p35 ile p49°un inaktivasyon
sekillerinin farkli oldugu bulunmustur (Guy vd., 2008).

v 1AP (iap 1-5): P35’in ilk kesfinden sonra, dagilimim ve gesitliligini anlamak i¢in
diger bakiiloviriislerdeki varligi arastirilmustir. Bu durumda, p35’in konumunun
Ongoriildigl yerde bir delesyona sahip oldugu gosterilen CpGV ve OpMNPYV iizerinde
calisildi (Gombart vd., 1989). p35 silinmis bir AcMNPV mutantinda, p35’in disinda bir
genin p35 eksikligini telafi ettigi bulunmustur (Birnbaum vd., 1994). Bu gen, apoptoz
inhibitorii (iap) olarak adlandirildi. Daha sonra, p35’in bakiiloviriislerin arasinda sinirli
dagilimmnin tersine, neredeyse tiim bakiiloviriislerin genomlarinda iap homologlar
bulundu. Homologlar, entomopoks ve iridoviriisler gibi diger bocek viriislerinde de
bulunmustur. Ayrica mayadan memelilere kadar Okaryotlarda da yaygmn olarak
belirlenmistir. iap genleri bakiiloviriislerde ¢oklu kopyalar seklinde iap 1-5 olarak
tammmlanmistir.  Genellikle tek bir bakiiloviriis genomunda birkag iap gen grubu
temsilcisine rastlanir. iap genlerinin dagilimi su sekildedir: iap-1 sadece Grup | NPV’lerde;
iap-2 hem Grup | hem de Il NPV’lerde; iap-3 Grup I, Il, GV’ler ve Hymenopteran
NPV’lerde; iap-4 sadece birkag Grup | ve Il NPV genomunda mevcuttur. iap-5 geni
graniiloviriis genomlarinda bulunur. iap-3 genleri, boceklerin iap genleri ile yakindan
iligkilidir. Farkli iap genlerinin farkli hiicre tiplerinde ¢alisabilmesi miimkiindiir (Clem,
2007).

v  AC92 (P33): Tum sekansh bakiiloviriis genomlarinda ac92 homologlari
mevcuttur. Bu gen i¢in silinebilen canli rekombinantlar izole edilmediginden 6nemli bir
gendir (Nie vd., 2011). AC92’nin siilfidril oksidaz aktivitesine sahip oldugunun
gosterilmesi bunun disiilfid baglarinin olusumunda rol oynadigini géstermektedir (Long
vd., 2009). Aym1 zamanda AC92’nin apoptoz ve hiicre dongiisiinde rol oynadigi da
diisiiniilmektedir (Rohrmann, 2013).

1.2.10. Konak Bocege Etki Eden Genler

Lepidopteran bakiiloviriisler, trakeal sistem sayesinde yayilan BV’ler tarafindan

konakta sistemik enfeksiyona neden olurlar (Miller ve Lu, 1997). Alfa wve
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Betabakiiloviriisler gibi bazi bakiiloviriisler genomlar1 iginde viral fibroblast biiyiime
faktorii homologlarim1 (v-fgf) kodlayan genleri tagir. Bu genler, sinirli orta bagirsak
enfeksiyonlarina neden olan Gama ve Deltabakiiloviriislerde bulunmaz (Ferrelli vd., 2012).
Yaban tip virlslerle, v-fgf geni silinmis ACMNPV ve BmMNPV enfeksiyonu
karsilagtirlldiginda  delesyonun  konak Oliimiiniin  gecikmesine neden  oldugu
gozlemlenmistir (Passarelli, 2011). Konak bocegi etkileyen bir baska gen iiriinii, yeni
viriisiin biliylik miktarlarda iiretilmesi amaciyla, bdceklerin deri degistirme hormonu
ekdizon inaktivasyonunu saglayan ekdisteroid UDP-glikoziltransferaz (egt)’dir. Oldiikten
sonra larvalarin sivilagsmasina katepsin ve kitinaz adinda viral olarak kodlanan iki enzim
aracilik etmektedir (Hawtin vd., 1997).

v' Fibroblast biiyiime faktorii (VFGF, AC32): AC32, fibroblast biiytime faktorii (fgf)
ile ayn1 homolojiye sahiptir ve v-fgf olarak adlandirilir. Homologlar tiim Lepidopteran
bakiiloviriislerin genomlarinda bulunur. AcMNPV fgf, Drosophila melanogaster’deki bir
gen ile yakindan iliskilidir, oysa LdMNPV’den bir Grup Il fgf homologu, bocek
homologlar ile daha az iliskilidir ve GV homologlari, NPV fgf homologlarina sinirli bir
benzerlik gostermektedir. v-fgf geni silinmis ACMNPV, kiiltiir hiicrelerinde higbir
degisiklik gostermemesine ragmen, larvalara verildiginde Oliim zamani uzamigtir
(Detvisitsakun vd., 2007). Son kanitlar, vFGF’nin sistemik enfeksiyonlarin olusumunu
hizlandirabilecek bir olaylar dizisini baslattigini gostermektedir. Bu iki siire¢ igerir. Viriisle
enfekte olmus orta bagirsak hiicrelerindeki VFGF, bazal lamina icinden yayilir ve enfekte
olmus orta bagirsak hiicrelerine bitisik olan bazal trakeal hiicreleri etkiler. VFGF daha
sonra trakeal hiicrelerin uglarinda bulunan FGF reseptorlerini aktiflestirir. Bu aktivite,
matriks metalloproteazlarinin aktivasyonuna yol agar. Matriks metalloproteazlari, daha
sonra, ekstraseliiler olarak hareket eden efektor kaspazlarini aktiflestirir. Boylece, laminin
bileseninin sindirilmesiyle bazal laminanin bozunmasi saglanir. Bu, viriisiin trakeal
hiicrelerden diger dokulara gegisine izin verir ve sistemik enfeksiyona yol acar (Means ve
Passarelli, 2010).

v EGT (AC15): Enfeksiyonun seyrini etkileyebilen bir bagka viral protein, bir
enzim olan ekdisteroid UDP-glukosiltransferazdir. Egt homologlari, tim Lepidopteran
NPV (I ve II) ve bazit GV (XcGV ve SpliGV) genomlarinda bulunur. Bocek steroid
metabolizmasindaki rolii nedeniyle, bu enzimi kodlayan bir genin muhtemel kaynagi, bir
konukgu bocege aittir. Bununla yakindan iliskili homologlar, Bombyx mori gibi ¢esitli

boceklerde bulunur. Viral EGT nin fonksiyonu, glikozun UDP-glikozdan ekdistteroidlere
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transferini katalize ederek, bu boceklerin eritici hormonlarimi etkisiz hale getirmek ve
enfekte olmus larvalarda deri degismini ve pupa olusumunu bloke etmektir (O'Reilly ve
Miller, 1990).

v Kitinaz (AC126) ve katepsin (AC127): Bocek pargalanmasini Kkolaylagtiran
enzimlerdir. Kitinaz genleri ¢ogu Lepidopteran Grup I ve II NPV ve birkag GV
genomunda bulunur. Bu viriislerin kitinazlari, ¢esitli Lepidopteran kitinazlariyla, 6rnegin
ACMNPV (AC126) ve BmNPV (BM103) proteinleri ile filogenetik olarak kiimelenmistir.
B. mori kitinazina %60’in tizerinde bir dizi 6zdesligi gostermektedir. Ayni zamanda
Serratia marcescens bakterisinin kitinazina %60 benzerdir (Fukamizo vd., 2011). Her ne
kadar yakindan iligkili olsa da bocek ve viral enzimler farkli 6zelliklere sahiptir. ACMNPV
kitinaz, endoplazmik retikulumda tutulur ve alkali kosullar altinda islev goriirken, bocek
Kitinaz enzimi salgilanir ve yiiksek pH da aktivitesi azalir (Daimon vd., 2006). Bir baska
enzim ile birlikte, viral bir proteinaz (katepsin) ve kitinaz, enfeksiyonun ge¢ donemlerinde
boceklerin sivilasmasina katilmaktadir. Kitinaz veya katepsin geninin silinmis oldugu
viriislerle enfekte olmus bocekler, 6liimden birkag giin sonra bile bozulmadan kalmistir
(Hawtin vd., 1997). Anticarsia gemmatalis’e kars: kullanim i¢in bir biyolojik miicadele
etmeni tretilen tesiste, viriisten bu iki genin silinmesi ile elde edilen rekombinant viriisiin
pargalanmis boceklerden bozulmadan toplanmasi saglanmistir (Oliveira vd., 2006).

Viral katepsinlerin (AC127) homologlari AC126’ya (kitinaz) benzer bir dagilim
gosterir ve gogu Grup I/l NPV ve birka¢ GV genomunda bulunur. Viral ve bocek kitinaz
genlerinde oldugu gibi viral katepsinler bocek katepsinleri ile yakindan iliskilidir. Ornegin,

acl27 bir Apis mellifera katepsinine %39 6zdestir.

1.2.11. Oral Enfektivite I¢cin Gerekli Olan Genler

Bakiiloviriisler, Lepidopteran, Hymenopteran ve Dipteran bocek tiirlerinin larvalarin
oral olarak enfekte eden artropodlara 6zel genis DNA viriisleridir. Bocek larvalar1 OB ile
kontamine yiyecekler yediklerinde, OB’ler larval orta bagirsagin yiiksek alkali ortaminda
parcalanir ve ODV’ler salimir. ODV’ler daha sonra orta bagirsak kolumnar hiicrelerinin
mikrovilliislerine baglanir ve viral zarf hiicre membrani ile birleserek niikleokapsidleri
hiicreye birakir. Bu viriis giris siireci, ODV zarfinda, oral (per os) enfektiviteden sorumlu

faktorler (PIF) olarak adlandirilan belirli bir protein kiimesi tarafindan saglanir.
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Oral enfektivite faktorleri, primer enfeksiyon igin gerekli olan proteinlerdir. pif
genlerin delesyonlart sonucunda ODV’lerin oral enfektivitesini kaybettigi belirlenmistir.
AcMNPV genomu kullanilarak, dokuz ODV zarf proteini PIF olarak tanimlanmistir (Tablo
5). Bocek igindeki viriisiin hiicreden hiicreye yayilimi igin PIF’lere ihtiyag
duyulmadigindan, BV’lerin enfektivitesi pif genlerinin silinmesinden etkilenmez. Sonug
olarak, bu genlerin delesyonunun yapildig: viriisler bocek hiicre kiiltiirlerinde yaban tip
virlisle enfekte edilmis hiicrelerle ayn1 6zellikleri gosterir. Fakat, larvalarin enfeksiyonu
icin pif genleri silinmis mutantlarin BV’leri orta bagirsaga degil, dogrudan larvalarin
hemoseline enjekte edilerek enfeksiyon yapilabilir. Bugiline kadar bilinen tim PIF
proteinleri, bakiiloviriis kor genleri tarafindan kodlanmigtir. Yani, bunlar Baculoviridae
ailesindeki dort cinsin tiim genom dizisi yapilmis bakiiloviriis genomlarinda mevcuttur ve
yiiksek Ol¢iide korunmustur. Bazi PIF’ler Nudiviriisler, Bracoviriisler, Hitrosaviriisler ve
Nimaviriisler gibi diger omurgasiz DNA viriislerinde de bulunur (Wang vd., 2017).

Tim PIF’lerde ortak olan bir 6zellik, yiiksek oranda korunan sistein kalintilarinin
varligidir (Tablo 5). Bu yiiksek seviyede korumus sisteinler, siilfat kopriilerinin PIF’lerin
yapisal ve fonksiyonel ozellikleri igin Onemli oldugunu gostermektedir. Sistein
bulundurmalarinin yani sira bu genlerin kitin baglanma domaini de igerdigi belirlenmistir.
Ayrica, 6 tane PIF (PIF-1,-2,-3,-4,-7 ve -8)’in N-terminalinde transmembran motifi

bulunmaktadir.

Tablo 5. AcCMNPV’de tespit edilen PIF’ler

Boyut Sistein

PIF ORF Referanslar
(kDa) sayist
PIFO (P74) acl38 74 6 Faulkner vd., 1997

PIF1 acl19 60 24 Kikhno vd., 2002
PIF2 ac22 44 14 Pijlman vd., 2003
PIF3 aclls 23 12 Ohkawa vd., 2005
PIF4 ac96 20 2 Fang vd., 2009b

PIF5 (ODV-E56) acl48 56 6 Harrison vd., 2010
PIF6 acés 16 1 Nie vd., 2012
PIF7 acl10 7 1 Liu vd., 2016

PIF8 (VP91/P95) ac83 96 13 Zhu vd., 2013
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AcMNPV’de, ODV zarfinda bir makromolekiiler kompleks olustugu belirlenmistir
(Peng vd., 2010; 2012). Simdiye kadar, dokuz PIF proteininin yedisi bu kompleksin
bilesenleri olarak tanimlanmistir. Bu ODV giris kompleksini PIF-1, -2, -3 ve -4’iin
olusturdugu ve PIF-0, -6 ve -8’in daha gevsek bir sekilde baglandigi sabit bir ¢ekirdekten
(ana kompleks) olusur (Sekil 3). Kompleksin g¢ekirdegi sabit olarak karakterize edilir,
clinkii ODV’ler SDS ile kismen denatiire edildiginde ve indirgeyici ajanlar ve 50 °C’de
inkiibasyon yapildiginda, Western blot analizinde 170 kDa’luk bant olarak goriiniir. Bu
kosullar altinda sicaklik 95 °C’ye yiikseltildiginde, ¢ekirdek kompleksi tamamen PIF
monomerlerine ayrigsmistir. PIF-1, -2 ve -3, ¢ekirdek kompleksinin olusumu i¢in gereklidir.
Cinki ilgili genlerin herhangi biri silindiginde kompleks tespit edilememistir (Peng vd.,
2010). Bununla birlikte, pif4’iin silinmesinden sonra, Western blot analizi ile PIF-1, -2 ve -
32’ten olusan daha kii¢iik bir kompleks bulunmustur (Peng vd., 2012). Yapilan
caligmalarda pif-7'nin de komplekse baglandigi belirlenmistir (Liu vd., 2016). Yalnizca
PIF-5’in bu kompleksele ilskisi belirlenememistir (Peng vd., 2012). Bu kompleks
sayesinde virlisin ODV’lerinin orta bagirsak liimeniyle flizyon yaparak iceriye gecis
yaptig1 diisiiniilmektedir, fakat bunun ayrintilar1 tam olarak bilinmemektedir (Zheng vd.,
2017).
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Ana kompleksin birlesenleri

PIF8 ==
(P95) Zayif baglantili PIF 'ler
PIFO By e
(P74) ' pIF] [liskisi bilinmeyen
PIF2 f
| PIFS |
zarin dig kism | er4PIF6' \\‘\_ __,,//‘

zarmn i¢ kism

Sekil 3. ODV giris kompleksinin modeli. Sar1 renk, c¢ekirdek kompleksinin
bilesenlerini (PIF-1, 2, 3 ve 4); ve turuncu renk, daha disik iligkili giris
kompleksine baglanan PIF (PIF-0, -6 ve -8)’leri gostermektedir. PIF-7,
denatiire edici olmayan kosullar altinda giris kompleksinde tespit edildigi
icin yesil olarak gosterilmistir. Fakat bu PIF’in kompleks ile iligkisi
bilinmemektedir. PIF-5, giris kompleksinin bir pargasini olusturmaz ve
beyaz olarak tasvir edilir (Boogaard vd., 2018).

Baz1 PIF proteinleri arasindaki etkilesimler maya iki-hibrid sistemi kullanilarak
belirlenmistir (Tablo 6) (Zheng vd., 2017). Bu etkilesim sonucunda birbiriyle etkilesimde
olan proteinler belirlendi.

Tablo 6. PIF kompleksindeki bilesenlerin protein-protein etkilesimleri i¢in Y2H
testi sonuglar1 (Zheng vd., 2017).

Ade-, Leu-, Trp- ve His-eksik ortaminda kolonilerin biiyiimesi

pGBK-T7 pGAD-T7
PIF-0 PIF-1  PIF-2 PIF-3 PIF-4 PIF-6 PIF-8

PIF-0 - - - - - - -
PIF-1 - - ++ +++ ++ - +++
PIF-2 - ++ - +++ - - -
PIF-3 - +++ +++ - ++ - -
PIF-4 - ++ - ++ - - -
PIF-6 - - - - - - -
PIF-8 - - - - - - -

-: Billylime yok; +: zayif pozitif biiylime; ++: ara biiyiime; +++: gii¢lii biiylime.
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Ayrica, oral enfektiviteden sorumlu olabilecegi diisiliniilen baska proteinler de vardir.
Bunlar ODV-E66 (AC46), AC5, AC108, AC145 ve AC150’dir (Hong vd., 1994; Zheng
vd., 2017; Lapointe vd., 2004).

v' AC145: AC145’in homologlari, Dipteran NPV harig tiim bakiiloviriislerde bulunur.
acl45 geni kitin baglanma motifi igermektedir (Dall vd., 2001). Bir ¢aligmada, AcCMNPV
acl45 geninin silinmesi sonucunda viriisiin enfektivitesisinin Trichoplusia ni larvalarinda
6 kat diisiise yol actigi belirlenmistir. Fakat Heliothis virescens iizerinde herhangi bir
virlilans degisimi gozlenmemistir (Lapointe vd., 2004). Ayni zamanda ac145’in BV ve
ODV ile iligkili oldugu tespit edilmistir. ac145’in ac150 ile beraber silindigi ¢alismalarda
H. virescens iizerindeki enfektivitede yaptig1 azalmalar gozlendiginden, iki genin de oral

enfektiviteden sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Lapointe vd., 2004).

1.3. Protein Etkilesimleri

Protein-protein etkilesimleri (PPIs), hiicre-hiicre etkilesimleri ve metabolik ve
gelisimsel kontrol de dahil olmak iizere genis bir yelpazede biyolojik siirecleri ele alir
(Braun ve Gingras, 2012). PPI, sistem biyolojisinin ana hedeflerinden biri haline
gelmektedir. Yan zincirleri arasindaki kovalent olmayan temaslar, protein katlanmasi,
protein montaji ve PPI i¢in temeldir (Ofran ve Rost, 2003). Bu temaslar proteinler arasinda
cesitli etkilesimlere ve iligkilere neden olur. Yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine
dayanarak, PPI’ler ¢esitli sekillerde smiflandirilabilir (Nooren ve Thornton, 2003).
Etkilesim yiizeyleri temelinde, homo veya heterooligomerik olabilirler. Istikrarlilig
degerlendirildiginde, etkilesimler zorunlu olabilir veya zorunlu olmayabilir.
Kaliciliklartyla dlgiildiigiinde, gegici veya kalict olabilirler (Zhang, 2009). Belirli bir PPI,
bu ii¢ 6zel ¢iftin bir kombinasyonu olabilir. Gegici etkilesimler sinyal yollarini olusturacak,
stirekli etkilesimler ise kararli bir protein kompleksi olusturacaktir. Tipik olarak proteinler,
in vivo daki islevlerini, tiirlerden izole edildiginde in vitro da gostermezler (Yanagida,
2002). Proteinlerin %80’inden fazlasinin tek basina degil komplekslerde calistigi ortaya
cikmistir (Berggard vd., 2007). Varligi dogrulanmis proteinlerin 6nemli analizleri
sonucunda, ayni hiicresel siireglerde yer alan proteinlerin tekrar tekrar birbirleriyle
etkilestigi bulunmustur. PPI’larin ¢alismasi, hiicre i¢indeki protein islevini anlamak ig¢in
onemlidir. Tanimlanmamis proteinlerin iglevselligi, islevi zaten ortaya c¢ikmis olan bir

protein ile etkilesimlerinin kaniti tizerinden tahmin edilebilir. PPI’larin ayrintili ¢alismast,
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hiicresel siireclerin molekiiler mekanizmalarim1 6rneklendirmek i¢in fonksiyonel yollarin
modellenmesini  hizlandirmistir.  Verilen bir proteomda proteinlerin etkilesimlerini
karakterize etmek, hiicrenin biyokimyasmi anlamak i¢in olaganiistii olacaktir. iki veya
daha fazla proteinin belirli bir fonksiyonel hedefle etkilesime girmesi gesitli yollarla
olusturulabilir. PPI’larin 6nemli Ozellikleri, Phizicky ve Fields (1995) tarafindan
belirlenmistir. Bu 6zellikler, enzimlerin kinetik 6zelliklerini degistirmek, substrat gecisine
izin vermek i¢in genel bir mekanizma olarak hareket edebilir. Bir proteinin substrati igin
farkli baglanma partnerleri ile etkilesim yoluyla spesifitesini degistirebilir, yolaklarda
diizenleyici rol oynayabilir. Son yillarda, PPI verileri, maya iki-hibrid sistemleri, kiitle
spektrometresi, faj gosterimi ve protein ¢ip teknolojisi gibi garantili yiiksek verimli
deneysel yontemler ile gelistirilmistir (Zhang, 2009). Bu deneysel kaynaklardan kapsamli
PPI aglar1 olusturulmustur. Bununla birlikte, PPI verilerinin kapsamli siirecleri,
laboratuvarda dogrulanmasi igin zorlayicidir. PPI aglarinin sayisal analizi, kesfedilmemis
proteinlerin islevlerini anlamak i¢in giderek daha fazla zorunlu bir ara¢ haline gelmektedir.
Giinlimiizde PPI, modern sistem biyolojisinin gelisimi ve ilerlemesi i¢in temel konulardan
biridir.

Protein etkilesimlerini tespit etmek icin deneysel yontemler kullanilir. Protein
etkilesimlerinin karakterizasyonunda kullanilan deneysel metotlar deneysel diizenegin
dogasina gore degisiklik gosterir. Ornegin maya iki-hibrid (Y2H) sistemi kullanilarak,
ilgilenilen bir proteinin, cDNA kiitiiphanesi gibi ¢ok yiiksek 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 hibrid),
biyokimyasal yontemler (pull-down analizi, birlikte immiin ¢okeltme, affinite
kromotografisi-kiitle spektrometrisi, ¢apraz baglanma) ve biyofiziksel yontemler (analitik
ultrasantrifiigasyon, immunofloresan mikroskobi, birlikte lokalizasyon/FRET/BRET,
konfokal mikroskobi, elektroforetik hareket kayma deneyi (EMSA))’dir. Bu yontemlerin
karsilastirmalar1 Tablo 7°de gosterilmistir (Rao vd., 2014).
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Tablo 7. Protein-protein etkilesimlerini tespit etmek i¢in kullanilan metotlar (Rao

vd., 2014).
Deney%el Deneysel Amag: Hiicreye P{ucre
Metot Amag: Dogrulama ya da daya bagimsiz
Yen_l Karakterizasyon deneysel deneysel
Kesif sekil sekil
Maya iki-Hibrid + - + -
Sistemi
Memeli iki-Hibrid + + + -
Sistemi
Protein Mikroarray + + + +
Faj Display + - + -
Afinite Kromotografisi + + + +
ve Kiitle
Spektrometresi
Pull-down Analizi - + + +
(Coktiirme)
Birlikte Immiin - + + +
Cokeltme
Birlikte Lokalizasyon - + + -
/[FRET/BRET
Capraz Baglanma - + + +
Analitik - + - +
Ultrasantrifiigasyon
Immunofloresan/ - + + -
Konfokal Mikroskobi
Elektroforetik Hareket - + - +
Kayma Deneyi
(EMSA)

Protein etkilesimlerini tespit etmek i¢in kullanilan biitiin tekniklerin kendine gore bir
avantaji ve dezavantaji bulunmaktadir. Bu sebeple PPI’lerini birden fazla teknik ve
yaklagimla analiz ederek yanlis pozitif sonuglardan kaginmak ¢ok 6nemlidir. Genel olarak
arastirmacilar genetik metotla tespit edilen bir etkilesimi biyokimyasal olarak da
dogrulamaktadir. Bununla birlikte bir proteomik calismada ¢ok fazla etkilesim tespit
edilmisse bunlardan bir veya birkag¢ tanesinin dogrulanmasi ile ¢alisma sonuglandirilir.
Ciinkii ¢ikan biitiin etkilesimleri dogrulamak cok fazla zaman ve masraf gerektirir

(Ngounou Wetie vd., 2014).
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1.3.1. Maya iki-Hibrid Sistemi

Fields and Song, 1989 yilinda Saccharomyces cerevisiae mayasinda dogrudan
protein-protein etkilesimlerini saptamak igin bir genetik sistemi tanimlayarak protein
etkilesim analizinde devrim yaratti (Fields ve Song, 1989). O zamana kadar, iki protein
arasindaki etkilesimler ¢cogunlukla biyokimyasal teknikler kullanilarak incelenmistir. Yeni
analitik araclarin gelisimi, Okaryotik transkripsiyon faktorlerinin molekiiler analizi ile
tetiklenmistir. Ptashne Laboratuvari mayada bir transkripsiyon aktivatorii olan Gal4’{in
modiiler yapisin1 kesfetmistir. Gal4’iin spesifik bir DNA sekansia (upstream aktivasyon
alani, UAS) baglandigin1 ve bdylece, galaktoz varliginda transkripsiyonu aktiflestirdigini
gostermislerdir. Mayalarda GAL gen ailesi igerisinde bir¢ok yapisal ve diizenleyici gen yer
almaktadir. Bunlardan Gal3, Gal4 ve Gal80 diizenleyici genlerdir. Gall, Gal2, Gal7,
Gall0 ve MEL1 (Gal5) genleri ise galaktoz metabolizmasi ile ilgili yapisal genlerdir. Maya
iki-hibrid metodunun ana aktorlerinden biri olan GAL4 proteinini kodlayan gen, 16.
kromozom {izerinde yer almaktadir. Maya GAL4 proteini 881 aminoasitten olusan,
yaklasik 92 kDa agirliginda bir proteindir ve homodimer yapida transkripsiyon aktivatorii
olarak islev goriir. GAL4 proteininin amino-terminal bolgesi (1-74. amino asitler) DNA
molekiiliinde kendine 6zgii dizilere baglanmada rol oynar (DNA binding domain: DBD).
GAL4 proteini DBD bolgesi ile DNA {izerinde 17 niikleotidlik bir diziyi (upstream
activation sequence: UAS) taniyarak buraya baglanir. Proteinin amino-terminal bolgesi
aynt zamanda hiicre niikleusunda lokalizasyon islevi de {istlenir. GAL4 proteininin
karboksi-terminalinde yer alan 738-881. aminoasit bolgesi ise ilgili genlerin
transkripsiyonunu aktive eden bolgedir (activation domain: AD) (Sekil 4). Bu bulgulardan
esinlenilerek, Fields ve Song, protein-protein etkilesimlerini izlemek igin transkripsiyon
faktorii GAL4’tin modiiler 6zelliklerini kullanmustir. Temel fikir X ve Y’nin iki proteininin
sirastyla DBD ve AD’ye kaynastirilmastydi. Oyle ki X ve Y arasindaki etkilesim, daha
sonra raportor gen ekspresyonunu c¢alistirabilen bir fonksiyonel transkripsiyon faktoriinii

yeniden olusturdu (Sekil 4).
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—— Transkripsiyon var
promotor  — —

Aktivator Belirteg gen
Baglanma Dizisi

+ Transkripsiyon yok

promotor

Aktivator Belirteg gen
Baglanma Dizisi

RNA
polimeraz I1

promotor - e———

Aktivator Belirteggen
Baglanma Dizisi

-Baglanma Domeini [l Aktivasyon Domeini

e———) Transkripsiyon var

Sekil 4. Klasik maya iki-hibrid sistemi. Ilgili X proteini, yem olarak adlandirilan
bir yapt olan DNA baglama alanina (DBD) kaynastirilir. Potansiyel
etkilesen protein Y, aktivasyon alanina (AD) kaynastirilir ve av olarak
adlandirlir.

Yem, yani DBD-X fiizyon proteini, promotorun yukarisindaki aktivator baglanma
dizisine (UAS) baglanir. Yemin av yani AD-Y fiizyon proteini ile etkilesimi, AD’yi getirir
ve bdylece, islevsel bir transkripsiyon faktoriinii yeniden olusturur. Olusan yapiya RNA
polimeraz II’nin gelmesiyle raportér genin transkripsiyonu meydana gelir. Genis g¢apli
calismalarda ¢cDNA kiitiiphanesi av olarak hazirlanir. Av ve yem genler bir maya
promotorunun kontrolii altinda farkli vektorler olarak olusturulur. ilgilenilen yem ve av
vektorler maya hiicresine transform edilir. Yem ve av genler sitoplazmada ifade edilir ve
ifade edilen proteinin transkripsiyonu aktive edebilmesi i¢in niikleusa girmesi gerekir. Bu
durum ise klasik maya iki-hibrid sisteminin kullanim alanina bir sinirlama getirir. Bu
sebeple ilerleyen yillarda Y2H sisteminin farkli versiyonlar1 da (6rnegin membran
proteinleri igin) gelistirilmis ve kullanilmaktadir. 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 cI operatorii altindaki LYS2 ve GusA (beta-
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glukuronidaz)’nin aktivasyonu gerceklesir. Bu sistem biiylik proteinlerin segici
bolgeleriyle protein etkilesimi  oldugunu tanimlamak i¢in bagarili bir sekilde
kullanilmaktadir.

Klasik maya iki-hibrid sistemi GAL4’ten farkli diger DNA baglanma proteinlerinin
(6rnegin, E. coli represor proteini olan LexA’nin BD), transkripsiyonel aktivatorlerin
(6rnegin Herpes simplex virus’in VP16 proteini) ve ¢esitli marker genlerin kullanimiyla
genigletilmistir. Isaret¢ci 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 secici olmayan
etkilesimlerden dolay1 olabilecek yanlis pozitif sonuclardan kacinmak igin genellikle iki
aktif marker gen kullanilir. Maya iki-hibrid sistemi daha sonra maya bir hibrid, tgli hibrid
seklinde de uyarlanmstir (Briickner vd., 2009).

Maya iki-hibrid sistemi zayif ve gegici protein etkilesimlerini tespit etmek igin
kullanilan hassas bir metottur. Bu etkilesimler biyokimyasal olarak tespit edilemeyebilir.
Fakat kompleks biyolojik sistemlerin tam fonksiyonunu tespit etmek i¢in 6nemli olabilir.
Bununla birlikte, maya iki-hibrid sistemi in vivo’da 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-hibrid sistemi giiniimiizde membran proteinleri, transkripsiyonel olarak
aktif olan proteinler ve hiicrenin alt iinitelerinde toplanip yerlesen proteinler gibi neredeyse

biitlin hiicresel proteomun etkilesimini ¢alisabilmek i¢in kullanilabilmektedir.

1.4. Calismanin Amaci

Malacosoma neustria (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Lasiocampidae) elma, armut
ve erik gibi kiiltiir bitkilerinde ve mese, kusburnu, sdgiit, kavak, hus agaci ve berberis gibi
yabani bitkilerde 6nemli yaprak yiyicisidir. Uygun mevsimsel kosullarda bitkileri tamamen
yapraksiz birakmakta ve bitkilerin kurumasina neden olmaktadir. Zararlinin en 6nemli
mikrobiyal patojeni niikleopolihedroviriislerdir (Jankevica vd., 1998). Bu viriis farkli
arastiricilar tarafindan farkh {ilkelerde tespit edilmistir (Kovacevic, 1926; Arvy, 1953;
Gershenson, 1955; Zarins ve Kalnina, 1971; Kikhno ve Strokovskaya, 1997; Jankevica vd.,
1998). Viriisiin tilkemizde de varligi farkli zamanlarda yapilan c¢alismalarla ortaya

konmustur (Yaman, 2002; Demir vd., 2009; 2013; 2014; Gencer vd., yayinlanmamis veri).
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Bu caligmalarla tilkemizden 5 farkli ManeNPV izolati tespit edildi. Bu izolatlarin
morfolojik, molekiiler ve viriilanslar1 gibi ¢esitli biyolojik 6zellikleri belirlendi.
Bakiiloviriisler gen ekspresyon vektorii, gen terapi vektorli, biyolojik miicadele
ajanlar1 ve model organizmalar olarak kullanilan en 6nemli biyoteknolojik araglardir. Bu
kullanilabilirlikleri onlarin ayrintili gen yap1 ve genom organizasyonlarinin belirlenmesiyle
yayginlagsmaktadir. Diinya da oldugu gibi iilkemizde de bu kadar yaygin olmasina ve diger
cok sayida NPV’nin genom organizasyonlari ile ilgili ¢ok sayida calisma yapilmasina
ragmen, ManeNPV’de komple genom dizi analizi ve gen yap1 ve organizasyonu ile ilgili
bugiine kadar herhangi bir caligma yapilmamaistir. Bu nedenle, bu tezde iilkemizden Demir
vd. (2013), tarafindan izole edilen ve ManeNPV-T2 olarak kodlanan viriisiin komple dizi
analizi yapilarak gen yap1 ve organizasyonunun belirlenmesi, bakiiloviriislerde oral
enfektivite faktorii oldugu diisiiniilen ac145 genlerinin (ac145-1, ac145-2) ManeNPV-T2
genomundaki homologlarinin varliginin tespit edilmesi ve genoma ait oral enfektiviteden
sorumlu proteinlerle olan etkilesimlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda hedefler asagidaki sekilde belirlenmistir:
» ManeNPV-T2’nin komple genom dizi analizinin yapilmasi
v' Viriisiin ¢ogaltilmasi, saflastirilmasi ve konsantrasyonunun tayini
v' Saflastirilmis viriis stispansiyonundan DNA izolasyonu
v" Komple genom dizilenmesi (Macrogen, Korea)
v Biyoinformatik analiz
= ManeNPV-T2’nin komple genomunun toplanmasi ve analizi
* Genomun ag¢ik okuma zincirlerinin (ORF) belirlenmesi
= Diger Dbakiiloviriislerle  karsilagtiritlarak ~ ManeNPV-T2
genlerinin siiflandiriimasi
» Gen dagilim analizi (Gene parity-plot)
= Fonksiyonel genlerin tespiti
* Homolog tekrar bolgelerinin (hrs) belirlenmesi
» Filogenetik analiz
» AC145 proteinlerinin oral enfektiviteden sorumlu proteinlerle (PIFO-PIF8)
maya iki-hibrid sisteminde etkilesiminin belirlenmesi
v’ acl45 genlerine ve oral enfektiviteden sorumlu genlere uygun

primerlerin tasarlanmasi
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Oral enfektiviteden sorumlu genlerin ve acl145 genlerinin PCR ile
cogaltilmasi

PCR ile ¢ogaltilan DNA’larin ara vektore klonlanmasi

acl45 genlerinin maya sistemindeki pGBK-T7 (yem) vektoriine ve
ManeNPV-T2’ye ait diger tiim pif 0-8 genlerinin pGAD-T7 (av)
vektoriine klonlanmasi

Yem ve av vektorlerinin maya hiicrelerine (AH109) transformasyonu
ve tanimlanmasi

acl45 ve pif 0-8 genlerinin gosterdigi etkilesim sonuglarinin

belirlenmesidir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Komple Genom Analizi ile lgili Calismalar

2.1.1. Cahismada Kullamilan Viriis ve Bocek Larvalari

Bu tez calismasinda Demir vd. (2013), tarafindan Giimiishane ili K&se ilgesinden
Malacosoma neustria larvalarindan izole edilmis ve ayrintili tanimlamasi yapilmis ayni
zamanda zararli izerindeki Oldiirlici etkisi belirlenmis Malacosoma neustria
niikleopolihedroviriis T2 (ManeNPV-T2) izolat1 kullanildu.

Calismada ihtiya¢ duyulan Malacosoma neustria larvalar1 Mayis-Temmuz 2016 ve
2017 yillarinda, Giimiishane ve bu ile bagh ¢esitli ilge ve kOylere yapilan arazi ¢alismalari
sirasinda toplandi. Uygun yontemler kullanilarak, bitki siirglin ve yapraklariyla birlikte
toplanan bocekler, yeterince havalandirmali 6zel kutularla laboratuvara getirildi.
Laboratuvarda, larvalar dogal besinlerle beslendi ve ¢aligmalarda kullanmak tizere saglikli

olanlar secildi.

2.1.2. Malacosoma neustria niikleopolihedroviriis’iiniin Cogaltilmasi

Viriis, saglikli M. neustria larvalarinda ¢ogaltildi.  Bunun igin, 10" OB/ml
konsantrasyonda viriis larvalarin dogal olarak beslendikleri yapraklara bulastirildi.
Yaklasik 6 saat a¢ birakilmis larvalar hazirlanan viriis bulastirilmis besinler ile beslendi.
Tipik bakiiloviriis enfeksiyon semptomlar1 olan negatif geotropizm, ishal ve yiyeceklerin
sindirilememesi isaretleri gozleninceye kadar 22 + 2 °C’de, 16:8 1s1ik:karanlik periyodunda
ve %60 nem ortaminda yetistirildi (Keddie ve Erlandson, 1995). Makroskobik ve
mikroskobik incelemeler sonunda, viral enfeksiyondan 6ldiikleri tespit edilen larvalar -20
°C’de muhafaza edildi.
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2.1.3. ManeNPV-T2 Gomiilii Yapilarinin Saflastirilmasi ve
Konsantrasyonunun Tayini

Viral suslarin cogaltilmast icin yapilan enfeksiyonlar sonunda o6len larvalardan
gomiilii yapilar (OB) saflagtirildi (Boughton vd., 1999; EIl-Salamouny vd., 2003).
Enfeksiyondan 6len ve -20 °C’de bekletilen yaklasik 30-40 larva, 100 ml 50 mM Tris-HCI
(pH 8) icerisinde homojen hale getirildi ve kaba parcalarin ayrilmasi igin 2-3 kat tiilbentten
gecirildi. Siiziilmiis karisim oda sicakliginda 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edildi. Ayr1 bir
tiipe alinan s1vi1 kisim, 12.000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Olusan pellet 50 mM Tris-HCI
(pH 8) igerisinde tekrar slispansiyon haline getirildi. Siispansiyon, %40-65 (v/w) lineer
sukroz gradientinde, 14.000 x g’de, 20 °C’de, 30 dk santrifiij edildi. OB’leri ihtiva eden
bant alinarak, saf su ile yikandiktan sonra 12.000 rpm’de, 4 °C’de, 15 dk santrifiij edildi.
Saflastirilmis OB’lerden olusan pellet, Tris ile ¢oziildii ve -20 °C’de muhafaza edildi.

Saflastirilmis viriistin mikroskobik incelemeleri igin 151k ve elektron mikroskobu
kullanildi. Taramali elektron mikroskobu (SEM) i¢in, saflastirilmig viriis siispansiyonu
yuvarlak metal lamel iizerine konuldu ve havada bir gece kurumaya birakildi. Kurutulan
ornek, SEM (Zeiss EVO LS10) igin piskiirtmeli bir kaplayicida (Quorum Technology
SC7620-CF) altin piiskiirtiilerek kaplandi. Kaplanan numune SEM’de incelendi (biiyiitme
giicii: 7,055X).

Saflastirilmis virlistin konsantrasyonunun dogru bir sekilde hesaplanmasi, sonuglarin
degerlendirilmesi bakimindan olduk¢a Onemlidir. Bakiiloviriislerde mikroskop altinda
hemositometre kullanilarak OB’lerin sayilmasi ile viriis stok konsantrasyonu belirlendi. Bir
kareye 100 — 200 OB gelecek sekilde siispansiyon seyreltildi ve 10 pl viriis siispansiyonu
sayim i¢in kullanildi. OB’lerin sayimi ¢apraz bes biiyiik kare iizerinden yapildi. Ayni
stoktan tekrar seyreltik hazirlanarak islem ikinci kez tekrarlandi. Stok wviriis

konsantrasyonu 10” OB/ml olacak sekilde hazirlandu.

2.1.4. ManeNPV-T2’den Viral DNA Ekstraksiyonu

Saflagtirilan OB’lerden 100 pl alinarak 3 kez 1 ml ddH,O ile yikandi ve 300 pl
ddH,O igerisinde tekrar siispanse edildi. Uzerine 20 pl proteinaz K (20 mg/ml) ilave
edilerek 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi. Daha sonra, bu karigima 150 pl 3 X ¢oziicii tampon
(0.3 M Na,C0s3, 0.03 M EDTA, 0.5 M NaCl, pH 10.9) ilave edildi ve 37 °C’de 30 dk
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boyunca bekletilerek virionlarin (ODV’ler) OB’lerden salinmasi saglandi. Karigima 15 pl
notralizasyon tamponu (1 M Tris, pH 7.0) ve 50 ul %10 SDS ilave edilerek yeniden 37
°C’de 30 dk daha inkiibe edildi. Viral DNA, fenol/kloroform ile ekstrakte edilerek etanol
ile ¢okeltildi (Sambrook ve Russell, 2001). Pellet DNA 200 ul TE i¢inde siispanse edildi
ve 0.1X TE tampon (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 7.5) icinde 4 °C’de 24 saat
boyunca diyaliz edildi. DNA’nin konsantrasyonu NanoDrop spektrofotometrede (Thermo
Scientific, NanoDrop 2000) 6lgiildii ve DNA’nin safligi, 260/280 oraninin belirlenmesiyle
kontrol edildi.

Macrogen (Korea) firmasina gonderilen DNA’nin safligi Picogreen (Invitrogen,
P7589) boyasi ile floresan bazli olan Victor 3 fluorometresi kullanilarak olgiilmiistiir.
Macrogen, baslangic genomik malzemesini, bir UV-spektrometre bazli yontemden ziyade,
bir floresan bazli yontem tarafindan nicellestirir. Bunun nedeni, ¢ift iplik¢ikli DNA’ya
0zgii bir boya kullanan floresan bazli yontemlerin, bir¢ok ortak kirletici madde varliginda
bile ¢ift zincir DNA’y1 spesifik ve dogru bir sekilde nicellestirmesidir.
Spektrofotometrenin 260 nm dalga boyundaki okumalarina dayanan UV spektrometre
yontemleri, RNA ve genomik DNA preparatlarinda yaygin olarak bulunan diger
kontaminantlarin mevcudiyetine bagli olarak DNA konsantrasyonunun yiiksek ¢ikmasina
neden olabilecek bir yontemdir.

Ayrica, DNA’nin durumunu degerlendirmek igin hem bizim tarafimizdan hem de
Macrogen firmasi tarafindan jel elektroforezinde goriintiilleme yapilmistir. Jel elektroforezi,
bir numunedeki DNA’nin durumunu (varli@i veya yoklugu dahil) ortaya ¢ikarmak i¢in
giicli bir yontemdir. Bu uygulamada deterjan veya protein kontaminantlarin, DNA’ya
bulasip bulasmadig1 aciga ¢ikarilir. RNA kontaminasyonunun belirlenmesi, genellikle bir
jelin dibinde RNA bantlarmin goriilmesiyle anlagilir. Ilgilenilen bir bandin altinda bir bant
veya leke, DNA’da bir hasarin oldugunu gostermektedir.

Macrogen firmasi tarafindan bizim istegimiz dogrultusunda DNA’nin boyut Kontrolii
yapildi. DNA pargalarinin 1kbp’den kii¢iik oldugunu belirlemek i¢in 2100 Bioanalizer
kullanildi. Bioanalizer DNA Kkitleri kullanilarak, hazirlanan kiitiiphanedeki siralarin
konsantrasyonu belirlendi ve kiitiiphane yapimina devam edilip, edilemeyecegine karar

verildi.
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2.1.5. ManeNPV-T2 Komple Genom Dizi Analizi ve Verilerin Toplanmasi

ManeNPV-T2 DNA’sinin, safligt OD260 / OD280’de 1.85 ve konsantrasyonu (35
ng/ul) belirlendi. DNA, genom analizleri i¢in Macrogen firmasina (Seoul, Kore)
gonderildi. Macrogen firmasi tarafindan dizi analizi asamasinda kullanilacak programlar
bizim tarafimizdan belirlendi. Illumina NGS is akis semast numune hazirligi, kiitliphane
insasi, dizileme ve dizilenen verilerin analiz i¢in ham verilere doniistiiriilmesi olmak tizere
4 temel adimu igerir.

Numune hazirlig1 yukarida belirtildigi sekilde yapildi. DNA’nin kalite kontrolii (QC)
yapildiktan sonra, kiitiiphane yapimi asamasina gecildi. Dizileme kiitiiphanesi, DNA veya
cDNA numunesinin rastgele parcalanmasi ve ardindan 5' ve 3' adaptor ligasyonu ile
hazirlandi. Adaptor-ligasyonlu fragmanlar daha sonra PCR ile c¢ogaltildi ve jelden
temizlendi. Genomik kiitiiphane hazirligi i¢in TruSeq DNA PCR-Free kiti (Illumina)
kullanildi. Illumina HiSeq, sistem kontrolii ve RTA (Real Time Analysis. V1.18) adi
verilen entegre birincil analiz yazilimi araciligiyla temel bazlarin belirlenmesi i¢cin HCS
(HiSeq Control Software v2.2) kullanilarak ham veriler tiretildi. BCL (baz aramalar),
illumina paketi bcl2fastq (v1.8.4) kullanilarak FASTQ'a dontistiirildi. FASTQ, yiiksek
verimli siralama yapmak i¢in belirlenen ham dizi verileri iizerinde bazi kalite kontrolleri
yapmak i¢in basit bir yol saglamay1 amaclamaktadir. Daha fazla analiz yapmadan 6nce,
verilerin herhangi bir sorunu olup olmadiginin hizli bir sekilde anlasilabilmesi i¢in
kullanabilecek modiiler bir analiz setidir. DNA dizilimi bir HiSeq 2500 System V ve HCS
v2.2 dizileme kontrol yazilimi kullanilarak gerceklestirildi. ManeNPV-T2 ornekleri igin
toplam baz sayisi, %G+C, %Q20 ve %Q30 degerleri hesaplandi. % Q20, 20’nin {izerinde
Phred kalite puanina sahip olan okumalarin oranini gosterirken, % Q30 Phred kalite puani
30’dan fazla olan okumalarin oranim1 gostermektedir Okumalar, her bir okuma, Q20'ye esit
veya daha biiyiik baz okuma kalitesine sahip bazlarin %90’ indan fazlasina sahip olacak
sekilde montajdan Once filtrelendi. Montaj igin SOAPdenovo2 programi kullanildi. Bu
program, grafik yapisindaki bellek tiiketimini azaltan, kontig montajinda daha fazla
tekrarlanan bolgeleri ¢6zen, iskele yapiminda kapsama alanini ve uzunlugunu artiran,
bosluk kapanmasini gelistiren ve biiyilk genom birlestirilmelerini optimize edebilen yeni
bir algoritma tasariminin avantajina sahiptir. Pilon, referans genom dizisini baz alarak hata

diizeltilmesi i¢in kullanildu.
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2.1.6. Acik Okuma Zincirlerinin (ORF) Belirlenmesi

ManeNPV-T2 i¢in tam niikleotid dizisinin ortaya ¢ikarilmasi, ac¢ik okuma
cergevelerinin (ORF’ler) ve tekrarlanan dizilerin tahmin edilmesi ile gergeklestirildi.
Varsayilan ORF’ler FGENESVO (Solovyev ve Salamov, 1999) (http: // linux 1.softb
erry.com/berry.phtml) ve NCBI ORF bulucusu (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gORF/
gORF.html) kullanilarak tahmin edildi. Minumum 150 bazlik iriin olusturacak gen
bolgeleri belirlendi. Bolgelerin belirlenmesinin ardindan ORF’ler genomda bulunduklari
lokasyona gore oncelikle genomun 5' ucundan baslayarak 3' ucuna gére numaralandirildi.
ORF’lerin yerlestirilmesinde literatiirdeki verilerden yola ¢ikilarak polihedrin genini

kodlayan bolge 1 numarali ORF olarak isaretlendi.

2.1.7. Homolog Tekrar Bolgelerinin (hrs) Belirlenmesi

Viral genomlar kodlanan ve kodlanmayan bolgelerde ¢esitli motifler igeren homolog
tekrar dizileri (homologous repeat sequences, hrs) igermektedir. Elde edilecek tiim genom
sekansinin  hrs bolgeleri Tandem Tekrarlar Bulucu (Tandem Repeats Finder)

(http://tandem.bu.edu/trf/trf.html) programi ve PHOBOS yazilimi ile arastirildi.

2.1.8. Gen Dizilerinin Dagilimm (Gene Parity-Plots)

Tespit edilecek ve isimlendirilecek genlerin benzerlikleri iki bakiiloviriis sinifindan
referanslar segilerek bu referans viriislerin genleri ile karsilastirildi ve benzerliklerini
gosteren haritalar ¢izildi. Belirlenen ManeNPV-T2 ORF’leri numaralandirildi. Hesaplama
karsilagtirmasina izin vermek igin segilen HearNPV, TniSNPV, UrprNPV, AcCMNPV ve
CpGV’nin ORF’leri de numaralandirildi. Bir numarali gen polihedrin (graniilin) olarak
belirlendi. Bu sekilde numaralanan bakiiloviriis genomlart Microsoft Excel yazilimina
girildi. Gene parity-plot analizi olarak adlandirilan islemde X ekseni bir viriisiin gen
sirasint Y ekseni diger virlisiin gen sirasini ifade edecek sekilde yer aldi. Bu analizin
sonucunda iki tarafta da olan genler ortak diizlemde bulundu. Gene parity-plot sayesinde
ManeNPV-T2 ile referans alinan viriisler arasindaki gen organizasyonu arasindaki fark

elverisli olarak karsilastirildi (Hu vd., 1998).
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2.1.9. Fonksiyonel Genlerin Tespiti

Bakiiloviriisler, viral replikasyon, transkripsiyon, translasyon, apoptozis inhibisyonu,
viriis ingas1 gibi temel fonksiyonlarda rol alan birgok gen icerir. Ayrica, islevleri agik¢a
tanimlanamamis bazi korunmus genler de ihtiva ederler. ManeNPV-T2’ye ait ORF’ler
taranarak bu islevlerden sorumlu olan genler siniflandirildi ve bir tablo haline getirilerek

yerel izolatin genomunda olan ve olmayan gen bdlgeleri tespit edildi.

2.1.10. Filogenetik Analiz

Bakdiloviriisler ile yapilan ¢alismalar sonucunda bir takim genlerin tiim bakiiloviriis
tiyelerinde korunmus oldugu belirlenmistir. ICTV’nin 2018 yilinda yayimlanan raporuna
gore, bu genler kor gen olarak siniflandirildi. Bu genler ac6, ac14, ac22, ac40, ac50, ac53,
acs4, ac62, ac65, ac66, ac68, ac77, ac78, ac80, ac81, ac83, ac89, ac90, ac92, ac93, ac94,
ac9s, ac96, ac98, ac99, ac100, ac101, ac103, ac109, ac110, ac115, acl19, ac133, acl38,
acl4?, acl43, acl44 ve ac148°dir. Tiim genom dizileme ¢alismalari sonucunda elde edilen
ManeNPV-T2 dizisinde bu 38 kor genin varlig1 arastirildi. Kor gen dizilerinin aminoasit
dizileri ug uca birlestirilip NCBI veri tabaninda bulunan bakiiloviriisler ile karsilastirildi.
Uc uca birlestirme i¢in 38 kor genin amino asit dizileri MegAlign Pro (v.14) iizerinde
MAFFT kullanilarak hizaland1 (Katoh vd., 2002). Kor gen aminoasit dizisi hizalamalari,
BioEdit 7.1.3.0 kullanilarak gergeklestirildi. Jones-Taylor-Thornton (JTT)’ye dayanan
Maksimum Likelihood yontemi kullanilarak bir filogenetik aga¢ insa edildi.

2.2. Maya Iki-Hibrid Sisteminde Etkilesim Deneyleri

2.2.1. ManeNPV-T2’ye Ait Oral Enfektivite Genleri

Oral enfektiviteden sorumlu olan 9 adet gen (pifO-pif8) belirlenmistir (Peng vd.,
2012). Bu genler disinda ac145 geninin de oral enfektiviteden sorumlu olabilecegine dair
calismalar yapilmistir (Lapointe vd, 2004). ManeNPV-T2 genomunda ac145 geninden 2
adet belirlenmistir. Genomda iki homologu bulunan ac145 geninin oral enfektiviteden

sorumlu diger genlerle etkilesiminin belirlenmesi i¢in asagidaki ¢alismalar yapildi.
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2.2.2. Primer Tasarimi

Maya iki-hibrid sisteminde av (prey) ve yem (bait) vektorler bulunmaktadir. Genlerin
ifadesi giiglii promotor olan ADH1 promotoru altinda gergeklesmektedir. Protein
etkilesimlerinin gosterilebilmesi igin ifade edilen bu proteinlerin, niikleusa gegerek marker
genlerin caligmasini saglamasi gerekir. Proteinlerde transmembran bolgesi bulundugunda
proteinler hiicre membraninda birikir ve niikleusa gegemez. Ayni zamanda, proteinlerin
membranda fazla miktarda birikmesi hiicrede toksik etkiye neden olur. Bu nedenle, maya
iki-hibrid sisteminde etkilesimi belirlenmek istenen genlerin transmembran bdlgeleri
cikarilarak ifade edilmeleri gerekir. Virliste bulunan oral enfektiviteden sorumlu genlerin
(pif0-8) (orf20, orflll, orfll7, orfl02, orf75, orf8, orf52, orf81, orf66), ac145 genleriyle
(orf12, orf50) etkilesimini belirlemek i¢in dncelikle bu genlerin sinyal peptid bélgelerinin
ve transmembran domainlerinin varligr arastirildi. Bunun i¢in TMHMM yazilimi
(http://www.cbs.dtu.dk/ servicessTMHMM) ve SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/ services/
SignalP/) kullanildi. Sinyal peptid ve transmembran boélgeleri bulunan genlerden bu
kisimlar ¢ikarildiktan sonra primerler tasarlandi (Tablo 8). Primerler, i) pGBK-T7 ve
PGAD-T7 vektorlerine uygun kesim bolgelerini icerecek sekilde, ii) okuma dizisinde
kayma olmayacak sekilde, iii) baz eklemek gerektiginde prolin ve stop kodonu
kodlamayacak sekilde, iv) primer ciftlerinin hibridizasyon sicakliklart ve birbiriyle
komplementasyonlarina dikkat edilerek ve v) baslangi¢ ve stop kodonlar1 da ¢ikarilarak

hazirlandi.


http://www.cbs.dtu.dk/

Tablo 8. Maya iki-hibrid sisteminde etkilesim i¢in kullamilacak primerlerin listesi

ORF Eﬁli‘l(fg’;;d Motif  Av-yem vektorler icin ileri diziler  Av-yem vektorler icin geri diziler gl.;’ygi;fllilii“(bp) ;‘;‘%‘:gf‘“

acl45-1eks 279 SP GAATTCCATCAGATGCAAAAG GGATCCCTATCAACAAGTTTCT 228 EcoRI
CTTCT GTACAAA BamH|

acl45-2eks 366 TM  GAATTCAACAAAAACGACAA GGATCCCATCGATGATGTCATT 258 EcoRI
GAAAAAC AGTAGG BamHi

pif0o-1E 1944 TM  GAATTCGCCACTTTGACCGCC TTGTAACCGAAAGGATCCCACA 1272 EcoRI

AAATTCTAGTCATCGCTTTGG

pif0-2E 1944 TM  CCAAAGCGATGACTAGAATTT CTCGAGCCAAGAGATATATCAG 447 Xhol
TGTGGGATCCTTTCGGTTACAA TGCGGC

Dif1-E 1602 TM  GAATTCCGAGTCAATTATGAA GGATCCCAAGAATCGAATAGTT 1527 EcoR
CCTATCGC GGGATACGT BamHi

pif2-E 1155 TM  GAATTCGCTCATCGAGCGATT GGATCCCACTATTTTGTGGTAC 1086 EcoRI
AGG CGGTC BamHi

Dif3-E 639 TM  GAATTCCGATTGGTTCAAGAT GGATCCCCACGACGTCGTAAAT 540 EcoRI
CATCTCGAT TGTGGA BamH|

pifd-E 516 TM  GGATCCTTCCCTACCGAAACG CTCGAGCCTTAATATGAACAAA 429 BamHi
cCG ACCGCCGT Xhol

pif5s-1E 1104 TM  GAATTCAGCTTTTTTACAAATT ACATTTTGCTGATTCATTATCTT 948 EcoRl
TACGGC TTTGTTGCTAGAGCTAGCGC

pif5-2E 1104 TM  GCGCTAGCTCTAGCAACAAAA CTCGAGCACGTCGCAAATTCAT 53 Xhol
AGATAATGAATCAGCAAAATG ATATGT
A

pif6-1E-Fw 411 TM  GAATTCGATTTTATTAAATGG GCCATCGTTCTTATCGGCAGATT 279 EcoRl
AGAATTTTAAACG TTAAAGTTAAACTGACCG

pif6-2E 411 TM  CGGTCAGTTTAACTTTAAAATC GGATCCCTTGCGTATCAGCTGC 53 BamHi
TGCCGATAAGAACGATGGC  AG

pif7-E 171 TM  GAATTCAAATTGAATAAACAG GGATCCCCAAAGTTTTCAAATT 102 EcoRI
CAT ATGT BamH|

pif8-E 2481 TM  GGATCCTTGAATTTAACGAAA CTCGAGCTTGTAAATGTTCCAA 2406 EcoRI
TAGAATTCAAC AAAATACA Xhol

05
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2.2.3. Elektrokompotent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Escherichia coli DH10B hiicrelerinin biiyiitiildiigii petriden tek bir koloni alinarak
NaCl ihtiva etmeyen Luria Bertani (LB) siv1 besiyerine asilandi ve 16 saat biiylitiildii. Bu
kiiltirden LB sivi besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi. Hiicreler 600 nm dalga
boyunda yogunluklart 0.6-0.9 olana kadar 37 °C’de biiyiitiildii. Bakteri konsantrasyonu bu
yogunluga ulasinca kiiltiir tiiplere alinarak 30 dk buz iizerinde bekletildi. Ardindan 4000
rpm’de 4 °C’de, 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda olusan sivi kisim atildi. Cokelti
iki kez soguk su ile yikanarak ayni hiz ve zamanda santrifiij edildi. Cokelti soguk %10’ luk
gliserolde ¢oziildii, 5000 rpm’de 4 °C’de 15 dK santrifiij edildi. Ust kisim tekrar atild: ve
cokelti %10’luk gliserol i¢inde siispansiyon haline getirildi. Kompetent hiicreler 50 pl’lik
hacimlerde mikrosantrifiij tiiplerine boliindii ve kullanilincaya kadar -80 °C’de muhafaza
edildi.

2.2.4. ManeNPV-T2’ye Ait acl45 ve Oral Enfektiviteden Sorumlu Genlerin
PCR ile Cogaltilmas1 ve Ara Vektor pGEM-T Easy Vektoriine
Klonlanmasi

ManeNPV-T2’ye ait oral enfektiviteden sorumlu 9 gen ve 2 adet ac145 geni olmak
lizere toplam 11 adet gen dogrulama aktivitesi bulunan Phusion DNA polimeraz
(Finnzymes) kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile asagidaki kosullarda
cogaltildi. PCR reaksiyonu 1 pl ManeNPV-T2 DNA’s1 (10ng), 10 ul 5 X PCR reaksiyon
tamponu, 3 pl MgCl, (25mM), 1 pul dNTP karisimi (her birinden 10 mM), her bir
primerden 1.5 pl (10mM), 0,5 pl Taq DNA polimeraz (5U/ul) ve ddH,O ile son hacim 50
ul’ye tamamlanarak hazirlandi. PCR kosullar1 98 °C’de 30 sn denatiirasyondan sonra 98
°C’de 10 sn, 55-65 °C (primerlere uygun sicakliklarda) arasinda 30 sn ve 72 °C’de 1 dk
seklinde 35 dongii halinde tamamlandi. Son olarak 72 °C’de 10 dk bekletilerek eksik kalan
hibridizasyon reaksiyonlarinin tamamlanmasi saglandi. PCR iiriinleri %1’lik agaroz jelde
yuriitiildii ve uygun biiyiikliige sahip DNA bantlar1 jelden temizleme kiti (Nucleospin Gel
and PCR Clean-up, Macherey-Nagel) ile agaroz jelden temizlendi. Jelden temizlenen DNA
siralariin  konsantrasyonlart belirlendi. Kullanilan enzim, reaksiyon sonunda kiit ug
olusturdugundan, sarkik ug¢lu pGEM®-T’ye klonlamak igin yeni bir reaksiyonla PCR

riinlerinin 3' ucuna A’lar takildi. Bu islem igin hazirlanan reaksiyona 7.5 ul DNA (jelden
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temizlenen siralarin, 200ng), 2 ul 5 X Taq Tampon, 0.5 ul dATP, 1.5 ul MgCl, ve 0.5 pl
Tag DNA polimeraz eklendi. Kariggim 70 °C’de 30 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra klonlama icin gen ve vektdr orani 1:3 olacak sekilde pPGEM®-T Easy
(Promega) klonlama kiti kullanilarak genlerin pGEM®-T Easy vektore ligasyonu yapildi.
Ligasyon {irlinlerinin 6nceden hazirlanan kompetent E. coli DHI10B hiicrelerine
transformasyonu gergeklestirildi. Cikan rekombinant kolonilerin dolulugu koloni PCR ile
kontrol edildi. Reaksiyona 4 ul 5 X Green Go-Tag tamponu, 0.4 pul 10 mM dNTP, 1.2 ul 25
mM MgCly, 0.8 ul pGEM-T ye 6zgii ileri ve geri primerler, 0.1 ul Go-Tag DNA polimeraz
(Promega) ve dH,O eklenerek, hacmi 20 ul’ye ayarlandi. Transformasyon petrisinde
olusan koloniler hazirlanan karisima kiirdanla aktarildi. PCR kosullar1 95 °C’de 2 dk,
denatiirasyondan sonra 95 °C’de 1 dk, 55-65 °C (primerlere uygun sicakliklarda) arasinda
30 sn ve 72 °C’de 1 dk seklinde 35 dongii ve 72 °C’de 5 dk hibridizasyon olarak belirlendi.
Bu kosullarda PCR gergeklestirildi. PCR firtinleri jelde yiiriitiilerek klonlanan geni igerdigi
belirlenen kolonilerden birer tane klon secildi, bunlardan plazmit izolasyonu Wizard® Plus
SV Minipreps DNA Purification System kiti (Promega, USA) ile yapildi ve EcoRI enzimi
ile kesilerek klonlamanin dogrulugu teyit edildi.

2.2.5. Oral Enfektiviteden Sorumlu Genlerin ve acl145 genlerinin Av ve Yem
Vektorlerine Klonlanmasi

Genler klonlandiktan sonra genleri igerdigi dogrulanan pGEM®-T Easy vektérleri ve
av (pGAD-T7) ve yem (pGBK-T7) vektorleri Tablo 8’de belirtilen enzimler ile kesildi.
Kesim reaksiyonu 1.5 pg DNA, 10 X restriksiyon enzim tamponundan son hacmin 1/10’u
kadar ve enzimlerin her birinden 5U kullanilarak olusturuldu. Karisim 37 °C’de 3 saat
kesime birakildi ve sonra klonlanacak gen ve vektorler %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii.
Istenilen enzimle kesildigi belirlenen vektdr ve genler kit (Nucleospin Gel and PCR Clean-
up, Macherey-Nagel) kullanilarak jelden temizlendi. Ligasyonlarda kullanilacak genlerin
nanogram miktarini belirlemek i¢in formiil kullanildi: (Reaksiyonda kullanilacak vektoriin
nanogram miktart x 5) / (vektoriin baz ¢ifti uzunlugu / klonlanacak genin baz ¢ifti
uzunlugu). Ligasyon reaksiyonu karigimi, 50 ng vektor DNA’s1, klonlanacak gen DNA’si,
son hacmin yaris1 kadar 2X T4 DNA ligaz tamponu, 1 pl T4 DNA ligaz, 1 pl 10 mM ATP
ve dH,O ile hazirlandi. Ligasyonlar, vektor:klonlanacak gen oranmi 1:5 olacak sekilde

kuruldu ve transformasyonlar1 yapildi. Ligasyon {iriinii +4 °C’de bir gece inkiibe edildi.
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Inkiibasyondan sonra elektrotransformasyonla E. coli DHI10B hiicrelerine aktarildi.
Transformasyon petrilerinde olusan klonlardan, geni igerenleri tespit etmek igin 6-12
koloni segilerek plazmide 6zgii ileri ve gene 6zgii geri primerler kullanmilarak koloni PCR
ile kontroller yapildi. PCR sonucu, iginde gen tespit edilen kolonilerden Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System kiti (Promega, USA) ile plazmid DNA’lan izole
edildi. Bu DNA’lar uygun restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesilerek dogrulugu teyit
edildi. Dolu oldugu belirlenen klonlar DNA dizi analizine gonderildi (Macrogen,
Hollanda).

2.2.6. Maya Hiicrelerinden Kompotent Hazirlanmasi

AH109 maya susu (-80 °C) YPD (Yeast extract Peptone Dextrose; 20 gr Difco
Pepton, 10 g yeast extract, 950 ml dH,O, pH: 6,5, otoklavdan sonra 50 ml steril %40
dekstroz ¢ozeltisi ilave edilir) agara ekildi. Maya hiicrelerinin biiyiimesi i¢in 1-2 hafta
beklendi. Cap1 1-2 cm olan kolonilerinden 50 ml YPD besiyerine inokiilasyon yapildi. Bu
maya hiicrelerinin absorbansi (ODgo) 1.5°1 gegene kadar 30 °C’de 250 rpm’de yaklasik
16-18 saat arasinda calkalanarak inkiibe edildi. Istenilen absorbansa ulasan gece
kiiltiirinden ODggo’de 0.2-0.3 olacak sekilde 100 ml YPD besiyerine inokiile edildi.
ODggo’de 0.4-0.6 arasina gelene kadar 230 rpm’de 30 °C’de 3 saat inkiibe edildi.
Biiyiitiilen kiiltiir 50 ml’lik tiiplere alinarak 1000 x g’de 20 °C’de 5 dk santrifiij edildi.
Kalan 50 ml kiiltiir pellete eklendi ve yeniden ayn1 sekilde santrifiij edildi. Olusan ¢okelti
tizerine 25 ml steril dH,O ilave edilerek hiicreler yikandi ve ayni sekilde yeniden santrifiij
edildi. Kiiltlirin santrifiijii esnasinda 1X TE/1X LiAc (1 ml 1 M Lityum asetat, LiAc, 1 ml
10 X TE tampon, 8 ml dH,0) tamponu hazirlandi. Pellet bu taze hazirlanan (1X TE/1X
LiAc) tampon ile c¢ozilerek kompotent hiicreler hazirlandi. Yem plazmitlerinin

transformasyonu i¢in hazirlanan maya kompotent hiicreleri 1 saat igerisinde kullanildi.

2.2.7. ac145 Genlerini Iceren Yem Vektérlerinin Kompoetent Maya Hiicrelerine
Transformasyonu

Transformasyon isleminin dogrulugu i¢in pozitif ve negatif kontroller kullanildi.
Yaban tip GAL4 proteinini kodlamakta olan pCLI plazmidi igeren JM101 hiicreleri
ampisilin igeren LB (Luria-Bertani; 5 gr yeast extract, 10 gr NaCl, 10 gr tripton) besiyerine
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ekim yapilarak biyiitiildii. Ayn1 zamanda negatif kontrol olarak pGBK-T7 Lam plazmidini
(insan lamin proteinini kodlamakta) igeren JM101 hiicreleri kanamisinli LB besiyerinde
biiyttiildii. Biiyiitiilen kiiltiirlerden gece kiiltiirii atilarak plazmid izolasyonu yapildi.
Ependorf tiiplere 150 pul AH109 kompetent hiicre eklenerek, ac145-1 ve acl145-2
genlerini iceren her bir pGBK-T7 vektorii (bait, yem vektorler) 100 ng olacak sekilde
lizerlerine eklendi ve iyice vortekslendi. Uzerine 600 ul steril yeni hazirlanmis PEG/LiAc
(polietilen glikol/lityum asetat; 1 ml 1 M lityum asetat pH 7.5, 1 ml 10X TE tampon, 8 ml
%50 PEG4000) ¢ozeltisi ilave edildi. Vorteksle en yiiksek hizda karistirildi. Karisim 200
rpm’de ve 30 °C’de 30 dk calkalanarak inkiibe edildi. Karisimin iizerine yavasga 70 ul
DMSO ilave edildi ve ependorflar yavasca alt-iist edildi. Is1 soku uygulamasi i¢in hiicreler
42 °C’de 15 dk bekletilerek buz iizerine alindi. Daha sonra 14.000 rpm’de 21 °C’de 5 sn
santrifiij edildi. Pellet, igerisine 2 pl D-Glukoz eklenmis 100 ul YPD igerisinde ¢oziildii.

Karigim, yeni hazirlanan triptofan negatif sentetik agar besiyeri igeren petrilere ekildi.

2.2.8. Av Vektorlerinin Yem Vektorlerini Iceren Maya Hiicrelerine
Transformasyonu

Yem plazmitlerini iceren maya hiicrelerinden yeni kompotent hiicreler hazirlandi. ilk
once bu hiicreler triptofan negatif besiyeriye inokiile edildi ve ODgoo >1.5 olacak sekilde
biiyiitiildii. Daha sonraki islemler Boliim 2.2.6°da belirtildigi gibi yapildi.

Hazirlanan kompotent hiicrelerden (yem vektorlerini igeren) 150 ul ependorf tiiplere
birakilarak iizerine oral enfektiviteden sorumlu genleri igeren pGAD-T7 vektorlerinden
100 ng olacak sekilde eklendi. Karisim iyice vortekslendi. Karisima yeni hazirlanmus steril
600 pl PEG/LiAc ¢ozeltisi ilave edildi ve vorteksle en yiiksek hizda karistirildi. Ependorf
tipler 30 °C’de 200 rpm’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Sonra karisimin iizerine 70 pl
DMSO yavasca ilave edildi ve tiipler yavasca alt-list edilerek karistirildi. Is1 soku icin
karisimlar 42 °C’de 15 dk bekletildi ve ardindan 1-2 dk buz {izerine alinarak bekletildi.
Ardindan 14.000 rpm’de 21 °C’de 5 sn santrifiij edildi. Olusan pellet YPD besiyeri
igerisinde ¢oziilerek adenin, histidin, 16sin, triptofan negatif SD agar besiyeri igeren
petrilere ekimi yapildi. Negatif kontrol olarak yem plazmidleri i¢eren maya hiicrelerine oral

enfektiviteden sorumlu genleri icermeyen pGAD-T7 vektorii transform edildi.
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2.2.9. pGBK-T7 Vektorlerini Iceren (ac145-1, ac145-2) Mayalardan Protein
Izolasyonu

Triptofan negatif (Trp-) 10 ml siv1 besiyerine yem vektorlerini igeren maya kolonileri
inokiile edildi. Gece boyu 30 °C’de biiyiitiilen kiiltiirlerden 50 ml Trp- besiyerine asilandi.
Maya hiicreleri, ODggo’de 0.4-0.6 olana kadar biiyiitiildii. ODggo degerleri not edilerek maya
hiicreleri buz iizerine alindi. Kiiltiirler 50 m1’lik tiipler igerisinde 1000 X g’de 5 dk santrifiij
edildi. Olusan pellet 30 ml dHO ile yikand1 ve yeniden santrifiij edildi. Yikanan pellet sivi
azot i¢inde hizlica dondurularak -80 °C’de muhafaza edildi. Hiicrelerin ODgy dalga
boyundaki degerleri (Absorbans x 50 ml) hesaplandi. ODggo’deki her 7.5 absorbans degeri
icin hiicrelerin tizerine 50 pl 100 X PMSF (0.1742 g PMSF 10 ml isopropanolde ¢oziiliir)
ve 100 pl pargalama tamponu [1 ml par¢alama tamponu stok ¢ozeltisi (%5 SDS, 8 M iire,
0.1 mM EDTA, 40 mM Tris/HCI pH 6.8, 0.4 mg/ml bromofenol mavisi)], 10 ul B-
merkaptoetanol ve 70 ul proteaz inhibitér ¢ozeltisi (2.1 mg/ml aprotinin, 200 mM
benzamidin, 10.5 mM leupeptin, 1 mg/ml pepstatin A) ilave edildi. Karisima 200 pl cam
tozu (425-600 pm, Sigma) eklendi. Inkiibasyon icin 70 °C’de 10 dk bekletildi. Sonra
karisim 1 dk vortekslendi ve 14.000 rpm’de 4 °C’de 5 dk santrifiij edildi. Ust faz alinds,
hizl1 bir sekilde kaynatilarak %10’luk poliakrilamid jele yiiklendi.

2.2.10. Yem Proteinlerinin Western Blot Analizi

acl45 genlerini iceren PGBK-T7 vektorlerinin maya hiicrelerinde ifade edilip
edilmediginin tespit edilmesi i¢in Western blot hibridizasyonu gergeklestirildi. Bunun igin
vektorde buluna c-Myc kuyrugu ile hibrid olusturacak olan monoklonal c-Myc antikoru
(9E10, Santa Cruz Biotechnology) kullanildi.

Poliakrilamid jeldeki proteinlerin immobilon membrana aktarimi igin yari-kuru
elektroforetik cihaz (semi-dry blotting system) kullanildi. Bu islem i¢in whatman kagitlari
ve immobilon-P membrani poliakrilamid jel biiyiikliigiine uygun olacak sekilde kesildi.
Whatman kagitlar1 transfer tamponunda islatildiktan sonra 2 whatman kagidi, 1
immobilon-P membrani, poliakrilamid jel ve 2 whatman kagidi olacak sekilde sirasiyla
cihaza yerlestirildi. Cihaz 40 miliamperde 1.5 saat ¢alistirildi. Membran %0.3’liik siit tozu
(1 X PBS’de hazirlanmis) iginde 2 dk yikandiktan sonra 3 saat oda sicakliginda %3’1iik siit
tozu icinde bloke edildi. Daha sonra membran %0,3’liik siit tozu i¢inde 3 kez 10’ar dk
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yikandi. Membran primer antikoru (1:1000 sulandirma) igeren %0.3’liik siit tozu i¢inde 1
saat oda sicakliginda hafifge calkalanarak inkiibe edildi. Tekrar %0.3’liik siit tozu i¢inde 3
kez 10’ar dk yikandi. Alkalin fosfataz (AP) bagli sekonder antikor (Anti-Mouse IgG,
Sigma, A3562) (1:1000 sulandirma) %0.3’1iik siit tozu i¢ine eklenerek membran ile oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyonu saglandi. Sonra %0.3’liik siit tozu iginde membran 3 kez
10’ar dk yikand ve tekrar 10’ar dk 2 kez AP tamponu i¢inde yikanmasi saglandi. Ardindan
boyama i¢in 10 ml AP tamponu igine 100 pl NBT (nitroblue tetrazolium) ve BCIP
(bromochloroindolyl fosfat) (NBT/BCIP stok solusyonu, Roche, 11681451001) soliisyonu
eklenerek membran {izerine ilave edildi. Bantlar goriintiilendikten sonra reaksiyonu

durdurmak i¢in membran dH.O ile yikand.

2.2.11. Etkilesimlerin Pull-Down Analiziyle Teyit Edilmesi

Bulunan etkilesimlerin dogrulugunun tespit edilmesi, bilginin giivenililirligi icin
oldukg¢a 6nemlidir. Bu ¢aligmada, tespit edilen protein etkilesimleri, genetik bir yol olan
maya iki-hibrid yontemiyle tespit edilmesinin yan1 sira biyokimyasal bir metod olan GST-
pull down analiziyle de dogrulandi. Biitiin etkilesimlerin dogrulanmasi maliyetli ve zaman
alict olacagindan sadece bir veya birkag etkilesimin dogrulanmasi hedeflendi. Bu
calismada sadece iki etkilesimin dogrulanmasina yonelik olarak ac145-1 geninin pET28-a
vektoriine ve pif-6 ile pif-8 genlerinin de pGEX-2T vektoriine klonlanmasi saglandi.

acl45-1 geni N-terminali HA (hemaglutinin) kuyruk igeren primer sayesinde pET28-
a vektoriine klonlanarak bakteriyel sistemde ifade edildi. Bunun ig¢in acl45-1 genini
cogaltmak amaciyla kullanilan geri primere, HA kuyruk sirast (AGCGTAGTCTGGG
ACGTCGTATGGGTA) ilave edildi. Dogrulama aktivitesi bulunan DNA polimeraz
enzimiyle genler ¢ogaltildi ve pGEM®-T Easy ara vektoriine Bolim 2.2.4°te anlatildig:
sekilde klonlandi. Daha sonra ac145-1 genini iceren pGEM®-T Easy ve pET28-a vektorii
BamHI ve EcoRI enzimleriyle Bolim 2.2.5’da belirtildigi gibi kesildi ve ligasyon
reaksiyonu gen:vektor orani 1:3 olacak sekilde kuruldu (Hegedus vd., 2003).

PGEX-2T vektorii, ¢oklu klonlama bdlgesinin (MCS) yukarisinda glutation S
transferaz (GST) geni ve giiclii bir promotor icermektedir. GST ve MCS’ye klonlanan gen
fizyon olusturarak ifade edilmektedir. Genleri tasiyan pGEM®-T Easy ve pGEX-2T
vektorleri BamHI ve EcoRI enzimleriyle Bolim 2.2.5’da belirtildigi gibi kesildi ve
ligasyon reaksiyonu gen:vektor orani 1:3 olacak sekilde kuruldu.
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Klonlama islemlerinden sonra transformasyon i¢in E. coli BL21-DE3 hiicreleri
kompetent hale getirildi. Bu nedenle, E. coli BL21-DE3 susu LB besiyerinde biyiitiildii.
Hiicreler, Bolim 2.2.4°te belirtilen yonteme gore elektrokompotent haline getirildi
(Danismazoglu vd., 2018).

Rekombinant vektorlerin analizi i¢in genlerin fiizyon halinde bulundugu vektorler
elektrokompotent haline getirilen E. coli BL21 hiicrelerine elektroporator cihazi (BioRad)
kullanilarak transform edildi. Kontrol amagli pGEX-2T ve pET28a vektorleri de E. coli
BL21 hiicrelerine transform edildi. Rekombinant vektorlerin dogrulugunun analizi igin,
uygun restriksiyon enzimler kullanilarak Boliim 2.2.5’de agiklandigi gibi kesim yapildi.

Rekombinant vektorlerin analizinden sonra asagida anlatildigi sekilde protein

ekspresyonu ve GST-pull down analizi deneyleri gergeklestirildi.

2.2.12. Proteinlerin Bakteriyel Sistemde ifadesi

PET28-a vektoriini iceren E. coli BL21 hiicreleri 100 pg/ml kanamisinli ve pGEX-
2T vektoriinii igeren E. coli BL21 hiicreleri 100 pg/ml ampisilinli 2 ml LB sivi
besiyerlerinde 37 °C’de gece boyu biiyiitiildii. Gece kiiltiirlerinden, 5 ml antibiyotik i¢eren
LB besiyerlerine 1:100 oraninda asilandi. Hiicreler ODggo absorbans degeri 0.5 oluncaya
kadar biiyiitiildii. Indiiklemek icin son konsantrasyon 1 mM olacak sekilde IPTG ilave
edildi ve 30 °C’de 3 saat inkiibe edildi. Her bir hiicreden mikrosantrifiij tiiplerine 1.5’er ml
aktarildr ve 12.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Pellet -20 °C’de gece boyu inkiibe edildi
ve hiicreler ertesi giin 500 pul dH,O’da ¢6ziildii. Daha sonra 3 kez 1 dk’lik sonikasyon
islemi ile patlatildi. Patlatilan hiicreler 13.000 rpm’de 30 dk santrifiij edildikten sonra
pellet (¢coziinemeyen proteinler) ve iist sivi (¢oziinebilir proteinler) ayrt ayr1 %10’luk SDS-
PAGE’de vyiiriitiildii.

2.2.13. GST-Pull-Down Analizi ile Etkilesen Proteinlerin Tespiti

Boliim 2.2.12°te anlatildigindan farkli olarak proteinler 100 ml LB besiyerinde ifade
edildi. Proteinlerin ¢oziinebilir kisimlart kullanilana kadar -80 °C’de muhafaza edildi.
PET28-a ve pGEX-2T vektorleri tarafindan E. coli BL21 hiicrelerinde ifade edilen yem
AC145-1 ve av PIF 6 proteinlerinden 200 ul alinarak bir ependorf tiipiinde karistirildi ve
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rotatorda (SB3, Stuart™) 12 rpm’de +4 °C’de 3 saat dondiiriilerek inkiibasyona birakildi.
Yem AC145-1 ve av PIF 8 iginde ayni sekilde inkiibasyon yapildi. Inkiibasyondan sonra,
protein saflagtirmasi1 GST kuyruga gore glutathione sepharose 4B (GE Healthcare)
kullanilarak yapildi. Glutathione sepharose 4B (rezin) iyice ¢alkalandiktan sonra 150 ul
bio-spin kromotografi kolonuna (BioRad) konuldu. Rezinin igerdigi EtOH akitildiktan
sonra rezin 7 ml 1 X PBS ile yikandi. Kolonda kalan 120 pl rezin 120 pl 1 X PBS iginde
¢oziildii. Onceden karistirilan protein lizatlar;, 240 pl olan rezinin iistiine ilave edildi.
Protein Orneklerinin ve rezinin karismast i¢in Kromotografi kolonlarmin kapaklar
kapatilarak rotatorda 12 rpm’de +4 °C’de 30 dk yavasg¢a dondiiriilerek inkiibe edildi.
Kontrol amagl olarak inkiibasyondan sonra kolonlardaki sivi ependorf tiiplere aktarildi ve
kolonlar 15 ml 1 X PBS ile yikandi. PBS akitildiktan sonra kolona 100 pl toplama
tamponu [1 ml son hacim i¢inde 50 ul 1M Tris HCI pH 8 ve 3,0733 mg glutatione reduced
(Sigma, G4251)] ilave edildi ve 10 dk’lik inkiibasyondan sonra sivi ependorf tiiplere
akitildi. Akitilan 6rnek %10’luk SDS-PAGE’de yiiriitiildii. Western blot hibridizasyonu
icin hazir hale getirildi.

GST kuyruk ile saflastirilan PIF-6 ve PTF-8 proteinleri ile birlikte AC145-1
proteinlerinin de saflastigini goriintiileyebilmek i¢in HA kuyruguna o6zgii (HA-Tag
Antikor, Thermo Fisher, 71-5500) antikorlarla Western blot hibridizasyon analizi yapildi.
Bunun i¢in Bolim 2.2.10’daki metotlar uygulandi. Sekonder antikor olarak alkalin fosfataz
(AP) bagli Anti-Rabbit IgG Antikor (Merck, AP132A) kullanildi.



3. BULGULAR
3.1. ManeNPV-T2 Genom Analizi ile Tlgili Calismalar
3.1.1.Viriisiin Cogaltilmasi ve Konsantrasyon Tayini

ManeNPV-T2 viriisii, arazi ¢alismalar1 sonucunda toplanan M. neustria 3. evre
larvalarinda ¢ogaltildi. Viriislerle enfekte olmus, sivilasarak olmiis (Sekil 5A) ve 1s1k
mikroskobuyla OB’leri igerdigi tespit edilmis larvalar toplanarak —20 °C’de saklandi.
Sukroz gradienti ile saflastirilan OB’lerin taramali elektron mikroskobuyla tespiti yapildi
(Sekil 5B). Daha sonra, OB stogundan alinarak toma laminda OB’lerin konsantrasyonu 3.2
x 10° OB/ml olarak hesaplandi. OB stogundan izole edilen DNA’lar kullanilmak iizere +4
°C’de muhafaza edildi. Dizileme firmasina gonderilecek DNA o&rnekleri agaroz jelde
gortintiilendi (Sekil 6A). Dizilemeye gegmeden oOnce, ilgili firma tarafindan DNA Kkalitesi
tekrar jele yiiklenerek kontrol edildi (Sekil 6B). DNA konsantrasyonunun dogrulugunun

anlasilmasi i¢in miktar1 bilinen (50 ng) DNA, firma tarafindan kontrol olarak kullanildi.

Sekil 5. Cogaltilan OB’lerin makroskobik ve mikroskobik kontrolii. A: ManeNPV-
T2 tarafindan enfekte edilen M. neustria larvalari. B: Enfekte larvalardan
izole edilen ManeNPV-T2 PIB’lerinin taramali elektron mikroskobu
goruntisu
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Miktar
1 kb (ng/5ul)

1000
8000
6000
5000
4000

3000

40
40
40
80
40

40

2000 80

1500 40

1000 80

30
30

800
650

60
30
30

500
400
300

40
40

200

100
A

Sekil 6. Dizileme analizi i¢in kullanilan DNA. A: izole edilen DNA
goriintiisti. B: Macrogen firmasinin kontroli

Tarafimizdan nanodropta 6lgiilen DNA’nin temizlik oran1 OD260/0D280’de 1.85
ve konsantrasyonu da 40.1 ng/ul olarak belirlendi. DNA’nin Macrogen firmasi tarafindan
fluorometre ile dlgililen miktari ise 35 ng/ul olarak belirlendi (Tablo 9). TruSeq DNA PCR-
Free kitinin (Illumina®) kullammi igin gerekli olan konsantrasyon > 20 ng/ul, toplam
hacim >100 pl ve toplam miktar > 2 pug olmalidir. Tablo 9’daki degerler, gonderdigimiz
DNA’nin shotgun kiitiiphanesinin TruSeq DNA PCR-Free kitiyle olusturulmasina uygun

oldugunu gostermektedir.

Tablo 9. ManeNPV-T2 DNA’siin firma tarafindan belirlenen sonuglari

. Konsantrasyon Hacim  Toplam miktar
Ornek adi Sonug

(ng/ ul) (nb) (u)
ManeNPV 35.764 120 4.292 Gegti
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3.1.2. ManeNPV-T2 Genomunun Ham Veri istatistikleri

Genomun toplam baz sayisi belirlendi, okumalar yapildi ve % G+C, % Q20 ve %
Q30 degerleri hesaplandi. ManeNPV-T2 DNA’s1 kullanilarak, 19.470.538 okuma yapildi.
Bu toplam okumadaki baz sayis1 2.0 giga baz ¢iftidir. Ham verilerin G+C igerigi % 38.24
ve Q30 degeri % 92.52°dir (Tablo 10).

Tablo 10. ManeNPV-T2 genomuna ait islenmemis veriler

Toplam Toplam
) % % % %
Ornek adi okunan baz okuma
. d GC AT Q20 Q30
(bp) sayl1sl

ManeNPV-T2  1,966,524,338 19,470,538 38.24 61.76 95.38 92.52

*:Toplam okunan baz: Dizilenmis bazlarin toplam sayist.
Toplam okuma: Okumalarin toplam sayisi. Illumina iki yonlii okumalarin toplam
sayisidir.

3.1.3. ManeNPV-T2 Genomunun Dizilenmesinin Kalite Kontrolii

Macrogen firmasina gonderilen DNA’nin dizilenmeye uygun oldugu tespit
edildikten sonra dizilemeye gegildi. Genom 101 bazlik pargalara ayrildi ve diger dizi
analizlerine gegmeden Once 101 baz seklinde okunan dizilerin kaliteleri kontrol edildi.
Okunan dizilerin birlestirilmesi firma tarfindan yapildi. FastQC, dizilenen 101 bazlik
sekanslarin ham hallerinin baz kalite kontrollerini yapmak i¢in kullanildi (Sekil 7).
Uclaria adaptor takilarak filtrelenmis verilerin dogrulugu ayni zamanda Phred Kalite
puanlamasina goére de kontrol edildi (Sekil 7).
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Sekil 7. Ham dizilerin baz okumalariin FastQC kontrolii. Sar1 kutular: Her dongiide Phred
skorunun araligin1 (% 25-75), kirmizi ¢izgi her dongiide medyan skorunu, mavi
¢izgi her dongilide Phred skorunun ortalamasini, yesil arka plan kaliteli okunan
sekansi, turuncu arka plan kabul edilebilir kalitedeki dizileri, kirmiz1 arka plan
kotii kalitedeki dizileri belirtmektedir.

Phred kalite puan1 her niikleotitin dogrulugunu sayisal olarak ifade eder. Yiiksek Q
numarasi daha yiiksek dogrulugu gosterir. Ornegin, Phred bir tabana 30’luk bir kalite puani
atarsa, baz c¢agri hatast alma olasiligi 1:1000°dir (Tablo 11). Okunan dizideki dogruluk
kontroliiniin yapildigina dair, dogrulugu kontrol edilen dizilerden 3 tanesi 6rnek olarak
verildi (Sekil 8). Dogrulama kontrolleri sonucunda Phred kalite puan1 Q hata oranlarinin

kabul edilebilir sinirlarda oldugu belirlendi (Sekil 8, Tablo 11)

Sekil 8. Phred kalite kontrol puani 6rnekleri
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Tablo 11. Phred kalite kontrol puanlarinin hata oranlari

Phred skor Gelen okumalardaki Gelen okumalarin
Karakterler

kalitesi hata ihtimalleri dogruluk oranlari
10 10’da 1 %90 #$%&’ ()*+
20 100°de 1 %99 112345
30 1000°de 1 %99.9 6789:;h=i?
40 10.000’de 1 %99.99 @ABCDEFGHIJ

3.1.4. ManeNPV-T2 Genomunun Ozellikleri

Okunan kisa dizilerin toplanmasi sonucunda tek parga DNA (kontig) olusturuldu.
ManeNPV-T2 dizileme verilerinin birlestirilmesi sonucunda, genomun G+C igeriginin
Tablo 10 ile uyumlu olarak % 38,2 ve genom biiyiikliigiiniin de 130.202 bp oldugu
belirlendi. Dizinin bilim diinyasinda kabul gormesi igin NCBI (National Center for
Biotechnology Information: Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) GenBank’a kaydedilmesi
ve kaydedilen dizinin yetkililer tarafindan onaylanmasi gerekmektedir. ManeNPV-T2 nin
genom dizi sirasi, NCBI sistemine girildi ve merkez tarafindan verilen KY968317 erisim
numarastyla genom dizilemesi tescillendi. Dizinin ilk niikleotidi, bakiiloviriis genomlari
icin gelenek oldugu gibi, polh (polihedrin) translasyon baslatma kodonunun birinci adenini
olarak belirlendi (Vlak ve Smith, 1982; ljkel vd., 1999). Birbirinin iizerine hi¢ ¢akismayan
ya da kiiciik cakigsmalar1 olan 150 bp ve daha uzun gen bolgesini kodlayan kisimlar
potansiyel agik okuma zincirleri (ORF) olarak tanimlandi. Buna gére, ManeNPV-T2
genomunun varsayilan 131 ORF igerdigi belirlendi. Tanimlanan ORF’ler, Sekil 9’da

gosterilen dairesel genom haritasindaki oklarla belirtilmistir.
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Sekil 9.

numaralar1 ve gen adlar1 dairenin etrafinda gosterilmektedir.

ManeNPV-T2 genomunun dairesel haritasi. Oklar ORF’lerin transkripsiyon konumunu, boyutunu ve yoniinii géstermektedir. ORF
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ORF’ler, genom boyunca DNA’nin her iki seridi iizerinde neredeyse esit olarak
dagilmistir. Yani, 62 ORF saat yoniinde ve 69 ORF saat yOniiniin tersi istikametindedir.
ManeNPV-T2 ORF’lerinin Alfabakiiloviris Grup | (AcMNPV), Grup Il (TniNPV, HearNPV
ve Urbanus proteus nucleopolyhedrovirus, UrprNPV) ve Betabakiiloviriis (Cydia pomonella
grantiloviriis, CpGV) ORF’leri ile karsilastirilmasi Tablo 12°de verilmistir. ManeNPV-T2 nin
131 ORF’sinden 104’i diger bakiiloviriis ORF’lerine benzemektedir ve bunlarin diger
bakiiloviriislerde homologlar1  bulunmaktadir. Geriye kalan 27 ORF’nin islevi
bilinmemektedir ve bu nedenle, bu ORF’ler hipotetik olarak adlandirildi. ManeNPV-T2
genomu, simdiye kadar her bakiiloviriis genomunda tanimlanmis olan tiim kor genleri, alfa ve

beta bakiiloviriislerin genomlarinda tanimlanan 26 ORF’yi icermektedir (Tablo 12).



Tablo 12. ManeNPV-T2 genomunda tanimlanan ORF’ler. ORF uzunluklar1 niikleotitler (nt) ve aminoasitler (aa) olarak verilmektedir.
ManeNPV-T2 ve AcMNPV, TniSNPV, HearNPV, UrprNPV ve CpGV’nin ORF numaralar1 ve parantez igerisinde aminoasit
benzerlik oranlar1 gosterilmektedir. Pozisyondaki oklar ORF’nin yoniinii belirtmektedir.

ORF No (% aa benzerligi)
ORF’nin Pozisyon Uzunluk Uzunluk
(nt) (ad) AcCMNPV TniSNPV HearNPV UrprNPV CpGV
Sirasi Adi
NC_001623 NC_007383 KJ701033.1 NC_029997.2 NC_002816
1 polh 1 — 741 741 247 8 (88) 1(91) 1(90) 1(90) 1(57)
2 pp78/83 7382372 1635 545 9(31) 2(71) 2(22) 2(27)
3 pk-1 23923204 813 271 10 (45) 3 (48) 3 (45) 3(49) 3(36)
4 36123812 201 67
5 hoar 38255447 1623 541 4 (29) 4 (23) 4 (22)
6 6028—6255 228 76
7 6725—7594 870 290
8 odv-e56 8040—9146 1107 369 148 (54) 8 (56) 14 (51) 16 (54) 18 (44)
9 ie-1 927911276 1998 666 147 (26) 16 (32) 13 (37) 15 (27) 7 (25)
10 acla6 11291—-11929 639 213 145(26) 12 (35) 14 (33) 9 (33)
hrl region 12097-12697 601
11 12782—12958 177 59
12 acl45 13312« 13590 279 93 145 (51) 14 (54) 11 (58) 13 (51) 9 (35)
13 odv-EC27 13599« 14465 867 289 144 (46) 13 (53) 10 (48) 12 (49) 97 (25)
14 odv-el8 14499« 14753 255 85 143 (78) 12 (68) 9 (58) 11 (62) 14 (60)
15 p49 14764 16158 1395 465 142 (45) 8 (57) 10 (52) 15 (34)
16 16328— 16600 273 91
17 me53 16619 17707 1089 363 139 (26) 9(34) 15 (36) 8 (26) 143 (20)

99



Tablo 12°nin devami

18 ie-0 18139— 19353 1215 405 141 (27) 6 (33) 9 (33)

hr2 region 19448-20032 585
19 20208 20813 606 202 64 (25)
20 p74 20893— 22836 1944 648 138 (58) 17 (59) 18 (55) 7 (58) 60 (39)
21 pa7 22928 24127 1200 400 40 (52) 31 (32) 33 (61) 17 (56) 68 (31)
22 a;‘:’gt:i'ﬁe 24278 24988 711 237 38 (55) 28 (57) 31 (55) 31 (54) 69 (41)
23 lef-11 25135 25404 270 90 37 (29) 27 (44) 30 (41) 30 (37) 58 (26)
24 39K/PP31 25361— 26281 921 307 36 (36) 26 (32) 29 (26) 29 (34) 57 (27)
25 Ogﬁii'r']ke 26314—> 26604 201 97
26 ubiquitin 26631 26876 246 82 35 (77) 25 (80) 25 (79) 27 (83) 54 (80)
27 26952— 27494 543 181 34 (32) 24 (58) 26 (50) 26 (55)

hr3 region 27613-28124 512
28 p10 28158« 28439 282 94 137 (26) 18 (53) 19 (42) 25 (59)
29 p26 28550 29443 894 298 136 (30) 19 (42) 20 (39) 24 (37)
30 29582 29836 255 85 29 (36) 20 (55) 21 (50) 22 (45)
31 29874« 30275 402 134
32 lef-6 30444 30950 507 169 28 (49) 21 (54) 22 (43) 21 (45) 80 (32)
33 DNS&L’}?“Q 31025 31936 912 304 25 (33) 22 (30) 23 (32) 20 (35) 81 (20)

hr4 region 32096-33315 1220

RNA

recognition

34 motif 33388« 34359 972 324 37 (26) 33 (32)
superfamily
protein (bjdp)

35 lef-8 34424 37060 2637 879 50 (62) 33 (69) 36 (68) 32 (62) 131 (48)
36 37090« 37317 228 76 43 (27) 32 (48) 35 (43)

JAY



Tablo 12’nin devami

37 lef-12 37343 37996 654 218 41 (33) 34 (34) 19 (30)
38 ac52 38071« 38640 570 190 52 (25) 37 (28) 40 (27) 35 (31)
39 ac53 38666— 39082 417 139 53 (47) 38 (66) 41 (60) 36 (59)
40 39109« 40209 1101 367 38 (34) 42 (22) 38 (30)
41 40248 40472 225 75 40 (38) 44 (36) 41 (39)
42 vp1054 40529— 41575 1047 349 54 (45) 42 (55) 45 (48) 43 (47) 138 (28)
43 ac55 41764— 42000 237 79 55 (56) 43 (52) 46 (38)
44 ac57 42239— 42757 519 173 57 (46) 45 (51) 48 (46)
45 chaB 42742 43311 570 190 59 (55) 46 (70) 49 (48)
46 chaB 43372 43659 288 96 60 (52) 47 (51) 50 (56)
47 few polyhedra 43914« 44513 600 200 61 (60) 48 (74) 51 (70) 46 (66) 118 (38)
48 lef-9 44654— 46144 1491 497 62 (68) 49 (73) 53 (71) 47 (68) 117 (54)
49 p26 46271 46978 708 236 136 (31) 59 (42) 20 (27) 49 (34)
50 acl45 47087 47452 366 122 145 (37) 11 (30) 9 (25)
51 iap-2 47454 48371 918 306 71 (23) 58 (37) 61 (36) 50 (32)
hr5 region 48560-48647 88

52 pif-6 48723 49133 411 137 68 (40) 57 (56) 63 (57) 51 (50) 114 (27)
53 lef-3 49141— 50316 1176 392 67 (25) 56 (33) 64 (28) 52 (28)
54 ac66 50388« 52658 2271 757 66 (40) 55 (35) 65 (32) 53 (36)
55 pol?nlw\le/?ase 52795— 55962 3168 1056 65 (45) 54 (51) 66 (50) 54 (46) 111 (35)

catalytic subunit
56 acl12 56066— 57070 1005 335 112 (33)
57 ac75 57105« 57494 390 130 75 (24) 53 (51) 68 (39) 55 (47) 108 (25)
58 ac76 58064« 58318 255 85 76 (39) 52 (72) 69 (62) 60 (59) 107 (33)
59 vif-1 58381« 59469 1089 363 77 (76) 70 (78) 70 (75) 61 (73) 106 (34)
60 ac78 59501« 59848 348 116 78 (35) 71 (34) 71 (45) 62 (31)

89



Tablo 12’nin devami

structural
61 glycoprotein 59871« 61031 1161 387 80 (57) 72 (62) 72 (69) 65 (60) 104 (36)
p40
62 ac8l 6097961320 342 114 81 (61) 73 (58) 66 (59) 103 (44)
63 61423— 61581 159 53
64 ac8? 61550— 61825 276 92 82 (40)
65 61668— 61988 321 107
66 vp91l 62163— 64643 2481 827 83 (41) 76 (42) 74 (45) 68 (41) 101 (27)
67 ac8s 64718« 65350 633 211 88(24) 76 (24) 69 (23)
68 vp39 65419 66303 885 295 89 (40) 77 (45) 78 (45) 70 (52)
69 lef-4 66494—67885 1392 464 90 (46) 78 (56) 77 (50) 71 (48) 95 (35)
ubiquitin ligase
70 RINGL-like 6792768550 624 208 38 (23)
protein
71 p33 68610—69368 759 253 92 (52) 79 (63) 79 (62) 73 (50) 93 (35)
72 a;f’g’te'l'r'je 6942169864 444 148 93 (52) 80 (70) 80 (63) 74 (64) 92 (36)
73 odv-e25 69894—70580 687 229 94 (47) 81 (72) 81 (66) 75 (57) 91 (51)
74 helicase 7067774174 3498 1166 95 (43) 82 (53) 84 (50) 76 (47) 90 (28)
75 pif-4 74314—74832 519 173 96 (47) 83 (55) 83 (55) 77 (53) 89 (36)
spheroidin-like
76 protein 74854—75630 777 259 64 (45) 64 (44) 56 (46) 13 (48)
precursor
hr6 region 75702-76312 611
77 76404—76604 201 67
78 76886—77050 165 55
hr7 region 77320-77574 255 95 (44)
79 ac108 7772378004 282 94 108 (39) 94 (47) 87 (36)
80 ac109 7801079092 1083 361 109 (52) 94 (57) 93 (64) 86 (36) 55 (33)

69



Tablo 12’nin devami

81 acl10 7910579275 171 57 110 (33) 93 (55) 92 (50) 85 (44)
82 vp80 7930081123 1824 608 104 (26) 92 (32) 91 (27) 84 (25)
83 ac103 81165—82331 1167 389 103 (45) 91 (56) 90 (53) 83 (49) 83(34)
84 acl102 82300—82719 420 140 102 (29) 90 (49) 82 (38)
85 ac101 82739—83863 1125 375 101 (41) 89 (52) 88 (46) 81 (46) 85 (27)
86 p6.9 83962—84186 225 75
87 lef-5 8418985031 843 281 100 (62) 87 (63) 85 (52) 79 (60) 87 (45)
88 ac98 85050—85937 888 296 98 (46) 86 (55) 86 (52) 78 (43) 88 (40)
89 odv-e66 8593487988 2055 685 46 (36) 96 (39) 95 (42) 48 (30) 37 (39)
90 cathepsin 88077—89099 1023 341 127 (47) 60 (48) 54 (47) 11 (55)
91 89108—89653 546 182
92 8969690046 351 117 102 (28)
93 bro-b 9027991355 1077 359 58 (61) 57 (54)
94 bro-a 9142091845 426 142 2 (85) 57 (49)
nicotinamide
95 riboside kinase- 9229892933 636 212 101 (32) 16 (45)
1
nicotinamide
96 riboside kinase- 93053—94123 1071 357 33 (29) 101 (29)
1
97 iap-3 94154—94660 507 169 27 (25) 35 (27) 102 (31) 39 (29) 17 (45)
98 acl06 9465795364 708 236 106 (59) 102 (65) 100 (58) 88 (56) 52 (43)
99 95398—95742 345 115
100 F;‘f'y%thDyZ‘rgf)::ee 9585497476 1623 541 99 (26) 89 (26)
101 9747397910 438 146
102 pif-3 9792298560 639 213 115 (52) 105 (42) 97 (41) 90 (41) 35 (41)
hr8 region 98599-99372 774

0L



Tablo 12’nin devami

protein

103 | o batase-1 9940199643 243 81

104 ngoi'i'r']‘e 9967499991 318 106 106 (30) 92 (32)

105 sod 10008—100563 477 159 31 (77) 109 (77) 105 (82) 91 (66) 59 (59)

106 100646—101761 1116 372

107 101986102321 336 112 108 (33)

108 emf;g’;‘:i;g?ein 102331103263 933 311 131 (28) 113 (55) 121 (47) 98 (47) 23 (39)

109 gr‘gmbf':;tor 103452104417 966 322 32 (34) 122 (31) 112 (46) 95 (24) 140 (29)

110 104428104661 234 78 111 (38) 107 (43)

111 pif-1 104673106274 1602 534 119 (50) 123 (48) 110 (47) 106 (49) 75 (37)

112 106334106900 567 189
hr9 region 107016-107927 910

113 108117—108527 411 137 123 (30)

114 a;:gt:i'r'ﬁe 108554108937 384 128 19 (33) 114 (26) 96 (35)

115 108936110093 1158 386 117 (37) 97 (34)

116 exﬁL"j{!:ggse 110418—111680 1263 421 133 (37) 119 (42) 113 (41) 94 (39) 125 (36)
hr10 region 112086-112239 154

117 pif-2 112240113394 1155 385 22 (64) 141 (63) 133 (71) 104 (67) 48 (52)
hrl1 region 113401-114636 1236

118 pkip-1 114672115184 513 171 139 (34) 131 (39) 103 (32)

119 chitinase 115232117139 1908 636 126 (61) 61 (61) 39 (59) 111 (25) 10 (63)

120 masp6.3 117160—117426 267 89 118 (44)

121 lef-2 117437118102 666 222 6 (40) 128 (41) 117 (41) 102 (39) 41 (26)

122 ac130 118265118543 279 93 130 (34) 125 (39) 99 (27)

T.



Tablo 12’nin devami

123 024 118595119353 759 253 129(34) 126 (55) 119 (49) 100 (54) 71 31)
124 | fusionprotein | 119451121505 2055 685 143 (45) 134 (41) 110 (47) 31 (26)
125 p:l'f;'edr"]i‘;fn'l\l"yA 121705—124455 2751 917 136 (31) 130 (29) 111 (26)

126 acl? 124519125319 801 267 17 (31) 129 (27) 112 (29)

127 masp6.10 125300125872 573 191 135 (30)

128 eqt 126061127629 1569 523 15 (47) 133 (56) 127 (48) 114 (45) 141 (40)
129 lef-1 127768—128469 702 234 14 (39) 130 (51) 125 (54) 116 (42) 74 (40)
130 acl3 128474—129487 1014 338 13(27) 129 (46) 124 (30) 119 (45)

131 129364130041 678 226

¢l
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3.1.5. ManeNPV-T2 Genomunun Gen I¢erigi

Diger bakiiloviriislerde oldugu gibi ManeNPV-T2 genomunun da replikasyon,
transkripsiyon, yapisal, konak bdcege etki eden yardimci, oral enfektiviteden sorumlu,
apoptozis engelleyici ve gorevi belli olmayan gen gruplarini igerdigi belirlendi (Tablo 13).

DNA replikasyonundan sorumlu genlerden lef-1 (orf128), lef-2 (orf120), lef-3 (orf53),
dnapol (orf55), helikaz (orf74), ie-1 (orf9), me53 (orfl7), lef-11 (orf23) ve ssdbp (orf33)
ManeNPV-T2 genomunda da tespit edildi. Helikaz-2, dna-ligaz, dutpaz, RNaz reduktaz-1,
RNaz reduktaz-2, pcna, lef-7, ie-2 ve pe38 genlerinin ise ManeNPV-T2 genomunda
bulunmadig belirlendi.

Diger bakiiloviriislerde bildirilen, lef-10 harig, transkripsiyona &zgii tiim genler,
ManeNPV-T2 genomunda da bulundu. Bu genler p47 (orf21), lef-8 (orf35), lef-9 (orf48), vif-
1 (orf59), lef-4(orf69), lef-5 (orf87), pp31/39k (orf24), lef-6 (orf32) lef-12 (orf37) ve ie-0
(orf18)’dur.

Yapisal genlerden 25 tanesi ManeNPV-T2 genomunda belirlendi. Bu genler, vp1054
(orf42), p40 (orf61), 38k (orf88), vp91/p95 (orf66), vp39 (orf68), odv-e27 (orfl3), polh (orfl),
odv-e66 (0rf89), fp25k (orf47), odv-e25 (orf73), odv-e18 (orfl4), p48/p45(orf83), pk-1 (orf3),
p6.9 (orf86), p87 (orf79), p24 (orf123), vp80 (orf80), kalyx (orf108), dezmoplakin (ORF54),
chaB (orf45, orf46), p49 (orfl5), p10 (orf28), 1629-kapsid (orf2), p33 (orf71), f protein
(orf124)’dir. Yapisal olan ve diger bakiiloviriislerde bulunan vef-1, vef-2, vef-3, gp50 ve gp64
genleri ise ManeNPV-T2 genomunda bulunmadi.

Biitiin bakiiloviriislerde konak bocege etki eden ¢esitli yardimer genler bulunmaktadir.
Bilinen bu yardimeci1 genlerden alk-exo (orf116), egt (orf128), sod (orf105), kitinaz (orf119),
katepsin (orf90), ubikuitin (orf26) ve fgf (orf109)’nin ManeNPV-T2 genomunda da oldugu
belirlendi. Yardimci genlerden ctl-1, ctl-2, ptl-1, ptl-2 ve arif-1 genlerinin ise ManeNPV-T2
genomunda bulunmadig tespit edildi.

ManeNPV-T2 genomunda oral enfektiviteden sorumlu su ana kadar bildirilen sekiz
genin oldugu belirlendi. Bunlar, pif-1 (orfl1l1), pif-2 (orfl17), pif-0/p74 (orf20), pif-3
(orf102), pif-4 (orf75), pif-5 (ac149), pif-6 (orf52), pif-7 (orf81) ve pif-8 (orf66)’dir. Bunlara
ek olarak, oral enfektivitelerde rol oynadigi diisiiniilen ac145 geninin de ManeNPV-T2
genomunda iki homologu (orf12, orf50) oldugu tespit edildi. ac145 geninin yani sira, diger
bazi genler de ManeNPV-T2 genomunda ¢oklu homologlar halinde bulunmaktadir. Bunlar,
chaB (orf45, orf46), vp80 (orf79, orf82) ve nikotinamid ribozid kinaz 1 (orf95, orf96)’dir.
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Anti-apoptoz genleri, programlanmis hiicre 6limiinii ortadan kaldirmak ve iiretken
viriis replikasyonunu saglamak i¢in viriisler tarafindan kodlanir. Simdiye kadar alt1 gen, iap-
1, iap-2, iap-3, iap-4, iap-5 ve p35 bakiiloviriis enfeksiyonu sirasinda apoptoz inhibitorleri
olarak belirlendi. Bunlar arasindan sadece iap-2 (orf51) ve iap-3 (orf97)’iin ManeNPV-T2
genomunda bulundugu tespit edildi.

Bakiiloviriis tekrarlanan genler (Baculovirus repeated open reading frames; BRO’lar)
bir¢ok bakiiloviriiste bulunur ve bunlarin proteinleri niikleik asitleri baglayabilir. ManeNPV-
T2 genomunda, sirasiyla 142 ve 359 aa boyutlarinda iki bro geni (bro-a/orf94 ve bro-b/orf93)
tanimlandi.

Bu genler disinda bakiiloviriislerde bulunan ancak goérevi tam olarak bilinmeyen 43
genin ManeNPV-T2 genomunda bulundugu belirlendi. Bu genler, ac81 (orf62), acl09
(orf80), ac13 (orfl130), ac38 (orf22), ac53 (orf39), ac75 (orf57), ac76 (orf58), ac78 (orf60),
telokin (orf64), p18 (orf72), ac106 (orf98), ac110 (orf81), ac145 (orfl2,0rf50), ac146 (orfl0),
acl7 (orfl26), ac19 (orfl14), acs5 (orf43), ac57 (orf44), ac107 (orf98), ac52 (orf38), ac58
(orf45,46), acl112 (orf56), ac52 (orf38), hoar (orf5), ORF133-benzeri protein (orf25), p26
(orf49), ac25 (orf33), RNA tanima protein (orf34), ac66 (orf54), ac88 (orf67), ubikuitin ligaz
RING-1(orf70), ac64 (orf76), acl01(orf85), acl08 (orf79), nikotinamid ribozid kinaz-1
(orf95,0rf96), parg (orf100), protein fosfataz-1 (orf102), ORF66-benzeri protein (orf104),
acl31 (orf108), ac32 (orfl09), ac133 (orfll6), ac130 (orfl22) ve peptidazma superfamily
(orf125) dir.

Ayrica, ManeNPV-T2 genomunda 27 adet hipotetik gen oldugu belirlendi. Bu genlerin
bulundugu ORF’ler orf4, orf6, orf7, orfll, orfl6, orfl9, orf27, orf30, orf31, orf36, orf40,
orf41, orf63, orf65, orf77, orf78, orfal, orf92, orf99, orfl01, orfl106, orf107, orf110, orfl12,
orf113, orf115 ve orfl31 olarak belirlendi. Bunlara ilave olarak daha 6nce Malacosoma sp.
nucleopolyderoviriis (KU563146.1)’de bulunan ve masp6.3 (orf120) ve masp6.10 (orfl27)
olarak adlandirilan iki genin de ManeNPV-T2’de oldugu tespit edilmistir.



Tablo 13. ManeNPV-T2 genomunda bulunan genler ve fonksiyonlari

Gen fonksiyonu

ManeNPV-T2’de bulunan genler

ManeNPV-T2’de bulunmayan genler

Replikasyon

Transkripsiyon

Yapisal genler

Yardimeci genler

Oral enfektiviteden
sorumlu genler

Apoptozis inhibitor
genleri

Gorevi belli olmayan
genler

Digerleri

lef-2(ORF120), lef-1(ORF128), dnapol (ORF55), helikaz(ORF74), ssdbp(ORF33), lef-3(ORF53),
me53 (ORF17), ie-1(ORF9), lef-11(ORF23)

p47(ORF21), lef-8(ORF-35), lef-9(ORF48), vIf-1(ORF59), lef-4(ORF-69), lef-5 (ORF87),
pp31/39k(ORF24) , lef-6 (ORF32), lef-12 (ORF37), ie-0(ORF18)

vp1054(ORF42), p40(ORF61), vp91/p95 (ORF66), vp39(ORF68), odv-e27 (ORF13),
polh(ORF1), odv-e66(ORF89), fp25k(ORF47), odv-e25(ORF73), odv-e18(ORF14), pk-1(ORF3),
p6.9(ORF86), p33(ORF71), 38k(ORF88), dezmoplakin(ORF54), p48/p45(0ORF83), chaB
(ORF45,0RF46), vp80(ORF80), p87(ORF79), p24 (ORF123), kalyx (ORF108), p10(ORF28),
1629-kapsid (ORF2), f protein(ORF124), p49(ORF15)

alk-exo (ORF116), ubikuitin(ORF26), fgf (ORF109), egt(ORF128), sod(ORF105),
kitinaz(ORF119), katepsin(ORF90)

pif-1(ORF111), pif-2(ORF117), p74 (ORF20), pif-3 (ORF102), pif-4 (ORF75),
pif-6 (ORF52), pif-7 (ORF81), pif-8 (ORF66), odv-e56(pif-5)(ORF8)

iap-2 (ORF51), iap-3(ORF97)

ac81(ORF62), ac109(ORF80), ac13(ORF130), ac38(ORF22), ac53(ORF39), ac75(0ORF57),
ac76(ORF58), ac78(ORF60), telokin(ORF64), p18(ORF72), ac106(ORF98), ac110(ORF81),
acl45(0ORF12,0RF50), ac146(ORF10), ac17(ORF126), ac19(ORF114), ac55(0ORF43),
ac57(0ORF44), ac107(ORF98), ac52 (ORF38), ac58 (ORF45,46), ac112(ORF56), ac52 (ORF38),
hoar(ORF5), ORF133-benzeri protein(ORF25), p26(ORF49), ac25(0ORF33), RNA tanima
protein(ORF34), ac66(ORF54), ac88(ORF67), ubikuitin ligaz RING-1(ORF70), ac64(ORF76),
vp80(ORF80), ac101(ORF85), bro-b(ORF93), ac108(ORF79), bro-a(ORF94), nikotinamid
ribozid kinaz-1 (ORF95,0RF96), parg (ORF100), protein fosfataz-1 (ORF102), ORF66-benzeri
protein(ORF104), ac131(ORF108), ac32(ORF109), ac133(ORF116), ac130(ORF122), peptidaz
ma superfamily(ORF125)

hipotetik (ORF4, ORF6, ORF7, ORF11, ORF16, ORF19, ORF27, ORF30, ORF31, ORF36,
ORF40, ORF41, ORF63, ORF65, ORF77, ORF78, ORF91, ORF92, ORF99, ORF101, ORF106,
ORF107, ORF110, ORF112, ORF113, ORF115, ORF131), masp6.3(ORF120), masp6.10
(ORF127)

helikaz-2, dna-ligaz, dutpaz, RNaz reduktaz-1, RNaz
reduktaz-2, pcna
lef-7, ie-2, pe38

lef-10

vef-1, vef-2, vef-3, gp50, gp64

ptp-2, ctl-1, ptp-1, arif-1, ctl-2

iap-1, iap-4, iap-5, p35(ac135)

ac4, acs, ac7, acll, acl2, ac18, ac29, ac33, ac39,
ac45, ac63, ac70, ac84, ac85, ac87, ac97, acl113,
acll6, ac118, acl121, ac140, ac149, ac150, ac152,
acl54, aclll, ac34, ac30, ac26, ac43, ac44, ac72,
ac73, ac74, ac91, ac108, ac114, ac117, ac120,
acl?22,acl24, ac132, acl46

7
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ManeNPV-T2 genomunda genomun %5.37’sini kaplayan 11 adet homolog tekrar
bolgesi (homologous repeated sequences, hrs) tespit edildi. Biitiin bu tekrarlarin tamaminin
merkezinde Ndel (CATATG) restriksiyon enzim kesim bdlgesi bulunmaktadir. Bu kesim
bolgesinin  sagi ve solundaki sekanslarin birbirinin  komplementeri oldugu ve
TTTCATATGAAA dizisini igerdigi belirlendi. Tekrarlarin kusurlu palindromik diziler
oldugu bulundu. Tiim tekrarlarin farkli ara bolgelerle ayrildig: tespit edildi (Tablo 14).

Tablo 14. Homolog bolgelerin (hrs) palindromik tekrarlari

hrl bolgesi
hrl rptl.seq AACGTTCAACGAAAAGAATCCGTGATCTTTGTTTACACTT TCATATGAARATGGAAGCAA
hrl rpt2.seq AAAGTTACACGAAAAAAACCCGTCATCTTTGCTTACGCTTTTATATGAAAATGGAATCAA
hrl rpt3.seq AACGTTCGATGAAAAGAATCCACGATCTTTGCTTACGCT TTCATATGAAAATGGAAGCAA
hrl rpt4.seq AAAGTTAAACAAAAAGAATCCACGATCTTTGCTTACGCT TTCATATGAAAATGGAAGCAA
hrl rpt5.seq AATGTACAACGAAAAGAATCCATGATCTTTGCTTACGCTTTCATATGAAAATGGAAGCAA
** Kk x * * Kk kk kkx kK Akhkkhkkhkhkhkh Khhkhkk khhkkk khhkhkkhkhkkhkhkrkkhkkhkkhkhkkhkx kkx
hrl rptl.seq AGATGGCGTGATCTTTTCGTTGAACGTT
hrl rpt2.seq AGATGACGGGTTCTTTTCAATTAACTTT
hrl rpt3.seq AGATCACGAATTCTTTTCTTTAAACTTT
hrl rpté.seq AGATCGTGGATTCTTTTCGTTGAACTTT
hrl rpt5.seq AGATCATGGATTCTTTTCGTTAAACTTT
* * Kk % * * Kk ok ok k ok Kk * kkk K%k
hr2 bolgesi
hr2 rptl.seq TTAAGTTCAACGGAAAGATGTCGTGATCTTTGCTTCCAT%%ECATATGAA GCGTAAGCA
hr2 rpt2.seq AAAAGTTAAACGAAAAGAATCCACGATCTTTGCTTCCATTTTCATATGAAAGCGTAAGCA
hr2_rpt3.seq AAAAGTTAAACGAAAAGAATCCATGATCTTTGCTTACGCTTTCATATGAAAATGGAAGCA
hr2 rptd.seq ATTTGTTAAACGAAAAGAATCCATGATCTTTGCTTACGCTTTCATATGAAAATGGAAGCA
hr2 rpt5.seq AAAAATTAAACGAAAAAATCTCGTGATCTTCGCTTCCATTTTCATATGARAAGTGTAAGCA
*k kkkkx kkkx ok * *kkhkkhkkhkkkx kkhkkkx k *khkhkkhkkhkhkkkkkkk * kkkkx
hr2 rptl.seq AATTTCATGGATTCTTTTCGTTAATCTTTT
hr2 rpt2.seq AAGATCATGGATTCTTTTCGTTTAACTTTT
hr2 rpt3.seq AAGATCACGACATCTTTTAGTTAAACTTTT
hr2 rpt4.seq AAGATCATGGATTCTTTTCGTTAATCTTTT
hr2 rpt5.seq AACATTACGAATTCTTTTCGTTTAACTTTT
* % *x k* x *khkkhkkhkhkkx kkhkk * K(hkkk*k
hr3 bolgesi
hr3 rptl.seq AAACTAAATTTTACAAAACGTTCAACGAAAAGATACCGGCATCTTTGCTTACGCTTTCAT
hr3 rpt2.seq AATTTGAAACATTTGAAAAGTTTAACGAAAATATAACGACATCTTTGCTTCCATTTTCAT
hr3 rpt3.seq ATATATTAGTCGACTAAAAGTTTAATTAAAAGATCACGTCATCTTTGCTTCTATTTTCAT
hr3 rptd.seq ATNTATTAGTCGACTAAAAGTTTAATTAAAAGATCACGTCATCTTTGCTTCTATTTTCAT
* * * Kk Kk kxk Kk * Kk Kk kx  kKk * ok kkkkkokkokkkx * Kk kK ok
9
hr3 rptl.seq ATGAAAAAGGAAGCAAAGATCACGGATTCTTTTCGTTGAACGTTTTATTTAGTATATTTT
hr3_rpt2.seq ATGAAAGTGTAAGCAAAGATCACGTATTTTTTTCGTTGAACTTTTCTTCTTTAAAATAAT
hr3 rpt3.seq ATGAAAGTGTAAGCAAAGATCACGGATTCTTTTTGTTAAACTTTTGTTTAAATAATTTTT
hr3 rpté.seq ATGAAAGTGTAAGCAAAGATCACGGATTCTTTTTGTTGAACTTTTGTTTAAATAATTTTT
* Kk ok kK * hkkhkkkhkkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkk Khkhkk kkhkkk kkhkk kkhkk Kkxk * * * *
hrd bolgesi
hrd rptl.seq ATCTTTGCTTCCAT Y TCATATGARAGCGTAAGCARAGAT
hrd rpt2.seq AACTTTGCTTCCATTTTCATATGAAAGTGTAAGCAAAGTT
hrd_rpt3.seq ATCTTTGCTTACACTTTTATATGAAAATGGAAGCAAAGAT
hrd rptd.seq ATCTTTGCTTACACTTTTATATGAAAATGGAAGCAAAGAT
hr4 rpt5.seq ATCTTTGCTTACACTTTTATATGAAAATGGAAGCAAAGAT
hrd_rpt6.seq ATCTTTGCTTACACTTTCATATGAAAATGGAAGCAAAGAT
hrd_rpt7.seq ATCTTTGCTTCCATTTTCATATGAAAGCGTAAGCAAAGAT
hr4 rpt8.seq ATCTTTAATTATGTTTTAATATGAAAATGAAATGGCGGGA

*  kk kX * K kkk KRk kkkkk * k% *
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Tablo 14’tin devami

hr5 bolgesi

hr5.seq >
AAAGTTAAACGAAAAGAATCCATGATCTTTGCTTCCATTTTCATATGAAAGTGTAAGCAAAGATCGCGGGTTATTTTCATT
AAACTTT

hré bolgesi
hr6 _rptl.seq AAAAGATTAACGAAAAGAATTCGTGATCTTTGCTTACAC T TCATATGARRATGGAAGCA
hr6 rpt2.seq AAAAGTAACCCGAAAAGAATCCGTGATCTTTGCTTCCATTTTCATATGAAAGTGTAAGCA
hré rpt3.seqg AAAAGTTTAACGAAAAGAATCCATGATGTTTGCTTACACTTTCATATGAAAATGGAAGCA
hré6 rptd.seq AAAAGTTTAACAAAAAGATGTCGTGATCTTTGCTTCCATTTTCATATGAAAGTGTAAGCA
hr6 rpt5.seq AAAAGTTTTATGTAAAGAATGCACGATCTTTGCTTACACTTTCATATGAAAATGGAAGCA
* k ok kK * Kk ok kK * kkhkkhk Khkkhkkhkkhkhkk hk kkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkhkhkhkk kk kkhkkkx
hré rptl.seq AAGATCACGACATCTTTTTGTTAAACTTTT
hré6 rpt2.seq AAGATCATGACATCTTTTCGTTAAACTTTT
hré rpt3.seq AAGATCACGGATTCTTTTCATTTAACTTTT
hré rptd.seq AAGATCACGAATTCTTTTCATTCAACTTTT
hr6 rpt5.seq AAGATGACGTGAGCTGTTCGTTAAAAAGTT
Kk khkkk Kk K * Kk kK * Kk kK * x
hr7 bolgesi
hr7 rptl.seq AAAGTGTAACTAGTGAAACATTTCAACGAAAAGATcCCACCATCTTTGCTTACAS%TEEA
hr7 rpt2.seq AGTTTGTGTTCAAATAAAAAGTATAATGAAAAGAATCCGTGATCTTAGCTTCCATTTTCA
* * %k * *xk Kk x *k khkkkkkk * % *khkkkhkk Kkhkkhkk *k kkkx K
hr7 rptl.seq TATGK?KATGGAAGCAAAGATGATGGGATCTTTTCGTTGAAACGTTTTATTTAGTGTGAG
hr7 rpt2.seq TATGAAAGCGTAAGCAAAGATGACGGTATCTTTCCGTTAACAAATACCGTAATATTTGAT
* k ok ok ok ok k * kkhkkhkkkhkkhkkhkhkhkkhkkhk kk khkikkhkkhkk Kk kk x K * * * Kk k%
hr7 rptl.seq TT
hr7 rpt2.seq TA
hr8 bolgesi
hr8 rptl.seq CAATcTAAAAGTTTAAATAATTTATGATCTTTGcTTACGC%%ECATATGX?%ATGGAGG
hr8 rpt2.seq AGAATCCACGATCTTTGCTTACGCTTTCCTTTGCTTCCATTTTCATATGAAAGCGTAAG
hr8 rpt3.seq GAAAAGTTTAACGAAAAGAATCCGTGATCTTTGCTTACGCTTTCATATGAAAATGGAAG
hr8 rptd.seqg AAAAAGTTAAACGAAAAGAATCCATGATCTTTGCTTACACT TTCATATGAAAATGTAAG
hr8 rpt5.seq AATAAGTTTAACGAAAATATTTCATGATCTTCGCTTACACTTTCATATGAAAATGGAAG
hr8 rpté6.seq AATAAGTTTAACGAAAAG-ATATAGTAATGTTTGTCACACTTATATATGAAAATTGAAG
* * * * % *kkk kK kK * K
hr8 rptl.seq CAAAGATCACGGATTCTTTTCGTTTAACGTTTT
hr8 rpt2.seq CAAAGATTACAGCTTCTTTTCATTAAACTTTTT
hr8 rpt3.seq CAAAGATCATGAAATATTTTCGTTAAACTTATT
hr8 rptd.seq CAAAGATCATGGATTCTTTTCGTTTAACTTTTT
hr8 rpt5.seq CAAAGATCATGGATTCTTTTCAACAAACCTTTT
hr8 rpté6.seq CAAAGATAAAATATTTTTTTTTATGCTGAACAT
Xk khkkkkk Kk * kk k% *
hr9 bolgesi
hr9 rptl.seq GTAACTAATAAAAAGTTTAACAAAAAGAATCCATGATCTTTGCTTCCATf%ECATAmﬁﬁ?
hr9 rpt2.seq ATAACAAATAATAAGTTTATCGAAAAGAATTCATGATCTTTGCTTACGCTTTCATATGAA
hr9 rpt3.seq ATAACAAATAATAAGTTTATCGAAAAGAATTCGTGATCTTTGCTTCCATTTTCATATGAA
hr9 rptd.seq TGAACTAATAAAAAGTTCAACAAAAAGAATTTATGATCTTTGCTTACACTTTCATATGAA
hr9 rpt5.seq TGTAAACTCAAAAGGATTAACAAAAAGAATCCACGATCTTTGCTTACGCTTTCATATGAA
hr9 rpté6.seq TGTAAACTCAAAAAGTTAAACGAAAAGAATTCATGATTTTTGCTTCCATT TTCATATGAA
* **x k kK k k *x Kkkkkkkk*k *kk KAk kkhkkkk K * ok k ok ok ok k ok ok ok ok
hr9 rptl.seq AGCGTAAGCAAAGATCATGAATTCTTTTCGATAAACTTTTTCAATAAACA
hr9 rpt2.seq AATGGAAGCAAAGATCATGGATTCTTTTCATTAAACTTTTTCAATAAACA
hr9 rpt3.seq AGCGTAAGCAAAGATCATGGATTCTTTTCATTAAACTTTTTGAGTTTACA
hr9 rptd.seq AATGGAAGCAAAGATCATGGATTTTTTTCATTAAACTTTTCATTTGTTAA
hr9 rpt5.seq AATGGAAGCAAAGATCGTGGATTCTTTTTGTTAAACTTTTTATTAGTTAA
hr9 rpté6.seq AGTGTAAGCAAACATCACGAATTCTTTTCGTTAAACTTTTTATTAATTCA

* * kkkkkxk kkKk * kkx Kk kokKk * Kk kk ok ok ok ok ok *
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Tablo 14’iin devami

hr10 bolgesi

hrl0.seq
GTCTAGAACCGGCATAAATACACTACTACACAAAAAGTTTAATGAAAAGAATCCACGATCTTTGCTTACGCTTTCATATGA
AMATGGAAGCAAAGATCGTGGATTCTTTTCAAATAGTATACTATAGACATAACGAAATAAGTAAGCGCACGAC

hrll bolgesi
hr1ll rptl.seq AAAGTAAAATAAAAAGAATCCACGATCTTTGCTTACGC ST TCATATGARAATAGAAGCAA
hrll rpt2.seq AAAGTTAAACTAAAAAAATTCACGATCTTTGCTTACGCTTTCATATGAAAATGGAAGCAA
hrll rpt3.seq AAAGGTCAACGAAAAGATACCGACATCTTTGATTCCATTTTCATATGAAAGCGTAAGCAA
hrll rpt4d.seq AAAGTTTATTGAAAAGAATCCATGATCTTTGCTTCCATTTTCATATGAAAGCGTAAGCAR
hrll rpt5.seq AAAGTTTATTGAAAAGAATCCATGATCTTTGCTTCCATTTTCATATGAAAGCGTAAGCAA
hrll rpté6.seq AAAGTTTATTGAAAAGAATCCATGATCTTTGTTTCCATTTTCATATGAAAGCGTAAGCAA
hr1ll rpt7.seq AAAGTTTATTGAAAAGAATCCATGATCTTTGCTTCCATTTTCATATGAAAGCGTAAGCAR
hrll rpt8.seq TTGAGTTTACATACTNAATCCATGATCTTTGCTTCCATTTTCATATGAAAGCGTAAGCAA
hrll rpt9.seq AAAGTTTAATAAAAAGAATCCGTGATCTTTGCTTCCATTTTAAAGTGTAAGCAA

* * * *khkkkkhkkk Kk K Kk kkkkkokkokx Kk * Kk ok k ok k
hrll rptl.seq AGATCACAGATTCTTTTCATTAAACTTT
hrll rpt2.seq AGATCGTGAATTTTTTTAGTTTAACTTT
hrll rpt3.seq AGATCACGGATTCTTTTCATTGTACTTT
hrll rpt4.seq AGATCACGGATTCTTTTTATTAAACTTT
hrll rpt5.seq AGATCACGGATTCTTTTTATTAAACTTT
hrll rpt6.seq AGATCACGGATTTTTTTATTAAACTTTT
hrll rpt7.seq AGATCATGGATTCTTTTCAATAAACTTG
hrll rpt8.seq AGATCACGGATTCTTTTCAATAAACTTT
hrll rpt9.seq AGATCACGGATTCTTTTTATTAAACTTT

*kkkk *k%k *kkk *%

3.1.6. ManeNPV-T2 Genomunun Filogenetik Karakterizasyonu

Komple genomu belli olan 51 bakiiloviriisiin filogenetik agaci, birlestirilmis 38 kor
genin aminoasit sekanslarina dayanilarak ¢izildi (Sekil 10). Filogenetik aga¢ Maksimum
olasilikli likelihood filograminda, ME yontemi kullanilarak 38 bakiiloviriis kor gen
aminoasit sekansinin ardarda birlestirilmis hizalanmasindan olusturuldu. Her dallanma i¢in
bootstrap degerleri (ME/MP) > %50 hem ME hem de MP analizi i¢in belirtildi.
Alfabakiilovirtisler Grup | ve Il, Betabakiiloviriisler olmak iizere bakiiloviriislerin ti¢ grubu
filogenetik agacta yer aldi. ManeNPV-T2 (KY968317), Grup II NPV igerisinde ayr1 bir dal
olarak konumlandi. ManeNPV-T2’nin bulundugu dalin Helicoverpa armigera NPV ve

Trichoplusia ni NPV ile yakindan iliskili oldugu belirlendi.
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NC_011616.1 Spodoptera litura nucleopolyhedrovirus Il

NC_002169.1 Spodoptera exigua multiple nucleopolyhedrovirus
NC_009011.2 Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus
83 NC_025960.1 Agrotis segetum nucleopolyhedrovirus B
NC_011345.1 Agrotis ipsilon multiple nucleopolyhedrovirus
NC_024625.1 Peridroma alphabaculovirus
AF539999.1 Mamestra configurata nucleopolyhedrovirus A

100 ﬁEAWZGZ?M Mamestra configurata nucleopolyhedrovirus B

100! JX138237.2 Mamestra brassicae multiple nucleopolyhedrovirus

’j NC_026268.1 Pseudoplusia includens SNPV IE
100 DQ017380.1 Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus

KJ701033.1 Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus
100 | KJ922128.1 Helicoverpa armigera SNPV

100

60

100! AF271059.2 Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus G4

@ KY968317 Malacosoma neustria NPV-T2

NC_001973.1 Lymantria dispar multiple nuclear polyhedrosis virus

NC_013953.1 Lymantria xylina MNPV

NC_008293.1 Clanis bilineata nucleopolyhedrovirus

NC_027923.1 Perigonia lusca single nucleopolyhedrovirus
NC_012639.1 Euproctis pseudoconspersa nucleopolyhedrovirus
NC_021923.1 Hemileuca sp. nucleopolyhedrovirus

NC_018504.1 Apocheima cinerarium nucleopolyhedrovirus

19 NC_008586.1 Ectropis obliqua nucleopolyhedrovirus
100 48 NC_028636.1 Sucra jujuba nucleopolyhedrovirus
100 NC_023442.1 Buzura suppressaria nucleopolyhedrovirus

NC_011423.1 Adoxophyes orana nucleopolyhedrovirus
100 I: NC_004690.1 Adoxophyes honmai nucleopolyhedrovirus

NC_029997.2 Urbanus proteus nucleopolyhedrovirus

100 - FJ882854.1 Bombyx mandarina nucleopolyhedrovirus
100

KJ186100.1 Bombyx mori nucleopolyhedrovirus

100 NC_001623.1 Autographa californica MNPV

NC_008725.1 Maruca vitrata nucleopolyhedrovirus
NC_019945.1 Thysanoplusia orichalcea nucleopolyhedrovirus

NC_030240.1 Catopsilia pomona nucleopolyhedrovirus

T AY043265.1 Epiphyas postvittana nucleopolyhedrovirus

100~ DQ813662.2 Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus

NC_005137.2 Choristoneura fumiferana DEF multiple nucleopolyhedrovirus
NC_026430.1 Condylorrhiza vestigialis MNPV

100 [ NC_008035.3 Antheraea pernyi nucleopolyhedrovirus

JX404026.1 Philosamia cynthia ricini nucleopolyhedrovirus virus
NC_007767.1 Hyphantria cunea nucleopolyhedrovirus

U75930.2 Orgyia pseudotsugata multiple nucleopolyhedrovirus
NC_021924.1 Choristoneura rosaceana nucleopolyhedrovirus
KF894742.1 Choristoneura murinana nucleopolyhedrovirus
KC961303.1 Choristoneura occidentalis alphabaculovirus

NC_004778.3 Choristoneura fumiferana multiple nucleopolyhedrovirus

NC_004062.1 Phthorimaea operculella granulovirus

AY706677.1 Spodoptera frugiperda granulovirus

100 NC_033780.2 Mythimna unipuncta granulovirus
;Ijz NC_029996.1 Mocis latipes granulovirus
100 NC_013772.1 Pseudaletia unipuncta granulovirus

100

0,2

Sekil 10. Bakiiloviriis kor genlerinin aminoasit sekanslarina dayanan filogenetik
agac. ManeNPV-T2’nin konumu siyah nokta ile gosterildi. Yesil, pembe
ve mor kisimlar sirasiyla Alfabakiiloviriis Grup I, Grup | ve dis grup olan
Betabakiiloviriis izolatlarini temsil etmektedir.
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3.1.7. ManeNPV-T2 Genomunun Gen Dagilim Analizi (Gene parity-plot)

ManeNPV-T2nin genom organizasyonu diger bakiiloviriis (HearNPV, TniSNPV,
UrprNPV, AcCMNPV, CpGV) genomlart ile karsilastirildi. Gene parity-plot analizi
kullanilarak ORF’lerin dagilim grafikleri ¢izildi. Bu grafikler, ManeNPV-T2’nin gen
diizenlemesinin TniSNPV, HearNPV ve UrprNPV’nin gen siralariyla biiyiik 6lgiide benzer
oldugunu gosterdi (Sekil 11). Bununla birlikte, ManeNPV-T2’nin gen diizenlemesinin
Alfabakiiloviriis Grup I’de yer alan ACMNPV genomundan oldukea farkli oldugu goriildii.
Ayrica, diger bir grup olan betabakiiloviriisler arasinda yer alan CpGV genom diizeninden

de 6nemli 6l¢iide farklidir.
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Sekil 11. ManeNPV-T2’nin AcCMNPV, TniSNPV, HearNPV, UrprNPV ve CpGV
genomlart ile karsilastirmali gen dagilim analizi. Genlerin varhigr ve
goreceli konumu (mavi noktalar) ¢ift yonlii olarak karsilastirildi.
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3.2. ac145 Genlerinin Maya Iki-Hibrid Sisteminde Etkilesim Deneyleri

3.2.1. ManeNPV-T2’ye Ait Oral Enfektivite Genleri

Oral enfektiviteden sorumlu olan pif 0-8 genlerinin ve ac145 genlerinin ManeNPV-

T2 genomundaki yerleri genom haritasi tlizerinde belirlendi (Sekil 12).

ManeNPV-T2 genom dizisi

130202 bp

Sekil 12. ManeNPV-T2’ye ait oral enfektiviteden sorumlu genler ve muhtemel
oral enfektivite genleri

3.2.2. Av ve Yem Vektorleri icin Primerlerin Tasarim

ManeNPV-T2 genomuna ait oral enfektiviteden sorumlu proteinlerin PIFO, PIFL,
PIF2, PIF3, PIF4, PIF5, PIF6, PIF7 ve PIF8’in transmembran domaini igerdigi belirlendi.
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AC145-1’in sinyal peptid bolgesine, AC145-2’nin ise transmembran domainine sahip
oldugu tespit edildi. AC145-1’de sinyal peptid bolgesi 1. ile 16. aminoasit sirasinda
bulunmaktadir. AC145-2°de transmambran domaini 13. ile 35. aminoasitler arasinda
bulunmaktadir. Transmembran domainleri PIFO’da 426-448 aa, 575-597 aa ve 607-629
aa’ler, PIF1’de 2-24 aa’ler, PIF2’de 2-21 aa’ler, PIF3’de 10-32 aa’ler, PIF4’de 7-29 aa’ler,
PIF5’de 318-340 aa’ler, PIF6°da 95-117 aa’ler, PIF7°de 4-22 aa’ler, PIF8’de 2-22 aa’ler
arasinda bulunmaktadir. Bu aa’lere karsilik gelen niikleotidler ¢ikarilarak primerler
tasarlandi. I¢inde transmemran motifi iceren PIFO, PIF5 ve PIF6’dan bu bolgeler

c¢ikarildiktan sonra flizyon PCR ile bu genler tek parca halinde birlestirildi.

3.2.3. Genlerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

ManeNPV-T2’de bulunan ac145-1, ac145-2, pif 0, pif 1, pif 2, pif 3, pif 4, pif 5, pif 6,
pif 7 ve pif 8 genleri PCR ile g¢ogaltildi. Cikartilan sinyal peptid ve transmembran
bolgelerinden sonra genlerin biiyiikliikleri sirasiyla 228 bp, 258 bp, 1719 bp, 1527 bp,
1086 bp, 540 bp, 429 bp, 1001 bp, 332 bp, 102 bp, 2406 bp olarak hesaplandi ve agaroz jel
tizerinde bu biiyiikliklere uyumlu bantlar gézlendi (Sekil 13).

M (1 kb) pif 5-1+2 pif 0-1+2

10000

sy 3000
2406 bp 2000

1086 bP b
e
540bp 429 bp 500 1001 bp

102 bp

M (100 bp) pif 6-1 pif 6-2  pif 6-1+2 M (100 bp) acl45-1 acl45-2 pif 1

Som—
1527 bp

228bp 258 bp

Sekil 13. ManeNPV-T2’ye ait 11 ORF’nin PCR jel goriintiileri. M: Markar.
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3.2.4. Genlerin Transfer Vektoriine Klonlanmalari

PCR sonucunda olugan gen iiriinlerinin ara vektér olan pGEM®-T Easy (Promega)
vektoriine klonlandigr Tablo 8’de belirtilen restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle
dogrulandi (Sekil 14).

M (100 bp) pif 7 acl45-1 acl4d5-2 pif 6 pif 0 M (1kb) pif 8

0 10000
2000 3000 [
1500 s
1000 1500

-,
1086 bp

540 bp
429 bp

Sekil 14. Genlerin pGEM-T Easy ara vektoriine klonlandiginin dogrulanmasi.
EcoRI Restriksiyon enzimi ile kesim yapilarak klonlamalar
dogrulandi. M: Markar.

3.2.5. Genlerin Av Vektorlerine Klonlanmalari

PGEM-T Easy ara vektoriinde bulunan 11 gen, uygun kesim bolgeleri kullanilarak bu
vektorlerden ¢ikarildi ve pGAD-T7 vektoriine klonlandi. Klonlamalarin dogrulugu uygun
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restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesilerek gosterildi (Sekil 15). Genlerin klonlandig1
pPGAD-T7 vektoriinlin boyutu 7988 bp olarak jelde goriildii (Sekil 15).

M (1kb) pif2 M (100bp) pif 3

429 bp
540 bp

332 bp

228 bp 258 bp

Sekil 15. Genlerin pGAD-T7 vektoriine klonlandiginin dogrulanmasi

3.2.6. acl45 genlerinin Yem Vektoriine Klonlanmas1 ve Maya Hiicrelerinde
Ifade Edilmesi

ManeNPV-T2 genomunda iki homologu bulunan ac145 genlerinin yem vektoriine
klonlandig1 EcoRI ve BamHI restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle dogrulandi (Sekil 16).
Genlerin klonlandigi pGBK-T7 vektoriiniin boyutu 7300 bp olarak jelde gorildi (Sekil
16).
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M (100bp) acl45-1 M (100bp) acl45-2

3000 g
2000
1500 -
1000 ry

Sekil 16. acl45-1 ve acl45-2 genlerinin pGBK-T7 vektoriine
klonlanmas1

Geni icerdigi belirlenen vektorlerin maya hiicrelerinde transformasyonundan sonra
protein ekspresyonu yapildi. Protein ekspresyonundan elde edilen proteinler, c-Myc
antikoru ile Western blot hibridizasyon analizine tabi tutuldu. AC145-1 proteininin 12.6
kDa agirligindaki ve AC145-2 proteinin de 13.1 kDa agirligindaki bantlar1 goriilerek, bu

proteinlerin maya hiicrelerinde ifade edildigi belirlendi (Sekil 17).

M (kDa) acl45-1 acl4s-2

180 —
130—

70
55
40
35

25

10 13.1 kDa
12.6 kDa

Sekil 17. AC145-1 ve AC145-2 proteinlerinin Western
blot hibridizasyon sonucu
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3.2.7. ac145 Genlerinin Oral Enfektiviteden Sorumlu Genlerle Maya Iki-Hibrid
Sisteminde Etkilesimlerinin Belirlenmesi

Bos kompotent yapilan AH109 maya hiicresi ve pGBK-T7 AC145-1 ve pGBK-T7
AC145-2 vektorlerini igeren kompotent AH109 hiicresine transform edilmis hali sekilde
gosterildi (Sekil 18, ilk sira ilk {i¢ petri). pGBK-T7 AC145-1 proteininin, pGAD-T7
vektoriinde bulunan AC145-1, AC145-2, PIF O, PIF 1, PIF 2, PIF 3, PIF 4, PIF 5, PIF 6, PIF
7, PIF 8 ile etkilesim analizlerinin sonucunda, yalnizca PIF O, PIF 2, PIF 6, PIF 7, PIF 8,
AC145-1 ve AC145-2 ile pozitif etkilesim gozlendi (Sekil 18, ilk sira 4 ve 5. petri ve ikinci
sira). pGBK-T7 AC145-2 proteininin ise bu proteinlerden yalnizca PIF 6, PIF 7, PIF 8,
AC145-1 ve AC145-2 ile etkilesimde oldugu tespit edildi (Sekil 18, ii¢lincii sira).
Etkilesim belirlenen petriler fotograflandi (Sekil 18). Ayn1 zamanda, etkilesimler sematik
olarak Sekil 19°da gosterildi.

pGBK-T7 acl45-1 pGBK-T7 acl45-2

—
P i

& o
il 3 By
/4] ir’"!" -I:
7 i

s 4

Sekil 18. Maya iki-hibrid sisteminde kullanilan kompotent hiicreler (AH109, pGBK-T7
acl45-1, pGBK-T7 acl45-2) ve belirlenen etkilesimler. Belirlenen etkilesimler
pGBK-T7 gen + pGAD-T7 gen isimleri yazilarak isimlendirildi.
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Sekil 19. Maya iki-hibrid sistemi kullanilarak AC145-1 ve AC145-2
proteinlerinin birbirileriyle ve oral enfektivite proteinleriyle
belirlenen protein etkilesimlerinin sematik gosterimi

3.2.8. Pull-Down Analizi ile Dogrulama

Tespit edilen genetik etkilesimleri dogrulamak amaciyla biyokimyasal bir yontem
olan pull down analizi kullanildi. Dogrulama i¢in pGEX-2T vektoriine pif 6 ve pif 8
genleri klonland1. pGEX-2T PIF 6 nin biiyiikliigi 39 kDa, pGEX-2T PIF 8’in biiyikligi de
118 kDa olarak jelde goriintiilendi (Sekil 20). pET28-a AC145-1"in biiyiikliigi ise 15 kDa
olarak jelde tespit edildi (Sekil 21). Etkilesimler yapildi. Negatif kontrol olarak pET28-a
bos ve pGEX-2T bos eslesmesi, pPET28-a AC145-1 ve pGEX-2T bos eslesmesi, pGEX-2T
PIF 6 ve pET28-a bos eslesmesi seklindeki kombinasyonlar kullanildi ve jelde bant
gortintiilenmedi. Pozitif kontrol olarak pET28-a AC145-1 proteini kullanildi. Etkilesim
icin de pET28-a AC145-1 ve pGEX-2T PIF 6 eslesmesi, pET28-a AC145-1 ve pGEX-2T
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PIF 8 eslesmesi kullanildi ve etkilesim sonucunda, pozitif kontrolde de olan 15 kDa
biiytikliigiinde bantlar gézlendi (Sekil 21).

M (kDa) pif6 M (kDa) pif8
180 .
130 » 180

130

100

70

55

40

Sekil 20. pGEX-2T PIF 6 ve PIF 8’in biiytikligi

= 15 kDa

Sekil 21.  Pull-down analizi ile AC145-1’in PIF 6 ve PIF 8 ile etkilesiminin
dogrulanmasi



4. TARTISMA

Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinin ortaya ¢ikmasi ve az maliyetle yiiksek
verim alinmasi, geleneksel Sanger yonteminden yeni nesil dizileme teknolojilerine hizli bir
gecise neden olmustur. Yeni nesil dizileme, Sanger yontemini temel almayan ve dizilerin
tek seferde milyonlarca iiretimini saglayan yiiksek verimlilikte bir yontemdir (Schuster,
2008; Hall, 2007). En yaygin NGS platformlar1 Roche 454 pirodizileme (454 Life
Science), llumina HIiSEq (Solexa) dizileme ve SOLID dizileme (ABI Biosystems). Bu
platformlar igerisinden llumina HiSEq (Solexa) dizileme yontemi hata oranmin diisiik
olmasi1 nedeniyle, son zamanlarda bakiiloviriis genomlarinin dizilenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Bakiiloviriislerin, ¢ok c¢esitli konukgular1 enfekte ettigi ve dogada birgok bocek
popiilasyonunun diizenlenmesinde Onemli rol oynadigi bilinmektedir. Bakiiloviriisler,
giiniimiizde ¢evre dostu biyolojik miicadele etmenleri olarak bocek popiilasyonlarinin
kontroliinde kullanilmaktadir. Ek olarak, bocek hiicrelerinde rekombinant proteinlerin
tretimi igin etkili bakiiloviriis ifade sistemleri ve gen terapisi i¢in umut verici vektorler
olarak kullanilmaktadir (Possee, 1997; Summers, 2006).

Bugiine kadar, farkli bocek tiirlerinden 600’iin {izerinde bakiiloviriisiin izole edildigi
bildirilmistir. Bu viriislerin 80’inin komple genom dizi analizleri yapilmis ve genom
haritalar1 ¢ikarilmistir (URL-1, 2018). Bakiiloviriislerin genom organizasyonlarinin
belirlenmesine yonelik ¢alismalar artarak devam etmektedir. Fakat bu zamana kadar
yapilan bakiiloviriis genom dizilemelerine yonelik yiiriitiilen ¢alismalarda ManeNPV’nin
genom dizilemesi yapilmamistir. Bu tez ile birlikte ilk defa ManeNPV genom
organizasyonu belirlenmistir.

Bakiiloviriis genomlari, 81.7-178.7 kbp arasinda degisen, dairesel ve c¢ift iplikli
DNA’dan olusur (Lauzon vd., 2004; Hayakawa vd., 1999). ManeNPV-T2 genomunun
dizilenmesi sonucunda genom biyiikligi, 130.202 bp olarak belirlendi. Ayrica
ManeNPV’nin restriksiyon endoniikleaz analizi ile genomunun belirlendigi ¢alismada,
genomun biiyiikligii 139 kbp olarak belirtilmistir (Kikhno vd. 2002).

Diger dizilenmis bakiiloviriis genomlarina kiyasla, ManeNPV-T2 genomunun
biiyiikliigii, Tablo 15’te gosterildigi gibi, Grup II NPV’lerden Agrotis segetum NPV-B,
Helicoverpa armigera NPV, Spodoptera litura NPV ve Trichoplusia ni SNPV’den daha
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kiigiiktiir. Tablo 15°de gosterilen Grup I NPV lerin ise hepsinden kii¢iik genom boyutuna
sahiptir.

ManeNPV-T2 genomunun AT igerigi agisindan zengin oldugu ve G+C igeriginin de
%38.2 oldugu belirlendi. Bu oran genom dizi analizi yapilan Grup | Alfabakiiloviriislerden
Anticarsia gemmatalis NPV, AcMNPYV, Hyphantria cunea NPV ve Orgyia pseudotsugata
MNPV viriislerinin G+C igeriginden daha diisiiktiir. ManeNPV-T2 genomun G+C igerigi
Grup II Alfabakiiloviriislerden Agrotis segetum NPV-B, Spodoptera litura NPV ve
Trichoplusia ni SNPV’nin G+C igeriginden de diisiikken, Adoxophyes honmai NPV,
Adoxophyes orana NPV, Buzura suppressaria NPV ve Urbanus proteus NPV’nin G+C
igeriginden daha yiiksek bir orana sahiptir (Tablo 15). Tablo 15°de belirtildigi gibi genom
biiyiikliigii ve G+C igerigi olarak HearNPV genomuna en yakin oldugu goriilmektedir.

Tablo 15. Baz1 Alfabakiiloviriislerin genom boyutlari ve %G+C oranlari

de Castro
Anticarsia gemmatalis NPV NC_008520 | 132239 | 44.5 | Oliveiravd.,

2006
Autographa californica MNPV NC_001623 133894 | 40.7 f‘ggjs vd.,
Hyphantria cunea NPV NC_007767 | 132050 | 455 | hesi Ve
Orgyia pseudotsugata MNPV NC_001875 | 131995 |55.1 fgggns vd.,

i Nakai vd.,

Adoxophyes honmai NPV NC_004690 | 113220 |356 |,

Hilton ve
Adoxophyes orana NPV NC 011423 | 111724 |35 | Winstanley,

2008
Agrotis segetum NPV B NC_025060 | 148981 | 457 | Juopia
Buzura suppressaria NPV NC_023442 | 120420 | 36.8 | Zhu vd., 2014
Helicoverpa armigera NPV NC_003094 | 130759 |38.9 ggggg vd.,
Spodoptera litura NPV NC_003102 139342 | 42.8 | Pangvd., 2001
Trichoplusia ni SNPV NC_007383 | 134304 |39 | 3 1oV
Urbanus proteus NPV KRO11717 | 105555 | 34.7 gg?g’s vd.,
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ManeNPV-T2, AcCMNPV, TniSNPV, HearNPV, UrprNPV ve CpGV ile sirasiyla 86, 91,
100, 94 ve 60 ORF’yi paylagmaktadir (Tablo 12). ManeNPV-T2’de bulunan ve fonksiyonu
bilinmeyen (hipotetik) 27 ORF’den 14’tniin diger bakiiloviriis genomlarinda da
homologlar: oldugu belirlendi. Diger 7 ORF’nin ise (7, 16, 64, 91, 99, 106, 112) sadece
Malacosoma sp. NPV’lerin (KU563146.1) yapilan kismi dizilemelerinde oldugu belirlendi.
Hipotetik proteinler, varligi énceden tahmin edilen, ancak in vivo olarak ifade edildigi
deneysel kanitin bulunmadigi proteinlerdir. Cesitli genomlarin, dizilisi ve fonksiyonlarinin
kolayca belirlenemedigi ¢ok sayida tahmini agik okuma gergevesi igerdigi bilinmektedir.
Korunmamis veya korunmus hipotetik proteinler olan bu proteinler, her yeni dizilenmis
genomda kodlanmis proteinlerin %20 ile %40’ 1 olusturur (Zarembinski vd., 1998).

Geriye kalan altit ORF’nin (ORF’ler 4, 6, 11, 63, 77, 78) ise veri tabanlarinda (Gen-
Bank / DDBJ / EMBL) taninabilir homologlara sahip olmadigi belirlendi ve su andan
itibaren ManeNPV-T2’ye 6zgii olarak kabul edildi. Fakat gliniimiizde bakiiloviriislerde 90-
180 arasinda ORF bulundugu kabul edilmektedir ve genom bankasinda tanilabilir
homologlara sahip olmayan ORF’lerin konaktan geldigi disiiniilmektedir. Birlikte
evrilirken viriis ve konak arasinda genetik materyal degisimi oldugu tahmin edilmektedir.
Birlikte evrilme, yani dogal seleksiyonla etkilenen tiirlerde karsilikli evrim, patojenler ve
konukgular1 arasindaki tarihsel iligkilerde ©nemli bir faktordiir (Thompson, 1999;
Woolhouse vd., 2002).

ManeNPV-T2 genomunda DNA replikasyonundan sorumlu 9 adet gen
bulunmaktadir (Tablo 13). DNA replikasyonundan sorumlu oldugu bilinen ve birgok
bakiiloviriis genomunda bulunmadigi gibi ManeNPV-T2 genomunda da bulunmayan
helikaz-2 (LdORF50), dna-ligaz (LdORF22), dUTPaz (LdORF116), RNaz rediiktaz-1
(LAORF148) ve RNaz rediiktaz-2 (LdORF147) genleri LdMNPV (NC_001973)
genomunda mevcuttur. Ayn1 zamanda pcna (Anpe48), lef-7 Anpell6), ie-2 (Anpel4dl) ve
pe38 (Anpeld4) genleri de ManeNPV-T2 genomunda mevcut degildir fakat AnpeNPV
(NC_008035) genomunda bulunur.

Bakdiloviriis transkripsiyonu birgok gen tarafindan diizenlenir ve bu genlerden 10
tanesi ManeNPV-T2 genomunda mevcuttur (Tablo 13). ManeNPV-T2 genomunda
bulunmayan lef-10 (LAORF56) geni LAMNPV ve Clanis bilineata NPV (CIbiNPV) (Zhu
vd., 2009), Orgyia leucostigma NPV (OrleNPV) (Thumbi vd., 2011) ve Sucra jujuba NPV
(SUjuNPV) (Liu vd., 2014) genomlarinda da bulunmamaktadir. NPV genomunda

bulunmaktadir. LEF-10’un, bakiiloviriis ge¢ gen transkripsiyonundan sorumlu oldugu
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diistiniilmektedir ve homologlari, tiim Grup I ve ¢ogu Grup II NPV ve GV genomlarinda
bulunur (Xu vd., 2016; Rohrmann, 2013). Bombyx mori niikleopolihedroviriis’de
(BmMNPV) lef-10’un viral DNA replikasyonu ve gen ekspresyonu i¢in gerekli oldugu
bulunmustur (Yu vd., 2013).

ManeNPV-T2’de bulunan iap (iap-2, iap-3) genleri, TniSNPV ve CpGV'nin iap
genleriyle yiiksek oranda benzerlik gostermektedir. ManeNPV-T2 1AP-2 ve IAP-3,
IAP’lerde ortak olan, C-terminalinde ¢inko RING-parmag: alanlarina sahiptir (Crook vd.,
1993). Ayn1 zamanda her ikisinde de tek kopya halinde bakiiloviriis iap tekrar (BIR) dizisi
vardir. CEIMNPV’de iap-3’iin iki kopya BIR dizisi olmasina ragmen, iap-1’in bir tane BIR
dizisi bulunmaktadir (Birnbaum vd., 1994).

Lepidopteran bakiiloviriislerin genomlar1 bazi yardimci genler de igerir. Bu genler
viral replikasyon igin gerekli degildir, fakat dogada viriisiin baz1 se¢ici avantajlara sahip
olmasint saglar (Theilmann ve Stewart, 1992). Bu yardimci genlerin birkaginin
homologlar1 ManeNPV-T2 genomunda da bulunmaktadir. ManeNPV-T2’deki bu genlerin
cogu, TniSNPV’deki homologlari ile yiiksek homoloji gdstermistir.

Bakiiloviriis-tekrarlanan ORF’lerin (bro) varligi bakiiloviriis genomlarinda yaygin
olarak goriilen 6zelliktir (Kuzio vd., 1999). Bu genlerden ekspres edilen proteinler, niikleik
asitleri baglayabilirler (Zemskov vd., 2000). ManeNPV-T2 genomunda sirasiyla 142 ve
359 aa boyutlarinda iki bro geni (bro-a ve bro-b) tanimlanmistir. ManeNPV-T2
genomundaki bro-a, BmNPV'nin bro (ORF2) geninin aminoasit dizisiyle %79 benzerlik
gosterir. Bununla birlikte, bro-b geni LAMNPV bro-b geninin aminoasit dizisiyle %68
benzerlik gosterir.

Enfeksiydz bakiiloviriislerin, ¢iplak viral DNA’larmin duyarli bocek hiicrelerine
transfeksiyonu ile iiretilebilecegi ve enfeksiyonun baslatilmast igin gerekli olan erken
genlerin transkripsiyonunun, konak¢i hiicre RNA polimerazi yoluyla gerceklestirildigi
uzun zamandir bilinmektedir. Bu nedenle, viral yapisal proteinler, viral genomun
korunmasi ve enfeksiyonun baslatilmasi i¢in gerekli olmakla birlikte, transkripsiyon veya
DNA replikasyonu gibi islevler i¢in ¢ok gerekli degildir (Rohrmann, 2013). Bu yapisal
genlerden 26 tanesi ManeNPV-T2 genomunda bulunmaktadir (Tablo 13). Bunlardan biri
de F proteinidir. Grup Il NPV’lerden HearNPV ve SeMNPV gibi viriisler, Grup |
NPV’lerden ACMNPV’de bulunan GP64 benzeri bir proteinden yoksundur. Ancak F
olarak adlandirilan bir zarf flizyon proteinine sahiptir. Grup Il Alfabakiiloviriislerde

bulundugu tespit edilen bu genin ManeNPV-T2 genomunda bulunmasi da, bu viriisiin
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Grup II’ye ait bir viriis oldugunu gostermektedir. Ayrica, yapisal genlerden olan vef-1
(Agse75), vef-2 (Agse76) ve vef-3 (Agsel28), AgseNPV (NC_007921) genomunda
bulunmakta fakat ManeNPV-T2 genomunda bulunmamaktadir.

ManeNPV-T2 genomunda birden fazla homologu olan bazt ORF’ler
bulunmaktadir. Bunlardan biri, DNA baglanma proteinini kodladigi diisiiniilen chaB
(ORF45, ORF46) genidir. Bu gen tiim Lepidopteran NPV lerde, 6rnegin HearNPV (Ha51,
Ha52) ve AcMNPV (ORF59, ORF60)’deki gibi bakteriyel ChaB proteinine homolog bir
¢ift komsu ORF icerir. Betabakiiloviriislerden, AgseGV ve XcGV genomunda tek homolog
halinde bulunmaktadir. ChaB proteinleri, dizi hizalamalarina gore iki ana gruba ayrilir.
Grup |, bakteri ve Archaea’da bulunan ChaB proteinlerinden olusurken, Grup II,
bakiiloviriislerde bulunan ChaB ile iliskili proteinleri igerir. Alfabakiiloviriis Grup II’ye ait
ChaB dizileri sebebiyle bu proteinlerin, DNA baglanma proteinleri oldugu
varsayllmaktadir. Ayn1 zamanda, viriis enfeksiyonunda bakiiloviriis ChaB homologlarinin
biyolojik 6nemini belirlemek icin daha fazla ¢calisma gerekmektedir (Zheng vd., 2011).

ManeNPV-T2 genomunda c¢oklu kopya halinde bulunan diger bir gen ise
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD™) sentezinde rol oynayan nikotinamid ribozid kinaz
1 (nrkl1) (ORF95, ORF96)’dir. ManeNPV-T2 ORF96’s1 blastP kullanilarak diger dizilerle
karsilagtirlldiginda, Grup Il Alfabakiiloviriislerden BusuNPV ve SujuNPV gibi
bakiiloloviriislerin NRK1 dizileri ile eslestigi goriilmiistir. Bu durum, bu ORF’nin bir
bakiiloviriis nrkl homologunu kodladigini1 diisiindiirmektedir. Ayrica ORF95 de blastP
sonucunda Betabakiiloviriislerden CpGV’nin NRK1 proteini ile benzerlik gostermistir.
ORF95 ve ORF96 aminoasit dizileri arasinda anlamli bir dizi benzerligi yoktur.
Alfabakiiloviriis nrkl ORF’leri, yaklasik 360 aminoasitlik polipeptidleri kodlarken, ORF95
tarafindan kodlanan dizi sadece 212 aminoasittir. Hiicresel NRK1, NAD"in
biyosentezinde rol oynar, fakat bakiiloviriis NRK1 homologlarinin islevi belirsizdir
(Ratajczak vd., 2016). OpbuNPV genomunda da bu ozelliklere sahip 2 nrkl (ORF58,
ORF95) gen bolgesi bulunmaktadir. Fakat, ORF’ler ManeNPV-T2 genomundaki gibi
birbirinin ardisira gelmemektedir (Harrison vd., 2017).

Lepidopteran bakiiloviriislerinin homolog tekrar dizileri (hrs), bir genomda farkli
konumlara yerlesmis; transkripsiyon arttiricilar1 olarak rol oynadigi diisiiniilen ve
replikasyonun kaynagi olarak goriilebilen kusurlu bir palindrom ile tekrarlanan dizilerdir
(Hilton ve Winstanley, 2007). Bununla birlikte, her bir hrs wveya ikili hrs

kombinasyonlarinin silinmesinin hiicre kiiltiirlinde virlis replikasyonunu etkilemedigi
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goriilmiistiir (Carstens ve Wu, 2007). Hrs’ler oldukg¢a degiskendir ve her ne kadar ayni
genom i¢inde birbirine ¢ok benzer olsalar da farkli viriisler arasinda ¢ok sinirli benzerlik
gosterebilirler. Lepidopteran bakiiloviriis genomlarinda, 2-17 hrs tekrar1 bulunmasi
yaygindir (Wang vd., 2016). ManeNPV-T2 genomunda toplam 52 tekrarli 11 farkli tekrar
bolgesi vardir ve hrs bolgelerinin merkezlerinde Ndel restriksiyon kesim bolgesi
bulunmaktadir. Merkezdeki bdyle bir restriksiyon endoniikleaz bolgesi, bazi
bakiiloviriislerde bulunan hrs bolgeleri igin tipik bir 6zelliktir (Castro vd., 2009; Pearson
vd., 1992). Kusurlu palindromlar1 igeren en biiyiik intergenik bolge, ManeNPV-T2’de
ORF117 ve ORF118 arasinda bulundu. Bu bolge 1236 bp boyutundadir ve yiiksek AT
dizisi igerigine (yaklasik %75) sahiptir. Hrl1 olarak isimlendirilen bu bolgede 9 kusurlu
palindrom tespit edildi.

ManeNPV-T2 genomunda bazi bakiiloviriislerde belirlenen ¢esitli degisken
fonksiyonlu genler ve bilinmeyen fonksiyona sahip bazi korunmus bakiiloviriis ORF’leri
de bulunmustur. Bu genler, Tablo 13’de verilmistir ve ayrica bakiiloviriis tip tiirii olan
AcMNPV’de bulunan ve fonksiyonu tam olarak bilinmeyen 43 genin ManeNPV-T2
genomunda bulunmadigi tespit edilmistir.

Kor gen aminoasit dizilerinin pespese siralanmasinin ardindan ¢izilen filogenetik
agacta ManeNPV-T2 Alfabakiiloviriisler igerisinde tekli olarak dallanmistir. Bu dala yakin
olan dallanmalar {izerinde HearNPV, Mamestra sp. NPV’ler, Agrotis sp. NPV’ler ve
TniNPV bulunmaktadir. Bunun sonucunda, ManeNPV-T2’de bulunan 38 Kkor gen
homologlarinin Grup II NPV’lerdeki kor genlerin homologlariyla yakin iliskili oldugu ve
ManeNPV-T2’nin Grup IT NPV’lere ait oldugu sonucuna varilmistir.

ManeNPV-T2’nin gen diizenlemesi, biiyiikk oOlclide TniNPV, HearNPV ve
UrprNPV’ninki ile aynidir. Buna kargin, gen diizenlemesi AcMNPV ve CpGV’ninkilerden
onemli Ol¢iide farklilik gostermektedir. Gene parity-plot analizlerinin grafiklerine
bakildiginda TniNPV’de 5 ORF’nin (ORF69, 75, 89, 96, 118), HearNPV’de 6 ORF’nin
(ORF49, 50, 76, 90, 93, 119), UrprNPV’de 5 ORF’nin (ORF19, 89, 92, 93, 97) lineer
dogrultudan uzaklastigi goriilmektedir. Ayni1 zamanda genomun sonundaki genlerin
dagimik bir kiimelenme olusturdugu tespit edilmistir. Bunun disinda lineer dogrultuya
paralel olusan gen gruplarindan 79 ile 85 arasindaki ORF’ler TniNPV, HearNPV,
UrprNPV genomlariyla karsilagtirildiginda bu ORF’lerin lineer dogrultuya paralel bir

kiimelenme olusturdugu fark edilmistir. Bu, ManeNPV-T2 genomunun gen
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kiimelenmesinin yakin iligkili olsa da gen dagilimmin bu 3 genomdan farkli oldugunu
gostermektedir.

Oral enfektiviteden sorumlu genler, ODV zarfinin temel yapisal proteinini kodlar.
Bu nedenle, bu genler kor genlerdir ve bunlarin tamami (pifO-pif8) ManeNPV-T2
genomunda da bulunmaktadir. Baz1 PIF’ler Nudiviriisler, Bracoviriisler, Hytrosaviriisler ve
Nimaviriisler gibi diger omurgasiz DNA viriislerinde de bulunur (Wang vd., 2010). Bu
yiiksek korunma seviyesi, PIF’lerin ¢ok eskiden beri viriis giris yoluna aracilik ettigini
gostermektedir. PIF’ler, molekiiler agirliklarinda ve birincil sekanslarinda onemli
farkliliklar gosteren bir ODV zarf proteinleri grubudur. Ancak, bazi ortak Ozellikleri
paylasirlar ve i¢ niikleer membran siralama motifi (INM-SM) PIF’lerin N veya C
terminallerinde bulunur. Ayni1 zamanda, yaklastk 18 aminoasitlik hidrofobik bir
transmembran (TM) alam igermektedirler. Buna ilave olarak, ¢ogu PIF’ler korunmus
sistein icerir. Bu sisteinlerin potansiyel bir onemi, molekiiller arasi disiilfid baglar
olusturmaktir. Bdylece PIF kompleksi olusturmak veya PIF proteinlerinin ayri ayri
katlanmasina yardimci olmak i¢in PIF’ler arasindaki etkilesimi kolaylastirir (Zhang vd.,
2014). Bu PIF’lerin ozelliklerine bakildiginda acl45-1 ve acl45-2 genlerine ait
proteinlerinin de korunmus sistein icerdikleri tespit edildi. Ayn1 zamanda, AC145-1"de
sinyal peptid bolgesi bulunurken, AC145-2’de TM domaini bulunmaktadir. Bu genlerin
tirtinleri olan proteinlerin oral enfektivite faktorii olabilecegini belirten bir g¢aligma
yapilmistir (Lapointe vd., 2004). ac145’in silinmesi, T. ni igin yabani tip (wt) ACMNPV’ye
kiyasla enfektivitede alt1 kat azalmaya neden olurken, ayni durum H. virescens ig¢in
enfektivitede bir diisiis meydana getirmemistir. Coklu kopya halinde bulunan diger bir gen
de acl45 (ORF12, ORF50)’dir. acl145’in homologlarinin Lepidopteran NPV’leri ve
GV’leri ve Hymenopteran NPV’lerinin genomunda bulundugu, fakat Dipteran NPV
genomlarinda bulunmadig belirtilmistir (Rohrmann, 2013). Bu genin oral enfektiviteden
sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir ve ¢coklu kopya halinde bulundugu baska bir genom
yoktur. Buradan yola ¢ikarak ac145 geninin hem genomda ¢oklu kopya halinde bulunmast,
hem de oral enfektivite faktdrii olabilecegi diisiiniilmesi nedeniyle bu genin oral
enfektiviteden sorumlu genlerlerle etkilesimleri arastirildi.

Canli hiicrelerde protein-protein etkilesimlerinin ve makromolekiiler kompleks
olusumunun izlenmesi, oral enfektivite dinamiklerini ve mekanizmasini anlamak i¢in son
derece yararlidir. Gilinlimiizde, canli hiicrelerdeki maya iki-hibrid (Y2H) sistemi, floresan

rezonans enerji transferi (FRET) ve bimolekiiler floresan tamamlama (BiFC) testi gibi
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protein etkilesimlerini incelemek igin gesitli yontemler mevcuttur (Fan vd., 2008). Y2H
sisteminde, iki protein, DNA baglanma alan1 (BD) ve aktivasyon alani (AD) ile ayr1 ayr1
kaynastirilir. Bunlar, bu iki protein arasinda etkilesim oldugunda doért bagimsiz raportor
genin transkripsiyonunu aktiflestirir. Bu sayede protein etkilesimi belirlenir. Oral
enfektiviteden sorumlu genlerin aralarindaki etkilesimler maya iki-hibrid sisteminde
belirlenmistir (Zheng vd., 2017). Bu tez kapsaminda AC145-1’in oral enfeksiyondan
sorumlu proteinlerle etkilesimi arastirildi ve bunun sonucunda AC145-1’in PIFO0, PIF2,
PIF6, PIF7 ve PIF8 ile ac145-2’nin ise PIF6, PIF7 ve PIFS ile etkilesimde oldugu bulundu.
Bu etkilesimler dogrultusunda AC145 proteininin de oral enfeksiyon faktorlerinin
olusturdugu komplekste yer alabilecegi diisiinlilmektedir. Oral enfektivite faktorlerinin
birbirlerine baglanmasinda etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Son zamanlarda bakiiloviriislerin biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilmasina
yonelik caligmalar artmakta ve ayn1 zamanda tip alaninda as1 iiretimlerinde kullanimi
yayginlagmaktadir. Ayrica gen yapi ve organizasyonlari bakimindan okaryotik hiicrelere
benzemesi, bakiiloviriisleri biyoloji ve biyoteknoloji alanlarinda da onemli ¢aligma
materyalleri haline getirmistir. Bu virilislerin gen yap1 ve genom organizasyonlarinin
bilinmesi bakiiloviriislerin  biyoteknolojide kullanilabilirliklerini de arttirmaktadir.
Viriislere ait genlerin silinmesi, susturulmasi, gen aktarimlariyla rekombinant viriislerin
olusturulmasi, yeni gen terapi ve gen ekspresyon vektorlerinin insa edilmesi gibi son
derece onemli biyoteknolojik sahalarda kullanilmalarini kolaylagtirmaktadir. Bu nedenle
komple genomu bilinen bir mikroorganizmanin tip, genetik, mikrobiyoloji, molekiiler
biyoloji alanlarinda kullanilma potansiyeli artmaktadir. Belirtilen hususlara hizmet etmek
amaciyla, bu doktora tezinde ilk defa Tiirkiye’den izole edilen bir Malacosoma neustria
niikleopolihedroviriis (ManeNPV-T2)’tin komple genom organizasyonu belirlenmistir.
Giiniimiizde diinya literatiirinde de komple genom dizi analizi ve genom organizasyonu
belirlenen ilk ManeNPV izolatidir. Ayn1 zamanda oral enfeksiyondan sorumlu oldugu
diistiniilen ac145 genlerinin proteinleri oral enfeksiyondan sorumlu genlere ait proteinlerle
etkilesimleri arastirilarak, oral enfektivite kompleksinde bulunup bulunmadigina dair
literatiirde eksik olan bilgilerin aydinlatilmasina yonelik c¢alismalar yapilmistir. Bu
yapilanlarla birlikte bu tez calismasi, tilkemizde ve diinya da ManeNPV’nin genom
organizasyonunun belirlenerek, viriisiin biyoteknolojik sahalarda kullanilabilirligini

arttirmasi agisindan 6nem arz etmektedir.



5. SONUCLAR

Bu doktora tezi kapsaminda, Malacosoma neustria larvalarindan izole edilen yerel

ManeNPV-T2 nin komple genom dizi analizi yapildi, genom organizasyonu belirlendi ve

potansiyel oral enfektivite genlerinin (acl45-1, ac145-2) protein etkilesimleri arastirildi.

Bu dogrultuda yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler asagida siralanmustir:

1. ManeNPV-T2’nin komple genom organizasyonunun belirlenmesine yonelik

caligmalar sonucunda;

a)

b)

d)

f)

ManeNPV-T2 genomunun biiyiikligii 130.202 bp olarak belirlendi ve
varsayilan 131 ORF’yi icerdigi tespit edildi. Virls genomunun G+C
icerigi %38.2 olarak belirlendi.

Genomda 27 adet ORF’nin hipotetik oldugu ve bunlardan 6 (ORF’ler 4,
6, 11, 63, 77, 78) tanesinin yalnizca ManeNPV-T2 genomunda bulundugu
belirlendi.

ManeNPV-T2 genomunun Grup II Alfabakiiloviriislerin genom igeriginde
olan F proteinine sahip oldugu belirlendi. ManeNPV-T2 38 kor genin
aminoasit dizilerinin birlestirilmesi ile ¢izilen filogenetik agagta Grup 1l
Alfabakiiloviriislerin bulundugu kisimda dallanma gosterdi. F proteininin
bulunmasi ve 38 kor genin aminoasit sirasina gore c¢izilen filogenetik
agactaki siniflandirmaya gore ManeNPV-T2’nin Alfabakulovirtslerin 11.
grubuna ait oldugu sonucuna varildi.

Gen dagilim analizleri sonucunda, Grup | AlfabakulovirGsler igin referans
alman AcMNPV ve Betabakiiloviriis i¢in referans alinan CpGV ile
ManeNPV-T2’nin gen dagilimin ¢ok farkli oldugu belirlendi. ManeNPV-
T2’nin gen dagilimimin Grup II Alfabakiiloviriis i¢in referans alinan
TniNPV, HaNPV ve UrprNPV’ye ¢ok benzer oldugu belirlendi.
Bakiiloviriislerde  transkripsiyon —arttirict  olarak  diigliniilen  hrs
bolgelerinden, ManeNPV-T2 genomunda toplam 52 tekrarli ve
merkezinde Ndel kesim boélgesi bulunan 11 adet tekrar bolgesi belirlendi.
Viral enfektiviteyi arttirdigt ya da DNA replikasyonunda gorev
alabilecegi diisiiniilen bro genlerinden, ManeNPV-T2 genomunda 2 adet

oldugu belirlendi.
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g) ManeNPV-T2 genomunda coklu kopyalar halinde potansiyel oral
enfektivite faktori olan acl45 (orfl2, orf50) , DNA baglanma proteini
oldugu diistiniilen chaB (orf45, orf46), ve nikotinamid adenin dinikleotid
(NAD") sentezinde rol oynayan nikotinamid ribozid kinaz 1 (orf95, orf96)
genlerinin bulundugu tespit edildi.

Potansiyel oral enfektivite faktorii oldugu distiniilen ac145 geninin Urini

proteinlerin oral enfeksiyondan sorumlu proteinlerle maya iki-hibrid

sisteminde protein etkilesimleri belirlendi. Buna gore:

a) AC145-1 proteininin PIFO, PIF2, PIF6, PIF7, PIF8 proteinleriyle ve

kendisiyle etkilesimde oldugu belirlendi.

b) AC145-2 proteininin PIF6, PIF7, PIF8 proteinleriyle ve kendisiyle
etkilesimde oldugu belirlendi.

c) AC145 proteinlerinin TM motifi ve korunmus sistein icermesi agisindan
oral enfektivite faktorlerine benzerlik gostermesi ve ayni zamanda oral
etkilesim faktorleriyle protein-protein etkilesimlerinin bulunmasi, bu
genlerin de oral enfektivite protein kompleksinde yer alabilecegini

distindiirmektedir.

Bu sonuglar dogrultusunda bu tez ¢alismasiyla,

1.

Tirkiye’den izole edilen bir virtsin ilk kez komple genom organizasyonu
belirlendi.

Literatirde birgok bakulovirisin komple genom organizasyonu belli
olmasina ragmen, ManeNPV genomunun dizilenmesi ilk kez bu tez
kapsaminda gerceklestirildi.

Viriisiin filogenetik gen karsilastirilmalari ve gen igerigi dikkate alinarak
Alfabakiiloviriis Grup II sinifina ait oldugu tespit edildi.

Potansiyel enfektivite faktorii oldugu diisiiniilen AC145 proteininin oral
enfektiviteden sorumlu proteinlerle etkilesimleri belirlenerek bu genin oral
enfektivite kompleksinde yer alabilecegi hipotezi ortaya kondu.

Tez konusunu olusturan virlisiin genom 6zellikleri literatiire kazandirilarak

bilim diinyasinin hizmetine sunuldu.



6. ONERILER

Yapilan bu ¢alisma, ManeNPV-T2’nin genom organizasyonunun belirlenmesi ve
potansiyel oral enfektiviteden sorumlu oldugu disiiniillen AC145 proteinlerinin, oral
enfektiviteden sorumlu oldugu bilinen PIF proteinleriyle etkilesimlerinin belirlenmesi ile
onemli sonucglara varilmig olmanin yani sira, yeni arastirmalara onciiliik edebilecek bir
takim soru ve Onerilerin ortaya c¢ikmasina imkan saglamistir. Bu Oneriler asagida
siralanmustir:

1. Genom organizasyonu belirlenen ManeNPV-T2’nin genomunda bulunan
hipotetik ve sadece bu virlise 0zgii oldugu belirlenen ORF’lerin
fonksiyonlarinin belirlenmesi galismalart yapilabilir.

2. Diger bakiiloviriis genomlarindan farkli bir diziye sahip olan hrs bolgelerinin
fonksiyonlarinin belirlenmesi ¢alismalar1 yapilabilir.

3. acl45 genlerinin  transkripsiyonel  analizleri  yapilarak  genlerin
siiflandirilmasi ¢alismalart gergeklestirilebilir.

4. Aym zamanda acl45 genlerinin fonksiyonel analizinin yapilabilmesine
yonelik, hem tek tek hem de birlikte genomdan silinerek rekombinant viris
olusturulmasi ve bu virlisiin yaban tip virlis ile karsilagtirmali biyotest
calismalar yapilabilir.

5. AC145 proteininin oral enfektiviteden sorumlu proteinlerin olusturdugu
kompleksin igerinde olup olmadigi ve kompleksin neresinde yer alabilecegine

yonelik ¢alismalar yapilabilir.
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