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ONSOZ

“Invertebrate iridescent virus 6 (I1V6) Genlerinin Transkripsiyonel Analizi ve
Transaktivator Protein(ler)inin Arastirilmasi” adli bu ¢alisma, Karadeniz Teknik
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dalinda “Doktora Tezi” olarak
hazirlanmistir.  Bu tezde Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6)’ya ait genlerin
transkripsiyon siniflarinin belirlenmesi, her bir gen grubuna ait promotor dizilerinin tespit
edilmesi ve viriisiin hiicrede replikasyona baslayabilmesi igin gerekli transaktivator
proteinlerin arastirilmasi ¢alismalari yapilmistir.

Tez siiresince doktora tez danigmanligimi istlenerek ¢aligmanin planlanmasindan
sonuglandirilmasina kadar yardimlarini ve destegini esirgemeyen degerli hocam sayin Prof.
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tez izleme jiirisi iiyelerim sayin Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG’a ve saym Dog. Dr. Hacer
MURATOGLU na, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji
grubu hocalarim Prof. Dr. Ismail DEMIR e, Prof. Dr. Kazim SEZEN’e ve Dr. Ogr. Uyesi
Cihan INAN’a, mikrobiyoloji laboratuvar galisma grubu arkadaslarimdan Ogr. Gor. Dr.
Askin TEKIN’e, Dr. Ogr. Uyesi Mehtap YAKUPOGLU’na ve Dr. Déniis GENCER’e,
tezimin bir bolimiinii tamamlamam ic¢in laboratuvar imkanlarindan faydalanmami
saglayan Wageningen Universitesi (Hollanda) Viroloji Laboratuvar1 Baskani Prof. Dr.
Monique M. van Oers’e Ve tezimin basariyla tamamlanmasi igin gerekli alt yapi
imkanlarindan yararlanmami saglayan Biyoloji Boliim Bagkanligina tesekkiir ederim.

Desteklerinden dolayr KTU-Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine (FDK-2017-5839)
ve Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)’na (214Z172 kodlu
proje ve 2214/A Yurt Dis1 Doktora Siras1 Aragtirma Burs Programi) tesekkiir ederim.

Maddi ve manevi her tirlii destegiyle daima yanimda olan, emsalsiz emek ve

gayretleriyle beni yetistirerek bugiinlere getiren aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Aydin YESILYURT
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Transkripsiyonel Analizi ve Transaktivator Protein(ler)inin Arastirilmasi” baslikli bu
calismay1 bastan sona kadar danismamim Prof. Dr. Remziye NALCACIOGLU’nun
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Doktora Tezi
OZET

INVERTEBRATE IRIDESCENT VIRUS 6 (IIV6) GENLERININ TRANSKRIPSIYONEL
ANALIZI VE TRANSAKTIVATOR PROTEIN(LER)ININ ARASTIRILMASI

Aydin YESILYURT

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Remziye NALCACIOGLU
2020, 104 sayfa

Bu c¢alismada, Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6)’ya ait genlerin transkripsiyonel
smiflarinin belirlenmesi, genlerin yukari bolgelerinde muhtemel promotor gérevi yapabilecek
korunmus bolgelerin tespit edilmesi ve en erken genlerin transkripsiyonunu baslatan
protein(ler)in arastirilmasi amaglanmistir. Calismada ilk olarak, IIV6’nin su ana kadar
transkripsiyonel olarak siniflandirilmamis 159 genin transkripsiyon siiflart RT-PCR teknigi
ile belirlendi. Bu genlerin 114 tanesinin en erken (IE), 23 tanesinin gecikmis erken (DE) ve 22
tanesinin de gec (L) gen sinifina ait olduklari belirlendi. ikinci olarak, IIV6’nin tiim genlerinin
translasyon baslangi¢ noktalarindan itibaren 200 niikleotit yukar1 bolgeleri, promotor gérevi
yapabilecek korunmus bolge bakimindan MEME Suite veritabani kullanilarak analiz edildiler.
IE genler icin TAAAATTGAA, DE genler i¢in TTTTATGG, L genler icin de TCAATTTT ve
NNTTGT motifleri belirlendi. IE ve DE genler i¢cin bu motifler silindiginde promotor
aktivitelerinde 6nemli 6l¢iide azalma goriiliirken, L genlerde ise promotor aktivitesinde 6nemli
derecede artis meydana geldi. Yonlendirilmis mutagenez ¢alismalar: L genlerdeki NNTTGT
motifinin genin transkripsiyonu iizerinde baskilayici goérev yaptigini ve L gen promotoru olarak
belirli bir motifin degil belirli uzunlukta bir bolgenin gorev yapabilecegini gosterdi. Calismada
son olarak, virlisiin konak hiicrede enfeksiyonu baslatabilmesi i¢in gerekli olan yapisal
protein(ler) arastirildi. Arastirma southwestern, kotransfeksiyon, DNA afinite kromatografisi
ve biyoinformatik analizler yapilarak gergeklestirildi. Sonuglar I1\VV6 IE gen transkripsiyonunun
baglatilmasinda tek bir proteinin degil muhtemel bir protein kompleksinin gorev yaptigim
gosterdi. Bu komplekste gorevli muhtemel proteinlerden birinin, yaklasik 13,5 kDa
biiyiikligiindeki giiclii DNA baglanma domainine sahip olan 366R oldugu belirlendi.

Anahtar Sézciikler: Iridovirus, RT-PCR, Transkripsiyon, Promotor, Transaktivator
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PhD. Thesis
SUMMARY

TRANSCRIPTIONAL ANALYSIS OF INVERTEBRATE IRIDESCENT VIRUS 6
(IV6) GENES AND INVESTIGATION OF TRANSACTIVATOR PROTEIN(S)

Aydin YESILYURT

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Remziye NALCACIOGLU
2020, 104 pages

In this study, it was aimed to identify the transcriptional classes of Invertebrate iridescent
virus 6 (I1\V6) genes, detect the conserved regions that could act as promoters in the upstream
regions of the genes and investigate the protein(s) that initiate the transcription of the immediate
early genes. In the study firstly, the transcription classes of 159 genes of 116 genes that have
not been classified at transcriptional level to date were determined by RT-PCR technique. It
was determined that 114 of these genes belong to immediate early (IE), 23 of them belong to
delayed early (DE) and 22 of them belong to late (L) gene classes. Secondly, 200 nucleotide
upstream regions, starting from translation initiation site, of all 11\VV6 genes were analyzed using
the MEME Suite database in terms of the conserved region that could act as promoter.
TAAAATTGAA motif was determined for IE genes, TTTTATGG for DE genes, TCAATTTT
and NNTTGT motifs were determined for L genes. The deletion of these motifs for the IE and
DE genes showed a significant decrease in promoter activity, whereas a significant increase in
L genes. Site-directed mutagenesis studies showed that the NNTTGT motif in L genes acts as
a suppressor on the transcription of the gene, and that a region of a certain length rather than a
specific motif can act as a promoter for L gene. Finally, the structural protein(s) required for
the virus to initiate infection in the host cell were investigated. The investigation was performed
using southwestern, co-transfection, DNA affinity chromatography and bioinformatic analysis.
Results showed that a possible protein complex, not a single protein, was involved in the
initiation of 116 IE gene transcription. One of the possible proteins involved in this complex
was found to be 366R with a strong DNA binding domain of about 13,5 kDa.

Keywords: Iridovirus, RT-PCR, Transcription, Promoter, Transactivator
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Viriisler, bir organizmanin hiicreleri icerisinde faaliyet gosterebilen, kiigiik ve
enfeksiyon olusturabilen ajanlardir. Hayvan ve bitkilerden mikroorganizmalara kadar tiim
hiicresel yasam formlarini enfekte edebilmektedirler. Omurgasiz hayvanlar1 enfekte eden
viriisler altinda bulunan bocek viriisleri oldukga genis bir grubu olusturmaktadirlar. Yararl
bocekler (6rnegin bal arilart ve ipek bdcekleri) igin patojenik olan virlisler her yil
ipekbocekeiligi ve aricilik endiistrilerine milyarlarca lira zarar vermektedir. Diger taraftan,
zararli bocekler igin patojenik olan viriisler ise biyolojik kontrol ajanlari olarak
kullanilabilmektedirler. Bu viriislerin bir diger 6nemli 6zelligi de 6zellikle bakiiloviriislerde
olmak iizere hem bdcek hem de memeli hiicrelerinde gen ekspresyon ve gen transfer
vektorleri olarak kullanilmak tizere ticari olarak gelistirilmis veya gelistirilebilir olmalaridir.
Tiim bu faktorler, son yillarda bocek viriisleri tizerine yapilan arastirmalarin sayisinda bir
patlamaya yol agmis ve bu viriislerin molekiiler ve hiicresel biyolojileri hakkinda ciddi
diizeyde bilgi iiretilmektedir. Bocek virilislerinin biiyiik bir ¢esitliligi olmasina ragmen,
bunlardan askoviriis, iridoviriis, polidnaviriis, bakiiloviriis, Sipoviriis Ve entomopoksviriisler
bdcek popiilasyonlarinda siklikla goriilen viriis gruplarini olusturmaktadirlar (Demirbag vd.,
2008).

Bu viriislerden biri olan iridoviriisler Iridoviridae familyasina mensupturlar.
Iridoviridae familyasinin iiyeleri iridoviridler olarak da adlandirilmaktadirlar. Iridoviridlerin
omurgali ve omurgasizlari enfekte eden tiirleri bulunmaktadir. Invertebrate iridescent virus
6 (IIV6) omurgasizlarda enfeksiyonlara sebep olan lridoviriis cinsinin ve Frog viriis 3 (FV3)
1se omurgalilarda enfeksiyon yapan Ranaviriis cinsinin tip tiirleri olarak kabul edilmislerdir
(Chinchar vd., 2017). Bu iki virlis {izerinde yapilan ¢aligmalar, familyanin genel
0zelliklerinin anlagilmasina yardimci olmakta ve ayni zamanda diger biitiin DNA viriisleri
i¢in de model olusturmaktadir.

Viral bir ajanin biyokontrol materyali, gen ekspresyon veya gen tedavi vektori
amaciyla kullanilabilmesi i¢in molekiiler mekanizmalarinin ¢ok iyi anlasilmis olmasi
gerekir. Bu tez calismasinin sonuglar1 bu acilardan da faydali olacaktir. Omurgasiz

iridovirtisleri i¢cin model tiir olarak kabul edilen 11V6 {izerine kurgulanarak gerceklestirilen



bu tezde, viriise ait biitiin genlerin transkripsiyon siniflarinin belirlenmesi, her bir gen
grubuna ait promotor dizilerinin tespit edilmesi, viriis hiicreye girdikten sonra replikasyona

baslayabilmesi i¢in gerekli transaktivator proteinlerin arastirilmasi ¢alismalar1 yapilmistir.

1.2. Iridoviridae Familyasi

Iridoviridae familyasinin ilk {iyesi 1954 yilinda Claude Rivers ve Nick Xeros’un
calismalari sonucu kesfedilmistir (Williams, 1996). Tipula paludosa (¢ayir sinegi)’dan izole
edilerek 1971°de Tipula iridescent virus adi verilen bu virlis 1999’dan bu yana Invertebrate
iridescent virus 1 (11VV1) olarak bilinmektedir. Viriis enfeksiyonu boceklerde yanardoner,
mavi-yesil renkler olusturdugu igin virlisiin adlandirilmasinda gokkusagi anlamindaki

Ingilizce “iridescent” kelimesi kullanilmustir (Sekil 1).

Sekil 1. Iridovirid enfeksiyonu igeren konak goriintiileri. A-1: Invertebrate
iridescent virus 6 (11V6) ile enfekte olmus Drosophila melanogaster.
A-1l: Viriis ile enfekte olmamig D. melanogaster (Bronkhorst vd.,
2012). B: Singapore grouper iridovirus (SGIV) ile enfekte olmus
embriyonik hiicrelerde viriisiin olusturdugu parakristal dizilim (Liu
vd., 2016). N: niikleus; VAS: viral birlesme bolgesi (viral assembly
site). Olgii bar: 1 um.

Iridoviridae familyasi Alphairidovirinae ve Betairidovirinae olmak iizere iki alt
familyaya ayrilir. Bu gruplandirma, her bir alt familyadaki viriislerin enfekte ettigi konak
yelpazesi, virion partikiil biiyiikliigii, genomlarinin GC igerigi, DNA’larinin metillenme
durumu ve major kapsit proteinlerinin amino asit dizi benzerligi g6z 6niinde bulundurularak
yapilmistir  (Chinchar vd., 2017). Alphairidovirinae alt familyas1 Ranavirus,

Megalocytivirus ve Lymphocystivirus olmak tizere ii¢ cinsten olusur ve bu grubun iiyeleri



kemikli baliklar, amfibiler ve siirlingenler gibi 6zellikle sogukkanli omurgalilar1 enfekte
ederler. Dolayis1 ile bunlar omurgali iridovirisleri olarak bilinirler. Iridovirus ve
Chloriridovirus cinslerinin bulundugu Betairidovirinae alt familyasinin tiyeleri ise bocekler
ve kabuklular basta olmak iizere omurgasizlar1 enfekte ederler ve dolayisi ile bunlar da
omurgasiz iridovirisleri (IIVler) olarak bilinirler. Iridovirus cinsine ait iiyelerle familya
tiyeleri arasinda karigikliktan kac¢inmak icin familyaya ait {iyelerden iridovirus yerine
iridoviridler olarak bahsedilmesine karar verilmistir (Chinchar vd., 2017).

Bu familyaya ait biitiin viriisler ikozahedral simetrili, 150-200 nm ¢apinda olup 103-
220 kbp arasinda degisen ¢ift zincirli, dogrusal ve biiyiik DNA genomuna sahiplerdir. Donen
¢cember replikasyonu ile olusan konkatamerler yeni olusacak viriislere aktarilirken hacim
bagimli mekanizma ile paketlendiginden, genom uglarinda dizi tekrarlarina (terminal
tekrarlar) ve halkasal permiitasyona sahiplerdir. Tekrarlanan bu diziler genoma %5-50
arasinda degisen fazlalik kazandirirlar (Chinchar vd., 2017). Viral replikasyon dongiisii hem
niikleus hem de sitoplazmada gergeklestigi i¢in bu viriisler niikleositoplazmik biiyiik DNA
virtisleri (NCLDV) grubuna dahil edilmislerdir. Viral replikasyon ¢ekirdekte baslar ve virion
olusumu ise sitoplazmada, viriise ait DNA pargalarinin ve viral proteinlerin ¢ok¢a bulundugu
viral olgunlasma bolgesinde (virojenik stroma) meydana gelir. Virionlar sitoplazmada
kalarak familyaya o6zgii parakristal dizi denilen yapilar olusturabilirler ya da hiicreyi
pargalayarak disartya dagilirlar. Virionlarin bir kismi1 da hiicre zarindan tomurcuklanarak
ayrilir ve bu esnada zarf kazanirlar (Liu vd., 2016).

Viriislere ait filogenetik benzerlikler ¢alisilirken cogunlukla viriislerin korunmus gen
dizileri arasindaki benzerlikler dikkate alinir. Iridoviridlerde kor proteinlerden olan D5
ATPaz, A32 ATPaz, A1L/VLTF2 transkripsiyon faktorii, major kapsit proteini (MCP) ve
viral DNA polimeraz, ozellikle Asfarviridae, Ascoviridae, Phycodnaviridae,
Mimiviridae ve Poxviridae gibi diger NCLDV’deki karsilik gelen proteinlerle amino asit
dizisi benzerlikleri paylasirlar (Sekil 2) (Boyer vd., 2009). Bu benzerlikler, s6z konusu
viriislerin ortak bir atadan geldigini ve Megavirales adinda yeni bir viriis takiminin tiyeleri
olduklar1 onerisini desteklemektedir (Colson vd., 2013). Benzer sekilde iridoviridler,
askoviriisler ve marseilleviriisler arasinda ortak olan 9 gen dizisinin karsilastirilmast,
askoviriislerle IIV’ler arasinda yakin bir iliski oldugunu, askoviriislerin I[IV6 ve 11V3 ile
ortak bir atadan geldiklerini dogrulamaktadir (Piegu vd., 2015). Ancak son zamanlarda
yapilan genom dizileme c¢alismalar1 sayesinde virlisleri birbirinden ayirmak ve

simiflandirmak i¢in komple genom dizilerine dayali olarak ¢izilen filogenetik agaclar daha



kuvvetli bir siniflandirma yontemi olarak goriilmektedir. Bugiine kadar tim genom analizi
yapilmis, 42 tanesi omurgalilart ve 9 tanesi omurgasizlari enfekte eden toplam 53 tane
iridovirid bulunmaktadir (Tablo 1). Bunlardan iki tanesi (AMIV, Anopheles minimus
iridovirus ve SHIV, Shrimp hemocyte iridescent virus) heniiz herhangi bir sinifa dahil
edilmemistir ve yapilan son filogenetik analizlere gore “Xiairidovirus” adinda yeni bir cins

olarak gruplandirilmasi planlanmaktadir (Huang vd., 2015; Qiu vd., 2018).

100 Heliothis virescens ascovirus 3e
Spodoptera frugiperda ascovirus 1la Ascoviridae
Trichoplusia ni ascovirus 2c¢

99 Marseillevirus
Acanthamoeba polyph
100 }

100

0.5

Sekil 2. Iridoviridlerin diger niikleositoplazmik DNA viriisleri ile filogenetik iliskisi. D5 tip
ATPaz, DNA polimeraz B, A32 ATPaz, major kapsit protein ve A1L/VLTF2
transkripsiyon faktorii gen dizileri agisindan familyalarin filogenetik analizi (Boyer
vd., 2009; Jancovich vd., 2012).



Tablo 1. Gen bankasinda genom dizisi veya DNA dizisi bulunan iridoviridler

. .. Genom GenBank
E,:AlliltSFamilya) Tiuzro’lgil e Biyikligi (S)aF;lFSl icizgrigi Erisim Referans
(bp) Numarasi

nvi ND ND ND M335422 (Tajbakhsh, 1990)

Iridovirus 1Hve* 212,482 215 28.63 AF303741  (Jakob vd., 2001)
1131 220,222 203 35.09 HF920637  (Piegu vd., 2014)
nva# 191,132 126 48 DQ643392  (Delhon vd., 2006)
1v9 205,791 191 31 GQ918152 (Wong vd., 2011)

Chloriridovirus 1v22 197,693 167 28.05 HF920633  (Piegu vd., 2013)
1V22A 196,456 174 28 HF920634  (Piegu vd., 2014)
1125 204,815 177 30.32 HF920635  (Piegu vd., 2014)
1130 198,533 177 28.1 HF920636  (Piegu vd., 2014)
ADRV 106,734 101 55 KC865735 (Chen vd., 2013)
ATV 106,332 96 54 AY150217  (Jancovich vd., 2003)
BIV-ME 103,531 100 55.2 KX185156  (Hick vd., 2016)
CGSI-HN1104 105,375 111 55.2 KF512820  Yayimlanmamis
CH8/96 105,811 75 55 KP266741  (Stohr vd., 2015)
CMTV/2008/E 106,878 104 55.3 JQ231222  (Mavian vd., 2012)
CMTV/2013/NL 107,772 104 55.3 KP056312  (van Beurden vd., 2014)
CodV 114,865 98 54.9 KX574342  (Ariel vd., 2016)
DFV ND ND ND AF157665% (Ohlemeyer, 2011)
ECV-13051/2012 127,751 135 54.2 KT989884  Yayimlanmamis
ECV-14612/12 127,549 136 54 KT989885 Yayimlanmamis
EHNV 127,011 100 54.05 NC028461 (Jancovich vd., 2010)
ESV 127,732 136 54.23 JQ724856  (Mavian vd., 2012)
FV3# 105,903 98 55 AY548484  (Tan vd., 2004)

) GGRV 103,681 73 55 KP266742  (Stohr vd., 2015)

Ranavirus GIV 139,793 120 49 AY666015 (Tsai vd., 2005)
ATV-GUFFY 106,437 99 54 KR075882  (Jancovich vd., 2005)
GV6 ND ND ND AF157671% (Ohlemeyer, 2011)
LMBV ND ND ND FR682503% (Ohlemeyer, 2011)
PPIV 108,041 109 55.3 KX574341  (Holopainen vd., 2016)
RCV-zZ 106,890 98 55 MF187210 (Claytor vd., 2017)
REV 282/102 107,444 101 55.2 MF538628  (Ariel vd., 2017)
RGV 105,791 106 55 JQ654586  (Leivd., 2012)
Rmax 115,510 100 54.9 KX574343  (Ariel vd., 2016)
ATV-RRV 106,971 102 54.1 KR075879  (Epstein ve Storfer, 2015)
SERV 126,965 111 54.7 KX353311  (Subramaniam vd., 2016)
SGIV 140,131 162 48.64  AY521625 (Song vd., 2004)
SSME 105,070 95 55 KJ175144  (Morrison vd., 2014)
STIV 105,890 105 55.1 EU627010  (Huang vd., 2009)
TFV 105,057 105 55.01 AF389451  (He vd., 2002)
ToRV-1 103,876 76 55 KP266743  (Stohr vd., 2015)

#gili cinse ait tip tiiriinii gdstermektedir.

Alti ¢izili olanlar ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) tarafindan tiir
olarak kabul edilen viriis isimlerini belirtmektedir.

& Genom dizisi heniiz belirlenmemistir. Erisim numaras1 sadece MCP’ye aittir.

ORF: Ac¢ik okuma zinciri, ND: Belirlenmemis (not determined).



Tablo 1’in devami

Cins Tiir, Susve CcloM  opF ¢ CenBank
(Alt Familya) izolat Biyukligi Sayis1 Icerigi Erisim Referans
(bp) Numarasi

- LCDV-1¥ 102,653 108 291  NC_00182 (Tidona ve Darai, 1997)
Lymphocystivirus | cDvV-C 186,250 239 272 AY380826 (Zhang vd., 2004)
LCDV-Sa 208501 183 33 KX643370  (Lopez-Bueno vd., 2016)

GSIV-K1 112,565 135 53.02 KT804738 (X.Y.Chenvd., 2016)
ISKNV# 111,362 125 54.8 AF371960 (Hevd., 2001)

LYCIV 111,760 ND 53.92  AY779031 (Kurita ve Nakajima, 2012)
N 0SGIV 112,636 126 54 AY894343  (Lu vd., 2005)

Megalocytivirus RBIV- 112,080 116 53 AY532606 (Do vd., 2004)

KOR-TY1

RSIV 112,415 93 54 AB104413  (Nakajima ve Kunita, 2005)

SDDV 124244 129 37 KR139659  (de Groof vd., 2015)

TRBIV 110,104 115 55 GQ273492  (Shi vd., 2010)
Siniflandirimamis  AMIV 163,023 148 39 KF938901  (Huang vd., 2015)

SHIV 165,809 170 346  MF599468  (Qiu vd., 2018)

Iridoviridae familyasina mensup 5 cinsin yelerinin genel 6zellikleri Tablo 2’de
gosterilmistir. Alphairidovirinae alt familyas: {iyeleri viriis tarafindan kodlanan DNA
metiltransferaz sayesinde genomlarindaki sitozinlerin yaklagik %25’ini metillemektedirler
(Chinchar vd., 2009). Ancak, Ranavirus cinsi tiyelerinden olan Singapore grouper iridovirus
(SGIV) ve Grouper iridovirus (GIV) DNA metiltransferaz kodlamadiklari igin
metilasyondan yoksundurlar. DNA metilasyonunun goérevi tam olarak bilinmiyor olsa da
metilasyona ihtiya¢ duyan viriislerin bu 6zelligi engellendiginde viriis artisinda gerileme ve
viral DNA sentezinde bozulmalar oldugu goriilmistir (Goorha ve Dixit, 1984).
Betairidovirinae alt familyas1 iyelerinde DNA metilleme 6zelligi bulunmamaktadir.
Virtisleri  smiflandirirtken en  6nemli  kriterlerden birt de korunmus protein dizi
benzerlikleridir. MCP tiim iridoviridlerde korunmus olarak bulunan ve virion yapisinin
biiyiik bir kismini olusturan énemli bir proteindir. Bu proteinin amino asit dizisi ayn cins
icinde bulunan iridoviridler arasinda %70’ten fazla benzerlik gosterirken, farkli cinslerde

bulunan iridoviridler arasinda %50°den azdir.



Tablo 2. Iridoviridlerin siniflandirilmasinda kullanilan 6zellikler

. . Virion ... DNA
Alt Familya Cins Bilyiikliigii Konak GC Igerigi Metilasyonu
. 120-130 nm  Eklembacaklilar, %29-32 Yok
Iridovirus o .
Betairidovirinae Oz.elhkle bocekler
Chloriridovirus 180 nm Cift kanatlilar, %48 Yok
ozellikle sivrisinekler
. 150 nm Strtingenler, %54 Var
Ranavirus Amfibiler ve Kemikli
baliklar
Alphairidovirinae 198-227 nm  Deniz ve tatli su %29,1-33  Var
Lymphocystivirus baliklar1
Yass1 Baliklar
140-200 nm  Deniz baliklar1 %54,8 Var

Megalocytivirus

Ayni cins biinyesinde bulunan viriisler, genomik seviyede genellikle %50°den fazla
niikleotit veya amino asit dizi benzerligi gosterirler. Bu benzerlik %90°dan daha fazla olursa
bu virtiisler ayn1 tiir veya ayni tiire ait izolat/sus olarak kabul edilir. Ancak, ranaviriislerden
FV3, ATV ve EHNV %90’dan fazla dizi benzerligi gostermesine ragmen, konak
yelpazelerinin ve genomik organizasyonlarinin farkli olmasindan dolay1 farkl tiirler olarak
degerlendirilmislerdir. Familyanin tiim {iyelerinde korunmus 26 gen dizisinin benzerligine
gore olusturulan filogenetik analizde ranaviriisler ¢, megalositivirisler iki ve
lenfosistiviriisler iki/li¢ gruba ayrilmigtir. Daha once herhangi bir sinifa yerlestirilmeyen ve
ICTV’nin 9. raporunda lridovirus cinsine dahil edilen bazi iridoviridler (11V9, 11V22,
11\V22a, 11V25, 11V30 ve AMIV) IIV3’e daha yakin ¢ikmis ve Chloriridovirus cinsine dahil
edilmislerdir (Sekil 3).

Iridoviridae familyasina ait viriisler, biyolojik kontrol materyali olarak kullanilabilme
potansiyelleri (D'Costa vd., 2012) ve kiiltiiri yapilan balik gibi 6zellikle sucul hayvanlarda

oliimciil enfeksiyonlara sebep olmalarindan dolay1 6nem kazanmistir (Williams vd., 2005).



—:. AF303741 invertebrate iridescent virus 6 Iridovirus
@ HF920637 invertebrate iridescent virus 31

@ KF938301 Anopheles minimus iridiovirus

@ HF920633 invertebrate iridescent virus 22
@ HF960234 invertebrate iridescent virus 22A
@ HF960236  invertebrate iridescant virus 30 Chiloriridovirus Betairidovirinae
@ GQ918152 invertebrate iridescent virus 8
@ HF960235 invertebrate indescent virus 25
@ DQB43392 invertebrate iridescent virus 3
@ KT989834 European catfish virus
@ JQ724856 European sheatfish virus
@ KP266741 Testudo hermanni ranavirus
@ KC8B5735 Andrias davidianus ranavirus
@ KP056312 common midwife toad virus-NL
@ KX574341 pike-perch iridovirus
@ JQ231222 commeon midwife toad virus-E
@ AY545484 frog virus 3
@ KJ175144 spotted salamander — Maine
@ JQB54586 Rana grylio virus
@ EUB27010 soft-shelled turtle virus
@ KP266742 German gecko ranavirus
@ KX185156 Bohle iridovirus Ranavirus
@ AF389451 tiger frog virus
@ KP266743 tortoise ranavirus 1
@ KX574342 cod indovirus
@ KX574343 ranavirus maximus Alphairidovirmae
@ AY150217 Ambystoma tigrinum virus
@ FJ433873 epizootic haematopoietic necrosis virus
- @ KX353311 short-finned eel virus
@ unpublished doctor fish virus
@ unpublished guppy virus 6
@ unpublished largemouth bass virus
@ AYSB66015 grouper iridovirus
@ AY521625 Singapore grouper iridovirus
O L63545 lymphocystis disease virus 1
4'_7[ O AY380826 lymphocystis disease virus — China Lymphocystivirus
O KX643370 lymphocystis disease virus — Sparus auratus
@ KR139658 scale drop disease virus
@ AF371960 infectious spleen and kidney necrosis virus
@ BD143114 red seabream iridovirus
@ AYS894343 orange spotted grouper iridovirus
@ KT804738 giant seaperch iridovirus
@ AY532606 rock bream iridovirus
@ GQ273492 turbot reddish body iridovirus
@ AY779031 large yellow croaker iridiovirus

Megalocytiviris

Sekil 3. Iridoviridae familyasi tiyelerinin filogenetik analizi. Viriis isimleri bas kisimlarinda
erisim numaralar1 ile verilmistir. Koyu yazilanlar ait olduklar1 grubun model
organizmasini temsil etmektedir. Filogenetik agag, tiim genom analizi yapilan 45
farkli iridovirid arasinda 26 kor gene ait amino asit dizisinin birlestirilmesiyle
IQTREE programi kullanilarak ¢izilmis (Chinchar vd., 2017).

1.3. Iridoviridlerin Morfolojisi

Her bir viriis partikiilii, en dista protein yapida kapsit tabakasi, ortada lipit bir membran
ve en igte de DNA ve proteinlerin etkilesim halinde bulundugu 6z (kor) bolge olmak {izere

toplam ti¢ tabakadan olusur (Sekil 4) (Williams, 1998; Yan vd., 2000; Yan vd., 2009). Baz1



virionlar ise kapsit tabakasinin tizerinde ilave bir zarf bulundurabilirler. Bu zarf tabakasini
viriisler konak hiicre igerisindeki yasam dongiilerini tamamladiktan sonra hiicre
membranindan tomurcuklanarak ayrilmalar1 esnasinda kazanirlar. Tomurcuklanma
yapmadiklar1 zaman ise ¢ok sayida ¢iplak virion bir araya gelerek parakristal dizi ad1 verilen
yapilar olustururlar. Icerisi viriis ile dolan hiicre parcalanir ve viriisler zarfsiz sekilde dis
ortama salinirlar. Zarfli veya zarfsiz olusan her virionun enfeksiyon yapma yetenegi vardir
(Williams ve Ward, 2010). Ancak zarfl1 virionlar konaga 6zgii enfektivite bakimindan daha
etkili (150 kata kadar) olduklarindan dolay1, zarf yapisinda bulunan bazi proteinlerin viriis
konak etkilesimlerinde 6nemli gorevleri oldugu diistiniilmektedir (Braunwald vd., 1979;
Gendrault vd., 1981). Zarf yapisina sahip olan iridoviridler konak hiicreye reseptdr bagimli
endositozla girerken, zarfsiz iridoviridler hiicre zarindan pinositoz veya kaveola bagimli
endositozla girerler (Wang vd., 2014).

Virion yapisinin en i¢ kisminda bulunan 6z, 12.5 kDa ana bilesenle birlikte bliyiikligii
en fazla 81 kDa olan en az 5 polipeptitten olusur (Cerutti ve Devauchelle, 1985). Diger DNA
viriislerinden farkli olarak 6z kismin iizerini 4 nm kalinlikta bir lipit tabaka kaplar. Bu tabaka
kuru virion agirliginin %5-9’unu olusturur ve biiyiik kismi (%44-75) fosfolipittir. Viral lipit
membranin ana bilesenlerinden olan glukofosfatidilinositol (GPI), posttranslasyonel
modifikasyonlar esnasinda proteinlerin C-ucuna baglanirlar. GPI bagli bu proteinler, hiicre
dis1 reseptorler, hiicre yiizey antijenleri ve hiicre tutunma molekiilleri gibi kilit rollerde gorev
alarak hiicre dis1 proteazlara ve lipazlara baglanma yiizeyi saglarlar (Low, 1989). Ancak bu
lipit membranla kapli 6z, enfeksiyon yapma ozelliginden yoksundur (Wagner vd., 1975).
Virionlarda bulunan bu lipit tabakanin igerigi konak hiicrenin lipit membranindan farkli
oldugu i¢in, viriislerin bu membrant muhtemelen konak hiicreden almadigi, enfeksiyon
stirecinde de novo olarak iirettigi diisiiniilmektedir (Balange-Orange ve Devauchelle, 1982).
Tiim iridoviridlerde ortak olarak bulunan MCP, 48-55 kDa molekiiler agirligina sahiptir ve

virionlarin kuru agirlhiginin yaklasik %45’ini olusturur.
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Dis membran

ic membran

DNA

Ciplak viryon Zarfli viryon T=189-217

Sekil 4. Iridoviridlerde virion i¢ ve dis yapisinin sematik goriiniimii. (ViralZone:
www.expasy.org/viralzone sitesinden Tiirkgelestirildi)

Iridoviridlerin morfolojik yapilarini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalar ¢ogunlukla
1IV6 tizerinde gergeklestirilmistir. 11V6 virionlar iki (kenarlara gore), ii¢ (eskenar yiizlere
gore) ve bes (koselere gore) farkli eksen acisindan bakildiginda, sirasiyla 162, 165 ve 185
nm ¢aplarinda oldugu tespit edilmistir (Jankovich vd., 2012). Elektron mikroskop (EM) ve
kriyo-EM c¢alismalarina gore her bir partikiil 12 pentasimetron (besgen) ve 20 trisimetrondan
(eskenar ti¢cgen) olusan ikozahedral bir yapidadir (iicgenlesme sayisi, T=147) (Yan vd.,
2009). Bu yapilarin her ikisi de her bir virionda toplam 1460 tane bulunan altigen sekilli
(hekzavalent) kapsomerlerden olusur. Bu kapsomerler tiirler arasinda oldukca yiiksek oranda
korunmus olan MCP’den olusmuslardir (Tidona vd., 1998). Her bir kapsomer dis yiizeyde
kovalent olarak bagli olmayan ii¢lii (trimer) MCP ve i¢ yiizeye disiilfit baglarla bagh ikinci
bir ticlit MCP igerir (Cerutti ve Devauchelle, 1985; 1990). Bunlara ek olarak kapsit yapisinda
bulunan ve lipit membranla etkilesim halinde olan fermuar (zip, 11,9 kDa) monomerleri,
fermuar dimerleri, parmak proteinleri (finger, 19,7 kDa) ve tutunma proteinleri (anchor, 32,4
kDa) adi verilen mindr kapsit proteinleri bulunmaktadir. Bazi iridoviridlerde kapsidin dis
yiizeyi yaklagik 2,5 nm uzunlukta esnek fibrillerle kaplanmig olabilir.

Iridoviridae familyasinin farkli iiyeleri arasinda niikleotit dizi analizi belirlenmis
100°den fazla acik okuma zincirinden (open reading frame, ORF) 26 tanesinin tiim
iridoviridlerde ortak oldugu belirlenmistir (Tablo 3) (Eaton vd., 2007; Eaton vd., 2010).

Viral proteinleri katalitik, yapisal ve viriilansla ilgili olanlar olmak {izere ii¢ kategoriye
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ayirmak miimkiindiir. Bu 26 korunmus ORF’nin biiyiik kismini katalitik proteinler olusturur
ve bunlarin igerisinde viriis tarafindan kodlanan DNA polimeraz, RNA polimeraz II viral
homologunun (vPOL-II) iki biiyiik alt linitesi ve riboniikleotit rediiktaz kiigiik alt tinitesi
bulunmaktadir. Proteinlerin gruplandirilmasi ¢ogunlukla veri tabanindaki diger proteinlerle
benzerliklerine dayanilarak yapilir ve fonksiyonlari “muhtemel” adi altinda tahminen
belirtilir. Ancak sonradan her birinin gorevinin deneylere dayali olarak dogrulanmasi
gerekir. Ornegin; antisens morfolino oligoniikleotit kullanarak vPOL-IIa’nin susturulmast
sonucu ge¢ viral gen ifadelerinde ciddi oranda azalma goriildiigli i¢cin bu proteinin viral
transkriptaz gorevi gordiigli desteklenmistir (Sample vd., 2007).

Iridovirid partikiilleri yapisal ve virionla iliskili proteinlerin bir araya gelmesiyle
olusan bir komplekstir. MCP, fermuar, parmak ve tutunma proteinleri gibi yapisal
elementlerin yani sira, virionlar biiytikliikleri 5-250 kDa arasinda degisen 30’dan fazla ilave
protein igerirler (Sekil 5). MCP, tiim iridoviridler arasinda yiiksek oranda korundugu igin

amino asit dizisi viriis tanimlama ve filogenetik analizlerde kullanilir.

Fermuar dimeri
1 Fermuar monomeri
J Parmak proteini
& Tutunma proteini

Sekil 5. Invertebrate iridescent virus 6 (ITV6)’da kapsit simetrisi ve mindr kapsit
proteinlerinin organizasyonu. A: 11V6 , 20 trisimetron (biri agik ve digeri koyu
mavi renkli) ve 12 pentasimetron (pembe renkli) yapidan olusur.
Ikozahedronun bir liggen yiizeyi yesil ¢izgi ile gosterilmis. B: 11V6’nin minor
kapsit proteinlerinin dizilimi (Yan vd., 2009).
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Virion yapisina sekil ve biitiinliik bakimindan destek saglayan standart yapisal
proteinlere ek olarak viral replikasyonda onemli rol oynayan virion-iliskili ¢ok sayida
protein mevcuttur. Bunlara 6rnek olarak virion tarafindan kodlanan ve en erken viral
genlerin ifade edilmesini saglayan muhtemel bir transkripsiyonel transaktivator protein ve
[IV6’nin yapisinda bulunan en az 6 tane DNA-iliskili protein verilebilir. Ayrica protein
kinaz, niikleotit fosfohidrolaz, ss/dsRNA 6zgii riboniikleaz, deoksiriboniikleazlar, protein
fosfataz ve konagin makromolekiil sentezini inhibe etmesini tetikleyen protein gibi virion-
iliskili enzimatik aktivitesi olan ¢ok sayida protein tanimlanmistir. Tiim bu polipeptitlerin
yani sira bazilar tlim iridoviridler tarafindan kodlanan ve katalitik protein oldugu diisiiniilen
ve BLAST analiziyle belirlenmis g¢esitli proteinler tanimlanmustir (Tablo 3).

Son olarak sinirlayict gevre kosullarinda viral replikasyonu artiran veya konagin
immiin cevabini engelleyen birka¢ muhtemel viriilans ve immiin kac¢is proteinleri tespit
edilmistir (Grayfer vd., 2015). Viriilansla ilgili olan grupta timidin kinaz, dUTPaz ve viral
enfeksiyon boyunca deoksiriboniikleotit havuzlarinin devamliligini saglayan riboniikleotit
rediiktazin viral homologlar1 bulunurken, immiin cevapla ilgili olan ikinci grupta bagisikligi
durdurma goérevi yapan vCARD, vIF-20, vRNaz III ve p-steroid dehidrojenaz
bulunmaktadir. Ornegin, okaryotlarda translasyon baslama faktdrii elF-2a’nm viral
homologu olan vIF-2a, protein kinaz R'nin aracilik ettigi translasyonel durmay1 engeller ve

enfeksiyon boyunca viral protein sentezini siirdiiriir (Rothenburg vd., 2011).



Tablo 3. Iridoviridae familyasina ait korunmus genler *

. Ranavirus Lymphocystivirus Megalocytivirus Iridovirus | Chloriridovirus
Kategori Gen Adi
FV3 STIV TFV EHNV ATV SGIV GIV | LCDV-1 LCDV-C ISKNV RBIV OSGIV 11V6 11V3
Katalitik Muhtemel replikasyon faktérii ve/veya 1R 1R 105R 100R 91R 116R 79R 162L 181R 61L 57L 60L 282R 79L
DNA baglanma/paketleme proteini
Yapisal Miristilli membran proteini 2L 2L 2L 1L 1L 19R 4R 160L 38R 90.5L 85L 88.5L 337L 47R
Katalitik DNA bagimli RNA Pol II a alt iinitesi 8R 10R 8R 7R 6R 104L 71L 16L 191R 28L 29L 31L | 176R,343L 90L
Katalitik NTPaz/Helikaz 9L 11L 9L 8L 7L 60R 36R 132L 75L 63L 59L 63L 022L 87L
Bilinmiyor Bilinmiyor 12L 14L 12L 95R 87R 118R 80R 108L 100L 96L 89.5L 93L 287R 56L
Katalitik DNA paketlemesi igin gerekli, 15R 16R 16R 92L 83R 134L 90L 54R 114L 122R 116R 119R 075L 88R
poksviriis A32'ye benzer AAA-ATPaz
Katalitik Serin/treonin protein kinaz 19R 21R 19R 89L 80L 39L 21L 10L 45R 55L 53L 56L 380R 10L
Katalitik Helikaz ailesine ait protein 21L 24L 211 86R 78R 54R 32R 6L 7L 56L 54L 57L 067R 4R
Katalitik DNA replikasyonuna katilan D5 ailesi 22R 25R 22R 85L 77L 521 31L 128L 80L 109L 101L 106L 184R 121R
NTPaz
Katalitik, Muhtemel tirozin kinaz/LPS modifiye 27R  31R 29R 62R 58R  78L,81L  52L 195R 173R 114L 106L 111L | 179R,439L 35R
Virulans eden enzim
Virulans NIF-NLI etkilesim faktorii 37R  41R 40R 72R 64R 61R 37R 82L 148L 5L 6L 6L 355R 104L
Katalitik Vaksinya viriis erken transkripsiyon 41R 45R 45R 77R 69R 57L 35L 163R 235R 76L 72L 75L 295L 16R
faktori
Yapisal Miristilli membran proteini 53R 55R 55R 53L 51L 88L 59L 67L 158R 7L 8L 8L 118L,458R 6R
Katalitik Serin/treonin protein kinaz 57R 60R 59R 58L 471 150L 100L 143L 178L 13R 13R 15R 098R 98L
Katalitik DNA polimeraz ailesi B eksoniikleazi 60R 63R 63R 441 441 128R 87R 135R 203L 19R 20R 22R 037L 120L
Katalitik DNA bagimli RNA Pol II B alt initesi 62L 64R 65L 43R 43R 73L 46L 25L 25R 34R 33R 36R 428L 9R
Katalitik, Riboniikleotit rediiktaz, kiiciik alt birim | 67L 71L 7L 38R 38R 471 26L 27R 411 24R 26R 27R 376L 48L
Virulans (RRa)
Katalitik, RNaz 111 80L 87L 85L 24R 25R 84L 55L 137R 187R 87R 83R 85R 142R 101R
Virulans
Katalitik Transkripsiyon uzama faktérii TFIIS 81R  88R 86R 23L 24L 85R 56R 171R 115R 29L 29.5L 32L 349L 55R
Katalitik Cogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA) | 84R  91R 90R 19L 20L 68L 411 3L 197L 112R 103R 109R 436R 60L
Katalitik Deoksiniikleozit kinaz 85R  92R  915R 18L 19L 67L 40L 136R 27R 32R 31R 34R 143R 29R
Katalitik, Tiyol oksidorediiktazlarin Erv / Alr 88R 94R 94R 16L 16L 70R 43R 106L 1421 43L 43.5L 45L 347L 96R
Virulans ailesi
Yapisal Major kapsit protein (MCP) 90R 96R 96R 14L 14L 72R 45R 147L 43L 6L 7L 7L 274L 14L
Bilinmiyor En erken protein ICP-46 91R 97R 97R 13L 13L 162L 108L 47L 162R 115R  1085R  112R 393L 39R
Katalitik UVI/REP Helikaz 94L 99L 100R 11L 11L 98R 67R 19R 153L 86R 825R  84.5L 307L 33L
Katalitik Muhtemel RAD? tipi niikleaz 95R  100R 101R 10L 10L 97L 66L 191R 169R 27L 28L 30L 369L 76L

*R ve L harfleri gen bolgelerinin ilgili viriis genomundaki yoniinii temsil etmektedir R (Right), diiz; L (Left), ters.

€T
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1.4. Tridoviridlerin Genom Ozellikleri ve DNA Replikasyonu

Iridoviridae familyasinin iiyeleri biiyiik DNA genomuna sahip viriislerdendir. Genom
biiyiikligii 103-220 kbp arasinda degisen bir DNA molekiilii olabildigi gibi, genomlarindaki
terminal tekrarlardan dolay1 genom igerigi %5-50 daha fazla olabilir (140-303 kbp). Virion
partikiil agirliginin %12-16’sin1 DNA olusturur ve G+C igerigi %27-55 arasinda degisiklik
gosterir. Familya igerisinde bulunan biitiin viriislerin genomunda halkasal permiitasyon ve
terminal tekrarlar goriliir (Sekil 6). Alphairidovirinae alt familyasina dahil edilen viriis
genomlarinda (GIV ve SGIV harig) yiiksek oranda metilasyon goriiliirken, Betairidovirinae
familyasinin tiyelerinde metilasyon olmaz (Ince vd., 2018). LCDV1 (103 kbp) harig
Lymphocystivirus, Iridovirus ve Chloriridovirus (163-220 kbp) cinslerine ait tiim tyelerin
genomlari, Megalocytivirus ve Ranavirus (103-140 Kkbp) cinslerine ait {iyelerin
genomlarindan daha biiyiiktiir. SGIV disinda Ranavirus cinsinin biitiin {iyeleri belirgin es-
dogrusal gen dizilimi gosterme egilimindedir. Ancak yine de biitiin iridoviridlerde
inversiyon ve delesyonlar tespit edilmistir. DNA molekiiliiniin her iki zinciri iizerinde
muhtemel ORF’ler vardir, ancak iist iiste ¢akisan ve kodlama yapan genler nadir goriliir.
Genom tizerinde genlerin oldugu bolgeler ¢cogunluktadir ve genler arasi bolgeler genellikle
kisadir. Genom, tekrar dizileri icermektedir. Okaryotlarin aksine iridoviridler intron bdlgeler
icermez ve viral mRNA’larin poliA kuyruklart yoktur. Fakat biyokimyasal ve in silico
analizler Okaryotlara benzer olarak viral gen ifadesini degistiren viral mikroRNA
(miRNA)’larin varligini desteklemektedir. Ciplak viral DNA tek basina enfeksiyon yapma
yeteneginden yoksundur, ancak virion yapisinda bulunan proteinlerin (yapisal proteinler)
varhiginda viral DNA tekrar enfeksiyon yapma 6zelligini geri kazanmakta ve yeni virionlar
olugsmaktadir (Cerutti vd., 1989; Nalcacioglu vd., 2003; Willis ve Granoff, 1985).
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Ebeveyn viriis DNA’s1 1234567891011 12 13 14

Ebeveyn DNA’sinn replikasyonu

- 1234567891011 1213 14) 1234567891011 12 13 14 1234567891011 1213 14
sonucu olusan konkatemerik DNA

5678910111213 1412345 _><:>

Konkatemerik DNA’dan
“headful” mekanizma ile yavru 891011 1213141234567 _

virionlara paketlenen DNA’lar
(Virionlarin aldiklar1 DNA’larda
heterojenite mevcut) 1234567891011 12131412 _—

Sekil 6. Iridoviridlerde hacim bagimli DNA paketlenme mekanizmasi, halkasal permiitasyon
ve dizi tekrarlart.

Viral DNA replikasyonu, konak hiicrenin niikleusunda baslar ve sitoplazmasinda
devam eder. Iki asamali DNA replikasyonuna sahip olduklar1 icin bu viriisler
“niikleositoplazmik biiyiikk DNA viriisleri (NCLDV)” olarak adlandirilir. Iridoviridler diger
NCLDV’lerden (niikleopolihedroviriisler, NPV’ler; granuloviriisler, GV’ler; sitoplazmik
polihedroviriisler, CPV’ler ve entomopoksviriisler, EPV’ler) farkli olarak koruyucu bir
protein matriks i¢cine gomiilii degildirler (Williams, 1998).

Iridoviridlerde genom replikasyon modeli Ranavirus cinsinin tip tiirii olan Frog viriis
3 (FV3) tlizerinde yapilan ¢aligmalarla aydinlatilmistir (Chinchar vd., 2009; Jancovich vd.,
2015; Williams vd., 2005). Tam mekanizmasi agikliga kavusmamis olsa da zarfli partikiiller
reseptOr aracili endositozla hiicre igine girerken, zarfsiz olanlar ise plazma membraninda
kapsit yapisi ¢oziildiikten sonra pinositoz veya kaveola bagimli endositoz gibi farkli yollarla
hiicre igine girebilirler (Wang vd., 2014). Kapsit yapisi ¢oziildiikten sonra agiga ¢ikan viral
DNA 6zii dogruca niikleusa girer (Sekil 7).
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Ciplak virion

Plazma
membraninda
kapsit soyulmasi

Viral DNA sentezinin ikinci
asamasi:Konkatemerik DNA'nin
sekillenmesi; DNA metilasyonu

IE ve DE viral
proteinler Viral protein sentezi

Viral yapisal proteinler
Parakristal dizi

VIiRION iNSA BOLGESI

Sekil 7. Frog virus 3 (FV3)’iin replikasyon stratejisi. Replikasyon niikleusta baslar. Erken
viral transkriptlerin sentezi ve genomun iki katina ¢gikmasi burada gergeklesir. DNA
genomlar1 daha sonra replikasyonun ikinci asamasinin gergeklesecegi sitoplazmaya
transfer edilir. Ge¢ viral mRNA’lar virilis tarafindan kodlanan c¢oklu alt {initeye
sahip transkriptaz tarafindan sentezlenir. Virion birlesme bolgesinde olusan yeni
virlis partikiilleri hiicre i¢inde kalarak parakristal diziler olusturur veya
tomurcuklanarak hiicre disina ¢ikarlar (Chinchar vd., 2017).

Viral DNA sentezinin ilk asamasi niikleusta meydana gelir. DNA replikasyonundan
once niikleusta en erken genlerin transkripsiyonu gerceklesir. Iridovirtislerde genler ti¢ farkli
asamada transkripsiyona ugramaktadirlar. Bu agamalar; en erken (IE), gecikmis erken (DE)
ve gec (L) seklinde smiflandirilir. Bu asamalardan IE ve DE grubuna dahil olan genlerin
transkripsiyonu niikleusta gerceklesir. Niikleusta, mekanizmasi tam bilinmemekle birlikte,
virion iligkili bir veya daha fazla protein transkripsiyonel transaktivator olarak gorev yapar
ve konaga ait RNA polimeraz II viral DNA’y1 kalip olarak kullanarak viral IE mRNA’lar1
sentezlemek {izere yonlendirilir. IE ve DE viral transkriptler tarafindan kodlanan gen

irlinleri diizenleyici ve katalitik proteinlerdir. Bu gen iirlinlerinden biri, ilk viral genomu
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kalip olarak kullanarak viral DNA sentezinin ilk asamasii katalizleyen viral DNA
polimerazdir. Yeni olusan bu viral DNA’lar daha fazla DNA replikasyon dongiisii, erken
transkripsiyon veya viral DNA sentezinin ikinci asamasi i¢in viral DNA’nin sitoplazmaya
aktarilmasinda kullanilir. Sonug¢ olarak sitoplazmada uzun konkatemerler olusmus olur.
Viral DNA metilasyonu da sitoplazmada gerceklesir. Bunun tam olarak ne i¢in gerekli
oldugu heniiz bilinmese de viral DNA’y1 viriisle iligkili endontikleolitik saldiridan korudugu
distiniilmektedir. L viral transkriptlerin sentezi de sitoplazmada gergeklesir ve RNA
polimeraz II’nin viriis tarafindan kodlanan homologu tarafindan katalizlenir (Sample vd.,
2007). Diger biiylik DNA viriislerinde oldugu gibi biitlin ge¢ genlerin ifade edilebilmesi igin
oncelikle DNA sentezine ihtiya¢ duyulur. iridoviridler replikasyon bakimindan sicakliga
duyarli oldugundan sicaklik uygun olmadiginda DNA’larin1 ¢ogaltamazlar. Ayrica viriisle
enfekte hiicreler DNA sentez inhibitorii (Arabinosilsitozin, Ara-C) varliginda inkiibe
edildiklerinde geg viral transkriptler olusmaz ve proteinler ifade edilmezler. Virion olusumu,
sitoplazmada “viriis birlesme bolgesi” adi verilen ve morfolojik olarak diger bolgelerden
rahatlikla ayirt edilebilen bolgede gerceklesir. Viriis birlesme bolgesinin olugmasi icin geg
viral gen triinlerinin sentezine ihtiyag duyulmaz (Sample vd., 2007). DNA replikasyonu
esnasinda olusan konkatemerik viral DNA pargalarinin “hacim bagimli” mekanizma
araciligiyla yavru virionlara paketlendigi diigiiniilmektedir. Bu mekanizmadan dolay1
iridovirid genomlarinda halkasal permiitasyon ve terminal tekrar dizileri ortaya cikar.
Birlesme olay1 gergeklestikten sonra olusan virionlar sitoplazmada kalarak parakristal dizi
olusturabilirler veya plazma membranindan tomurcuklanarak zarf kazanabilirler (Liu vd.,
2016). Omurgalilar1 enfekte eden iridoviridlerin ¢ogunda olusan virionlarin biiyiik kismi

hiicre icerisinde kalir.

1.5. Iridovirus Cinsi

Iridovirus cinsinin altinda ikisi tiir olarak ICTV tarafindan onaylanmis toplam ti¢ viriis
bulunmaktadir (IIV1, 1IV6 ve IIV31). Daha onceden yapilmis gruplandirmaya gore
Iridovirus igerisine yerlestirilmis ¢ok sayida virlis daha kapsamli yapilan benzerlik
caligmalar1 neticesinde Chloriridovirus cinsine daha yakin olduklart igin bu gruba dahil
edilmisglerdir. Iridovirus cinsinin tip tiirii olarak belirlenen Invertebrate iridescent virus 6

(11V6), familyada bulunan tiim viriislerin biyolojisini anlamak i¢in iizerinde en gok ¢aligilan
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iridoviridlerden birisidir.  Model organizma olarak segilen tiirler iizerinde yapilan
caligmalardan elde edilecek veriler, benzerlik gdsterdigi diger viriis gruplari i¢in de gegerli

olacagi i¢in bu organizmalarin biyolojisini ¢ok iyi anlamak gerekir.

1.6. Invertebrate iridescent virus 6 (11V6)

Iridovirus cinsinin tip tiirii olan Invertebrate iridescent virus 6 (11V6) ilk defa 1966
yilinda lepidoptera grubu bir bocek olan Chilo suppressalis (piring sap kurdu)’ten izole
edilmistir (Fukaya ve Nasu, 1966). Bu yiizden diger adi Chilo iridescent viriis (CIV) olarak
dabilinir. IIV6, tarimsal agidan zararl1 olan ¢ok sayida bocek tizerinde enfeksiyon gelistirme
ozelligine sahip oldugundan dolay1 biyolojik kontrol materyali olma potansiyeline sahiptir
(Henderson vd., 2001). Bu viriisiin avantajlarindan biri de, Anthomondus grandis (BRL-AG-
3A) (D'Costa vd., 2012), Choristoneura fumiferana (IPRI-CF-124T) (D'Costa vd., 2001;
D'Costa vd., 2004), Drosophila melanogaster (Drosophila S2) (Bronkhorst vd., 2012;
Bronkhorst vd., 2014; Ince vd., 2015) ve Bombyx mori (SPC-BM-36) (Nalcacioglu vd.,
2003; Nalcacioglu vd., 2007) bocek hiicre kiiltiirlerinde ¢ogalabilmesi ve galisilabilmesidir.
Bunlarin disinda Spodoptera frugiperda, Trichoplusia ni, Aedes aegypti, Pierris rapae,
Heliothis virescens, Helicoverpa zea, Anticarsia gemmatalis, Plutella xylostella ve Aedes
albopictus hiicre kiiltiirlerinde de replike olabildigi tespit edilmistir (Constantino vd., 2001).

I1V6, NCLDV i¢in model olarak kullanilir. Genom biiytikligi 212,482 baz ¢ifti
uzunlugundadir. Bu biiyiikliik virion kiitlesinin %12’sine tekabiil etmektedir. Genomda en
az 6 tane replikasyon baslangi¢ bolgesi oldugu belirtilmistir (Sonntag vd., 1994). Genom
boyunca terminal tekrarlar vardir ve halkasal permiitasyon o&zelligi bu virliste de
goriilmektedir (Schnitzler vd., 1987). En son yapilan belirlemelere gore 1IV6’nin 215
ORF’ye sahip oldugu ve bunlardan LC-MS/MS analiziyle iki veya daha fazla peptit varligina
gore 46, tek peptit varligina gore ise 54 tanesinin yapisal protein kodladigi belirlenmistir
(Ince vd., 2010). Bu yapisal proteinlerden 36 tanesi diger iridovirid ve askoviriislerle
homoloji gostermektedir. Major kapsit proteini (274L) bunlardan biridir ve virion
yapisindaki organizasyonu hakkinda ¢aligmalar yapilmistir. Ancak diger yapisal proteinlerle
ilgili bu konuda heniiz bilgi mevcut degildir. IIV6 DNA’s1 tek basina enfeksiyonu
gelistirmek i¢in yeterli degildir. Viriis yapisinda bulunan bir veya daha fazla protein, viriise

ait en erken genlerin transaktivasyonunu saglar (Ince vd., 2013; Nalcacioglu vd., 2003) ve
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konagin makromolekiil sentezini durdurur (Cerutti ve Devauchelle, 1980). Boylece viriis
enfeksiyonunu baglatmis olur.

Genel olarak RNA viriislerinin  konakta RNAi mekanizmasin1 ¢alistirdigi
bilinmektedir. Ancak bir DNA viriisii olan IIV6 ile Drosophila melanogaster hiicrelerinde
yapilan arastirmalar sonucunda, virlisiin bu hiicrelerde RNAi mekanizmasini ¢alistirdigt
(Bronkhorst vd., 2012) ve konak hiicrelerin olusturdugu bu antiviral cevaba kars1 [IV6’da
bulunan 340R geninin konakta iiretilen ¢ift zincir RNA’lara baglanarak siRNA iiretimini
engelledigi belirlenmistir (Bronkhorst vd., 2014).

Biitiin bu ¢aligmalarin yaninda ITV6’nin memeli hiicrelerindeki enfeksiyon olusturma
durumu da arastirilmistir. Fare embriyolarina ait fibroblast hiicreleri (MEF), 11V6 ile enfekte
edildiginde konak hiicre igerisinde interferon (IFN-B) ve tiimor nekrozis faktoriine (TNF-a)
ait mRNA’larda yaklasik 20 kat artis gortilmistiir (Ahlers vd., 2016). Bu artisa ve olusan
immiin cevaba bagli olarak IIV6 ile enfekte hiicreler diger viriislere karsi bagisiklik
kazanarak hiicre icerisindeki replikasyonlarini azaltmaktadir. Tiim bu etkilerine ragmen
hiicre igerisinde IIV6 genomunda artis olmamasi bu viriisiin as1 ve terapotik uygulamalarda
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Tim iridoviridae familyasinin iiyelerine model teskil eden IIV6’y1 molekiiler olarak
aydinlatmaya yonelik olarak da ¢aligsmalar yapilmistir. Bu amagla ilk rekombinant iridoviriis
olusturulmus (Ozgen vd., 2014) ve daha sonra genomuna bir toksin geni ilave edilerek
bocekler tizerinde biyokontrol ajant olarak kullanilabilirligi test edilmistir (Nalcacioglu vd.,
2016). ITV6’ya ait protein kinaz aktivitesine sahip “iridoptin” ad1 verilen yapisal bir proteinin
konak hiicrelerde apoptozise sebep oldugu (Chitnis vd., 2011; Paul vd., 2007) ve bu iridoptin
proteininin konak makromolekiiler sentezini inhibe ederek boceklerde toksisite olusturdugu
tespit edilmistir. Boylece ilk kez iridoviriislere ait viral toksin bir gen aydinlatilmis ve bunun
patenti de almmistir (Bilimoria, 2009). Virion yapisinin aydinlatilmast ve yapisal
proteinlerin muhtemel gorevleri hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in 1IV6’a ait tiim yapisal
proteinlerin kendi i¢inde etkilesimleri belirlenmis (Ozsahin vd., 2018) ve bdylece ortaya
cikarilan protein etkilesim haritalartyla protein dizi benzerligine dayanarak diger
iridoviridlerin yapilart hakkinda fikir sahibi olunmustur.

[IV6°daki transkripsiyon mekanizmasi birgok acidan FV3’tekine benzer sekildedir.
Genom replikasyonunun ilk asamasinda viral gen transkripsiyonu konak hiicrenin
niikleusunda en erken transkriptlerin iiretilmesiyle baslar. Ardindan biitiin genler en erken

(IE, o), gecikmis erken (DE, B) ve gec (L, y) olmak iizere asamali olarak ii¢ basamakta ifade



20

edilirler (D'Costa vd., 2001; D'Costa vd., 2004). En erken gruba dahil olan genler DNA
replikasyonuna ve protein sentezine ihtiya¢ duymazken, gecikmis erken grubuna dahil
olanlar protein sentezine, ge¢ gruba dahil olanlar ise hem protein sentezine hem de DNA
replikasyonuna ihtiyac¢ duyarlar. Gen sinifi belirleme ¢alismalarinda DNA sentez inhibitorii
olarak sitozin-1-p-D-arabinofuranozit (Ara-C) veya afidikolin (APH) ve protein sentez
inhibitorii olarak da siklohekzimit (CHX) kullanilir (Tablo 4). Boylece inhibitor varliginda
transkripsiyonlar1 arastirilan genlerin, DNA replikasyonuna veya protein sentezine ihtiyag
duyup duymadig tespit edilmis olur. DE transkriptler IE genler tarafindan kodlanan bir veya
daha fazla protein faktore ihtiyag duyar. Aymi sekilde ge¢ genler de gecikmis erken
transkriptlerin olusturacagi proteinlere ihtiyag duyarlar (Barray ve Devauchelle, 1985;
Elliott ve Kelly, 1980; Nalcacioglu vd., 2003).

Tablo 4. Inhibitér varliginda genlerin transkripsiyon durumlar

Gen Sinifi Ara-C /| APH* CHX*
En erken + +
Gecikmis erken + -
Geg - -

*Ara-C: sitozin-1-B-D-arabinofuranozit (Arabinosilsitozin);
APH: afidikolin (DNA sentez inhibitdrii)
# CHX: siklohekzimit (protein sentez inhibitdrii)

Erken gen transkripsiyonu konagin RNA pol II’sine ihtiya¢ duyarken, ge¢ genlerin
transkripsiyonu i¢in RNA pol II alt iinitelerinin homologu olan viral polimerazlarin (vPol-
o, vPol-1IB) kullanildigi disiinilmektedir. FV3’e ait vPol-Ila’yr hedef alan antisens
oligoniikleotitler kullanildiginda ge¢ gen transkriptlerinin inhibe oldugu goriilmistiir
(Chinchar vd., 2009; Sample vd., 2007). IIV’lerde transkripsiyon igin gerek duyulan
transkripsiyon kompleksinin elemanlar1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. Viral RNA
pol’lin biiyiik alt {initesi, ¢ogu RNA polimerazda bulunan ve karboksi-terminal domain
olarak adlandirilan bolgeyi igermemektedir. Bu domain, transkripsiyon sonlanmasi ve
poliadenilasyonun yami sira sapka sentezleme kompleksi ile de iligkilidir. Bu durum

iridoviriis transkriptlerinde poliA kuyruk olmadigi anlamina gelir. IE gen ifadesi i¢in gerekli
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olan transkripsiyonel transaktivatoriin/lerin yapisal oldugu bilgisinin disinda konagin RNA
pol II’siyle hangi viral faktorlerin etkilestigi bilinmemektedir (Chinchar vd., 2009).

IIV6 transkriptlerinin siniflandirilmasina yonelik cesitli ¢alismalar bulunmaktadir.
Bunlardan ilki northern blot hibridizasyonu yontemi ile viriis genomunun ¢esitli restriksiyon
endoniikleazlarla kesilerek isaretlenmesiyle elde edilen DNA parcalart kullanilarak
yapilmistir. Bu ¢alismada 137 transkript belirlenmis olup bunlardan 37 tanesi IE, 34 tanesi
DE ve 65 tanesi de L gen smifina konulmustur (D'Costa vd., 2004). Bir diger ¢alisma ise
viriis yapisal proteinlerinin kiitle spektrometrisine dayali olarak yapilmis olup virion
proteinlerinin 23 tanesinin IE, 8 tanesinin DE ve 7 tanesinin de L gen oldugu belirlenmistir
(Ince vd., 2015). Bu galigmalarin yaninda ozellikle katalitik gorevi olan bazi genlerin de
transkripsiyonel ve promotor analizleri yapilmistir. Bunlar; ekzoniikleaz kodlayan 012L (IE)
(Dizman vd., 2012), apoptozis inhibitér geni kodlayan 193R (IE) (Ince vd., 2008), DNA
polimeraz enzimini kodlayan 037L (DE) ve major kapsit proteinini kodlayan 274L (L)
(Nalcacioglu vd., 2007; Nalcacioglu vd., 2003)’dir. Bunlardan 012L, 037L ve 274L’nin
promotor analizleri yapilmis, 6zellikle DNA polimeraz promotorunda bulunan AAAAT
motifinin promotor aktivitesi i¢in dnemli bir dizi oldugu sonucuna varilmistir. Bu bolgenin
diger bazi promotorlarda da bulunmasindan dolay: bu ve bunun gibi motiflerin ayni gen
siifi igerisine dahil edilen promotorlarda korunmus olabilecegi diistiniilmiistiir.

Yapilan lusiferaz aktivite ¢calismalarinda promotor bolgesi olarak belirlenen bolgelerin
aktif olabilmesi i¢in viriis enfeksiyonunun gerekli oldugu belirlendi (Nalcacioglu vd., 2007).
Ancak sadece viral genomik DNA’nin konak hiicreye aktarilmasi viriisiin ¢ogalmasi igin
yeterli olmamaktadir. Elde edilen sonuglar virion yapisinda bulunan bir veya daha fazla
proteinin viriise ait en erken genlerin transkriptlenebilmesi igin gerekli oldugunu ortaya
koymustur.

Birkag istisna (1IV1 ve LCDV-1) disinda higbir iridoviridin mRNA’sinda poliA
kuyruk yoktur. Bu nedenle 1IV6’ya ait mRNA’lar oligo d(T) primerler kullanilarak
cDNA’ya ¢evrilememistir (Nalcacioglu vd., 2003). Ancak mRNA Kkiitiiphanesi
olusturulduktan sonra LACE (Ligation-based amplification of cDNA ends) yontemiyle
mRNA’larin sonlarina istenen diziye sahip parcalar eklenerek bu diziler yardimiyla cDNA

sentezlenebilmistir (Ince vd., 2013).
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1.7. Transkripsiyonel Regiilasyon

Transkripsiyon, DNA tarafindan kodlanan bilginin RNA’ya aktarilma stirecidir.
DNA’daki bilgiyi tasiyan bu RNA’lara mesajct RNA (mRNA) adi verilir. Transkripsiyon
stireci, “RNA polimeraz” adi verilen enzimin katalitik aktivitesi ile ger¢eklestirilir. Olusan
RNA’lar daha sonra diizenlenerek protein ifadesi i¢in kullanilirlar. Prokaryot ve okaryot
organizmalarda transkripsiyon c¢ok farkli stratejiler kullanilarak gerceklestirilmesine
ragmen, baz1 6nemli kisimlar ikisinde de aynidir.

Literatiire bakildiginda, viral genlerin 6zellikle bocek virlislerinde konak
enfeksiyonundan sonra kademeli bir sekilde ifade edildigi ve ¢ogunlukla en erken, erken ve
gec genler seklinde isimlendirildikleri goriilmektedir. Erken sinifta ifade edilen genlerin bir
kismi1 viral DNA replikasyonundan, kesilmesinden, paketlenmesinden ve viriis
partikiillerinin birlesmesinden sorumlu iken diger bir kism1 da hiicresel veya hiicre dist
ortamin viral replikasyon, gen ifadesi icin iyilestirilmesinden sorumludurlar. Geg sinifta
ifade edilen genlerin 6nemli bir kismi ise virion yapisal proteinlerini olustururlar.

Transkripsiyon mekanizmasinin ¢alisabilmesi icin DNAnin erisilebilir olmasinin yani
sira Cis- / trans- diizenleyici faktorler ve diger transkripsiyon faktorleri (TF) de dnemlidir.
Transkripsiyon faktorleri kendilerine 6zgii olan DNA dizilerine baglanarak transkripsiyon
seviyesini kontrol ederler (Karin, 1990; Latchman, 1993). Genlerin dogru yerde, dogru
zamanda ve dogru miktarda ifade edilmesi i¢in transkripsiyon faktorlerine ihtiyag¢ duyulur.
Transkripsiyon faktorleri hiicre boliinmesi, hiicre biiylimesi, hiicre 6limii, disardan gelen
sinyallere cevap olusturulmasi, embriyonik donemde hiicre gogii ve organizasyonu gibi
stireglerde koordineli bir sekilde gorev alirlar. Transkripsiyon faktorlerinin olusturdugu
komplekste en az bir tane protein, DNA baglanma domaini igerir. RNA polimeraz ve bazi
transkripsiyon faktorleri DNA iizerinde, gene ait promotor adi verilen Ozel siralara
baglanarak genin transkripsiyonunun baslamasini saglarlar. Promotor 6karyotlarda her gen
icin bulunmasi gereken 06zel bir sira olup “cis-diizenleyici DNA elementi” olarak
adlandirilir. Promotordan bagka gen yapisinda bulunabilen enhansir ve silensir ad1 verilen
cis-diizenleyici elementler de vardir.

Promotor, RNA polimerazin transkripsiyonu baslatmak tizere DNA’ya baglanan cis-
diizenleyici elementlerin en 6nemlisidir. Promotorlarda, tiirler arasinda korunmus diziler
vardir. Cogunlukla genin transkripsiyon baslangic noktasinin yakininda bir yerlerde

bulunurlar. Bu promotor dizileri, ii¢ gen smifi arasinda farklidir, ancak ayni grup iginde
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korunmus bir diizen vardir. Bu, evrimsel olarak gen promotorlarinin zamana bagli gen
ekspresyonunu saglamak ic¢in secildigini ve dolayisiyla replikasyon sirasinda konakgi
hiicrede gen ekspresyonunu sagladigini gosterir (Broyles ve Knutson, 2010; Suhre vd., 2005;
Whelan, 2013). Promotorlarin belirlenmesinde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar
arasinda in vivo isaret gen flizyon deneyleri ve in vitro transkripsiyon deneyleri en ¢ok
kullanilanlaridir (Andersson ve Sandelin, 2019; Geertz ve Maerkl, 2010; Odom, 2011).
Bunun yan1 sira promotor bolgesini arastiran ¢ok sayida in silico programlar da mevcuttur
(Bailey vd., 2009; Kurjogi vd., 2012; Marks vd., 2006; Somvanshi vd., 2008). Bu programlar
sayesinde, veri tabanlarindaki DNA siralar1 kullanilarak, muhtemel promotor bolgeleri, bu
bolgelerdeki korunmus motifler, transkripsiyon faktorlerinin baglanma potansiyeli oldugu
bolgeler biyoinformatik olarak analiz edilebilir. Boylece bir organizmanin muhtemel biitiin
promotor bdlgelerini deneysel olarak calismak yerine sadece belirlenen bolgeler {lizerine
yogunlasarak daha spesifik ¢aligmalar yapmak miimkiin olmaktadir.

Promotorlar disinda enhansir ve silensirlar da diger cis-acting elementleri olustururlar.
Enhansirlar, transkripsiyon seviyesini artiran ve silencirlar ise enhansirlarin fonksiyonunu
baskilayarak transkripsiyonel aktiviteyi diisiiren diizenleyici DNA siralaridir. Bu siralar
protein kodlamazlar ve transkripsiyon faktorlerinin etkilesimlerini kontrol ederek gen
regililasyonunda gorev alirlar (Bernard, 2013; Kolovos vd., 2012).

RNA polimerazin DNA’ya baglanarak transkripsiyonu baslatabilmesi icin Cis-
diizenleyici transkripsiyon faktorleri yeterli degildir. Transkripsiyon kompleksinin
olusabilmesi i¢in “koaktivator” adi verilen bagka proteinlere de ihtiyag¢ vardir. Bu proteinler
direkt olarak DNA’ya degil DNA’ya oOnceden baglanan faktorlere baglanarak RNA
polimerazin bolgede olusan komplekse katilmasinda gorev alirlar. Gen ifadesini kontrol
etmek igin cis-diizenleyici elementlere baglanan proteinlere “trans-diizenleyici faktorler
(transaktivator proteinler)” denir. Bu trans-diizenleyici faktorler promotor bdlgesine
baglanarak transkripsiyonun baglatilmasinda rol oynarlar (Watson vd., 2007). Trans-
diizenleyici faktorlerin en Onemlisi RNA polimerazdir. Ancak RNA pol’iin DNA’ya
baglanmasindan dnce baska trans-diizenleyici faktorler promotora baglanarak promotoru
RNA pol’iin baglanabilmesi i¢in uygun duruma getirir. Dolayist ile bu asamada DNA-
protein baglanmasi olay1 gergeklesir.

DNA’ya baglanan proteinler, replikasyon, rekombinasyon, viral entegrasyon ve
transkripsiyon gibi hiicresel siireglere katildiklar i¢in uzun yillar boyunca ¢alisiimistir. Son

yillarda bu proteinlerle ¢alisanlarin sayisi, rekombinant DNA teknolojisinin de ortaya
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cikmasiyla biyolojik olarak dnemli olan genlerin izolasyonuna imkan verdigi i¢in, dnemli
Olciide artmistir. Pek ¢ok arastirmaci gevresel ve gelisimsel sinyallere yanit verilmesinde bu
genlerin transkripsiyonlarinin nasil kontrol edildigiyle ilgilenmeye ve bu diizenlemeden
sorumlu DNA dizilerini karakterize etmeye baslamiglardir. DNA-protein etkilesim
teknikleri, bu diizenleyici dizi elementlerine baglanan proteinlerin tespiti, izolasyonu ve
karakterizasyonuna imkan verir.

DNA ile proteinler arasindaki etkilesimler 6zel olmayan DNA-protein etkilesimleri,
tek zincirli DNA’ya 6zgii etkilesimler ve ¢ift zincirli DNA’ya 6zgii etkilesimler olmak {izere
lic farkl1 sekilde gergeklesir. Ozel olmayan etkilesimlerde proteinler (histon vb.) genelde
DNA molekiillerinin yogun bir yap1 (kromatin gibi) olusturmasinda gorev alirlar (Dame,
2005). Tek zincir DNA’ya 6zgii proteinler ise DNA replikasyonu, rekombinasyonu veya
DNA tamiri esnasinda islev gortirler (Iftode vd., 1999). Diger proteinlerin aksine, ¢ift zincirli
DNA’ya 06zgli proteinler, aralarinda transkripsiyon faktorlerinin de bulundugu gruptur.
Transkripsiyon faktorleri, genlerin promotor bolgelerine baglanarak genlerin aktiflesmesini
veya inhibe edilmesini saglarlar. Bu mekanizma iki sekilde gergeklesir; (a) transkripsiyon
faktorleri ya direkt olarak ya da baska araci proteinler yardimiyla RNA polimeraza baglanir
Ve onu promotora tasir, bdylece transkripsiyonu baslatir (Myers ve Kornberg, 2000), (b)
transkripsiyon faktorleri dogrudan DNA’ya baglanarak RNA polimerazin kalip DNA’ya
baglanacagi bolgeyi uygun sekilde degistirir (Spiegelman ve Heinrich, 2004).

Son 20 yilda DNA baglanma proteinlerini tespit etmek ve saflastirmak amaciyla
kullanilan teknolojilerde pek ¢ok ilerleme kaydedilmistir. Bu yontemlerden en ¢ok
kullanilan1 “mobility shift assay” yontemidir. Bu yontemde proteinler isaretli bir DNA
fragmanina baglandiktan sonra denatiire edici olmayan jelde yiiriitiilerek hareketine gore
tespit edilir. Bu teknik ilk baglarda prokaryotik proteinlerin saflagtirilmasi amaciyla
kullanilmasima ragmen daha sonra cesitli hiicrelerden DNA baglanma proteinlerinin
tespitine olanak verecek sekilde gelistirilmistir. Bu basit ve hizli yontem, DNA baglanma
proteinlerinin saflastirilmasinda tercih edilir (Carthew vd., 1985; Fried ve Crothers, 1981,
Fried ve Crothers, 1984; Garner ve Revzin, 1981; Hendrickson ve Schleif, 1984).

DNA baglanma proteinlerinin tespit ve temel karakterizasyonlarinin yani sira, bu
proteinler saflastirilarak da ¢alisilir. Bunun igin standart kromatografi teknikleri veya jel
geciktirme (gel retardation) yontemleri tercih edilir. Yontemlerden en gii¢liisii proteine 6zgii
baglanma bolgesi iceren yogun miktarda DNAnin bulundugu “afinite kolon kromatografi”

teknigidir. Bu yontemin avantajlarindan biri de farkli dizilere sahip DNA molekiilleriyle 6zel
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olmayan baglanma yapan proteinlerin uzaklastirilmasina imkan vermesidir. Buna alternatif
olarak ise tuz soliisyonlartyla 6zel olmayan baglanmalar1 bozarak uzaklastirdiktan sonra
istenen etkilesime sahip proteinler DNA’dan koparilarak elde edilebilir (Alberts ve Herrick,
1971; Arndt-Jovin vd., 1975). Bu yonteme benzer bir baska yontem ise “Biyotin-
Streptavidin afinite sistemi” dir. Digerinden farkli olarak burada biyotin bagli DNA
fragmentleri kullanilir. Proteine 6zgii siray1 iceren DNA’lara baglanan proteinler biyotin-
streptavidin etkilesimi sayesinde saflastirilarak elde edilir (Chodosh vd., 1986; Kasher vd.,
1986; Leblond-Francillard vd., 1987).

Dogru proteinin saflastirilip saflastirilmadigindan emin olmak i¢in DNA ile etkilesen
proteinin biyilikligiinii bilmek gerekir. DNA baglanma proteinlerinin biytkligi “UV
capraz baglanma” yontemiyle belirlenir. Radyoaktif olarak isaretlenmis 6zel sira iceren
DNA molekiilleri ile proteinler etkilestirilir. Ardindan UV araciligiyla DNA-protein
arasinda kovalent baglar sayesinde bir kompleks olusturulur. SDS-PAGE ile proteinler
ayrildiktan sonra otoradyografi ile biiyiikliikleri belirlenir (Chodosh vd., 1986; Hillel ve Wu,
1978; Markovitz, 1972; Wu vd., 1987).

Cogu durumda DNA baglanma proteinlerini daha detayli karakterize etmek icin
protein kodlayan gen bolgesinin klonlanmasi gerekir. Ancak bu yaklasim olduk¢a zaman
alict ve zahmetlidir. Son zamanlarda gelisen teknikler sayesinde cDNA’lar tespit
calismalarinda kullanilmaktadir. Bu yontemde cDNA kiitiiphanesinden olusturulan klonlarin
her birini igeren bakteriden protein izolasyonu yapilir ve jelde yiiriitiilerek nitroseliiloz
membrana aktarilir. Ardindan isaretli bir prob (baglanma bdolgesi) yardimiyla membran ile
hibridizasyon yapilarak dogru klon tespit edilir. Bu yontem Southwestern yontemi olarak
bilinmektedir. Fakat protein heterodimer yapidaysa veya DNA’ya baglanabilmesi igin 6zel
modifikasyonlara ihtiya¢ duyuyorsa bu yontem sonu¢ vermeyecektir (Singh vd., 1988;
Staudt vd., 1988). Bu sebeple mayalarda kullanilmak iizere ikinci bir yaklagim
gelistirilmistir. “Maya tek hibrit” adi verilen bu yontemde c¢DNA kiitiiphanesinden
olusturulan rekombinant plazmitler maya hiicrelerine aktarilir. Maya hiicrelerinde bulunan
isaret genin ifadesi, arastirilan proteinin 6zel olarak baglandig: bolge tarafindan diizenlenir.
DNA baglanma proteini bu bolgeye baglandiginda isaret gen ifade edilir ve bu sekilde dogru
etkilesim tespit edilmis olur. Bu yontem sayesinde proteinler in vivo ifade edildigi igin
proteinlerin optimizasyonuna, denatiire ve renatiire edilmesine gerek yoktur (Li ve

Herskowitz, 1993; Wang ve Reed, 1993; Wilson vd., 1991).
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1.8. Calismanin Amaci

Invertebrate iridescent virus 6 (I11V6), ¢ok sayida zararli bocekte dliimciil veya hayatin
kalitesini diisliren enfeksiyonlar olusturmasi nedeni ile biyopestisit olarak kullanilabilme
potansiyeline sahiptir. Diger yandan IIV6’nin memeli hiicrelerinde replike olmamakla
birlikte immiin cevabi tetikledigi ve harekete gegen immiin cevabin da bu hiicreleri
Arboviriis enfeksiyonlarindan korudugu gosterilmistir (Ahlers vd., 2016). Ayrica I1V6 bazi
calismalarda ¢ift zincir DNA viriisleri i¢in model olarak kullanilmaktadir (Bronkhorst vd.,
2012; Bronkhorst vd., 2014). Dolayisi ile 1IV6’nin biyolojik miicadele ajani olarak
kullanilabilme potansiyelinin yaninda, temel arastirmalarda ve tip alaninda da kullanilabilme
imkan1 bulunmaktadir. Ne var ki su an literatiirde bu viriis hakkinda mevcut olan bilgiler
yeterli degildir. Oysa 11V6’dan bilingli ve etkili olarak faydalanabilmemiz i¢in viriisiin
molekiiler biyolojisinin ve yapisinin ayrintili olarak bilinmesi 6nem arz etmektedir.

Viral genlerin transkripsiyon ozelliginin ve transkripsiyonel regiilasyonunun
anlasilmasi, gen ekspresyonunun kontrol edilmesinde 6nemli bir bilgidir. Iridoviridlerin de
icinde bulundugu bocek viriislerinde genler erken, ara ve ge¢ olmak iizere kademeli bir
sekilde ifade edildigi i¢in hangi genlerin hangi asamada transkriptlendiginin anlagilmasi
iridoviridler tizerinde ileride yapilacak galismalar i¢in 6nemli ip uglar1 saglar. Boylece viral
enfeksiyon dongiisii sirasinda hangi asamada hangi genlerin ifadesine ihtiya¢ duyuldugu,
gen tiriinlerini hangi amagla kullaniyor olabilecegi konusunda bilgiler verir.

[IV6 virion yapisinda bulunan (yapisal) proteinler {izerine Onemli ¢aligmalar
yapilmustir. Bu ¢alismalarla viriisiin 54 yapisal proteine sahip oldugu (Ince vd., 2010) ve bu
proteinler arasinda 163 adet etkilesim oldugu gosterilmistir (Ozsahin vd., 2018). Yapilan
promotor analizi ve transkripsiyonel calismalarda bazi genlerin siniflari belirlenmis
(Nalcacioglu, 2003; Dizman, 2012; Ince, 2013), ancak bu ¢alismalar viriisiin ¢ogalmasi i¢in
ithtiya¢ duydugu stratejiler hakkinda yorum yapmak i¢in yeterli bilgi saglamamaktadir.

[IV6’ya ait viral genomik DNA, konak hiicreye aktarildiginda virion olusumu
gerceklesmezken, virlisiin yapisinda bulunan proteinlerle birlikte konak hiicreye
verildiginde yeni virionlarm olustugu tespit edilmistir (Cerutti vd., 1989; Nalcacioglu vd.,
2007). Dolayistyla virionla iligkili bir veya daha fazla proteinin viral enfeksiyonu baslatmak
izere en erken sinifa ait genlerin transkripsiyonunu sagladig: diistiniilmektedir.

Bu tez calismasinda IIV6’nin transkripsiyonel regiilasyonuna 11k tutmasi igin viriise

ait simdiye kadar transkripsiyonel smiflandirmasi yapilmamis tiim genlerinin
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transkripsiyonel siniflarinin belirlenmesi, bu genlere ait promotor gorevi yapabilecek
korunmus motiflerin arastirilmasi ve viriisiin konak hiicrede enfeksiyonunun baslamasi igin
gerekli ve ayni zamanda viriisiin en erken genlerinin transaktivatérii olan yapisal
protein(ler)in aydinlatilmasi amaglandi.

Iridoviridlerde transkripsiyon ve enfeksiyon mekanizmasinin anlagilmasina yardimci
olacak bu ¢aligma sayesinde, viriisiin ilgili ¢alisma alanlarinda daha etkin kullanilmasi igin

onemli bilgiler sagland.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Viriis, Konak ve Plazmitler

Calismada Iridoviriis cinsine ait olan Invertebrate iridescent viriis 6 (11V6) Yeni
Zellanda izolat1 (Otago Universitesi, Dunedin, Yeni Zelanda) kullanild1 ve Dr. C. Joel Funk
(USDA-ARS Western Cotton Research Laboratory, Phoenix, Arizona)’dan temin edilmistir.

Virlis ¢ogaltmak ig¢in kullanilan Galleria mellonella (bliyiik balmumu giivesi)
larvalarinin laboratuvar ortaminda kiiltiivasyonlar1 saglandi. Larvalar yapay besiyeri (750 gr
bugday kepegi, 100 ml bal, 100 ml saf su, 100 gr yapay bal mumu, 250 ml gliserin) ile
beslenerek ortam sicakligi 27 °C’ye ayarlanmis bir odada inkiibe edildiler. Virisii in vitro
ortamda calismak igin kullanilan, Sf9 hiicre susu, ekspresyon amaciyla kullanilan pIZ/V5-
His (Thermo Fisher, V801001) plazmidi ve promotor analizi igin kullanilan pSP-luc+NF
vektorii (Promega, E4471) Wageningen Universitesi, Viroloji Laboratuvari (Hollanda) ndan

temin edildi.

2.1.1. Viriis Cogaltilmasi ve Saflastirilmasi

I1V6’nin ¢ogaltilmasinda konak olarak hem bocekten hem de bocek hiicre kiiltiiriinden
faydalanildi. Konak bocek olarak G. mellonella larvalari kullanildi. Enjeksiyon ile enfekte
edilen larvalar 3 hafta boyunca 27 °C’de inkiibasyona birakildi. Larvalar, siit beyazi veya
acik mavimtirak renge doniistilkten ve hareketlerinde yavaslama gibi enfeksiyon belirtileri
gosterdikten sonra toplanarak -20 °C’de muhafaza edildi.

Enfekte bocek larvalarindan virlis izolasyonu gercgeklestirilirken Marina ve
arkadaglarmin gelistirdikleri yontem kullanildi (Marina vd., 1999). Bunun i¢in 6ncelikle 4-
5 tane larva yaklagik 5 ml steril saf su igerisinde homojenizator yardimiyla iyice parcalandi.
Elde edilen homojenat sirasiyla 490xg, 960xg ve 1250xg seklinde artan hizlarda 10’ar dakika
santrifiijlenerek viriisler kaba partikiillerden arindirildi. Daha sonra siipernatant 15300xg’de
santrifiijlenerek viriis ¢okelti haline (pellet) getirildi. Olusan mavi-yesil renk karisimindaki
pellet 500 ul steril ddH20’da ¢6ziildii ve %30’luk siikroz ¢dzeltisinin {izerine birakilarak
15300xg’de 30 dakika santrifiij edildi. Olusan pellet bir kez daha steril su ile yikanarak
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santrifiij edildi ve santrifiij sonunda bulaniklik gidene kadar steril ddH.O igerisinde ¢6ziildi.
Saflastirilan viriis soliisyonu 0,22 um filtreden gecirildi ve 4 °C’de muhafaza edildi.

Virilis ¢ogaltilmasinda hiicre kiiltiiriinden de faydalanildi. Bunun igin Spodoptera
frugiperda 9 (Sf9) hiicreleri kullanildi. Hiicreler 28 °C’lik inkiibatérde T25 flaskler
(Greiner, C6356) kullanilarak %5 FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco, 10082147) i¢eren Sf-
900 Il SFM (Gibco, 10902096) besiyerinde biiyiitiildii. Enfeksiyonlar gerceklestirilirken
hiicrelerden 2,5x10° hiicre/ml olacak sekilde 6 gozlii kaplarin her bir kuyusuna 1 ml, T25
kaplara ise 3 ml birakildi ve hiicrelerin tabana tutunmasi i¢in 2 saat 28 °C’de bekletildi.
Hiicreler iyice tutunduktan sonra iizerlerindeki besiyeri tamamen uzaklastirildi ve hiicre
basina diisen viriis yogunlugu (multiplicity of infection, MOI) 2 olacak sekilde enfeksiyon
baslatildi. Enfeksiyon hacmi T25 kaplarda 1 ml, 6 gozlii kaplarda ise 600 pl olacak sekilde
ayarlandi. Enfeksiyon 2 saat boyunca 2 rpm hizinda sallanan platform iizerinde
gerceklestirildi. Ardindan son hacim T25 kaplarda 5 ml, 6 gozlii kaplarda ise 2 ml’ye
tamamlanarak 28 °C’ye birakildi. Konak hiicrelerin boliinmesinde yavaslama, ¢aplarinda
biiylime ve niikleuslarinda belirginlesme gibi enfeksiyon belirtileri goriildiikten sonra
(yaklagik 5 giin sonra), hiicreler toplandi, 600xg’de 5 dakika santrifiijlendi ve viriisleri ihtiva

eden st s1vi 4 °C’de muhafaza edildi.

2.1.2. Viriis Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Viriis konsantrasyonunu belirlemek igin son nokta seyreltme yontemi (End-point
Dilution Assay, EPDA) kullanildi (Reed ve Muench, 1938). Bu islem igin stok viriis
soliisyonunun besiyeri ile 10, 102, 103, 10, 10°, 10°, 107, 10® ve 10® olacak sekilde
seyreltikleri hazirlandi. Deneye paralel olarak bir tiipe kontrol amagli sadece besiyeri
birakildi. Her bir tiipten 90 ul alindi, 90 pl Sf9 hiicre (2,5x10° hiicre/ml) soliisyonuyla
karigtirlldt ve 60 gozlii terasaki kabinin her bir satirndaki 6 kuyucuga ayni seyreltikten
olacak sekilde 10’ar pl hiicre ve virlis karigimi birakildi. Terasaki kaplart 28 °C’de
inkiibasyona birakildi. Enfeksiyondan 5 giin sonra, mikroskop altinda gozlem yapildi.
Enfeksiyon belirtisi gosteren kuyucuklar art1 (+), enfeksiyon belirtisi olmayanlar eksi (-)
olarak isaretlendi ve bu verilere kullanilarak asagidaki formiil ile viriis konsantrasyon

hesaplamasi yapild1 (Sekil 8).
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Viriis konsantrasyonu (pfu/ml) = 10@>) X 100/ml

n = enfeksiyon degerinin %50 veya daha yiiksek oldugu seyreltme
a=logn

b =n. seyreltigin % degeri

¢ = n. seyreltigin altindaki % degeri

x = (b-50) / (b-C)

Ornek hesaplama;
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Sekil 8. EPDA’nin sematik gosterimi.

n=10° a=5 b = 66,6 c=16,6

X = (66,6-50) / (66,6-16,6) = 0,332

Ornek viriis yogunlugu=106+3%2 x 100
=10°x10°3%2x10?
=2,15x107 pfu/ml
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2.2. Viral DNA ve RNA izolasyonu

2.2.1. DNA Izolasyonu

Saflastirilan virtislerden DNA izole etmek igin Schnitzler ve arkadaslarinin agikladigi
metot degistirilerek kullanildi (Schnitzler vd., 1987). Yukarida anlatildig: sekilde tek tabaka
siikroz ile saflastirilmis 9 ml viriis tizerine 100 ul proteinaz K, 30 ul B-merkaptoetanol, | ml
%10’luk SDS ve 400 pul 5M NaCI eklendi. Karisim 37 °C’de 5 saat bekletildikten sonra
gece boyu +4 °C’ye birakildi. Uzerine 15 ml fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklendi,
oda sicakliginda 30 dakika boyunca alt iist edilerek hafifce karistirildi ve 10 dakika 300xg’de
santrifiij  edildi. Ust faz temiz  bir  mikrosantrifiij tiipiine  aktarildu.
Fenol:kloroform:izoamilalkol asamas1 2 kez daha tekrar edildi. Bundan sonraki asamalar
buz iizerinde gergeklestirildi. Son hacmin 1/10’u kadar 3 M sodyum-asetat (pH 5,2) ve 2,5
kat1 kadar saf etanol (EtOH) ilave edildi, karistirildi ve -20 °C’de bir gece bekletildi ve
ardindan 16000xg’de 15 dakika santrifiij yapildi. Ust s1v1 uzaklastirildi ve ¢okelti 5 dakika
kurumaya birakildi. Elde edilen pellet 200 pl ddH20 iginde ¢oziildii.

[zole edilen DNA’nin konsantrasyonu nanodrop cihazinda (Thermo Scientific)
ol¢iildii. Calismada kullanmak i¢in 10 ng/ul olacak sekilde seyreltilen DNA, 4 °C’de

kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

2.2.2. RNA izolasyonu

IIV6 genlerinin transkripsiyon siniflarini belirlemek i¢in DNA ve protein sentezi
inhibitorleri varhiginda viriis ile enfekte Sf9 hiicrelerinden RNA izolasyonlar1 yapildi.
Bunun i¢in 6 gozlii hiicre kiiltiir kabi kullanildi ve kabin her bir gdziine 2,5x10° hiicre
birakildi. Hiicreler tabana tutunduktan sonra 6 gozlii kabin iki gdziindeki besiyeri DNA
sentez inhibitdrii sitozin arabinozit (Ara-C, 200 pg/ml), diger ikisi protein sentez inhibitorii
siklohekzimit (CHX, 250 npg/ml) ve kalan ikisi de inhibitdr icermeyen besiyeri ile
degistirilerek 1 saat inkiibe edildiler. Daha sonra MOI 2 olacak sekilde her bir gdzdeki
hiicrelerin viriis ile enfeksiyonu yapildi. Enfeksiyondan 2 saat sonra hiicrelerin iizerindeki
siv1 atildi ve tutunmayan viriisleri uzaklastirmak i¢in hiicreler katkisiz besiyeri ile yikandi.

En son hiicrelerin iizerine son hacmi 2 ml olacak sekilde, uygun inhibitorleri ihtiva eden taze
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besiyeri birakildi. Etiive birakildiktan 12 saat sonra hiicreler toplanarak ependorf tiiplere
aktarildi ve RNA izolasyonu i¢in kullanildi.

RNA izolasyonu i¢in Trizol (Sigma, T9424) kullanildi. Besiyeri ile birlikte toplanan
hiicreler 5000xg’de 5 dakika santrifiij edildi ve hiicrelerin iizerindeki besiyeriler tamamen
uzaklastirildi. Pelletin iizerine 1 ml Trizol ilave edilerek hiicreler yavasca pargalandi ve 5
dakika oda sicakliginda bekletildi. Tiiplere 200 ul kloroform ilave edildi ve alt {ist yaparak
kanstirildilar. Tipler, 12000xg’de 15 dakika boyunca 4 °C’de santrifiij edilerek tabaka
olusumu saglandi. En iistte bulunan ve RNA’lar1 igeren tabaka baska bir tlipe aktarildi.
Uzerlerine 500 ul izopropanol ilave edilip 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Tekrar
12000xg’de 10 dakika santrifiij edilip RNA’lar ¢oktiiriildii. Siipernatant uzaklastirildi ve
pellet 1 ml %75’lik EtOH ile 7500xg’de 5 dakika santrifiijlenerek yikandi. Ust siv1 atild1 ve
pellet 15 dakika kurumaya birakildi. Bu siire sonunda RNA pelleti 30 pul RNaz icermeyen
steril su ile ¢oziildii ve 15 dakika 60 °C’de bekletildi. izolasyon esnasinda olusan DNA
kontaminasyonuna karsi, elde edilen 6rneklerden 8 pl alindi, tizerine 1 pl DNaz I (Sigma)
ve 1 pl 10X reaksiyon tamponu eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyondan sonra
enzim inaktivasyonunu saglamak i¢in 1 pl durdurma soliisyonu (stop solution) ilave edildi
ve 70 °C’de 10 dakika bekletildi. Buz iizerinde sogutulduktan sonra RNA’larin
konsantrasyonlart nanodrop (Thermo) ile spektrofotometrik olarak belirlendi. Elde edilen

RNA’lar kiiciik hacimlere boliinerek daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.

2.3. Primerlerin Tasarlanmasi

Tez kapsaminda tli¢ farkli amagla primer tasarimi gergeklestirildi. Bunlardan biri
[IV6’ya ait daha once transkripsiyonel siniflandirilmalart yapilmamis olan genlerin sinifini
tespit etmek amaciyla yapildi. Boylece viriisiin biitiin genlerinin transkripsiyonel siniflari
belirlenmis oldu. Genlerin baslangi¢ kismindan itibaren en fazla 700 baz ¢ifti olacak sekilde
bolgeler segildi. Zaten 700 baz ¢iftinden daha kii¢lik olan gen bdlgeleri i¢in, genin tamaminti
kapsayacak sekilde primerler tasarlandi.

Ikinci olarak, delesyonlu veya mutasyonlu promotor plazmidlerinin olusturulmasi
asamasinda gereken primerler tasarlandi. Bu islem ig¢in hazirlanan primerler, belirlenen
genlerin 5’ yukar1 bolgelerini, pSPLuc plazmidindeki lusiferaz geninin bas kismina

yerlestirmek iizere tasarlandi.



33

Ugiincii olarak da, transaktivator proteinlerin tespiti asamasinda belirlenen genlerin
acik okuma zincirlerinin (ORF) ifadesi sirasinda plZ/V5-His (Invitrogen) plazmit vektoriine
klonlanmasi igin primerler hazirlandi. Genler bu plazmitte OplE2 promotoru O6niine
yerlestirildiler. Bu promotor bir bakiiloviriis olan Orgyia pseudotsugata multicapsid nuclear
polyhedrosis virus (OpMNPV)’e aittir ve kontrolii altindaki gen bdlgesini herhangi bir viral
faktore ihtiya¢ duymadan ve konak hiicrenin transkripsiyon mekanizmasini kullanarak ifade
edebilmektedir. Ancak bu plazmitte genlerin etkili sckilde ifade edilebilmeleri igin
translasyon baslama bolgesini igeren kozak dizisi ((G/A)NNATGG) genlere ait ileri
primerlerin bas kismina ilave edildi. Ayrica klonlama bdolgesinin sonunda bulunan poly-
Histidin ve V5 kuyruklarinin proteinlerle biitiinlesik halde ifade edilebilmeleri i¢in genlere
ait geri primerlerdeki restriksiyon enzim bolgeleri ile gen arasina fazladan niikleotitler ilave
edilerek baz kaymalari engellendi. Protein siralarinda sinyal dizisi veya transmembran
domaini igeren genlerin ifade edildiklerinde konak hiicre igerisinde kalabilmeleri igin
(kendileri ile birlikte hiicreye aktarilan diger plazmitte bulunan promotor bdlgesine
baglanmalar1 igin), bu diziler ifade edilen gen siralarindan ¢ikarildilar. Bu sebeple protein
dizileri SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ve TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/) veri tabanlari kullanilarak analiz edildiler. Bu
bolgelere sahip olanlarda bu kisimlar dahil edilmeyecek sekilde ve olmayanlarda ise genin

tamamini alacak sekilde primerler tasarlandi.

2.4. Invertebrate iridescent virus 6 (11V6) Genlerinin Transkripsiyonel Analizi

2.4.1. Genlerin Transkripsiyonel Siniflarimin Belirlenmesi

Viriise ait genlerin transkripsiyonel smiflarinin belirlenmesi amaciyla 6ncelikle
inhibitorler varliginda ve yoklugunda viriis ile enfekte hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi.
Izole edilen RNA’larda viral transkriptlerin varliginin arastiriimasi ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) islemi ile gergeklestirildi. RT-PCR, cDNA

(tamamlayict DNA) sentezi ve PCR olmak iizere iki asamali bir iglemdir.


http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/

34

2.4.1.1. ¢DNA’larin Olusturulmasi

cDNA elde etmek icin izlenen yol su sekildedir: Elde edilen RNA’lardan 1’er pg
alinarak 2 pl (20 pmol) gene 6zgli geri primer ile karistirildi. Karisim, hacmi dH20 ile 12
ul’ye tamamlandi ve 65 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Buz iizerinde sogutulduktan sonra
santrifiijle tiipiin dibinde toplanan &rnekler tekrar buz iizerine birakildi. Uzerine 4 ul
reaksiyon tamponu (5X), 2 ul dANTP karisimi (10 mM), 1 ul RNaz inhibitorii (Thermo
Scientific, 40 u/ul) ve son olarak 1 ul M-MuLV revers transkriptaz enzimi (RT) (Thermo
Scientific, 200 u/ul) ilave edilerek yavasca karistirildilar. Bir saat boyunca 42 °C’de inkiibe
edilen ornekler, 70 °C’de 5 dakika bekletildi ve bdylece reaksiyonlar sonlandirildi. Bu
sekilde tek zincirli olan cDNA’lar elde edildi.

2.4.1.2. Ters Transkripsiyon PCR (RT-PCR)

RT-PCR’in ikinci kismi ise tek zincirli cDNA’lardan ¢ift zincirli DNA’larin
olusturulmasidir. Bunun i¢in reaksiyon tiipiine 1pug cDNA, 5 pl reaksiyon tamponu (5X),
2,5 ul MgClz (25 mM), 0,5 ul ANTP karisimi (10 mM), 0,5 ul gene 6zgii ileri primer (10
uM), 0,5 ul gene 6zgii geri primer (10 uM), 0,1 pul DNA polimeraz enzimi (Promega)
birakildi ve son olarak dH2O ile hacmi 25 ul’ye tamamlandi. Reaksiyonlar 95 °C’de 2 dakika
ilk denatiirasyondan sonra 30 dongii olacak sekilde 95 °C’de 30 saniye, 46 °C’de 30 saniye
ve 72 °C’de 45 saniye bekletilerek ¢ogaltma islemi gergeklestirildi. Son olarak bir dongii 72
°C’de 5 dakika bekletildikten sonra ornekler %1°lik agaroz jel elektroforezi ile etidyum
bromiir varliginda gortintiilendi.

Bu islemler, calisilmasi hedeflenen tiim viral genler i¢in tasarlanan gene 0zgii
primerler kullanilarak tekrarlandi. Primer baglanma sicakliklari her gen icin 6zel olarak
ayarlandi. RT-PCR sonuglarina gore viral genler erken, gecikmis erken ve gec olmak iizere

¢ farkli gruba ayrildilar.

2.4.2. Gen Smiflarinin Promotorlarinda Korunmus Motiflerin In Silico Analizi

Transkripsiyon smiflar1  belirlendikten sonra, genlerin translasyon baslangic

noktasindan yukari bolgelerinde bulunan ve promotor gorevi yapabilecegi diisiiniilen
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korunmus motifler biyoinformatik olarak arastirildi. Motiflerin promotor aktivitesinde
rollerinin olup olmadigini belirlemek icin tiim genlerin ATG’den itibaren 200 bp yukari
bolgeleri GenBank’tan alindi. Tim genler kendi siniflar1 igerisinde (IE, DE, L) korunmus
bolge analizine tabi tutuldular. Korunmus boélge analizi MEME Suite adli motif tarama
motoru (http://meme-suite.org) araciligiyla yapildi. Motif taramasi sadece verilen niikleotit
dizisi yoniinde aranacak sekilde ve parametreler her bir dizi i¢in bir veya sifir motif bulacak
sekilde ayarlandi. p ve e degerleri sifira en yakin olan ve benzerlik orani en fazla olan

motifler belirlendi.

2.4.3. Korunmus Motiflerin Promotor Aktivitesine Etkisinin Arastirilmasi

Biyoinformatik olarak tespit edilen korunmus motiflerin promotor aktivitesinde
rollerinin olup olmadigini belirlemek i¢in ti¢ gen sinifinin her birini temsil edecek birer 6rnek
gen belirlendi. Erken genler i¢in 193R, gecikmis erken genler i¢in 126R ve geg genler igin
259R kodlu ORF’leri secildi. Her genin yukari bolgelerinden, ilgili motifi i¢eren ve
icermeyen olmak iizere iki farkli bolge c¢ogaltildi ve bu cogaltilan boélgeler promotor
fragmanlar1 adi altinda pSP-Luc+NF vektoriinde promotorsuz olarak bulunan lusiferaz
geninin bag tarafina klonlandi. Bu sekilde olusturulan rekombinant plazmitler daha sonra
promotor aktivite deneylerinde kullanildi.

Geg genler i¢in goriilen ihtiyag nedeni ile 084L ve 061R ORF’lerinin de translasyon
baslangi¢c kodonlariin yukari bélgelerindeki korunmus motifler promotor aktivitesi igin

arastirildi.

2.4.3.1. Genlerin 5° Yukari1 Bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
Cogaltilmasi ve Ara Vektore Klonlanmasi

Secilen genlere ait 5° yukar1 bolgeleri, belirlenen motifi icerecek ve icermeyecek
sekilde, dizayn edilen primerler kullanilarak dogrulama aktivitesi bulunan bir DNA
polimeraz enzimiyle (Phusion, Thermo Scientific) viral genomik DNA’dan PCR ile
cogaltildi. Cogaltma islemi sirasinda reaksiyon tiipiine 10 ng kalip DNA, 0.5 puM ileri
primer, 0.5 uM geri primer, 1 pl ANTP karisimi (10 mM), 0.5 ul MgClz, 0.5 pl DNA
polimeraz (2 u/pl), 5 pl reaksiyon tamponu (10X) biraktiktan sonra reaksiyon hacmi ddH20
ile 50 pl’ye tamamlandi. PCR kosullar1 ise 98 °C’de 30 saniye ilk dongiiniin ardindan 35


http://meme-suite.org/
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dongii olacak sekilde 98 °C’de 10 saniye, 55 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 15 saniye
bekletilerek son uzama basamagi olarak 72 °C’de 10 dakika tutuldu. Elde edilen PCR
triinleri agaroz jelden temizleme kiti (Macherey-Nagel) kullanilarak temizlendi.
Konsantrasyonlar1 nanodrop (Thermo Scientific) araciligiyla belirlendikten sonra
vektor:fragment orant 1:3 olacak sekilde ara vektore ligasyon reaksiyonu kuruldu. Ligasyon
tiiptine 10 pl reaksiyon tamponu (2X), 1 ul pJET1.2/blunt ara vektor (50 ng), 1 ul T4 DNA
ligaz ve 150 ng PCR iiriiniinden ilave edildi. Son hacim 20 ul’ye ddH2O ile tamamlandi.
Ligasyon reaksiyonu oda sicakliginda 20 dakika bekletilerek gerceklestirildi.

2.4.3.2. Escherichia coli DH10p Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Genlerin 5” yukari bolgelerini ihtiva eden pJET1.2 rekombinant vektorlerini aktarmak
icin kompotent hiicreler hazirlandi. Bu islem igin petri kabinda biiyiitiilmiis olan E. coli
DH10 hiicrelerinden tek koloni segilerek 3 ml Luria Bertani (LB) s1vi besiyeriye asilama
yapildi. Sallayicili inkiibatorde 37 °C’de 16 saat bliyliyen kiiltirden 100 ml taze sivi
besiyeriye 1 ml asilama yapildi. Hiicre yogunlugu 600 nm dalga boyunda 0.4-0.6 olana kadar
37 °C’lik sallayicida biiyiitiildii. istenen yogunluga ulasan kiiltiir, buz iizerinde 10 dakika
bekletildi. Ardindan hiicreler 4 °C’de 6000xg’de 5 dakika ¢oktiiriildii. Stvi kismi dokiildi ve
hiicreler 10 ml stoklama tamponunda (100 mM potasyum kloriir, 50 mM kalsiyum kloriir,
10 mM potasyum asetat, %10 gliserol) ¢oziildii. 15 dakika buzda bekletildikten sonra ayni
sartlarda tekrar santrifiij edildi. Bu islemler iki defa uygulandiktan sonra hiicreler en son
yaklasik 4 ml stoklama tamponunda ¢oziilerek 100 pl olacak sekilde mikrosantrifiij tiiplerine

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

2.4.3.3. E.coli DH10p Kompetent Hiicrelerine Transformasyon

Hazirlanan kompetent hiicrelerden ihtiya¢ duyulan sayida alindi ve buz iizerinde
coziilene kadar bekletildi. Ardindan 5 pl ligasyon iriinii kompetent hiicrelerin {izerine
birakilarak Ornekler buz iizerinde yarim saat bekletildi. iki dakika 45 °C’lik 1s1 soku
uygulandiktan sonra tekrar buz iizerinde 1 dakika kadar bekletildi. Ornekler 1 ml s1vi LB
besiyeriye aktarilarak 1 saat boyunca 37 °C’de biiyiimeye birakildi. Kiiltiir, 6000xg’de 3

dakika ¢oOktiirme isleminden sonra sivi kisim, geride 50 pl kalacak sekilde dokiildii.
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Hiicreler, geride kalan sivi igerisinde ¢oziilerek segici antibiyotik (ampisilin) ihtiva eden kati
besiyeri lizerine cam bagetle yayildi. Petriler gece boyunca 37 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonucunda antibiyotikli agar besiyeride biiyiiyen kolonilerde transform edilen

plazmidin varligini1 dogrulamak amaciyla gece kiiltiirleri hazirlandi.

2.4.3.4. Plazmit izolasyonu ve Restriksiyon Enzimleriyle Kesim

Steril kiirdan yardimiyla kolonilere dokunuldu ve uygun antibiyotik igeren 3 ml sivi
besiyeriye inokiilasyon yapilarak gece boyunca 37 °C’de biiyiitiildii. Bliyiiyen sivi Kiiltiirler
6000xg’de 3 dakika c¢oktiiriildii ve hiicreler pellet haline getirildi. Ust sivilar geride 50 pl
besiyeri kalacak sekilde dokiildii. Hiicre pelleti kalan besiyeri i¢erisinde vortekslenerek iyice
¢oziildii. Uzerine 300 pl TENS tamponu (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA, 0.1 N NaOH,
%5 SDS) ilave edildi, karistirildi ve yaklasik 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ardindan
150 pl sodyum asetat (3M, pH 5.2) ilave edildi. 4-5 defa alt iist edildikten sonra 10 dakika
14000xg’de ¢oktiirme yapildi. Ust sivilar yeni mikrosantrifiij tiiplere aktarilarak iizerlerine
900 pl saf EtOH ilave edildi. Alt tist edildikten sonra yiiksek hizda 3 dakika ¢oktiirme
yapildi. Sivi kisim tamamen uzaklastirildi ve pelletlerin iizerine 500 pl %70’lik EtOH
konulup tekrar 2 dakika ¢Oktiirme yapildi. Alkol uzaklastirildi ve pelletler kuruyana kadar
tiiplerin kapaklar1 agik sekilde 37 °C’de bekletildiler. Ardindan pelletler 30 pl su iginde
¢oziildii. Bu sekilde izole edilen plazmit DNA’larin, viral DNA fragmentlerini igerip
icermedigi restriksiyon enzimleri ile muamele edilerek belirlendi.

Her bir kesim reaksiyonu igin tiiplere 2 pug plazmit DNA, 2 {iinite restriksiyon
endoniikleaz enzimlerinden (Kpnl ve Hindlll), son konsantrasyonu 1X olacak sekilde (1:10)
enzim tamponlarindan konularak reaksiyonlarin son hacmi 30 ul’ye ddH20 ile tamamlandi.
Hazirlanan reaksiyonlar, 37 °C’de 4 saat inkiibe edildikten sonra yiirlitme boyasi ilave

edilerek agaroz jelde goriintiileme yapildi.

2.4.3.5. Genlerin 5’ Yukar1 Bolgelerinin pSP-Luc+NF Vektoriine Klonlanmasi

Genlerin 5° yukar1 bolgeleri PCR ile cogaltilirken klonlamalarda kullanilmak tizere
primerlerin uglarina Kpnl ve HindIII restriksiyon endoniikleaz enzim kesme bolgeleri ilave

edilmisti. Dolayisi1 ile ara vektdorde bulunan bu bdlgeler enzimlerle kesilerek jelden
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temizlendi. Ayn1 sekilde pSP-Luc+NF vektorii de bu enzimlerle kesilerek ligasyona hazir
hale getirildi. Vektor:insert oranit 1:3 olacak sekilde promotor bolgeleriyle ligasyon
reaksiyonu kuruldu. Reaksiyon karisimina vektor ve insert konulduktan sonra iizerine 1,5 pl
10X reaksiyon tamponu, 1 pul T4 DNA Ligaz (BioLabs) ve son hacmi 15 ul’ye
tamamlayacak sekilde dH20 ilave edildi. Karisim 16-20 saat boyunca 4 °C’de bekletildi ve
ardindan transformasyonda kullanildi. Elde edilen kolonilerden tekrar plazmit izolasyonu
gerceklestirilerek uygun enzimlerle kesildi ve plazmitlerin dogrulugu teyit edildi. Dolu

oldugu belirlenen plazmitler Macrogen (Hollanda)’e gonderilerek dizin analizi yaptirildi.

2.4.3.6. Korunmus Motiflerin Promotor Aktivitesinin Arastirilmasi

Genlerin 5 yukar1 bolgelerindeki korunmus motiflerin promotor aktiviteleri, bu
motifleri lusiferaz geninin 6niinde ihtiva eden ve etmeyen rekombinant plazmitlerin bécek

hiicrelerine transfeksiyonu ve ardindan lusiferaz proteinin ol¢iilmesi ile arastirildi.

2.4.3.6.1. Plazmitlerin Bocek Hiicrelerine Transfeksiyonu

Bir giin 6nceden Sf9 hiicreleri her gdzde 2x10° hiicre olacak sekilde 6 gozlii hiicre
kiiltiir kaplarina birakildi ve tabana tutunmalari i¢in 2 saat 28 °C’de bekletildi. Diger yandan,
1,5 pg rekombinant plazmit DNA (~5ul) ile 100 pl katkisiz Grace’s Insect besiyeri (Gibco®)
karistirildi (Soliisyon A). Bir bagka tiipte 8 ul Cellfectin® II Reagent (Invitrogen) ile 100 pl
katkisiz Grace’s Insect besiyeri homojen bir bigimde karistirildi (Soliisyon B). Ardindan bu
iki soliisyon polisitren tiipte birbirine karigtirtlip 30 dakika boyunca her 5 dakikada bir
sallanarak oda sicakliginda bekletildi. Tutunan hiicrelerin iizerindeki besiyeri alindi ve
hiicreler katkisiz besiyeri ile yikandi. Selfektin-DNA karisiminin tizerine 800 pl Grace’s
Insect katkisiz besiyeri eklendi, nazik¢e karigtirildi ve hiicrelerin iizerine yavasga ilave
edildi. Hiicreler bu sekilde 28 °C’lik etiivde 5 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda
transfeksiyon sollisyonu hiicrelerin {izerinden uzaklastirildi ve {izerine %5 FBS (Fetal
Bovine Serum) igeren 2 ml Sf-900™ II SFM (Gibco®) besiyeri eklendi.

Transfeksiyon yapilan konak hiicreler hemen ardindan yaban tip viriisle enfekte
edildiler. Pozitif kontrol olarak yaban tip 11V6 virionlariyla enfeksiyon yapildi. Negatif

kontrol olarak bos plazmit kullanildi. Boylece viriisler replike olurken plazmide klonlanan



39

promotor bdlgelerini ¢alistirdiginda kontrolleri altindaki lusiferaz enzimlerinin ifade
edilmesini sagladilar. Enfeksiyon baslangi¢ saatinden 20 saat sonra hiicreler toplanarak

lusiferaz aktivite deneyinde kullanildilar.

2.4.3.6.2. Lusiferaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Alt1 gbzlii kabin her bir géziindeki hiicreler toplanarak disiik hizda santrifiij yapildi ve
stv1 kisim uzaklastirildi. Hiicreler, Lusiferaz Assay Sistem Kiti (Promega) i¢inde bulunan
Passive Lysis Buffer (1X) ile (500 ul) homojenize edildi ve 15 dakika oda sicakliginda
sallayicida bekletildi. Ardindan sivi azotta 3 defa dondurulup eritilen 6rnekler 12000 rpm
hizda 30 saniye santrifiij edildi ve iist sivinin 20 pl’si aktivite 6l¢timii i¢in kullanildi.
Olgiimler luminometre cihazi (Sirius, Berthold)’nda gergeklestirildi. Substrat olarak, kit
icinde bulunan Lusiferaz Assay Substrat ve Lusiferaz Assay Buffer II'nin karigtirilmasiyla

elde edilen Larll’den her bir 6rnek i¢in 100 pl kullanilda.

24.3.7. Ge¢ Gen Korunmus Motiflerinde Yonlendirilmis Mutasyonlarin
Olusturulmasi

Geg genlerin yukar1 bolgelerinde tespit edilen birden fazla motifin transkripsiyonel
regililasyondaki gorevlerinin belirlenmesi amaciyla bu motiflerde mutasyonlar yapildi. Bu
amag dogrultusunda 061R geninin 5° yukar1 bolgesinde bulunan motiflerde yonlendirilmis
mutasyonlar olusturuldu. Mutasyonlar PCR ile mutant niikleotitleri tasiyan primerler
kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 6). PCR ile elde edilen 5” yukari bolgeler 6nce pJET1.2
vektoriine ardindan da pSP-Luc+NF vektoriine klonlanarak bdcek hiicrelerine
transfeksiyonlar1 yapildi. Takiben virlis enfeksiyonu ve lusiferaz aktiviteleri Sl¢limii

gergeklestirildi.

2.5. En Erken Genlere Ait Transaktivator Protein(ler)in Arastirilmasi

Daha once belirtildigi tizere duyarli 11V6 enfeksiyonu sirasinda ilk olarak en erken
genlerin transkripsiyonu baslatilir. Bu islemde virion yapisinda bulunan bir veya daha fazla

protein gorev almaktadir. Bu proteinler, transkripsiyonu gergeklesecek genin promotor
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bolgesine baglanarak bu promotorlarin aktiflesmesini sagladiklart igin “transaktivator”
proteinler olarak adlandirilirlar.

Bu tez ¢alismasindaki bir diger amacimiz da viriisiin yapisinda bulunan proteinlerden
hangisi/lerinin transaktivator gorevi yaptigini belirlemektir. Bu amag dogrultusunda yapilan

caligmalar dort ana baslik altinda verilebilir.

2.5.1. Hibridizasyon ile Transaktivator Protein(ler)in Arastirilmasi

Promotor bdlgesine baglanan poteinlerin biiyiikliikleri southwestern analizi ile
belirlendi. Bu islem i¢in 6ncelikle en erken genlerden biri oldugu daha 6nceki ¢alismalarla
belirlenmis olan gene (11V6-012L) ait promotor bolgesi PCR ile ¢ogaltildi, isaretlendi ve
membran lizerine gecirilmis viral yapisal proteinlerle hibritlestirildi. Bu sekilde en erken

sinifa ait bir genin promotor bolgesine baglanan proteinin biiyilikliigii hakkinda 6n bilgi

edinildi.

2.5.1.1. Promotor DNA’simin Elde Edilmesi ve DIG (digoksigenin) ile
Isaretlenmesi

En erken genlerden biri olan 012L (ekzoniikleaz)’nin promotor bdlgesi (Dizman ve
ark. 2012) PCR ile ¢ogaltilarak fazla miktarda elde edildi. Bu PCR iiriiniinden 4 ul (100 ng)
alinarak tizerine 12 pul dH20 ilave edildi. Tipler, 10 dakika kaynayan su banyosunda
bekletildikten sonra hemen buz iizerine birakildi. Orneklerin iizerine DNA isaretleme kitinde
(Roche, 11585614910) bulunan DIG-High Prime (tiip 1) igeriginden 4 ul ilave edildi ve
karistirilarak nazikge santrifiij edildi. Tiipler, 37 °C’de 16 saat inkiibasyon yapildi. Ardindan
65 °C’de 10 dakika bekletilerek reaksiyon durduruldu. isaretli DNA’lar kullanilana kadar
-20 °C’ye kaldirild1.

2.5.1.2. Viral Proteinlerin Hazirlanmasi

Viriis partikiilleri elde edildikten sonra 0,22 pum filtreden gegirildi. Soliisyon, 14000
rpm hizda 30 dakika boyunca 4 °C’de santrifiij edildi. Ardindan pellet viriislin yapisinda
bulunan proteinleri ¢ézmek i¢in pargalayici tamponda (10 mM Tris-Cl, 1 M KCI, 10 mM
CHAPS, 1X proteaz inhibitor karigimi) ¢oziildii. Karisim, 30 °C’de 30 dakika alt {ist edilerek
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dondiiriildic ve %20 siikroz igeren tampon (150 mM NaCl, 50 mM Tris-Cl) iizerine
konularak 4 °C’de 2 saat boyunca 36000 rpm hizda ultrasantrifiij yapildi. Olusan {ist fazdaki
viral protein karigimi alinarak diyaliz yapildi. Diyaliz islemi i¢in 6nce membran hazir
duruma getirildi. Uygun boyda kesilen membranlar, 10 dakika 200 ml %2 NaHCOs ve 1
mM EDTA igeren ¢ozelti igerisinde ve 10 dakika da saf su igerisinde kaynatildi. Ardindan
membran soguk saf su igerisine alindi. Protein ekstrakti hazirlanan bu membranlar icerisine
doldurularak uglar1 sikica baglandi ve 50 mM Tris-Cl ve 150 mM NaCl i¢eren tamponda 24
saat karistirildi. Bu siire i¢erisinde 3 kez tampon degisikligi yapilda.

2.5.1.3. 11V6 ile Enfekte Hiicrelerden Niiklear ve Sitoplazmik Proteinlerin Elde
Edilmesi

Sf9 hiicreleri 1IV6 virlisiiyle enfeksiyon yapildiktan 48 saat sonra sitoplazmik ve
niiklear protein ekstraksiyon kiti (Fermentas, K0311) kullanilarak proteinler izole edildi. Bu
islem i¢in Oncelikle {izerlerindeki besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler 1X PBS (fosfat buffer
salin)’de ¢oziilerek topland1 ve 250xg’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant
uzaklagtirildi. Pelletin 10 kat1 olacak sekilde lizis tamponunda hiicreler 10 saniye
vortekslenerek ¢o6ziildii ve 10 dakika buz tizerinde bekletildi. Tekrar vortekslenerek
500xg’de 7 dakika 4 °C’de santrifiij edilerek siipernatantta bulunan sitoplazmik proteinler
dikkatli bir sekilde yeni tiipe aktarilirken niikleuslarin bulundugu pellet ise buz {izerine
yerlestirildi. Siipernatant 20000xg’de 15 dakika 4 °C’de tekrar santrifiij edilerek sitoplazmik
protein ekstraktini iceren siipernatant yeni tiipe aktarildi. Niikleuslarin bulundugu pellet 2
defa 500 ul yikama tamponunda vortekslenerek ¢oziildii ve 2 dakika buz tizerinde bekletildi.
500xg’de 7 dakika 4 °C’de santrifiij edilerek siipernatant atildi. Pelletin lizerine 150 pl
saklama tamponu ilave edildi. Pipetle al-ver yapilarak pellet ¢oziildii ve lizerine 1/10 olacak
sekilde lizis tamponu eklendi. Kisa bir siire vortekslenip 15 dakika 4 °C’de 900-1200 rpm
hizda salland1 ve 20000xg’de 5 dakika 4 °C’de santrifiij edilerek niiklear protein ekstrakt
bulunan siipernatant yeni bir tiipe alindi. Elde edilen bu 6rnekler hemen kullanildi, geri kalan

kisimlar -80 °C’de tutuldu.
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2.5.1.4. Proteinlerin Membrana Aktarilmasi

Hazirlanan protein ornekleri poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile ayrildi.
Orneklerin {izerine muamele tamponu (60 mM Tris-HCI (pH 6.8), %25 Gliserol, %2 SDS,
%35 PB-merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave edildikten sonra tiipler kaynayan su
icerisinde 10 dakika bekletildi. Daha sonra Laemmli (1970) tarafindan tanimlanan %12’lik
SDS-PAGE’e yiiklendi. Jele 100 V akim uygulanarak ayrilma islemi gerceklestirildi.
Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra jeldeki proteinler yari-kuru elektroforetik blotlama
cihaz1 kullanilarak immobilon membrana aktarildi. Bunun i¢in Immobilon-P membrani
(Millipore) ve whatman kagitlar1 poliakrilamid jel biyiikliigiinde kesildi. Membran ve
kagitlar elektroblotlama tamponda (48 mM Tris, 39 mM Glycine, %0.0375 w/v SDS)
1slatildiktan sonra cihaza 2 whatman kagidi, 1 immobilon-P membrani, poliakrilamid jel ve
2 whatman kagidi olacak sekilde sirasiyla yerlestirildiler. Cihaz 0.04 Amper'de 1 saat
calistirildi ve boylece blotlama islemi gergeklestirildi. Blotlanan membran 10 dakika distile
(ddH20) su ile ardindan 5 dakika PBS ile yikandi. Yikamalar sallayici platform iizerinde 50
rpm hizinda gergeklestirildi.

2.5.1.5. Proteinlerin Membran Uzerinde Renatiirasyonu

Proteinler PAGE asamasinda denatiire olduklarindan isaretli promotor fragmani ile
baglanabilmeleri i¢in eski katlanmig durumlarin1 geri kazanmalar1 (renatiirasyon)
gerekmektedir. Bunun i¢in membran, PBS igerisinde hazirlanmis 6 M Guanidium-HCI
soliisyonu ile 2 defa 10’ar dakika yikandi. Ardindan sirasiyla 3 M, 1.5 M, 0.75 M, 0.38 M
ve 0.19 M Guanidium-HCl soliisyonlari ile 10’ar dakika yikamalara devam edildi. Iki defa
PBS’te 5’er dakika yikanan membran yine PBS icerisinde hazirlanmis %5 yagsiz siit tozunda

37 °C’de 2 saat veya 4 °C’de gece boyu bekletildi.

2.5.1.6. Southwestern Hibridizasyonu

Membran, %0,5 siit tozu iceren PBS ile 3 defa 5’er dakika yikandiktan sonra 2 defa
hibridizasyon tamponunda (0,1 M Maleik asit, 0,15 M NaCl, %1 bloklama tozu (Roche)) 5
dakika yikandi. Ardindan 1,5 pg isaretli DNA igeren hibridizasyon tamponunda gece boyu
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inkiibasyona birakildi. %0,5 siit tozu ve %0,3 Tween-20 iceren PBS ile 3 defa 10’ar dakika
yikandi. %0,5 siit tozu iceren PBS ile 1 defa 10 dakika yikandi. %0,5 siit tozunda 1:5000
oraninda hazirlanmis anti-DIG ile 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak
sadece %0,3 Tween-20 iceren PBS ile 3 defa 10’ar dakika yikandiktan sonra goriintiilleme
islemine gegildi. Bir defa dengeleme (Alkaline Phosphatase Buffer, AP) tamponunda (0,1
M Tris-HCI pH 9.5, 0,1 M NaCl) 10 dakika yikanan membran yine bu tampon igerisinde
hazirlanmis %1 NBT/BCIP (nitro mavi tetrazolyum/5-bromo-4-kloro-3-indolil-fosfat,

Roche) stok soliisyonu ile muamele edilerek bantlar goriiniir hale getirildi.

2.5.2. Ko-transfeksiyon ile Transaktivator Protein(ler)in Arastirilmasi

Bu asamada ise Southwestern analizinde tespit edilen biiyiikliiklere tekabiil eden
yapisal proteinleri ve ayni zamanda sahip olduklari bazi 6nemli 6zelliklerinden (DNA
baglanma domaini, niiklear lokalizasyon sinyali) dolay1 birka¢ yapisal olmayan proteini
kodlayan toplam 36 gen, teker teker plZ/V5-His vektoriinde bulunan bakiiloviriis en erken
(IE2) promotoru 6niine klonlandi. Bu promotor sayesinde plazmide klonlanan gen bolgeleri,
viral proteinlere ihtiya¢ duymaksizin konak hiicre tarafindan ifade edilir. Ayn1 anda I[IV6 en
erken gen promotoru, pSP-Luc+NF vektoriinde lusiferaz geninin bas kismina bu genin
transkripsiyonunu saglamasi i¢in klonland1 ve bdylece promotor plazmidi elde edildi
(Dizman vd., 2012). Olusturulan promotor plazmidi viral genlerin klonlandigi plazmitler ile
konak hiicreye ko-transfeksiyon yoluyla aktarilarak viral genlerin promotor tizerindeki etkisi

arastirildi.

2.5.2.1. Viral Genlerin plZ/V5-His Vektoriine Klonlanmasi

I1\V6’ya ait 36 genin kodlama bolgeleri, dizilere 6zgii primerler (Tablo 7) kullanilarak
PCR ile ¢cogaltildi. Reaksiyonlar 50 ul’lik son hacimde gergeklestirildi. Deney tiipiine 1 tinite
Phusion High-Fidelity DNA Polimeraz (Finnzymes), 10 pl 5X Phusion HF tamponu (1,5
mM MgCl; igerir), 1,5 ul 1mM ileri primeri, 1,5 pl 1mM geri primeri, 1 pl 10 mM dNTP’den
ve 2 ul genomik DNA brirakilarak steril dH20 ile 50 pl’ye tamamlandi.

PCR sartlar1 98 °C’de 30 saniyelik denatiirasyondan sonra 35 dongii olacak sekilde 98
°C’de 10 saniye, 49-60 (Tm) °C’de 30 saniye, 72 °C’de 1 dakika (30 sn/1kb) ve son olarak
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da 72 °C’de 10 dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gerceklestirildi. PCR
sonucunda olusan DNA fragmentleri 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %1’lik agaroz
jelde yiirtitiilerek jel goriintiileme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile goriintiilendi.

PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan DNA’lar agaroz jelden kesildi, Nucleospin Extract Il
DNA Temizleme (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak firma tarafindan tavsiye edilen
yonteme gore jelden temizlendiler. Elde edilen DNA’larin safligi ve konsantrasyonu
nanodrop ile kontrol edildi.

PCR ile ¢ogaltilan viral genler, pJET1.2 (ThermoScientific) ara vektore, gen:vektor
orant 3:1 olacak sekilde birlestirildi. Hazirlanan plazmidlerin kompetent E. coli DH10B
hiicrelerine transformasyonu yapildi. Olusan kolonilerden plazmit izolasyonu yapildi,
restriksiyon enzimleriyle kesilerek dogru klonlar tespit edildi. Dogru klonlarda bulunan
genler, pJET1.2 vektoriinden uygun enzimler ile kesilerek ¢ikartildi ve yine ayni enzimler
ile kesilmis plZ/V5-His ekspresyon vektoriine klonlandi. Rekombinant plZ/V5-His
vektorlerini igeren bakteri kolonileri, vektdrde bulunan antibiyotik direnglilik geni (zeocin)
sayesinde besiyeriye zeosin (25 pg/ml) ilave edilerek se¢ildi. Dogru kolonilerin segilmesi
islemi daha once anlatildig: sekilde yapildi.

Calismada pozitif kontrol olarak yesil floresan proteinini (green fluorescent protein,
GFP) kodlayan gen klonlanmis plZ/V5-His vektori kullanildi.

2.5.2.2. Rekombinant plZ/V5-His ve pSP-Luc+NF Plazmitlerinin Bécek
Hiicrelerine Ko-Transfeksiyonu

Potansiyel transaktivator olarak distiniilen yapisal proteinlerin bu c¢aligmada
kullandigimiz  11V6-012L (exonuclease) promotorunu aktiflestirip aktiflestirmedigini
anlamak i¢in her iki plazmidin de ayni1 anda hiicrelere transfekte edilmesi (ko-transfeksiyon)
gerekir. plZ/V5-His vektoriine klonlanan gen bolgeleri vektorde bulunan Opie2 promotoru
sayesinde fazla miktarda ifade edilecektir. ifade edilen bu proteinlerin 012L promotorunu
aktiflestirmesi durumunda rekombinant pSP-Luc+NF’de bulunan lusiferaz geni ifade
edilecektir.

Viriise ait yapisal proteinleri ifade eden rekombinant plazmitler, hem teker teker hem
de cesitli gruplara ayrilarak hiicrelere transfekte edildiler. Gruplandirma biiyiikliiklerine ve
DNA baglanma domaini igermelerine gore yapildi. Gruplar 95 kDa’dan biiyiik olanlar
(443R, 295L, 179R, 022L, 261R, 209R, 396L), 55-95 kDa arasinda olanlar (268L, 149L,
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232R, 439L, 361L, 380R, 213R, 118L), 26-34 kDa arasinda olanlar (219L, 142R, 457L,
155L, 401R, 117L, 415R) ve 26 kDa’dan kii¢iik olup DNA baglanma domainine sahip
olanlar (104L, 366R, 378R, 084L, 227L) olmak {izere 4 farkli sekilde yapildi. Her bir grup,
DNA baglanma domaini igeren proteinlerin bulundugu grupla birlikte transfekte edildi.
Gruplandirmalarin haricinde, biitiin plazmitler karistirildi ve toplu halde de hiicrelere
transfekte edildiler. Transfeksiyon islemi daha once anlatildigi sekilde gergeklestirildi.
Transfeksiyondan 18 saat sonra hiicreler toplandi ve lusiferaz aktivite Olgiimlerinde

kullanildi.

2.5.3. DNA-Afinite  Kromatografisi ile  Transaktivator  Protein(ler)in
Arastirllmasi

Belirli bir DNA dizisine baglanan proteinlerin saflastirilabilmesi i¢in dncelikle istenen
diziye sahip DNA 6rneklerinin bir yiizeye tutunmasi gerekir. Yiizey olarak kromatografik
yontemlerde yaygin olarak regineler tercih edilir. Once yakalayici olarak gorev yapacak
DNA ornekleri rezinle biraraya getirilerek birbirlerine baglanmalari saglanir. Ardindan
protein ornekleri kolona yerlestirilen regineden gegirilerek saflastirma iglemi uygulanir.

Bu calismada DNA-affinite kromatografisi adi verilen yontem ile bir kolon
icerisindeki recine maddesine baglanmis IIV6 promotor siralarina tutunan virion proteinleri

arastirildi.

2.5.3.1. Oligoniikleotitlerin Hazirlanmasi

Affinite kromatografisi i¢in Oncelikle regineye tutunacak DNA siralarini iceren
oligoniikleotitler hazirlandi. DNA dizilerinin u¢ kisimlarma regineye tutunmalarin
kolaylastirmak icin sarkik olacak sekilde 5’-GATC niikleotitleri ilave edildi. Bir gifti
012L’nin promotor bolgesi diger ¢ifti negatif kontrol amaciyla ayni uzunlukta (85 baz) ve
aynt GC igerigine (%14,81) sahip olmak iizere birbirinin komplementeri olan oligoniikleotit
ciftleri yiiksek miktarda (~3 pg/ul) sentezlendi (Integrated DNA Technologies Inc.).
Oligoniikleotitler ayr1 ayr1 94 °C’de 2 dakika bekletildikten sonra her biri kendi
komplementeri ile birlestirilerek 94 °C’de 3 dakika inkiibe edildi. Ardindan oda sicakliginda
sogumaya birakildi. Kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildiler. Sentezlenen diziler

su  sekildedir; exo oligo (012L  promotor) i¢in  ileri  dizi: 5’-
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GATCCAAATTTATAAATAAATTTGAACTATATATTGGATCATATTTTAAAGATT
TAAAAGTTAAAGAAGATTAGTAAAGTATAAA-3> ve ters komplementeri 5’-
GATCTTTATACTTTACTAATCTTCTTTAACTTTTAAATCTTTAAAATATGATCCA
ATATATAGTTCAAATTTATTTATAAATTTG-3’, negatif kontrol oligo i¢in ileri dizi: 5°-
GATCTTGAATTATGCAATAAAATTATTTTTAAATGAAAGTAACAATAATACAA
CATTAAAATTGTTAGAACTTATAAAAGAAATT-3 ve ters komplementeri 5°-
GATCAATTTCTTTTATAAGTTCTAACAATTTTAATGTTGTATTATTGTTACTTTC
ATTTAAAAATAATTTTATTGCATAATTCAA-3’.

2.5.3.2. Kromatografi Dolgu Maddesinin Hazirlanmasi

Tez kapsaminda recine olarak aktiflestirilmis CNBr (siyanojen bromiir) 4B dolgu
maddesi kullanildi. CNBr’nin oldukga toksik olmasindan dolay1 laboratuvarda aktif hale
getirmek yerine ticari olarak aktiflestirilmis olan tiirii tedarik edildi. Her bir kolon i¢in 1 gr
aktif CNBr 4B tartilarak yaklasik 5 ml 1 mM HCI igerisinde alt {ist edilerek birkag¢ dakika
(boncuklar sisene kadar) bekletildi. Elde edilen dolgu maddesi kolona aktarildi ve 170 ml 1
mM HCl ile kademeli olacak sekilde yikandi. Ardindan 6nce 30 ml steril su sonra 30 ml 10
mM potasyum fosfat (pH 8.0) ile yikandi. Akan sivilar tamamen bittikten sonra dolgu
maddesi akigkan bir hal alacak kadar 10 mM potasyum fosfat (pH 8.0) ilave edildi. Daha
onceden hazirlanan oligoniikleotitler ayr1 kolonlara ilave edilerek kapaklari kapatildi ve gece
boyu rotatorda (Stuart SB3) (20 rpm) dondiirtilerek inkiibe edildiler. Baglanmayan DNA’lar1
uzaklastirmak i¢cin 60 ml su kolonlardan gecirildi. Reaksiyona girmeyen aktif bolgeleri
inaktiflestirmek tizere 30 ml 1 M etanolamin HCI (pH 8.0) ile yikandiktan sonra bu sivi
icerisinde akiskan olacak sekilde 4 saat boyunca oda sicakliginda alt {ist edildi. Sonra
sirastyla 30’ar ml olacak sekilde 10 mM potasyum fosfat (pH 8.0), 1 M potasyum fosfat (pH
8.0), 1 M KClI, dH20 ve son olarak kolon stoklama tamponu (10 mM Tris-Cl pH 7.8, 1 mM
EDTA pH 8.0, 0.3 M NaCl, %0.04 w/v NaN3) ile yikandi. Kullanilana kadar stoklama

tamponu icerisinde 4 °C’de muhafaza edildi.
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2.5.3.3. Proteinlerin Kromatografiden Gegirilmesi ve Southwestern Analizleri

Yukarida anlatilan sekilde hazirlanan kolonlar kapaklari agilarak icindeki sivi
yercekimine bagli olarak damlamaya birakildi ve tamamen uzaklasana kadar bekletildi.
Ardindan 2 defa 10’ar ml olacak sekilde 0.1 M KCl igeren Z tamponu (25 mM HEPES (K+
tuzlu), pH 7.6, 12.5 mM MgCl2, 1 mM DTT (taze eklenmeli), %20 (v/v) gliserol, %0.1 (v/v)
NP-40) kolonlardan gegirildi. Hazirlanan protein 6rnegi kolonlara doldurularak kapaklar
tekrar kapatildi ve oda sicakliginda 30 dakika alt iist edilerek inkiibe edildi. Kolonlarin
kapaklar1 acildi ve kendiliginden damlamaya birakilarak igindeki sivi tamamen
uzaklastirildi. Kolonlar iglerinden, 2’ser ml olacak sekilde 4 defa 0.1 M KCI iceren Z
tamponu gegcirilerek yikandi. Son olarak artan konsantrasyonlarda (0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7,
0,8, 0,9, 1 ve 2 M KCI) tuz igeren Z tamponlar1 kolonlardan gegcirilerek re¢ineye tutturulan
promotor oligolarina baglanan proteinler elde edildi. Toplanan protein &rnekleri,

biiyiikliikleri hakkinda bilgi edinilmesi igin tekrar southwestern analizine tabii tutuldu.

2.5.3.4. Protein Rf Degerinin Hesaplanmasi

Southwestern ile elde edilen bandin biiylikligii, marker aracihigi ile elde edilen
biiyiikliigiin yanisira, daha detayli bilgi edinebilmek amaciyla, protein yiiriime hizi (Rf
degeri) dikkate alinarak da hesaplandi. Rf degeri, biiyiikliikleri bilinen protein bantlar
(markir) baz alinarak, biiytlikliigii bilinmeyen protein bantlarinin yiiriidiigli mesafeye gore
biiyiikliiklerinin hesaplanmasinda kullanilir. Orneklerin yiiriimeye basladigi kuyular
baslangi¢ noktasi olarak, boyanin jel {izerinde yiiriidiigli en u¢ nokta ise bitis noktasi olarak
isaretlenir. Protein bantlarmin baslangi¢ noktasindan itibaren yiiridiigii mesafelerin,
baslangi¢ noktasindan bitis noktasina kadar olan mesafeye oranlanmasiyla elde edilen grafik

yardimiyla biiyiikligii bilinmeyen bu protein bandinin biiytikligi belirlendi.

o Ornegin yiiriidiigii mesafe

~ Boyanin yiiriidiigii mesafe
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2.5.4. Transaktivator Kompleksinin Muhtemel Baslangic Proteinlerinin
Biyoinformatik Analizi

[IV6°da en erken genlerin transaktivator proteininin tespiti ile ilgili bulgular, promotor
bolgesine baglanan proteinin biiyiikliigii hakkinda fikir yiiriitilmesine imkan verdi. IIV6 nin
proteomik analiziyle tespit edilen yapisal proteinler igerisinde belirlenen degerden kiigiik
olan biitlin protein dizileri, DNA’ya baglanan proteinlerin tahmin edilmesinde kullanilan
veri taban1 (DNABIND, https://dnabind.szialab.org/) yardimiyla analiz edildiler (Szilagyi
ve Skolnick, 2006). Analizler yapilirken istenen yanlig pozitif olma ihtimali (desired false
positive rate) %0 secilerek DNA baglanma potansiyeli en yiiksek olan proteinler tespit
edildi. Girdi tipi (input type) tek sekans (single sequence) segilerek her bir protein ayr1 ayri
tarandi.

Istenilen biiyiiklik civarinda (26 kDa’dan daha kiiciik) ve DNA’ya baglanma
kapasitesinde oldugu belirlenen potansiyel transaktivator protein sirasinin en erken gen
promotor bdlgesiyle etkilesiminin belirlenmesi biyoinformatik olarak gerceklestirildi.
Protein-protein veya protein-DNA/RNA etkilesimlerinin tahmin edilmesi amaciyla
kullanilan HDOCK Server (http://hdock.phys.hust.edu.cn/) veri tabani yardimiyla
aralarindaki etkilesim gorsellestirildi (Yan vd., 2017). Ardindan bu muhtemel kiiciik
proteinle etkilesimde bulunan diger yapisal proteinlerin iligkisi yine ayni sekilde gorsel

olarak ortaya konuldu.


https://dnabind.szialab.org/

3. BULGULAR

3.1. Primerlerin Tasarimi

Bu calismada ii¢ farkli amacla primer tasarimi gergeklestirildi. ilk olarak gen
smiflarmin belirlenmesine yonelik gen sinifi belli olmayan 171 tane ve sinifi bilinen 3 tane
acik okuma zinciri (ORF) igin primer ¢ifti tasarlandi1 (Tablo 5). Bu primerlerden geri olanlar
cDNA sentezi igin kullanildiktan sonra aymi primerler ileri primerlerle birlikte PCR
reaksiyonlarinda kullanildilar.

Ikinci olarak potansiyel promotor plazmidlerini olustururken korunmus motifleri
iceren ve igermeyen fragmentleri ¢ogaltmak i¢in primerlere ihtiyag duyuldu (Tablo 6).

Ucgiincii olarak ise muhtemel transaktivatdr proteinlerin arastirilmasma yénelik
muhtemel 36 adet gen bolgesine uygun primer ¢ifti tasarland1 (Tablo 7). Bu primerler
tasarlanirken gen bolgelerinin transmembran domaini ve sinyal dizisi igerip igermedigi
arastirildi. Elde edilen sonuglara gore 6 tane genin transmembran domaini, 4 tane genin

sinyal dizisi icerdigi tespit edildi (Sekil 9). Primerler tasarlanirken bu bélgeler dahil

edilmedi.

ORF, aa
1171, 249

26-249aa
118L,515 s . . |

231-482aa
213R, 522 [ wem
73-522aa

361L,542 | F_

1-523 aa
4571, 294 e

22-294 aa
034R, 134
17-134 aa

Sekil 9. Transmembran ve/veya sinyal peptidi iceren ORF’ler. Kirmizi oklar ve altinda
yazan sayilar cogaltilan bolgeleri ve biiyiikliiklerini, yesil kisimlar sinyal
peptitleri, siyah kutular transmembran domainlerini gostermektedir. ORF: agik
okuma zinciri, aa: amino asit.



Tablo 5. Transkripsiyon sinifinin belirlenmesinde kullanilan primerler

ORF (T'g) gj‘:)y)“kl“k fleri primer (Fw) dizisi (5-3) Geri primer (Rv) dizisi (5’-3")

006L 52 700 ATGGATTCTTTAAATGAAGTGTGTTATG TGTTTTGGATATTGTCAATTTTAAAGTT
009R 50 258 ATGATTAAATTATTTTGTGTTTTAGCAG TTAAATGTCATGACATTTAATAAGAGTAC
010R 47 363 GACATATGAATAATTTTAATTACTTTAATGG TTATCTTCGTGTAGAAGAACAA

012L 48 700 ATGGGTATTAAATATTTTTTTAAATGG CATCAGAGCCATATATGCAATAT

019R 48 700 ATGAAAATTGGTTACATTTATGC TTGCTATTAACCATTTTCTATTTG

029R 52 390 ATGGTAGAACGATTAGGCATAG TTATACATCGCGTTTTTCATCATC

030L 50 700 ATGGAACTAAACAAGAATTACAAATT TTAATTTTTCTTCTTTTTTCATGTGT

032R 48 303 ATGGGAGTATACAAGTTTTGTTA CTAAATATAATATACAACTACTTCTATAC
037L 52 700 ATGGAGAAAACAATGTTTGCATATTC ATACTTCTATATCCCATGCCATTAC

041L 47 369 ATGAATTTTATAAGAGAAAATGAAAC TTAAAATATTCCCAATTGTCTATTTA

042R 52 285 ATGGCAACCTTACAACAAGC TTAATTAGATCTCATAGAACATTTTTGAC
043L 44 351 ATGGACTTAATTAATAATAAATTAAA TTAAATTGGAATATCATTTAAAC

044R 50 198 ATGTATCTGTATCAAAAAATAAAGAATTG TTACATCAGATCCTTATTTATGTTCT

045L 51 700 ATGGCTACATCTAATCATAAAAAACA CATCTAATACGTGTTTTCTAAAAATACC
049L 47 372 ATGGATAAAATAGAAGAATTAAAAATAG TCAAACATTATTATAAACACCAATA

050L 47 700 ATGATTGAATTAAAGCTTAAAAATTTT TTTCTAATTTAGATTTTAAAATAGAGTG
056R 50 700 ATGGAACAAAAAATTGATAAAAAAAATTC CAATGCTTTCATGAGGAATTAAAG

060L 49 711 ATGTCTAAAAATAAATCTCCACTATT TTATTCCTCGTCTGTTTCTTC

061R 52 396 CGGAATTCAAAAATAAAAAGGTAAAAACAGGAAATTATGG CGGGATCCTTATTGTGTTTTAGATAGTTGATATTTTAATGC
062L 50 535 ATGAAAAAAAATATGATATTGTTCTTTGG TCATCCAAATATTATTAATTAAAATTTCCC
065R 50 168 ATGAATATCCCCAAGACCTG TTAAATAAGGTTAATTAAAGAATTAAAGA
067R 51 700 ATGAAAACCATCATAATTAGAAAAATACC TTTTGTCTTCTTCATTTTCTTCATGA

069L 50 693 ATGTCTGACAAAATTGATAATCAAAT TTAATGATCTTTATAGAGAAGTCTAACA
071L 50 390 ATGAGTATTATAGAAATTATTACAGACAG TTAGCCGATTATTAATATGTTTGACT

075L 54 747 ATGTCAGACACACAAGAATATAGCA TTGTTTTCCAAATTCAATATATTCATGGC
077L 50 715 GGATCCGGGATGGGAAATATTATGGATTACGAAAACTCAAAG TACTTTCATACATATGGCGTTTTAA

082L 47 471 ATGAAAATTAAAAAAATGAAAATTAAAACT TTATAAAAGATCATTTAAAAGAATTTTC
083L 47 153 ATGGATAACGAAATAATAATAATAGTTA TCATTTATTTAATTTTTTTAGTTTTAAATTG
084L 47 498 AAGCTTGGGATGGGAAAATTTAATTCTTCAGAAGTTTCTTC GGATCCATAATAACCATAATTATATAATTGTGG
085L 52 700 ATGAGCGATATAATAATTGACTTGTC AAATTCTTTGCCATAAATCTCTTGC

094L 52 357 ATGAGTGGAGGTTCTTTAATAAACT CTATACAGTCATATGTTCGCTAGAAA
095L 48 258 ATGGAAATAATAATAGCATTCTTTTTA TTAAGGTAATTTAAAAAATTGTGTTTTG
096L 56 525 CGGAATTCATGACTTCAAGCTTACCAGAATCAATAGATGG CGGGATCCTTAATCAAAAGCATAAACTTCTTCCATTAAATG
098R 52 700 ATGAGCGATTCAGATTATGTTGATT TATCAAAATGAAGATCGTTATGAATGAA
100L 50 526 ATGGATAATTTAAAAGAAGAAGAAACA TGTATTTAATTTTACTTTGATCTTCGT

05



Tablo 5’in devami

ORF (T'g) gj‘:)y)“kl“k fleri primer (Fw) dizisi (5-3) Geri primer (Rv) dizisi (5’-3")

101L 50 705 ATGGAACTTTATTGTAAATTAATTATGG TCATATCATTTCTAAAAATGTTTTGTCT
106L 54 174 ATGCCTATCTGTGTATTAAGAAAATCA TTAACGTCTCCTTGGGGATCTT

107L 54 243 ATGGATCCCATAAGATGCTTTTCT TTAAAAAGGTTTTGTAATGGTTCCGT

110R 50 207 ATGAAAGGATTGCTTTGTTTTATAT TTAATTAACATCATCAACACTTGG

111R 53 462 GGAATTCCATATGCAAAAAAATCAGGAATTATCCACATTATCT CGGGATCCTTATAATTTATAAGCATCATCAATTCCAATTGG
113L 51 186 ATGCATATATTGATACTGAAGAAACG TCAAAAAAGTAGATATAAAGGTTCCAG
115R 49 369 ATGTCTTTAGAAGAAAAAGTTAAAAATG TTAATATTTAATTAAAGTAAAAAGTTTCATAC
116L 52 288 ATGAATCAAAATCCTTTAACATCTGAAC TTAAAATAATTTACTTTTCCATGTTTTTCC
120L 53 363 ATGTTTAAGTTTATTTTATTGTGCTTTTGC TTAAAAACAACCTCCGTAATATGCC

121R 50 270 ATGGCAACAATTCAAATAATAATCG TTACAGTCTAAAAAAATTTATAGACTG
122R 51 426 ATGACAGATAAAATGGGTACAGATT TTAGTATTTATTTACCTTTTTTTCTTTTTTCG
126R 50 700 ATGAAAAGTACTTTTGTAAGAAGTTTA TTATTTCATCGTAGTCGTTATCAT

127L 51 708 ATGACTGACTATAAGCACAAAATAAA TCATACTAAAGAAGATGAAAAGAAAAAATC
130R 51 587 ATGAAGTTAATAGTAAGTGTGTTTCT TTATTTAATTTCCACGATTTGTTGC

132L 50 720 ATGGTTAAACAAAGGAAAACTAAATAC TTAGAAATTAAAATAATATTGCGAAATGTC
135R 57 216 ATGACTAAATTTACATTCTCCCGGTTCG TTACATCCTGGGGAAAAAATGCCAG

136R 51 537 ATGATAGAAGATGCTATAATTGTTTCA TTAAGACGGACAATAATTTTTAACAAATG
137R 48 174 ATGAATGAAATAATAATTACGATAATTG CTACTGAAAAGTTAATTGATCAAGT

139L 48 198 ATGAAATTCATAAAACTTTTTACTTTC TTAATCATCTTCGCAATAATAATAATC

140L 51 195 ATGAATATTAACGACTATAAAGACTCG TTATTTAACATTGATAATAGCATCAAGAAG
141R 53 255 ATGTACTACAGACGTCAAGGAGA TTAGTAAAACATACTTACACTACCTTTTC
143R 50 588 ATGACAATCATATGTATTGATGGAATA TTAATGAGAAAGAAAATTATTAATTGCTG
145L 51 468 ATGTTGAGGATAAAGTATCCTAAATTT TTAGTCTAAATCATCAATTATTGGATCT
146R 53 700 ATGCGAAAAGGATACATTTACGTAAT ACTTTGATTGTGAAATAACACCATTAC
148R 51 700 ATGCTTTTAAAAATTAAGATAAAAATAAGG AACGTTCTTCTGATTGTTTTCTTTC

156R 52 174 ATGAATTTTTTACAAAATTTTTGCAGG TTAAAAAGTTGTGTGAGGAAAGTTG

157L 52 459 ATGGAAATCGATAAAGTCTTTTGTGA TTAAGATTTATTTATTTTAGATCTGCACATT
160L 47 162 ATGTCGATATTACTTAAAATTTTATTT TTAACATGAATATTTAATATCGCAT

161L 47 630 ATGTCATGTAAAATTAATATAAATGAA ATATAACAAACTTCTAAATGTTTTTCT

162R 52 459 ATGCGAAAAATGTTAGCATATACACT TTATCGTTTTTTTTCCTCATAAGAGTC

165R 51 700 ATGAAAATAAATACAACAGATGTTCG GAATAGATTTAAATGGTGGTGACAA

169L 50 399 ATGTTTTCAAATATTTCAAATCAAAAATT TTAAAGCCAACGATTAGATCTATCA

170L 55 706 ATGTGTGACAAAGAAATGTGTGACA GCAGTTGACAAATAACATCACACATA

172L 55 630 ATGGCAGACGCTATGAATGAATTATG TTCCCATGGTGTTCCATAAATAACTG

175R 50 555 ATGGAAAAGTTACTTAAGAGCG TTAGTTTAATCTAAAAAATCTCAATTCTT

1S



Tablo 5’in devami

ORF ;[,rg) a‘g“k'“k fleri primer (Fw) dizisi (5’-3”) Geri primer (Rv) dizisi (5’-3°)

176R 51 | 640 ATGTCTGCAAATAATAATATGGAAAGT GGGATATTCCTAACATTTCTACATATTC
184R 51 | 700 ATGACAGATGTATTTAAAGTGTTAACAC AAATAGAAATTTCTTGTTGATTATGATCC
192R 50 | 222 ATGTCTTTCAAAAAATTAACAAACGT TTAAATTAAAACTTTTTTAAATCCTCTTTTTG
193R 50 | 627 ATGGATACATGTGGAATTTATAATAGT TTATATAAAAAGATTGTTAATTTTGATAAAGTT
195L 51 | 405 ATGCCAAGTAGAAAATACAAAATATATG AATTTTTCTTTTTTITTGTGGTTTAACA
196R 55 | 525 ATGTCTTTCATGCTATATTTAGATAAGGCTG TTAATCAAAAGATGGGGGAGGTG

197R 54 | 700 ATGGATGAATTAATGGGGAAAACG GTAATAATTGTTGTTTGCAAGAAGGATG
200R |48 | 186 ATGATGAAAGATTTATTTACATTTGT TTAATACAACCATACTTTCACTG

201R 52 | 700 ATGGACGCGTTAATAAATCTTAAAG GATCTTTAAAAGATTGTACACCTCC

203L 45 | 402 GACATATGCCATATCATAATTTTATGAAGC GAGGATCCCTATAAATTTTTATCATTTAAACATT
205R 52 | 630 ATGGACGAAACACAACAATTACTT TTGATATTCGTTCACAGGAAAATTTAT
206R 54 | 459 ATGTCAGAGGAAAAGCTTTCTACA TTAGAATAAAGCCGAAACATCAAGATG
211L 53 | 630 ATGGAAATGAATCAAAAAACTGCATT CATTTCAGACATTTCACCAAGAATAGA
212L 50 | 630 ATGAATAAAATAACTTTTATGGGAGT ATGTTCTTCCATTGATAAATTCATTTC
216R |49 | 483 ATGAAGGTAACTTTATTATTATTGTTG TTAATTACGAGTTCCAAAAATATCAG

218R 52 | 700 ATGGCAAAATATCAACATTATGCAA TTTCAAATTTCTTTTCAAACAATTCGC

221L 57 | 171 ATGTTGCAAACAAACAGTATGTTGATCT TTACACCATCTGCACCTGTCCATA

224L 50 | 700 ATGAAAACTAAGAATCGATTACTAAA GTAGAATTTGGTTATTAAGAACTTCG

225R | 48 | 630 ATGGATATTAATAATGAAGAAAAACAA TAATAATGCATAACTTGCTATGTTAA

226R__ |49 | 201 ATGTTAAACATGGATTGTTTAATTAAA TTAATTATAACAACATGAAAATGTACAT
228L 54 | 700 ATGTGGTCAATACCTAAGTTTGGAA TCAAAACACTTTTGTCAAATCGTAATG
235L 48 | 798 ATGGATATTTGTATATGTTATTTTTTTAC CTAAACCCTACATCCTATAAATTTTA

236L 54 | 222 ATGAAGAAAACACGAAGGTCTTCTT CTAGTAACGAAAATTACAGCGCAAG

238R 55 | 572 ATGGCTTTTAATGGTATCGAACGATT GGTTTCATGACTAGCCATTTAGAGC

240R 62 | 189 ATGACGTCACGCGGCCACCT TCACAAGCAGAAGAAAGAAAGTTCATAGTCCAC
241L 49 | 513 ATGGAACTAAAACTTACTGATTTAG TTATTCTTCATCACATTTGTTACAATA

242L 51 | 300 ATGGAAGAAAAAAATGGATGGAA TTACTTCATTTTCCCATTCAAAAATG

244L 48| 700 ATGGACAATTGTAAAATTCTATTTAT GTATTTTTTTAACCATCAATGGATA

246L 46 | 381 ATGTTGATAAAATTTCTTATAATACC CTATTCTTCATCTAAATTTTCATAGA

2471 55 354 ATGGCACATACTGTTTTTGTACCC TTAATCAGATAAATTTTCAGTTTGCTCCC
249R 45 165 ATGAAAGAATTGATATTTTTTTTATTA TTAAAACCAATTAGTTAATCCA

250L 50 | 426 ATGAATACAGAAAAAGTCATATTTAATT TTATTGAAATGAACCTGAGCAC

251L 51 | 642 ATGTCATTAAAACAGTCGTTTCC TCATATATACTCAAGTTTGTTGTTTTC
253L 49 | 501 ATGGTTAAGACATTGATATTTAAAAC TTAAAAAGTAATACTTTGTGCTTCAT

254L 50 688 ATGAATCAAGAAATGAATTACGAAAA TATGCCATGCTTCTTTCATATTA

255L 52 180 ATGGTTTTGACAAACCTACAAAAG TCATATAAACATGATCATCGTTAGGA

¢S



Tablo 5’in devami

ORF ;[,rg) a‘g“k'“k fleri primer (Fw) dizisi (5’-3”) Geri primer (Rv) dizisi (5’-3°)

259R 50 | 700 ATGACTACAAAACACGAATTAGTG CTTCCATTGCTTTAGTATATTTTICA
272L 50 | 216 ATGTTCTTTACAGCTATTTTAAAATCTT TCATTTGTTCCCATATTCAAGAATT

273R 50 | 411 ATGCAAAATGCTGAAATTTTTTATAA TCAAAACGTTCTTTTTTTAGAGTTT

274L 51 | 630 ATGTCTATTTCTTCGTCAAATGTAAC TTGGAAATTAATTCTCATTTCATTGTAT
282R___ | 46| 700 ATGATTAATGAAGATATAGACATTT GTTCTTCTAATTCATCATAAATTC

284R 51 | 447 ATGGATAAATACACAATACGTCAGT TTAATAATTTTCAAATTCCGATGCATC
285L 49 | 366 ATGGATAATAAGTGTACGTTTTCTAG TTATTTGTTTAATTTTCTTTCATCTATC
287R 52 | 700 ATGGAACACAATATTGCAGAAATAAG GATTATCTGAAAGTCTTTTTCTAGCAT
289L 52 | 700 ATGGACGCGTTAATAAATCTTAAAG ACTTTAATAGGTCAAAAGTTTGAACTC
293R 50 | 459 ATGGCATCTGTTGATACGTATAA TTAATAAGTTTTTTCAATAAGAATAACATC
300R |46 | 186 ATGAAAAAAGAATTTTTAGATCTTT TTAATTTTTTTTATGATGATTTTGAAG
301L 47 | 225 ATGTATAAAAAGATGTTAAAAAAAGC TTATATATTTGTATTTTGTTGTTGTAC
302L 50 | 700 ATGGATATTGTATGTGAGTTTTGT AACTTACTTCTTTGTAATCAATTTGT
306R__ |49 | 700 ATGAGTACTGAAATTAATAGTTCTAA AAGGATACAAAGTTAATTCTGATGT
307L 48| 501 GACATATGGGTATAAAGGGATCTTGGAG TTATTGTAATGAATTTAAATAACCAAG
308L 47 | 222 ATGTTACATTTAATAAAAATGGTTTC CTAAATTACGCTATATTGGCAT

313L 54 | 700 ATGGCATCATTAAATGACGTTTGTTATG CCTTTTGAATTTGTTCTTGAACATTTTC
315L 52 | 630 ATGGCATCATTAAATGACATTTGTTA GTCAAGATCTTTCAAACAACAATCTTC
322R__ |45 | 210 ATGATGATTCAAAAATATATCAAAA TTAATTAAATTTTAAACAATAATATGTAC
325L 54 | 408 CGGAATTCAAACCACATGTTGTTTTAACACCATTAGAATAC CGGGATCCTTAATAATATGTAACATTTGTTTTATTTGTTTGAATAC
332L 57 | 630 ATGGAGTACACACGTGAAACAATGC GCTACAAGGACCACAAGTTATGACA
335L 50 | 685 ATGGAATTTCATTGTAAAGAACTTG CTCGAAGTTTATAAGAAAAAAATTCATG
340R 51 | 522 ATGGAAAAACAAAAAGATAACGTAAC TTAAATATCGTCTATATCAACAGAGTC
343L 50 | 686 ATGGAATTGAAAAATATGGAATTGAA TCTAATTTATTTTTGATAACCGATGG
346R | 45 | 210 ATGAATCGAAAATATAATTTTAATGA TTATTTITTTAATTCTTTTTCTTTCT

347L 51 | 336 ATGACAGATATAGATCCACATATTTG TTAAAATCTCCATTTTTTTCTAGCAAC
348R |49 | 297 ATGACACACAAATATCAAATTTTG TTATAAATTATTGAGAGCTTTATAATGAG
349L 51 | 423 ATGGACTTGGCTTTAAAAGTTAAAA TTATAACACCCATTTACTTTTACATGA
350L 47 | 624 ATGTCACTTAAAATTAAAGTTAGTA TTAACAAACACTTATTTTTTTTGAA

352R 52 213 ATGGAACGTTTCGTTTCATCC TTATCTATCACGAAGTCCTTTTTTTAA
355R 47 549 GACATATGAAAAATATATTTTTGGATTTAGAC GAGGATCCATTTAAATGACGATTTAAAACATC
357R | 46 | 495 ATGATTTTAATTTTAACTATAATAGTAG TTAAGTTAATTTTGTTGGAAGAAA

358L 48 | 459 ATGTTTGCAATTAAAATAGATAAAATC TTATTCATTATCAGATACATCATCA

350L 53 | 700 ATGGACGATTTGATTCATTCGTTAA ATCTTGTTTCCGGTACTTTCATTTTA
366R 45 345 GACATATGCCATTATTAAGAAAACGATC GAGGATCCATAATTTCTCATCATGATAAG
368R 50 282 ATGAGTATCCCAAATTTATCTTCTG TTAAACTTTATAATCAGGTGAAAACG

€g



Tablo 5’in devami

ORF ;[,rg) a‘g“k'“k fleri primer (Fw) dizisi (5’-3”) Geri primer (Rv) dizisi (5’-3°)

369L 51 | 700 ATGGGTATTAAAAACCTTACAAAATTT CAAAATCAACAATTAAATTACACCCA
373L 47 | 732 ATGATAGAAATAATTATATCAACGATAT TTAGTTTAAAAGTATTAAAAACGAATAA
375R 51 | 156 ATGAAGAAGATGATGAAGAATATGG TTATGCTAACGTATCAACGAAAG
376L 47 | 663 ATGTCATTATTAAAAGGTAGAAATTA AACAAATACTTTAAAAAGTTCAATC
384L 46 | 123 ATGAATATAGCAATTTCATTTAC CTACATTCTGTGTAATTTTAAAAC
385L 46| 655 ATGAATATATCTAAAACAAAATCAG TTCTAAATTGTTGTGAAAAATATAA
388R 54 | 630 ATGGAAAAGGAAACAACATTTCTTGG ATCATGTCGTTTTTCAGCTTCTAATT
389L 50 | 700 ATGGATCTTAAAGACGAATTTATTC AGTCACCATTTCTAAACAACTTAT
391R__ |46 | 700 ATGTTTATAGTTAAAAATTTAAACTTC ATTCTTCTATTTGAGATTTTGTAA
393L 52| 700 ATGGATTCAAAGCAAACTAAAACTATG TTGTTGTTTIGTIGTTGATTTTITICG
395R 50 | 456 GACATATGTCAGGATCTGGATATGCAGC GAGAATTCAAAATTCATATTAAATTGTAAGGG
400R |45 | 132 ATGAAACTTCTTAATTTTATTTTAA TTACAATGAGGTAGTGGACTT

404L 53 | 717 ATGGTGAAGCCTAAAACTAAGATTT TTACGGCCAATCATATGACCAATA
4111 51 | 630 ATGCATGTTTTAACTACAATAACAA ATCCCTTACTTCAACTGGTTTTT

413R__ |49 | 621 GGATCCGGGATGGGAGATGCAATTTTTTATCCGTTGC GAATTCCCTGGTAGTCTTGCTATAATTTTATT
4140 45 | 579 ATGAAGGTATTAAAAAAATTTATATAT TTATATTTTTCTTAATATATATTTCGTT
420R 55 | 654 ATGGAAGTCGCTATGACAGATTTG TAGACGAAGCATCTTTCGTAATGC
423L 46| 546 ATGGAAAAAAATTGTATGATAATG TTAAAAATTAAAAGATTTTCCATTAG
426R 50 | 417 ATGGAAAGTATTATACACGATTCTAG TTATTGAGAAATGTCAAAAATCAAATC
428L 45 | 656 ATGAATAATATGAATTTGAATAATATG TTTCTAAAACAAATACTTCTATTATA
436R 54 | 630 ATGTCATTAGAAAAGGACGAAGAAG CCATTTGGTTGCAATATCAACCATAT
4371 46 | 198 ATGGATAATTTATATTCTCAAATAAA TTAATCATCCAAATTAGTTTCTG

438L 52 | 658 ATGGATAAAAAACCAACAATTGCTA ACGATAATCCTGATCTTGAACATATT
441R__ | 45 | 351 ATGGATAAATTAATATCAAAAAAATT TTAAAGAAATTTATCCAACAATC

4510 45 | 390 ATGAATAAAATTTATGTTAAAAAAGG TTAAACATAAAAATCATAGTTATCTT
453L 48 | 417 GACATATGTATCAACAAAAATATTTTGAAAAAC GAGGATCCACCCATTACATAATTAACAATG
454R |49 | 555 ATGTTCTCTAAATCATATCAGATTACA TTATTTAACAATTCGATATGATACAAAC
460R 50 | 663 ATGGAAGTTGGATGTGTTTATATAAT TTAATCAAGTTTGAGATTATCAATTTG
463L 47| 665 ATGAATCATTTTGTTTATTTAATGG ATTATCCAATCACTTTTCTTTTTA
466R 51 273 ATGAATATGCCTGGAAAAACTC TTAATTGAGTTGATTTTTAATGACCAA
467R 46 659 ATGGATGATATTTTTAATTTTGAAT CATATCTCTAACAATTTATTTTCC

468L 52 | 700 ATGGAAATGGCAACAAAAAAATGTA GATCATTATTTTCGTGTCTTATGTCT
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Tablo 6. Promotor plazmitlerini olusturmak i¢in kullanilan primerler

Primer Adi Tm (°C) Primer dizisi (5’- 3”)

193R-prom-Fwl 46.4 GGTACCGAGGATTTAAAAAAGTTTTAATTTAAA

193R-prom-Fw?2 46.4 GGTACCTTCAAAATTAATAATACATGATACAAT

193R-prom-Rv1 48.1 AAGCTTATTATAAATTCCACATGTATCCAT

126R-prom-Fwl 50.1 GGTACCGGTTTTATAAAACAATTAGCACAATTT

126R-prom-Fw2 45.2 GGTACCGATAACCATTAAAAATTATAAATAATTG

126R-prom-Rv1 47.4 AAGCTTTTCTAAATTTGAAAATAAACTTCTTAC

259R-prom-Fwl 50.4 GGTACCGGTATTTTCGTAATTCATTTCTTGAT

259R-prom-Fw2 50.8 GGTACCGGATTGATGCTTTTAAATGAAAAATATG

259R-prom-Rv1 51.7 AAGCTTTGTATTTATCACTAATTCGTGTTTTGT

084L-prom-Fwl 50.5 GGTACCTAAAGTTTCAATTTTGGAAGTTCG

084L-prom-Fw2 50.5 GGTACCAACTAATGGAAGAAGACTTTCAG

084L-prom-Rv1 49.5 AAGCTTAGGAGACATTCTTTTATTTACAATTAA

061R-prom-Fwl 46.9 GGTACCCATCATTTTTTCACTTTCATTTAA

061R-prom-Fw2 45.9 GGTACCGTAATATTTCTTTAATACTGAAAAATC

061R-prom-Rv1 46.9 AAGCTTAATTCCTACGCAAATAATTATAC

061Rprom-mutl 63.5 GGTACCCATCATTGGAGTGAGCGTCTTTAATAGTGGAGATTTATTTTTAGACATATCTTGTTTATTTTTA
061Rprom-mut2 62.4 GGTACCCATCATTTTTTCACTTTCATTTAATAGTGGAGATTTATTTTTAGACATATCGCAGTTATTTTTA
061Rprom-mut3 60.1 GGTACCACTGTTCCGACGACGTTGATATTAAACACTACTAT

061Rprom-mut4 58.7 GGTACCACTGAAAAATCAAAGTTGATATGCCTCTGTTGTAT

GGTACC: Kpnl, AAGCTT: Hindlll, Fw: ileri, Rv: geri

GS



Tablo 7. Muhtemel transaktivator proteinlerin aragtirilmasinda kullanilan primerler®

ORF (Trg) R)‘;y)“kl“k ileri primer (Fw) dizisi (5’-3") Geri primer (Rv) dizisi (5’-3")

022L 60 3516 GGATCCGGGATGGGAGAGTTTAAATTAGAAGATTTTTTTCCA GCGGCCGCGTTTTCTCTTAGTTTGAACACCAC

295L 60 4032 GGATCCGGGATGGGACTTCTTAACGGTAAAAGTTTTAAAAT GCGGCCGCGAATTGTTTTTTTAAGAGTAAGATAATAATC
118L 52 558 GGATCCGGGATGGGACAATGGACTGTGAGAGAAATATC GAATTCCCTGTTATTGTAGATGGTGGACCAT

261R 60 4086 AAGCTTGGGATGGGAGCTTCGTTTAACATTGAAAATCC GAATTCCCAATGACAGATAAGACAGATACAAAAAA
149L 55 2001 GGATCCGGGATGGGAAAAGAAACCATTTTTGAAATATTTG GAATTCCCGGCATAAAAATTGATTTTTAACC

179R 60 3561 GGATCCGGGATGGGAACTTGTTTAGATCCTAAAACTATTTGG GAATTCCCTATACAATATTTTTTATTACAATATTTTTTATATAC
443R 60 7299 GGATCCGGGATGGGATCATTTAATTTAAATAACGCTTTAGACG GAATTCCCATTATCCAATACTTCAATTCCTGC

117L 50 675 GGATCCGGGATGGGAAAAAAGAATAAAAAATCAGGTAGTCAA GAATTCCCTTCAAAATTAACAATTTCTACATCTCC
142R 52 879 GGATCCGGGATGGGAGAAAACAATATTGAAAATTTTGATCCTTC GAATTCCCCATAAAAGCTTTAAACCTGTCTGG

155L |50 | 768 GGATCCGGGATGGGAAAAAGAAATTTTCGTCCCAAAC GAATTCCCGATATATCTTATTAATTGTGTTGCTTTAAC
232R |55 | 2016 GGATCCGGGATGGGAAATAACAATCAGTGTATGAGAAAA GAATTCCCAGCTACTCCAATACATTGC

330R | 49 | 1587 GGATCCGGGATGGGAAACTTTGATAAAGAAAAATGTGATG GAATTCCCAGGTAGTTTATAAGTTTCCAAAAT

3%L | 60 | 3174 GGATCCGGGATGGGATTCAAGTTTAATATTGACAATCCATTAC GCGGCCGCGATAAGTAACATAATCTGCAACTCC
201R |50 | 732 GGATCCGGGATGGGAAAAAGTAAAAAAGAACTTATGGATGC GAATTCCCAACTTTAATTTCTTTATTTTTTTTACTTGAC
415R 52 729 GGATCCGGGATGGGATCAGGAGGTTATACTTCTTTGG GAATTCCCATAATCTCCCATCATTCTATATCCAT

439 |49 | 1614 GGATCCGGGATGGGAGCCGAGTGTTTAAGTAAAAAAAT GCGGCCGCGTTTTAATCTCTGACAGCGATC

200R | 60 | 3141 GGATCCGGGATGGGAGATTCTCTTAAAGCAAGTTCAGC GAATTCCCAGAAATATATAAACTTAAACCTAATCTTC
213R |50 | 1350 GGATCCGGGATGGGAAAACCTTCTACAGTAGAAGGTT GCGGCCGCGAMATTGGCCAGTTCCTCCT

268L |55 | 2133 GGATCCGGGATGGGAAAACAAAGACAAGCACGTTTAA GCGGCCGCGCCATTTTTTATTTTCAAAACATTCCATA
320R |49 | 1137 GGATCCGGGATGGGAATTTCATTTTCAAGCATAACAGATAG GCGGCCGCGATAATTAATTTTAACACCTTCGTTATC
361L 60 1572 GGATCCGGGATGGGAACCTCGATTATTAATCAACGTTGG GAATTCCCATACCAATTATTGGTTTTAGAAGTTG
219L 49 1032 GGTACCGGGATGGGATCACTTCCGGTTAATTTTAAAATATA GAATTCCCTCCTTGTCTTATAACCATAACT

034R 56 336 GGATCCGGGATGGGAGAAAAGAAAAAAGAAGTACCTCTTCCC GAATTCCCCCAATGACCATCTCCTCCCAC

457L 54 823 GGATCCGGGATGGGAACCAAAAAATAATAAAACACTACTTCATCATATGAG GAATTCCCCATATTTGAAGTTCCTAATAATGGTATAGG
268 | 60 | 1131 GGATCCGGGATGGGAGAAATGGCAACAAAAAAATGTAATATC GAATTCCCAACATCTCTCTTTTTGTCATTTATCTTC
302L 50 1137 GGATCCGGGATGGGAGATATTGTATGTGAGTTTTGTGATAA GAATTCCCAACTTTTAACAATTTCATTTCTTTTTCA
43R |50 | 627 GGATCCGGGATGGGAGATGCAATTTTTTATCCGTTGC GAATTCCCTGGTAGTCTTGCTATAATTTTATT

077L |50 | 942 GGATCCGGGATGGGAAATATTATGGATTACGAAAACTCAAAG GCGGCCGCGAAACAAATCTATTTTCCAATCATCA
287R |50 | 948 GGATCCGGGATGGGAGAACACAATATTGCAGAAATAAGTG GAATTCCCAACTAAATTTTCAGAAAATATTTTTTGTAA
355R |50 | 549 GGATCCGGGATGGGAAAAAATATATTTTTGGATTTAGACAACAC GAATTCCCATTTAAATGACGATTTAAAACATCCTT

99
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Tablo 7’nin devami

ORF (Trg) R)‘;y)“kl“k ileri primer (Fw) dizisi (5’-3") Geri primer (Rv) dizisi (5’-3")

349 |50 | 423 GGATCCGGGATGGGAGACTTGGCTTTAAAAGTTAAAATTTTA GAATTCCCTAACACCCATTTACTTTTACATGAAG
0sal |47 | 417 AAGCTTGGGATGGGAAAATTTAATTCTTCAGAAGTTTCTTC GGATCCATAATAACCATAATTATATAATTGTGG
104 |54 | 191 GGATCCGGGATGGGACCACATTACGTTGTTGTAAAATCG GAATTCCCATATACAACGATGGATCTGCGC
2270 |50 | 140 GGATCCGGGATGGGACCAAAAAAGGAGCCTGAAATTAAA GAATTCCCAAGCCAATTTCTACCATAAAAAG
366R | 48 | 362 GGATCCGGGATGGGACCATTATTAAGAAAACGATCTTTATC GAATTCCCATAATTTCTCATCATGATAAGATGA
378R |50 | 599 GGATCCGGGATGGGAACATCGAAATGTAGTAAATGGC GAATTCCCTCTAGGTAAATATGCTTTATACCATC
GFP |55 | 781 GGGGATCCCCGGGGATGGGAAGTAACGTACCTTTAGCAACGGA CGGAATTCTCACTTGTACAGCTCGTCCAT

*{leri primerlerin bas kismina restriksiyon endoniikleaz bolgeleri (italik ve alt1 ¢izili bolgeler; GGATCC: BamHI, GCGGCCGC: Notl, GAATTC:
EcoRI, AAGCTT: HindlIl) ve Kozak dizisi (kalin olarak belirtilmis bolge: GGGATGG) eklenmistir. ileri ve geri primerlere eklenmis yesil
niikleotitler ¢ergeve kaymasini 6nlemek igin ilave edilen niikleotitleri gostermektedir. Kirmizi ORF’ler: Sinyal peptit veya transmembran
domain igerenler.

LS
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3.2. Viral Genlerin Transkripsiyon Simiflarinin Belirlenmesi

DNA ve protein sentezi inhibitorleri (Ara-C ve CHX) varliginda enfekte edilmis Sf9
hiicrelerinden RNA izolasyonlar1 yapildi. izole edilen RNA’lar DNaz | ile muamele edilerek
ortamda bulunabilecek DNA kalintilarindan temizlendi. Ardindan bu RNA’lar kalip olarak
kullanildi ve her gene 6zgii geri primerler ile cDNA sentezleri gerceklestirildi. Olusturulan
bu cDNA’lardan her gene uygun tasarlanmis primer ciftleriyle PCR reaksiyonlar1 yapildi
(Sekil 10).

RT-PCR sonuglarina gore viral genler erken, gecikmis erken ve ge¢ olmak iizere ii¢
farkli gruba ayrildilar. Kullanilan inhibitorlerle DNA replikasyonuna ve protein sentezine
ihtiyag duymadigi belirlenen genler erken sinifina, DNA replikasyonuna ihtiya¢ duyarken
protein sentezine ihtiya¢ duymayan genler gecikmis erken sinifina, hem DNA
replikasyonuna hem de protein sentezine ihtiyag duyduklari igin her iki inhibitoriin

varliginda tespit edilemeyen genler de gec gen sinifina dahil edildiler.
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En-erken genler

Sekil 10. Inhibitorler varliginda enfekte hiicrelerden izole edilen RNA’lardan yapilan en
erken, gecikmis erken ve gec¢ genlere ait RT-PCR goriintiileri. Ara-C (sitozin
arabinozit): DNA sentezi inhibitori; CHX (siklohekzimit): protein sentezi
inhibitorii; ORF: acik okuma zinciri; PK: pozitif kontrol (DNA’nin kalip olarak
kullanildigi PCR reaksiyonu).
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Sekil 10’un devami
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Bu sonuglara gére siniflandirilmasi literatiirde yapilmamis 171 genden 114 tanesi en
erken, 23 tanesi gecikmis erken ve 22 tanesi ge¢ gen sinifina ait genler olarak gruplandirildi.

12 tane ORF’nin ise transkripsiyon siiflari belirlenemedi.

3.3. Korunmus Bolge Analizleri

IIV6 genleri 3 sinif altinda gruplandirildiktan sonra bu genlerde promotor olarak gorev
yapabilecek korunmus DNA dizilerinin varligi arastirildi. Bu islem igin, [IV6’nin tiim

genlerinin ATG’den itibaren 200 baz ¢ifti yukar1 bolgeleri gen bankasindan alindi ve her gen
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kendi grubu igerisinde korunmus siraya sahip olmalar1 bakimindan MEME Suite veritabani
kullanilarak analiz edildiler.

Analiz neticesinde en erken genler icin TAAAATTGAA, gecikmis erken genler i¢in
de TTTTATGG seklinde birer korunmus motif bulunurken, ge¢ genler i¢in ise TCAATTTT
ve NNTTGT seklinde 2 farkli korunmug motif belirlendi (Sekil 11).

2_
[} [
51 T T 51 T
A A | A
o4 M IA ——== ===
- N ™ & w © M~ © e = &’ - & ® o 1 © ~ o
MEME (no SSC) 23.11.2018 1352 MEME (no SSC) 16.04. 2013 1257
2_
TCIILE L <Al 1L
" 8 ®m 4w B~ ® 0 - N o+ b ®©

MEME {no SSC) 15.11.2018 12:47

MEME

Sekil 11. ITV6 ORF’lerinin 5° yukar:1 bolgelerinde belirlenen korunmus motifler. Her agik
okuma zincirinin translasyon baslangi¢ noktasindan (ATG) itibaren 200 baz yukari
bolgesi veri tabanindan alind1 ve her grup kendi icinde MEME Suite veri tabaninda
interaktif olarak analiz edildi. Parametreler sadece ileri yonde ve dizi basina 0 veya
1 motif bulunacak sekilde ayarlandi. A: En erken, B: Gecikmis erken ve C: Geg
genlerden elde edilen motifleri gostermektedir. Harflerin biiytikliigii korunmusluk
diizeyinin yliksek oldugunu gostermektedir.

Ug sinif gen igin tespit edilen motifleri ve yapilan delesyon mutasyonlarini gostermek

amaciyla her bir genin yukar1 bolgeleri Sekil 12°de belirtilmistir.
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3.4. Genlerin 5’ Yukari Bolgelerinin pSP-Luc+NF Plazmidine Klonlanmasi

Korunmus motifler belirlendikten sonra, bu motiflerin promotor olarak gérev yapip
yapmadiklari arastirildi. Bunun i¢in her gruptan birer gen (193R/en erken gen; 126R/erken
gen; 259R/ge¢ gen) secildi. Secilen genlerin yukari bolgeleri, tespit edilen motifleri i¢ceren
ve icermeyen olmak iizere her bir gen i¢in iki farkli fragman olacak sekilde viral DNA’dan
PCR ile ¢ogaltildi. Cogaltilan bu siralar, pSP-Luc+NF vektoriinde bulunan lusiferaz geninin
bas kismina, bu genin transkripsiyonunu olusturmasi i¢in Kpnl-Hindlll restriksiyon
enzimleri ile promotor sifatiyla yerlestirildiler. Genlerin motifi igermeyen kisa fragmanlarini
cogaltirken her genin motiflerini igeren uzun fragmanlarinin klonlandigi rekombinant
pSPLuc+NF plazmitleri kalip olarak kullanildi. Uzun fragmanlari i¢eren plazmitlerin kalip
olarak kullanildigi PCR’larda, kisa fragmani ¢ogaltmak i¢in ucunda Narl kesim bolgesi
bulunan geri primer kullanildi. Bu primer, pSP-Luc+NF vektoriindeki lusiferaz geninin
icinde bulunan bir bolgeye uygun olacak sekilde tasarlandi (pSP-Narl-Rev). Cogaltilan
genler pSP-Luc+NF vektoriine Kpnl-Narl enzim bolgeleri ile klonlandi. Rekombinant pSP-
Luct+NF’nin promotor fragmanlarini igerdigi Kpnl-Narl enzimleri ile kesilerek onaylandi
(Sekil 13). Neticede elde edilen rekombinant plazmitler “promotor plazmitleri” olarak
adlandirildi. Bu plazmitlerden korunmus motifi icerenler pSP193Rprom1, pSP126Rprom1l
ve pSP259Rproml olarak isimlendirilirken, motifi icermeyen plazmitler ise
pSP193Rprom2, pSP126Rprom2 ve pSP259Rprom2 olarak isimlendirildi.

pSP.126R
prom2
pSP.259R

prom2

M1

51

M1: 100bp marker, M1: 100bp marker,
M2: 1 kbp marker 126Rprom1: 228bp 126Rprom?2: 144bp
193Rprom1: 155bp 259Rprom1: 239bp 259Rprom2: 169bp
193Rprom2: 102bp

M1: 100bp marker,

Sekil 13. 193R, 126R ve 259R muhtemel promotor plazmitlerinin kesim analizi.
Motifli (prom1) ve motifsiz (prom2) promotor fragmanlarini igeren
plazmitler Kpnl ve Narl enzimleri ile kesildi.
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3.5. Promotor Bolgelerinin Lusiferaz Aktiviteleri

Muhtemel promotor bolgelerinin klonlanmasiyla olusturulan rekombinant pSP-
luc+NF plazmitlerinin her biri viriisle enfekte edilmis Sf9 hiicrelerine transfekte edildi. 24
saatlik inkiibasyonun ardindan hiicreler toplanarak lusiferaz dl¢timleri gerceklestirildi.

Sekil 14°te goriildiigl tizere en erken ve erken grubu genlerin korunmus motifi igeren
promotor plazmitlerinde promotor aktivitesi yliksek, korunmus motifi igermeyen promotor
plazmitlerinde promotor aktivitesi diisiiktiir. Ancak, ge¢ genin korunmus motifi igeren
plazmidinde promotor aktivitesi diisiik, korunmus motifi icermeyen plazmidinde ise
promotor aktivitesi yiiksektir. Bu durumu dogrulamak amaciyla ilave iki farkli ge¢ gene
(084L ve 061R) ait yukar1 bolgeler klonlanarak deney tekrarlandi. Motifleri igeren plazmitler
pSP084Lproml ve pSPO61Rproml
pSP084Lprom2 ve pSPO61Rprom2 olarak isimlendirildi. Rekombinant plazmitlerin

olarak, motifleri icermeyen plazmitler ise

promotor fragmanlarini icerdigi Kpnl-Narl enzimleri ile kesilerek onaylandi (Sekil 15).
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Sekil 14. Muhtemel promotor bolgelerinin lusiferaz aktiviteleri. A: ORF193R (en erken),
B: ORF126R (gecikmis erken), C: ORF259R (ge¢). Prom1: motif igeren promotor
bolgelerini ve prom2: motif igermeyen plazmitlerin aktivitesini gostermektedir.
RLU: bagil 1s1k birimi
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pSP.084L

proml
pSP.084L

prom2
pSP.061R

proml
pSP.061R

prom2

bp M

M: 100bp marker, pSPLuc: ~4000bp
084Lprom1:216bp 061Rprom1l:217bp
084Lprom2: 153bp 061Rproma2: 153bp

Sekil 15. 084L ve 061R muhtemel promotor plazmitlerinin kesim
analizi.

084L ve 061R i¢in hazirlanan promotor plazmitlerinin viris ile enfekte edilmis bocek
hiicrelerine transfeksiyonlar1 gerceklestirildi ve lusiferaz aktiviteleri olgiildi (Sekil 16).

Sonuglar daha 6nce 259R i¢in alinan sonug ile paralellik gosterdi.
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Sekil 16. Geg¢ genlere ait muhtemel promotor bdlgelerinin lusiferaz
aktiviteleri. A: 084L’ye ait sonuglar. B: 061R’ye ait sonuglar.
prom1: motif iceren Ve prom2: motif icermeyen plazmitler.
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Uc farkli ge¢ gen muhtemel promotor bolgeleri ile yapilan lusiferaz aktivite
deneylerine gore, belirlenen korunmus motifler (motif 1 ve motif 2) silindiginde promotor
aktivitelerinde 6nemli 6lgiide artis oldugu tespit edildi. Dolayisiyla bu motiflerin birinin
veya ikisinin genin transkripsiyonunda baskilayici1 (represor) gorev yapabilecekleri
diistintildii. Bu diisiinceyi test etmek amaciyla, 061R ORF’sine ait motif 1 ve motif 2’de ayri
ayrt mutasyonlar (yonlendirilmis mutagenez) gerceklestirildi. 061R promotor bolgesinde
belirlenen motiflerde mutasyonlar1 yaparken degistirilen niikleotitler Sekil 17°de belirtildi.
Hazirlanan mutant plazmitler pSPLuc061R-mtfl-mut ve pSPLuc061R-mtf2-mut olarak
adlandirildi ve Kpnl-Narl enzimleriyle kesilerek dogruland1 (Sekil 18). Bu plazmitler, viriis
ile enfekte edilmis hiicrelere transfeksiyon yapildi ve hiicrelerdeki lusiferaz miktari
belirlendi (Sekil 19). Sonug olarak motif 2’de yapilan mutasyonun promotor aktivitesinde

artisa neden oldugu goriildii.

...gaatataaaccttttcttcgtaatttaatttgctttgagaaactttcattgggagcatttcactcatcat

moti motif 2
fttttcactttcatttaatagtggagatttatttttagacatatdttotitatttttagtaatatttctttaata

motif 3 motif 4
ctgaaaaatcaa abttgatattaa acactactattttaccttttttttaataaagATGaacgatagag

gtataattatttgcgtaggaattgcatttttaatttt...

mtf1-mut: GGAGTGAGCGTC ~ mtf2-mut: GCAG mtf3-mut: TTCCGACGAC  mtf4-mut: GCCTCTGTTG

Sekil 17. ORF061R’nin yukar1 bélgesinde yapilan mutasyonlar. Sar1 bolgeler mutasyon
yapilan yerleri temsil etmektedir. Degistirilen niikleotitler kirmizi olarak
yazilmistir. ATG: Translasyon baslangi¢ bolgesi.

Geg genlere 6zgii bir promotor motifi veya promotor bolgesi hakkinda heniiz sonuca
varamamamiz nedeniyle bu genler i¢in promotor arayisina devam edildi. Motiflerin
olmadig1 kisa promotor plazmitlerinde yiiksek lusiferaz aktivitesi belirlendigi i¢in anahtar
promotor sirasinin bu kisa bolgede olmasi gerektigi diisiiniildii ve bu bolgeler icerisinde
korunmus motifler MEME suite programi araciligi ile tarandi. Analiz sonucunda bu bolgede
iki potansiyel motif (motif-3 ve motif-4) tespit edildi. Bu kisa bolgede tespit edilen iki farkli
motif {izerinde ayr1 ayr1 mutasyonlar yapildi (Sekil 17). Mutant bolgeleri igeren fragmanlar
ayn1 sekilde pSPLuc+NF plazmidine klonlandi. Elde edilen plazmitler pSPLuc061R-mtf3-
mut ve pSPLucO61R-mtf4-mut olarak adlandirildi ve KpnI-Narl enzimleriyle kesilerek



dogrulandi (Sekil 18). Bu plazmitlerin viriis ile enfekte bocek hiicrelerine transfeksiyonu ve
ardindan lusiferaz 6l¢timii yapildi. Sonug olarak her iki motifin mutasyonu durumunda da

aktivitede 6nemli dl¢iide diisiis goriildii (Sekil 19).

o o

:g 3 ggiJ (eB=] [ol=]

gf SF SE GQE

3¢ 3 20 3

%‘é‘ &,"é‘ a + a +
bp M BF @f 4E  4E

M: 100bp marker, M: 100bp marker,
061Rmut-1: 217bp 061Rmut-3: 137bp
061Rmut-2: 217bp 061Rmut-4: 137bp

Sekil 18. 061R yukari kisimlarinda yapilan mutasyon bolgelerini iceren
vektorlerin kesim analizi.
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Sekil 19. 061R’nin yukar1 bolgelerinde yapilan mutasyonlarin lusiferaz
aktiviteleri.
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3.6. 11V6 En Erken Genlerinin Transaktivator Proteinlerinin Belirlenmesi

3.6.1. Southwestern Hibridizasyonu ile Potansiyel Transaktivator Proteinlerin
Biiyiikliiklerinin Tespit Edilmesi

Konak hiicreler viriis tarafindan enfekte edildikten sonra hiicrelerin sitoplazmik ve
niiklear proteinleri izole edildi. Bu protein 6rnekleri SDS-PAGE’te yiiriitiilerek membrana
aktarildi. Diger yandan, IIV6’ya ait en erken genlerden biri olan 012L (ekzoniikleaz)’nin
promotor bolgesi oligo sentezi yapilarak fazla miktarda elde edildi. Bu DNA pargalar
digoksigenin (DIG) ile isaretlendi. Elde edilen virlise ait protein karisimlari membrana
aktarilarak bu isaretli DNA’larla hibritlestirildi. Bu proteinlerden 130 ve 95 kDa civarinda
olmak iizere iki farkli bolgede etkilesim oldugu gorildi (Sekil 20). Boylece en erken
genlerin promotor bolgelerine baglanan viriise ait yapisal proteinlerin biiyiikliikleri hakkinda
fikir elde edildi.

Sekil 20. 11V6 ile enfekte konak hiicrenin (S19) niiklear ve sitoplazmik
proteinleriyle southwestern analizi. 1: CIV ile enfekte
hiicrenin sitoplazmik proteinleri, 2: CIV ile enfekte hiicrenin
niiklear proteinleri, 3; CIV virionlari. kDa: kilodalton. M:
protein markir (PageRuler Pre-stained, 10-170 kDa)
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Diger yandan virion yapisinda bulunan biitiin proteinler deterjan (3-[(3-
cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate, CHAPS) yardimiyla ¢oziilerek
soliisyon halinde elde edilerek jele yiiklendi. Pozitif kontrol olarak deterjanla muamele

edilmemis virionlar direkt jele yiliklendi (Sekil 21).

kba M CVPE kba M CVPE kDa M CVPE
170 — 170 —

130 — 32 B 1;’;’ o

95 — ' - S 72 e

72— -—— «
55 — 3 55 — HE
e T e w

26 — e - 6 3 » 34 8
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Sekil 21. Viral yapisal proteinlerle elde edilen tekrarli southwestern analizleri.
CVPE: CIV viral protein ekstrakt (CIV’ye ait yapisal protein karigimu).
Ok baglart DNA-protein etkilesimlerinin oldugu yerleri gostermektedir.
M: protein markir (PageRuler Pre-stained, 10-170 kDa)

Bu deneyin tekrarlarindan Sekil 21°de goriildiigi gibi elde edilen sonuglara gore, en
erken gen promotor dizisinin, yaklasik 70, 55, 40, 30, 25 kDa civarinda ve bir tane de 17
kDa’dan kiiciik molekiiler agirliklara sahip olmak tizere 6 farkli bolgede etkilesim gdsterdigi
tespit edildi.

3.6.2. Potansiyel Transaktivator Proteinleri Kodlayan Genlerin plZ/V5-His
Vektoriine Klonlanmasi

3.6.2.1. Potansiyel Transaktivator Protein Genlerinin PCR ile Cogaltilmasi

South-western analizinde tespit edilen biiyiikliiklere tekabiil eden yapisal proteinleri
ve ayn1 zamanda sahip olduklar1 baz1 6nemli 6zelliklerinden (DNA baglanma domaini,
niiklear lokalizasyon sinyali) dolay1 birka¢ yapisal olmayan proteini kodlayan toplam 36

gen, teker teker plZ/V/5-His vektoriinde bakiiloviriis IE2 promotoru 6niine klonlandi. Her bir
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gen bolgesi Tablo 7°de verilen kendine 0zgii primerlerle yiliksek dogrulama aktivitesi
bulunan DNA polimeraz enzimi kullanilarak PCR reaksiyonu yardimiyla ¢ogaltild1 ve

etidyum bromiir varliginda %1°lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 22).
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Sekil 22. Potansiyel transaktivator gen bolgelerinin PCR goriintiileri. bp: baz ¢ifti, M: markir

(1 kbp)




3.6.2.2. Gen Bolgelerinin Klonlama Vektoriinde Gosterilmesi

Her bir gen bélgesi bol miktarda elde edilebilmesi i¢in ara vektor olan pJET1.2/blunt’a
klonlandi. Bu sekilde izole edilen plazmitlerden her bir gen primerlere ilave edilen enzim

kesme bolgelerinden kesilerek agaroz jelden temizlendi (Sekil 23).
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Sekil 23. 1IV6 potansiyel en erken transaktivatér gen bdlgelerinin ara vektorde
dogrulanmasi. bp: baz ¢ifti, M: markir (1 kbp).
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Sekil 23’lin devami
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3.6.2.3. Gen Bolgelerinin Ekspresyon Vektoriinde Gosterilmesi

Gen bolgeleri uygun enzimlerle kesildikten sonra protein ifadelerini saglamak {izere
ayn1 enzimlerle klonlamaya hazir hale getirilmis pIZ/V5-His vektoriine klonlandilar.
Rekombinant plazmitlerin dogrulugu, her bir gen bdlgesine uygun enzimlerle tekrar kesim

reaksiyonu kurulmasi ve kesim iiriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi ile belirlendi (Sekil
24).
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Sekil 24. 11V6 potansiyel en erken transaktivator gen bolgelerinin ekspresyon vektoriinde

dogrulanmasi.

Plazmitlerin isimleri

sekillerin tistlerinde,

gen bolgelerinin

biiyiikliikleri sekillerin altlarinda gosterilmistir. bp: baz ¢ifti, M: markir.
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Sekil 24’°{in devami
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3.7. Yesil Floresan Proteinin (GFP) plZ/V5-His’te Ekspresyonu

Klonlanan genlerin ifade edilip edilmedigini kontrol etmek amaciyla olusturulan bu
plazmit, diger gen bolgeleriyle ayn1 6zelliklere sahip 6zel primerler yardimiyla ¢ogaltilan
yesil floresan proteini (GFP) ifade eden gen bolgesinin klonlanmasiyla olusturuldu (Sekil
25). Ayni konak hiicrelere transfeksiyondan sonra belli araliklarla gézlemlendi ve 48 saat

sonra proteinin ifade edildigi floresan mikroskop altinda belirlendi (Sekil 26).
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Sekil 25. Yesil floresan geninin ekspresyon vektoriine klonlanmasi.

Hazirlanan plazmit DNA kullanilarak yukarida anlatilan metot yardimiyla
transfeksiyon yapildi. Floresan mikroskop yardimiyla, ifade edilen GFP proteininin varlig
tespit edildi. Bu deney sonucunda ekspresyon vektoriine klonlanan biitiin genlerin, ileri
primerlere ilave edilen kozak dizisi sayesinde sorunsuz bir sekilde translasyona

ugradiklarina karar verildi.

Sekil 26. plZ/V5-His vektoriine klonlanmig yesil floresan (gfp) geninin bocek hiicrelerinde
ifadesi. A: pIZ.gfp plazmidi transfekte edilen Sf9 hiicreleri (beyaz 151k); B: plZ.gfp
plazmidi transfekte edilen Sf9 hiicreleri (floresan 1s1k); C: Transfekte edilmeyen
hiicreler.

3.8. Potansiyel Transaktivator Proteinlerden Elde Edilen Lusiferaz Aktiviteleri

En erken gen promotoruna sahip plazmit teker teker olusturulan rekombinant
plazmitlerle ayr1 ayr1 ve gruplar halinde transfeksiyon yapildi. Transfeksiyondan 24 saat

sonra konak hiicreler toplanarak lusiferaz aktivite 6l¢iimlerinde kullanildilar (Tablo 8).



Tablo 8. Lusiferaz aktivite sonuglari
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Lusiferaz Lusiferaz
Plazmitler aktivitesi Plazmitler aktivitesi
(RLU/sn) (RLU/sn)
CIV + pSP.exoLuc (+) 1.423.355 | plZ.149L + pSP.exolLuc 1001
plZ + pSP.exoLuc (-) 440 | plZ.179R + pSP.exoLuc 708
plZ.118L + pSP.exoLuc 975 | plZ.443R + pSP.exolLuc 496
plZ.117L + pSP.exoLuc 2274 | plZ.084L + pSP.exoLuc 382
plZ.401R + pSP.exoLuc 774 | plZ.104L + pSP.exolLuc 399
plZ.361L + pSP.exoLuc 2499 | plZ.227L + pSP.exoLuc 411
plZ.142R + pSP.exolLuc 2710 | plZ.366R + pSP.exoLuc 406
plZ.380R + pSP.exoLuc 833 | plZ.378R + pSP.exoLuc 371
plZ.232R + pSP.exolLuc 634 | plZ.396L + pSP.exolLuc 1792
plZ.415R + pSP.exoLuc 667 | plZ.209R + pSP.exolLuc 1811
plZ.468L + pSP.exoLuc 784 | plZ.077L + pSP.exolLuc 966
plZ.213R + pSP.exolLuc 2353 | plZ.302L + pSP.exoLuc 1431
plZ.457L + pSP.exoLuc 1534 | plZ.155L + pSP.exolLuc 869
plZ.329R + pSP.exolLuc 689 | plZ.413R + pSP.exolLuc 461
plZ.034R + pSP.exoLuc 988 | plZ.295L + pSP.exolLuc 1.899
plZ.219L + pSP.exolLuc 2793 | plZ.261R + pSP.exoLuc 1.740
plZ.268L + pSP.exoLuc 820 | plZ.022L + pSP.exolLuc 710
plZ.439L + pSP.exoLuc 2522 | plZ349L. + pSP.exoLuc 638
plZ.287R + pSP.exolLuc 1115 | plZ.355R + pSP.exolLuc 745
104L, 366R, 378R, 104L, 366R, 378R,
084L, 227L, 443R, 084L, 227L, 268L,
295L, 179R, 022L, 495 | 149L, 232R, 439L, 369
261R, 209R, 396L 361L, 380R, 213R, 118L
+ pSP.exolLuc + pSP.exolLuc
104L, 366R, 378R,
084L, 227L, 219L, 104L, 366R, 378R,
142R, 457L, 155L, 346 | 084L, 227L + 490
401R, 117L, 415R pSP.exoLuc
+ pSP.exolL.uc
Biitiin plazmitler 437

3.9. Kromatografi Yontemiyle exo Promotoruna Baglanan Proteinlerin Tespiti

CIV’e ait exonuclease (012L) geninin promotor bolgesi ve negatif kontrol amaciyla
ayn1 GC igerigine ve uzunluga sahip farkli bir DNA dizisi, oligo sentezi yapilarak fazla
miktarda elde edildi. Ardindan CNBr-Aktif Recine 4B kullanilarak hazirlanan dolgu
maddesine bu oligolar baglandi. Viriise ait yapisal protein karisimi (CIV viral protein

ekstrakt, CVPE) bu recineden gegirilerek oligolara baglanan proteinler elde edildi. Bu
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proteinler southwestern analizine tabi tutuldu (Sekil 27) ve proteinin biiyiikligi tahmin
edildi.

kDa

Markir
exo oligo
NK (-) oligo

170 —

130 —

95 — v
72 —
55 — ==
43“——
34 —
26 —
17 —a»

10 &=

Sekil 27. Kromatografi ile elde edilen protein orneklerinin
southwestern analizi. M: protein markir (PageRuler
Pre-stained, 10-170 kDa). Ok bas tespit edilen protein
biiylikligiiniin yerini isaret etmektedir. NK: negatif
kontrol.

3.10. Protein Rf Degerinin Hesaplanmasi

Yapilan Rf degeri dl¢limlerine gore kromatografik yontemle belirlenen ve en erken
gen promotoruna baglanan proteinin baslangic noktasina olan uzakliginin jel yiiriime
mesafesine oranmin 0.8083 oldugu hesaplandi. Markir proteinlerinin biiytklikleriyle
kiyaslandiginda elde edilen bu &l¢lim muhtemel proteinin 13,47 kDa civarinda olmasi

gerektigini gosterdi (Sekil 28).
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Sekil 28. Protein biiyiikliiklerinin tespit edilmesi i¢in ¢izilen Rf grafigi

3.11. Muhtemel Transaktivator Proteinlerin Biyoinformatik Analizi

[IV6’ya ait 26 kDa’dan kiigiik biitiin yapisal proteinlerin DNA-baglanma 6zelliklerinin
tespit edilmesi amaciyla 18 tane ¢ift veya daha fazla peptide gore, 7 tane tek peptide gore
tespit edilen yapisal protein siralarinin DNA baglanma 6zellikleri arastirildi. Biyoinformatik
tarama neticesinde sadece 3 tanesinin (378R, 366R ve 104L) DNA baglanma 6zelligine
sahip oldugu goriildii (Tablo 9). Kullanilan programa gore DNA-baglanma ihtimali 1,0’e ne
kadar yakin olursa baglanmanin 6zgilliigiiniin o kadar giiglii oldugu anlamina gelmektedir.
Analiz edilenlerden sadece iki tanesinin (366R ve 104L) DNA-baglanma ihtimalinin 1,0
oldugu ve iki taneden 366R ORF’sinin molekiiler agirliginin Sekil 27°deki membranda ¢gikan
bandi destekledigi goriilmiistiir. Ardindan 366R nin en erken gen promotorunda baglandigi

motifle etkilesimi gorsellestirilmistir (Sekil 29).
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Tablo 9. Muhtemel transaktivator kompleksi baslangi¢ proteinlerinin DNA-baglanma

analizi*
Molekiiler DNA-Baglanma .

ORF Agirhig (kDa) Skor intimeali Tahmin
309L 24.83 -1.267 0.2198 non-DNA-binding
4221 22.73 -1.054 0.2585 non-DNA-binding
378R 22.21 6.873 0.9990 DNA-binding
355R 22.01 1.697 0.8451 non-DNA-binding
234R 21.09 -1.850 0.1359 non-DNA-binding
111R 20.01 0.038 0.5094 non-DNA-binding
096L 19.69 -0.272 0.4325 non-DNA-binding
374R 19.12 -1.698 0.1548 non-DNA-binding
325L 18.91 0.788 0.6875 non-DNA-binding
203L 18.53 -0.279 0.4306 non-DNA-binding
084L 18.40 2.977 0.9515 non-DNA-binding
061R 17.91 -1.186 0.2340 non-DNA-binding
123R 16.38 0.644 0.6556 non-DNA-binding
453L 15.91 -1.625 0.1646 non-DNA-binding
034R 14.63 -4.962 0.0069 non-DNA-binding
366R 13.66 12.771 1.0000 DNA-binding
138R 13.03 1.469 0.8129 non-DNA-binding
312R 10.60 2111 0.8919 non-DNA-binding
130R 23.18 -0.295 0.4267 non-DNA-binding
307L 22.86 1.000 0.7310 non-DNA-binding
395R 17.28 0.433 0.6066 non-DNA-binding
010R 12.84 -2.494 0.0763 non-DNA-binding
342R 9.33 -3.603 0.0265 non-DNA-binding
2271 7.72 3.178 0.9600 non-DNA-binding
104L 7.05 24.894 1.0000 DNA-binding

*Koyu gri ile golgelendirilen proteinler ¢ift veya daha fazla peptide gore tespit edilen ve
acik gri ile golgelendirilen proteinler tek peptide gore belirlenen yapisal proteinleri
gostermektedir. Kalin olarak yazilanlar DNA (012L promotor dizisi)’ya baglanma
ozelligi gosteren proteinleri temsil etmektedir.
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Sekil 29. 012L promotor dizisi ile 366R proteini arasindaki etkilesimin in silico
gosterimi

En erken genlerin muhtemel promotorlarindaki motiflere baglanma ihtimali en yiiksek
proteinin biyoinformatik olarak 366R oldugu belirlendi. Ancak 366R’nin tek basina bu isi
gerceklestirmedigi yapilan lusiferaz aktivite deneyleriyle tespit edildi. Dolayisiyla promotor
bolgesine baglanan bu muhtemel kiiciik yapisal proteinin bagka proteinlerle bir kompleks
olugturarak birlikte transaktivator gorevini yaptiklari distniilmektedir. Bu noktada
366R’nin etkilestigi proteinlerden (Ozsahin vd., 2018) yararlanilarak kompleksin modeli
sematik olarak gosterildi (Sekil 30). 366R yapisal proteini ile etkilesim halinde oldugu
belirtilen diger yapisal proteinlerin arasindaki baglanma kuvveti HDOCK veritabani
kullanilarak belirlendi. En giiglii etkilesimin 261R ile oldugu (docking score: -336) tespit
edildi. Bunun disinda birbiriyle etkilesim halinde olan 118L ve 117L’nin de her ikisinin
366R ile etkilesimlerinin oldugu bilinmektedir. Muhtemel kompleks igerisinde 366R
disindakilerin DNA’ya baglanma afiniteleri olmadig1 i¢in sadece proteinlere baglanarak bu
gruba katilabilirler. 366R (13,67 kDa) ile etkilesim halinde bulunan 261R (129,06 kDa),
118L (55,29 kDa) ve 117L (27,45 kDa)’nin molekiiler agirliklari, bu etkilesimlerin
kombinasyonlarinin southwestern sonuglarinda ¢ikan daha biiylik bantlarin molekiiler

agirliklarinin anlamli oldugunu gostermektedir.
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012L
promotoru

Sekil 30. Muhtemel transaktivator kompleksinin modeli.




4. TARTISMA

Iridoviridae familyas: iiyeleri niikleositoplazmik biiyiikk DNA viriisleri (NCLDV,
nucleocytoplasmic large DNA viruses) olup gesitli omurgali ve omurgasiz canlilar tizerinde
enfeksiyon gelistirme ozelligine sahiptirler. Ozellikle sucul ve sogukkanli omurgalilar
tizerinde Oliimciil hastaliklara neden olan iridoviriislerin enfeksiyon mekanizmasinin
anlasilmasi, balik¢ilik ve kiiltiirii yapilan diger su iiriinlerinde iiriin kaybinin engellenmesi
acisindan onemlidir. Diger yandan, bdcekler ve izopodlar gibi diger omurgasiz canlilar
tizerindeki etkilerinden dolayi, tarimsal iiriinlere zarar veren organizmalara kars1 biyolojik
miicadele ajani olarak gelistirilme potansiyeline sahiptirler. Bunlarin disinda, 6karyotik
hiicrelere aktarildiklarinda hiicresel immiin cevap olugmasini tetikledikleri i¢in immiinoloji
ve gen terapi amaciyla da dikkat c¢ekmektedirler. Tim bu amaglar dogrultusunda
omurgalilar1 enfekte eden iridoviriisler i¢in model organizma olarak Frog virus 3 (FV3)
kullanilirken, omurgasizlardaki ¢alismalar igin Invertebrate iridescent virus 6 (I1V6)
kullanilmaktadir. Giiniimiize kadar I1IV6 tizerine yapilmis gesitli proteomik (Ince vd., 2010;
Ozsahin vd., 2018) ve transkriptomik (Dizman vd., 2012; Ince vd., 2013; Ince vd., 2008;
Nalcacioglu vd., 2003; Nalcacioglu vd., 2007) ¢alismalar mevcuttur.

Bu tez galismasinda, 11VV6 genomunda bulunan daha 6nce siiflandirilmasi yapilmamis
tim acik okuma zincirlerinin (ORF, open reading frames) transkripsiyonel siniflarinin
belirlenmesi, genlerin transkripsiyonlarinda gérev yapan promotor motiflerinin arastirilmasi
ve viriis enfeksiyonunun baglamasi i¢in gerekli olan en erken genlere ait transaktivator
proteinlerin belirlenmesi amaglanmustir.

Literatiirde yapilan ¢aligmalarla tek ve ¢ift peptide gore belirlenen 54 yapisal proteini
kodlayan genlerden 41 tanesinin sinifi LACE (ligation-based amplification of cDNA ends)
yontemi kullanilarak belirlenmis olup, 13 tanesi i¢in ise transkript tespiti yapilamadigi
belirtilmistir (Ince vd., 2013). Bu calisma sayesinde viriisiin biitiin yapisal genlerinin
transkriptomik siniflandirma ¢alismasi yapildi ve geriye kalan 171 agik okuma zincirinin de
159 tanesi RT-PCR teknigi ile transkripsiyonel seviyede smniflandirildi. Bunlardan 114
tanesinin en erken, 23 tanesinin gecikmis erken ve 22 tanesinin de geg¢ gen oldugu belirlendi.
12 tane ORF’nin (069L, 121R, 146R, 148R, 201R, 212L, 236L, 238R, 315L, 414L, 426R
ve 463L) transkriptine bu yontemle, enfeksiyon siiresinin azaltilip artirilmasina (0-24 saat)

ragmen rastlanilmadi. ORF’lerden bes tanesinin (216R, 235L, 253L, 411L, 413R) ilging bir
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sekilde protein sentez inhibitorii (CHX) varliginda transkriptlerine rastlanirken, DNA sentez
inhibitorii (Ara-C) varliginda transkriptleri tespit edilemedi. Bu genler igin muhtemelen
enfeksiyon baglangicinda viriisiin yapisinda bulunan proteinler sayesinde ilk DNA’nin kalip
olarak kullanilmasiyla enfeksiyonun en erken asamasinda transkriptleniyor olabilecekleri
sonucuna varildi. Transkriptleri tespit edilmemis olan 12 ORF’nin ise transkripsiyon
seviyeleri ¢ok diisiik oldugu icin veya enfeksiyon dongiisiinde sadece belli bir siireligine
transkriptlendiklerinden tespit edilmelerinin miimkiin olmadig: diistiniilmektedir.

Daha 6nceden yapisal ve virionla iliskili proteinlerin gec¢ sathada ifade edildikleri
diisiiniilityordu, ancak sonradan her bir genin farkli bir safthada ifade edilebilecegi anlasildi.
UniProt veritabanina goére 1IV6’nin genlerinden 91 tanesinin biyolojik siireclerdeki
fonksiyonlar1 tahmin edilirken, 124 tanesinin fonksiyonlar1 hakkinda bilgi mevcut degildir.

I1\V6 en erken (IE) gen sinifi, peptidazlar (136R, 224L, 361L), niikleazlar (012L, 085L,
142R, 2421, 369L), membran proteinleri (010R, 049L, 118L, 213R, 300R), RNA polimeraz
alt initeleri (107L, 176R, 343L, 428L, 454R), helikazlar (022L, 030L, 161L, 172L, 184R),
apoptozis inhibitorii (193R), fosfatazlar (123R, 197R, 355R, 438L), kinazlar (143R, 251L,
380R, 389L, 439L), ligazlar (205R), katalitik enzimler (232R, 235L, 241L, 244L, 347L,
376L) ve diger DNA baglanma ve manipiilasyonlarinda rol alan enzimler (006L, 045L,
075L, 077L, 095L, 100L, 132L, 157L, 175R, 200R, 211L, 282R, 289L, 295L, 302L, 313L,
332L, 349L, 388R, 393L, 413R, 420R) olmak iizere en g¢esitli gen smifidir. Bu genler
tarafindan ifade edilen proteinler enfeksiyonun en erken asamasinda iiretilerek daha sonraki
asamalarda kullanilirlar.

Gecikmis erken (DE) genler, viral DNA replikasyonundan 6nce transkriptlenir ve de
novo protein sentezine ihtiyag duyarlar. Bu genler tarafindan kodlanan proteinler genellikle
katalitik aktivitelerde gorev alirlar. DNA-bagimli DNA polimeraz (037L) bu gruba dahildir.
Yine bu grupta bulunan 436R’nin prolifere hiicre niikleer antijen domainine sahip oldugu
goriilmektedir. Bu domaine sahip proteinlerin DNA replikasyonunda DNA polimerazin
anlaml1 zincire baglanmasinda muhtemel kofaktor olarak rol oynadigi belirlenmistir (Travali
vd., 1989). 098R (serin/treonin protein kinaz), 165R (metalloendopeptidaz), 179R (protein
kinaz), 225R (timidilat sentaz) ve 453L (tiyoredoksin benzeri protein) sahip olduklari
domainler dolaysi ile hiicresel siireglerde protein degisiklikleri i¢in potansiyel enzimatik
aktivitelere sahip proteinler kodlamaktadirlar (Carreras ve Santi, 1995; Holmgren, 1989;
Manning vd., 2002; Stout vd., 2004; Yesilyurt vd., 2019). 306R tarafindan kodlanan protein,

transkripsiyon aktivasyonunu kolaylastiran proteinlerde korunmus olarak bulunan SWIB
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domainine sahiptir (Bennett-Lovsey vd., 2002). 340R ise transkripsiyon diizenleyici
proteinlerde bulunan ¢ift zincirli RNA baglanma motifi igerir (Harford ve Morris, 1997).
Transkripsiyon sinifi daha 6nceki ¢alismalar ile belirlenmis olan 337L ise bir membran
proteinidir.

Geg (L) genler grubunda miristilli membran proteinleri (084L, 458R), FAS1 domain
iceren bir protein (096L), major kapsit proteini (274L), HMG-kutusu iceren DNA baglanma
proteini (401R), MSV199 domain igeren bir protein (468L) ve saperon baglanma proteini
(391R) bulunmaktadir. Bunlardan 096L, 391R ve 468L disinda kalanlarin fonksiyonel
olarak viral kapsit ve integral membran bilesenleri olabilecekleri diisliniilmektedir. 096L nin
icerdigi fasiklin (FAS1) domaininden dolay1 hiicre tutunmasinda, 391R’nin viral birlesme
esnasinda protein katlanmasinda ve 468L’nin icerdigi MSV199 domaini sayesinde viral
DNA’nm diger viral proteinlerle etkilesimlerinde gérev aldigi diistiniilmektedir. Yine bu
grupta oldugu belirlenen helikaz ailesi proteinler (067R ve 307L) ise kapsidin ana
bileseninde (274L) oldugu gibi bir sonraki enfeksiyonda kullanilmak iizere ¢okga tiretilip
virlisiin yapisina katilabilirler.

Siniflandirilmasi yapilamayan genler N terminal Bro-N domainine sahip olan 069L ve
201R, RING finger domainine sahip olan 121R, MSV199 domainine sahip olan 146R, 148R,
212L ve 238R ve KilA-N domainine sahip olan 315L’yi igermektedirler. Bu domainlere
sahip proteinlerin genel Ozellikleri DNA baglanma ozelliginde olmalaridir. 414L ve
463L nin ise hidrolaz aktivitesine sahip olabilecekleri diistiniilmektedir (UniProt). 236L ve
426R’nin ise gorevi bilinmemektedir. Bu genler, sahip olduklar1 bu domainlerin diger
fonksiyonel viral proteinlerde de bulunmasindan dolay1r tiim enfeksiyon boyunca
transkriptlenmiyor veya diisiik miktarda transkriptleniyor olabilirler.

Iridoviridae familyasinda bulunan viriisler arasinda korunmus genlerden DNA-
bagimli RNA polimeraz alt {initeleri (107L, 176R, 343L, 428L, 454R) diger iridoviridlerle
uyumlu bir sekilde transkriptlenmektedirler. Benzer sekilde, muhtemel bir
transkripsiyon/replikasyon faktori olan 282R, gec asamada DNA
baglanma/paketlenmesinde gorev aldigi distiniilen FV3-1R (Majji vd., 2009) ve SGIV-
116R’nin (Teng vd., 2008) aksine RSIV-092R’de (Lua vd., 2005) oldugu gibi en erken
asamada  transkriptlenir.  Kinazlar ise her iridovirid i¢in  farkli  sinifta
transkriptlenmektedirler. Bu durum farkli genlerin ayni fonksiyonel siireclerde
kullanilmasindan dolay1 olabilir. 11V6 genomunda bulunan bir helikaz/NTPaz (022L) en
erken asamada transkriptlenirken, diger helikaz proteinlerinden 067R ve 307L geg¢ sinifa
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aittir. DNA islenmesinde rol aldig diistintilen 11V6 genleri (075L, 184R, 037L, 349L, 436R,
143R, 393L, 369L) diger iridoviridlerin transkriptom c¢aligmalarinda oldugu gibi erken
asamada transkriptlenmektedirler (Chen vd., 2006; Lua vd., 2005; Teng vd., 2008).

Transkripsiyon sonuglarin1 genel olarak degerlendirdigimizde en erken gruba ait
genlerin I1V6 genomunun i¢ kisimlarinda bulundugunu (Sekil 31), ge¢ genlerin ise daha ¢ok
u¢ kisimlarda yerlesmis oldugu dikkat ¢ekmektedir (Sekil 32). Gecikmis erken genler ise
genomda rastgele dagilmis sekilde bulunmaktadirlar (Sekil 33).

En Erken Genler

1IV-6
(212482 bp)

Sekil 31. [IV6’ya ait en erken genlerin genom iizerindeki durumlari
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453L,457L,466R
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Gecikmis Erken Genler 1267
"V_6 137R
139L
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229L 225R

Sekil 32. [IV6’ya ait gecikmis erken (DE) genlerin genom lizerindeki durumlari
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Sekil 33. [IV6’ya ait geg (L) genlerin genom tlizerindeki durumlari
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Calismanin ikinci kisminda, en erken, gecikmis erken ve ge¢ (L, late) seklinde
gruplandirilan biitiin 11\VV6 genlerinin 200 baz ¢ifti yukar1 bolgeleri kendi iginde toplanarak
korunmus motif taramasi1 yapan MEME Suite veritabaninda incelendi. Parametreler sadece
ileri yonde olacak sekilde ve her dizi i¢in en az bir motif tespit edecek sekilde ayarlandi.
Promotor bolgeleri incelendiginde en erken ve gecikmis erken genler i¢cin muhtemel
promotor bolgelerinde birer motif, ge¢ genler i¢in iki farkli motifin, ait olduklar1 gruba 6zel
olarak korunmus oldugu tespit edildi. Deneysel gen transkripsiyonu ve promotor analizleri
iridoviridler i¢in birkag c¢alismayla siirlidir. Iridoviridae familyas: tiyelerinde en erken
genlerin viral proteinler tarafindan transaktive edildigi (Willis ve Granoff, 1985) ve
transkripsiyon baslangi¢ bolgesinden 100 baz ¢ifti yukar1 bolgelerinin gen regiilasyonunda
oneme sahip oldugu kanitlanmistir (Willis, 1987). Bohle iridovirus (Ranavirus) iizerinde
yapilan bir diger ¢aligmaya gore iki erken ve bir ge¢ gen i¢in transkripsiyon baslangi¢
bolgesinden 127-281 baz yukari kisimlarinda (ICP18 igin 127 bp, ICP46 igin 281 bp ve MCP
icin 169 bp) bulunan korunmus dizilerin diizenleyici elementler oldugu kabul edilmistir
(Pallister vd., 2005). 1lIV6’nin gecikmis erken genlerinden biri olan DNA polimerazin
(037L) translasyon baslangic (ATG) bolgesinden 50-54 baz cifti yukarisinda 6nemli bir
motife sahip oldugu belirlenmistir (Nalcacioglu vd., 2003). Ancak promotor bolgesi daha da
uzatildiginda aktivitenin arttigt  goriilmiis. Bu durum gecikmis erken genlerin
transkripsiyonunda gerekli baska dizilerin de olabilecegini gostermektedir. Yine ayn1 sekilde
ge¢ genler icin ATG’den itibaren 43 baz kadar yukari bdlgenin promotor aktivitesi i¢in
yeterli oldugu ve bu bolgede 6zel bir motifigerdigi belirlenmistir. Ayrica, en erken genlerden
birinde (11V6-012L) yapilan detayli promotor analizinde kademeli sekilde silinerek elde
edilen dizilerden 70 baz yukar1 bélgenin %75’in ilizerinde bir aktivite artis1 sagladigi
goriilmistiir (Dizman vd., 2012). Tiim bu promotor ve motif ¢alismalari, ayni sinifa ait
genlerin promotorlarinda korunmus bazi dizilerin bu genlerin diizenlenmesinde 6nemli
oldugunu gostermektedir.

Buna benzer motif tespit ¢alismalart Marseilleviriisler iizerinde de yapilmistir
(Oliveira vd., 2017) ve diger biyik niikleositoplazmik DNA virisleriyle
karsilastirilmislardir (Graziele Pereira Oliveira vd., 2017). Yine, 8 niikleotitlik korunmus bir
motifin (AAAATTGA) Mimiviriis genomunda erken (veya gecikmis erken) gen
promotorlarinda yaklasik %50 oraninda bulundugu belirtilmis (Suhre vd., 2005). Bu motifin
[IV6’ya ait en erken genlerin promotorlarinda bulunan motifle (TAAAATTGAA) c¢ok
benzer oldugu dikkat cekmektedir.
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IIV6 gen promotorlarinda yapilan motif taramasindan sonra elde edilen dizilerin
promotor aktivitelerinde gercekten dnemli bolgeler olup olmadig: arastirildi. Elde edilen
sonuglara gore en erken (193R) ve gecikmis erken (126R) sinifina ait genlerin sahip
olduklar1 motiflerin silinmesi durumunda promotor aktivitelerinin ciddi oranda azaldigi
goriildii. Enfeksiyon dongiisii basladiginda ilk Once virlise ait en erken genlerin
transkriptlendigi bilinmektedir. Cok sayida genin farkli transkripsiyon faktorleri tarafindan
transkriptlenmesi viriis gibi basit yapilarin tercih edecegi bir durum degildir. Bu yiizden
ortak bir kompleksin taniyabilecegi benzer dizilerin promotor bdlgelerinde tespit edilmesi
bu hipotezi dogrulamaktadir. Boylece her bir gen i¢in ayr1 ayri promotor analizi yapmak
yerine belirlenen bu motifler sayesinde muhtemel promotor bolgeleri tespit edilmistir. Viriis
replikasyonunu engellemek amaciyla bu bolgeleri kapatacak sekilde tasarlanacak molekiiller
istenen asamadaki genlerin inhibisyonunu saglayacaktir. Oysa ge¢ gen promotorlarinda
(259R, 084L, 061R) tespit edilen motiflerin silinmesi, beklenenin aksine daha fazla aktivite
artisina sebep oldu. Bu durum, promotor bolgelerinde aktivite artist saglayan diziler oldugu
gibi genlerin transkripsiyonunu baskilayan dizilerin de olabilecegini gostermektedir (Yang
vd., 2008). Ug farkl1 gen promotorunda da ayn1 durum gériilmiis olup, 061R promotorunda
tespit edilen iki farkli motif iizerinde mutasyon caligmalariyla hangi bolgenin bu gorev i¢in
daha efektif oldugu arastirildi. A/T bakimindan zengin olan birinci motifin mutasyonu
aktivitenin geri kazanilmasinda higbir etki gostermedi. Diger yandan, ge¢ gen
promotorlarinda tespit edilen ikinci korunmus bolge olan NNTTGT motifinin mutasyonla
farkli bir dizi haline doniistiirilmesi durumunda, promotor aktivitesinin bir miktar geri
kazanildigi gosterilmistir. Ancak yine de tamamen silindiklerindeki aktivitenin
yakalanamayisi, bu motifin disinda baska dizilerin de etkili olabilecegini veya bu motifin
daha uzun bir sira olabilecegini diigiindiirmektedir.

[ridoviriislerin replikasyon mekanizmalar1 heniiz yeterince aydinlatiimamistir.
Literatiirde bulunan bilgiler Frog virus 3 (FV3)’iin model organizma olarak kullanilmasiyla
elde edilmis kisithi ¢alismalardir (Sekil 7). Zarfli ve zarfsiz virionlarin her ikisi de enfeksiyon
yapma yetenegine sahiptir, ancak zarfli olanlarin konaga 6zgii enfektivitesi daha fazladir.
Bu durum, bir veya daha fazla viral zarf proteininin virion girisinde énemli rol oynadigin
gostermektedir. Virionlar konak hiicreye girdikten sonra viral kor DNA dogrudan niikleusa
gider ve burada en erken ve gecikmis erken genlerinin transkripsiyonunu konak hiicrenin
RNA polimerazini (RNA Pol II) kullanarak gerceklestirir (Williams vd., 2005). Yapilan

calismalar iridoviriislerin ¢iplak DNA’sinin tek basina enfeksiyon baglatmak igin yeterli
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olmadigmi, DNA’nin virion proteinleriyle birlikte hiicreye verildiginde viral enfeksiyonun
basladigin1 gostermistir (Willis vd., 1979).

Viral genler kademeli bir sekilde ifade edilir ve en erken asamada {iretilen proteinler
gecikmis erken genlerin, gecikmis erken asamada iiretilen proteinler ise ge¢ genlerin
ifadesinde kullanilir (Williams vd., 2005). Virion yapisinda bulunan bir veya daha fazla
protein de viriise ait en erken genlerin transkripsiyonunu baslatmak ic¢in gereklidir (Willis
ve Granoff, 1985). Iridoviriislerde en erken genlerin transkripsiyonunu baslatan
transaktivator proteinlerle ilgili bilgiler olduk¢a smirhidir. Bu tez kapsaminda en erken
genlerden biri oldugu bilinen I1V6-012L’nin promotor bdlgesine baglanan viral yapisal
proteinler aragtirildi. Yapilan DNA afinite-kromatografi sonuglarina gore yaklasik 13,5 kDa
biiyiikliigiinde bir proteinin promotora baglandigi anlasildi. 1IV6 yapisal proteinleri
biyoinformatik olarak incelendiginde bu biiyiikliige tekabiil eden ve giigclii bir DNA
baglanma domainine sahip olan proteinin 366R a¢ik okuma zinciri oldugu belirlendi. Bunun
yaninda viriisle enfekte edilen konak hiicrenin niikleusundan izole edilen proteinlerle yapilan
southwestern analizi sonuglari, 116 en erken gen promotorunun yaklasik 130 ve 95 kDa
agirhigindaki proteinlerle etkilestigini gosterdi. Ayrica, viral protein ekstrakti ile yapilan
southwestern analizi sonuglarina gére en erken promotor sirasinin yaklasik olarak 70, 55,
40, 30, 25 kDa civarinda ve bir tane de 17 kDa’dan kii¢iik molekiiler agirliklara sahip olmak
tizere 6 farkli bolgede etkilesim gosterdigi tespit edildi (Sekil 21). Ancak bu protein
bantlarinin hepsi ayni anda tek membranda ¢ikmadi. Yaklagik 70 kDa biiytikliigiindeki
bandin olmadig1 durumda 25 ve 30 olmak iizere iki farkli bandin ortaya ¢iktig1 gortildii. Bu
durum 366R’nin 25 ve 30 kDa biiyiikliigiindeki proteinlerle etkilesim halindeyken 70 kDa
civarinda bir bant verdigini géstermektedir. Ayrica 25, 55 kDa civarinda ve 17 kDa’dan daha
kii¢iik olan bantlar farkli iki membranda da ortaya ¢ikt1. Bu sonuglar 366R ’nin muhtemelen
bu biyiikliklerdeki proteinlerle etkilesim halinde oldugunu gostermektedir.

Viriise ait 36 tane yapisal proteinin iiretilmesini saglayan plazmitlerin ayr1 ayri ve
gruplar halinde transfeksiyonu yapilmasina ragmen promotor aktivitesinde artis
goriilmemesi, transkripsiyon kompleksinde bulunan proteinlerin virion yapisinda
gosterdikleri dogal etkilesimle ayn1 sekilde olmadigini veya ihtiya¢ duyulan proteinlerin bir
araya gelmemis olabilecegini gostermektedir. Xia ve arkadaslar1 (2019), SGIV’nin 4 tane
yapisal proteininin (VP12, VP39, VP57 ve MCP) bu viriisiin en erken genlerinden ICP46’nin
promotoruna baglandigini gosterdiler. Ancak bu proteinleri teker teker veya gruplar halinde

en erken promotor ile birlikte hiicreye aktarmalarina ragmen promotor aktivitesinde artis
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olmadigimi tespit ettiler. SGIV VP057 ve SGIV MCP proteinleri IIV6°da sirasiyla 2951 ve
274L proteinleriyle homoloji gostermektedir. Fakat bu ¢alismada 1IV6°daki 295L proteini,
en erken promotor ile bir etkilesim gostermemistir. 1IV6-274L proteini ise potansiyel
olmadig1 i¢in ¢aligilmamastir.

Sonu¢ olarak IIV6’daki transkripsiyonel diizenlenmenin, genlerin 5° yukari
bolgelerinde belirlenen korunmus motiflere, viriona ait birden fazla proteinin baglanmasi
ile, aktivasyon veya baskilanma seklinde gergeklestigini s6yleyebiliriz. Viriise ait genlerin
ifade edildigi smniflarin belirlenmesi ve genlerin transkripsiyonel diizenlenmesinde etkili
motiflerin aydinlatilmasi, viriisiin molekiiler mekanizmasinin anlagilmasi, biyolojik kontrol
ajani, gen terapi veya asi gelistirme amaciyla kullanilmasi agisindan 6nemlidir. [TV6 en ¢ok
calisilan iridoviridlerden biridir ve elde edilen bu bulgular viriisiin gen fonksiyonlar1 ve
molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmas1 agisindan ileriye yonelik faydali bilgiler

saglayacaktir.



5. SONUCLAR

Bu calisma sayesinde Invertebrate iridescent virus 6’ya ait genlerin transkripsiyonel
siiflandirmasi yapildi, her bir sinifa ait genlerin 5° yukar1 bélgeleri korunmus motif yoniinden
incelendi ve en erken genlerin transkripsiyonunu baglatan protein veya proteinler arastirildu.

1) 11V6’ya ait 13 yapisal ve 158 yapisal olmayan olmak iizere toplam 171 adet ORF’nin
transkripsiyonel siniflandirilmasi ¢alisildi. Bunlardan 114 tanesinin en erken (IE), 23 tanesinin
gecikmis erken (DE) ve 22 tanesinin ise ge¢ (L) gen oldugu belirlendi. 12 adet ORF’nin ise
transkripsiyonlar1 belirlenemedi.

2) IIV6’ya ait tiim genlerin 5° yukar1 bolgelerinde yapilan biyoinformatik analizler, en
erken genlerde TAAAATTGAA, gecikmis erken genlerde TTTTATGG, ge¢ genlerde ise
TCAATTTT ve NNTTGT motiflerinin korunmus oldugunu gosterdi.

3) En erken ve gecikmis erken genlerde belirlenen motiflerin lusiferaz sisteminde
analizleri bu motiflerin promotor olarak gorev yaptiklarini gosterdi.

4) Geg genlerde belirlenen motiflerin lusiferaz sisteminde analizleri ise NNTTGT
motifinin bu genler i¢in promotor olarak degil baskilayici sira olarak gorev yaptigini gosterdi.

5) Yonlendirilmis mutagenez ¢alismalar1 geg¢ genlerde promotor olarak gorev yapan bir
motifin degil muhtemelen belirli bir uzunlukta bélgenin oldugunu gosterdi.

6) I1IV6 en erken promotor sirasinin, DNA afinite kromatografisi yontemi ile elde edilen
sonuca gore potansiyel olarak 13.5 kDa biiyiikliigiinde bir proteinle etkilestigi belirlendi.

7) 1IV6 en erken promotor sirasinin, yapist bozulmamig virionlarla ve viriisle enfekte
edilmis konak hiicrenin niikkleusundan izole edilen proteinlerle muamele edildiginde yaklasik
130 ve 95 kDa biiytikliigiinde proteinlerle etkilestigi goriildii.

8) En erken promotor sirasi ve virion protein ekstrakti ile yapilan southwestern analizleri
en erken gen promotor DNA’sinin yaklasik olarak 70, 55, 40, 30, 25 kDa civarinda ve bir tane
de 17 kDa’dan kiiciik molekiiler agirliklara sahip olmak tizere 6 farkli bolgede etkilesim
gosterdigi tespit edildi.

9) En erken genlerin transaktivator proteini oldugu diisiiniilen 36 farkli yapisal proteinin
tek basia promotor aktivitesi i¢in yeterli olmadigi, muhtemelen diger viral proteinlere veya

konagin transkripsiyon faktorlerine ihtiya¢ duydugu sonucuna varildi.



6. ONERILER

Bu caligmada I1V6 viriisline ait genlerin transkripsiyonel siiflandirmasi yapilip her bir
gen smifinin promotorlarinda korunmus motif taramasi gergeklestirilmistir. Ardindan
motiflerin 6nemli olup-olmadigini belirlemek icin promotor aktivite ¢alismalar1 yapilmistir.
Son olarak, iridoviriisler i¢in iyi bir c¢alisma modeli olan IIV6’nin en erken genlerinin
transkripsiyonunu baslatan protein tespitine yonelik bazi sonuglar elde edilmistir. Bu doktora
caligmasindan sonra yapilabilecek bazi caligmalar1 su sekilde 6nerebiliriz:

1) Smiflandirmas: yapilan genlerden rastgele segilerek tespit edilen motifleri igerecek
sekilde promotor analizi gergeklestirilebilir. Boylece her agik okuma zinciri i¢in delesyonlarla
cok sayida plazmit olugturmak yerine bu motiflerin oldugu bdlgeye kadar olan kisimlarin ilgili
gen icin promotor bolgesi oldugu kanitlanmis olur.

2) Tespit edilen motifleri inhibe edecek molekiiller veya proteinlerle viriisiin ¢gogalma
mekanizmasinin inhibisyonu lizerine ¢aligmalar yapilabilir.

3) Electromobility Shift Assay (EMSA) metodu kullanilarak transaktivatér protein
oldugu diisiiniilen 366R ’nin en erken gen promotorlarinda tespit edilen korunmus motifle olan
iliskisi arastirilabilir.

4) DNA afinite kromatografisinden elde edilen bantlar southwestern islemine tabi
tutulduktan sonra kiitle spektrofotometrisiyle (MS) analiz edilememektedir. Dolayisiyla daha
yogun protein bantlari elde edilerek analiz edilebilirler.

5) Konak hiicreye transfeksiyon yapmak iizere en erken genlerin transkripsiyonunu
baslatmak icin olusturulan plazmitlerle birlikte heniiz arastirilmamis olan diger yapisal
proteinler kombinasyonlar halinde arastirilabilir.

6) En erken gen oldugu bilinen 012L promotorunda korunmus motif olarak tespit edilen
bolgenin diger en erken gen promotorlarinda da bulunmasindan dolayr transaktivator
protein(ler) viral dongliyli bagka ORF’lerin promotorlarindan baslatiyor olabilir. Bu ylizden
yapisal proteinleri igeren plazmitler kullanilarak viris DNA’simmin  tamamiyla birlikte
transfeksiyon ¢aligmalar1 yapilabilir.

7) Muhtemel proteinlerle DNA dizileri arasindaki iliski, kromatin immiinopresipitasyon

(ChlIP) veya benzeri tekniklerle arastirilabilir.
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