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ÖZET 

 

INVERTEBRATE IRIDESCENT VIRUS 6 (IIV6) GENLERİNİN TRANSKRİPSİYONEL 

ANALİZİ VE TRANSAKTİVATÖR PROTEİN(LER)İNİN ARAŞTIRILMASI 
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Bu çalışmada, Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6)’ya ait genlerin transkripsiyonel 

sınıflarının belirlenmesi, genlerin yukarı bölgelerinde muhtemel promotor görevi yapabilecek 

korunmuş bölgelerin tespit edilmesi ve en erken genlerin transkripsiyonunu başlatan 

protein(ler)in araştırılması amaçlanmıştır. Çalışmada ilk olarak, IIV6’nın şu ana kadar 

transkripsiyonel olarak sınıflandırılmamış 159 genin transkripsiyon sınıfları RT-PCR tekniği 

ile belirlendi. Bu genlerin 114 tanesinin en erken (IE), 23 tanesinin gecikmiş erken (DE) ve 22 

tanesinin de geç (L) gen sınıfına ait oldukları belirlendi. İkinci olarak, IIV6’nın tüm genlerinin 

translasyon başlangıç noktalarından itibaren 200 nükleotit yukarı bölgeleri, promotor görevi 

yapabilecek korunmuş bölge bakımından MEME Suite veritabanı kullanılarak analiz edildiler. 

IE genler için TAAAATTGAA, DE genler için TTTTATGG, L genler için de TCAATTTT ve 

NNTTGT motifleri belirlendi. IE ve DE genler için bu motifler silindiğinde promotor 

aktivitelerinde önemli ölçüde azalma görülürken, L genlerde ise promotor aktivitesinde önemli 

derecede artış meydana geldi. Yönlendirilmiş mutagenez çalışmaları L genlerdeki NNTTGT 

motifinin genin transkripsiyonu üzerinde baskılayıcı görev yaptığını ve L gen promotoru olarak 

belirli bir motifin değil belirli uzunlukta bir bölgenin görev yapabileceğini gösterdi. Çalışmada 

son olarak, virüsün konak hücrede enfeksiyonu başlatabilmesi için gerekli olan yapısal 

protein(ler) araştırıldı. Araştırma southwestern, kotransfeksiyon, DNA afinite kromatografisi 

ve biyoinformatik analizler yapılarak gerçekleştirildi. Sonuçlar IIV6 IE gen transkripsiyonunun 

başlatılmasında tek bir proteinin değil muhtemel bir protein kompleksinin görev yaptığını 

gösterdi. Bu komplekste görevli muhtemel proteinlerden birinin, yaklaşık 13,5 kDa 

büyüklüğündeki güçlü DNA bağlanma domainine sahip olan 366R olduğu belirlendi. 
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In this study, it was aimed to identify the transcriptional classes of Invertebrate iridescent 

virus 6 (IIV6) 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 IIV6 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 IIV6 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 IIV6 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 



X 
 

 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

              Sayfa No 

Şekil 1.  Iridovirid enfeksiyonu içeren konak görüntüleri .............................................. 2 

Şekil 2.  Iridoviridlerin diğer nükleositoplazmik DNA virüsleri ile filogenetik ilişkisi . 4 

Şekil 3.  Iridoviridae familyası üyelerinin filogenetik analizi ........................................ 8 

Şekil 4.  Iridoviridlerde virion iç ve dış yapısının şematik görünümü. ......................... 10 

Şekil 5. Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6)’da kapsit simetrisi ve minör kapsit 

proteinlerinin organizasyonu ......................................................................... .11 

Şekil 6. Iridoviridlerde hacim bağımlı (headful) DNA paketlenme mekanizması, 

halkasal permütasyon ve dizi tekrarları .......................................................... 15  

Şekil 7.  Frog virus 3 (FV3)’ün replikasyon stratejisi .................................................. 16 

Şekil 8.  EPDA’nın şematik gösterimi .......................................................................... 30 

Şekil 9.  Transmembran ve/veya sinyal peptidi içeren ORF’ler ................................... 49 

Şekil 10.  İnhibitörler varlığında enfekte hücrelerden izole edilen RNA’lardan 

yapılan en erken, gecikmiş erken ve geç genlere ait RT-PCR görüntüleri ..... 59 

Şekil 11.  IIV6 ORF’lerinin 5’ yukarı bölgelerinde belirlenen korunmuş motifler ........ 61 

Şekil 12. Muhtemel promotor bölgeleri ......................................................................... 62 

Şekil 13.  193R, 126R ve 259R muhtemel promotor plazmitlerinin kesim analizi ........ 63 

Şekil 14. Muhtemel promotor bölgelerinin lusiferaz aktiviteleri ................................... 64 

Şekil 15.  084L ve 061R muhtemel promotor plazmitlerinin kesim analizi ................... 65 

Şekil 16.  Geç genlere ait muhtemel promotor bölgelerinin lusiferaz aktiviteleri .......... 65 

Şekil 17.  ORF061R’nin yukarı bölgesinde yapılan mutasyonlar ................................... 66 

Şekil 18.  061R yukarı kısımlarında yapılan mutasyon bölgelerini içeren vektörlerin 

kesim analizi ................................................................................................... 67 

Şekil 19.  061R’nin yukarı bölgelerinde yapılan mutasyonların lusiferaz aktiviteleri.... 67 

Şekil 20.  IIV6 ile enfekte konak hücrenin (Sf9) nüklear ve sitoplazmik proteinleriyle 

southwestern analizi ........................................................................................ 68 

Şekil 21. Viral yapısal proteinlerle elde edilen tekrarlı southwestern analizleri ............ 69 

Şekil 22. Potansiyel transaktivatör gen bölgelerinin PCR görüntüleri .......................... 70 

Şekil 23. IIV6 potansiyel en erken transaktivatör gen bölgelerinin ara vektörde 

doğrulanması ................................................................................................... 71 



XI 
 

Şekil 24. IIV6 potansiyel en erken transaktivatör gen bölgelerinin ekspresyon 

vektöründe doğrulanması ................................................................................ 73 

Şekil 25. Yeşil floresan geninin ekspresyon vektörüne klonlanması ............................. 75 

Şekil 26. pIZ/V5-His vektörüne klonlanmış yeşil floresan (gfp) geninin böcek 

hücrelerinde ifadesi ......................................................................................... 75 

Şekil 27. Kromatografi ile elde edilen protein örneklerinin southwestern analizi ......... 77 

Şekil 28. Protein büyüklüklerinin tespit edilmesi için çizilen Rf grafiği ....................... 78 

Şekil 29. 012L promotor dizisi ile 366R proteini arasındaki etkileşimin in silico 

gösterimi ......................................................................................................... 80 

Şekil 30. Muhtemel transaktivatör kompleksinin modeli .............................................. 81 

Şekil 31. IIV6’ya ait en erken genlerin genom üzerindeki durumları ............................ 85 

Şekil 32. IIV6’ya ait gecikmiş erken (DE) genlerin genom üzerindeki durumları ........ 86 

Şekil 33. IIV6’ya ait geç (L) genlerin genom üzerindeki durumları .............................. 86 



XII 
 

 

TABLOLAR DİZİNİ 

               Sayfa No 

Tablo 1. Gen bankasında genom dizisi veya DNA dizisi bulunan iridoviridler ............. 5 

Tablo 2.  Iridoviridlerin sınıflandırılmasında kullanılan özellikler .................................. 7 

Tablo 3.   Iridoviridae familyasına ait korunmuş genler ................................................. 13 

Tablo 4.   İnhibitör varlığında genlerin transkripsiyon durumları ................................... 20 

Tablo 5.   Transkripsiyon sınıfının belirlenmesinde kullanılan primerler ....................... 50 

Tablo 6.   Promotor plazmitlerini oluşturmak için kullanılan primerler ......................... 55 

Tablo 7. Muhtemel transaktivatör proteinlerin araştırılmasında kullanılan primerler .. 56 

Tablo 8. Lusiferaz aktivite sonuçları ............................................................................. 76 

Tablo 9. Muhtemel transaktivatör başlangıç proteinlerinin DNA-bağlanma analizi .... 79 

  



XIII 

 

 

SEMBOLLER DİZİNİ 

 

aa : Aminoasit 

APH : Afidikolin  

Ara-C : Arabinosylcytosine (sitozin-1-β-D-arabinofuranozid) 

bp : Baz çifti 

cDNA : Komplementer (tamamlayıcı) DNA 

CHAPS : 3 - [(3- kolamidopropil) dimetilamonya] -1 propansülfonat 

CHX : Siklohekzimid  

CIV : Chilo iridescent virus 

CVPE : CIV viral protein ekstraktı 

dH2O : Damıtılmış su 

DIG : Digoxigenin 

DNA : Deoksiribonükleik asit 

dNTP : Deoksi nükleozit trifosfat 

DTT : Dithiothreitol 

EPDA : Son nokta seyreltme deneyi 

GPI : Glukofosfatidilinositol 

GFP : Yeşil floresan proteini 

gr : Gram 

ICTV : Uluslararası virüs taksonomisi komitesi 

IIV : Invertebrate iridesent virüs 

IFN : İnterferon 

kbp : Kilobaz çifti 

KCl : Potasyum klorür 

kDa : Kilodalton 

LC-MS/MS : Sıvı Kromatografisi-Kütle Spektrometresi 

M : Molar 

MCP : Majör kapsit proteini 

ml : Mililitre 

mM : Milimolar   



XIV 

 

MOI : Hücre başına düşen virüs sayısı 

mRNA : Mesajcı RNA 

µl : Mikrolitre 

µm : Mikrometre 

µM : Mikromolar 

NBT/BCIP : Nitro mavi tetrazolyum/5-bromo-4-kloro-3-indolil-fosfat 

NCLDV : Nükleositoplazmik büyük DNA virüsleri 

ng : Nanogram 

nm : Nanometre 

ORF : Açık okuma zinciri 

PBS : Fosfat tamponu 

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu 

pfu : Plak oluşturan ünite 

pH : H iyon konsantrasyonu 

Pmol : Pikomol 

RNA : Ribonükleik asit 

RNAi : RNA interferens 

RT-PCR : Reverse transkripsiyon PCR 

oC : Santigrat derece 

SDS : Sodyum dodesil sülfat 

PAGE : Poliakrilamid jel elektroforezi 

TF : Transkripsiyon faktörü 

Tm : Erime sıcaklığı 

TNF : Tümör nekrozis faktör 

VAS : Viral birleşme bölgesi 

vd. : ve diğerleri 



 

1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1.  Giriş 

 

Virüsler, bir organizmanın hücreleri içerisinde faaliyet gösterebilen, küçük ve 

enfeksiyon oluşturabilen ajanlardır. Hayvan ve bitkilerden mikroorganizmalara kadar tüm 

hücresel yaşam formlarını enfekte edebilmektedirler. Omurgasız hayvanları enfekte eden 

virüsler altında bulunan böcek virüsleri oldukça geniş bir grubu oluşturmaktadırlar. Yararlı 

böcekler (örneğin bal arıları ve ipek böcekleri) için patojenik olan virüsler her yıl 

ipekböcekçiliği ve arıcılık endüstrilerine milyarlarca lira zarar vermektedir. Diğer taraftan, 

zararlı böcekler için patojenik olan virüsler ise biyolojik kontrol ajanları olarak 

kullanılabilmektedirler. Bu virüslerin bir diğer önemli özelliği de özellikle bakülovirüslerde 

olmak üzere hem böcek hem de memeli hücrelerinde gen ekspresyon ve gen transfer 

vektörleri olarak kullanılmak üzere ticari olarak geliştirilmiş veya geliştirilebilir olmalarıdır. 

Tüm bu faktörler, son yıllarda böcek virüsleri üzerine yapılan araştırmaların sayısında bir 

patlamaya yol açmış ve bu virüslerin moleküler ve hücresel biyolojileri hakkında ciddi 

düzeyde bilgi üretilmektedir. Böcek virüslerinin büyük bir çeşitliliği olmasına rağmen, 

bunlardan askovirüs, iridovirüs, polidnavirüs, bakülovirüs, sipovirüs ve entomopoksvirüsler 

böcek popülasyonlarında sıklıkla görülen virüs gruplarını oluşturmaktadırlar (Demirbağ vd., 

2008). 

Bu virüslerden biri olan iridovirüsler Iridoviridae familyasına mensupturlar. 

Iridoviridae familyasının üyeleri iridoviridler olarak da adlandırılmaktadırlar. Iridoviridlerin 

omurgalı ve omurgasızları enfekte eden türleri bulunmaktadır. Invertebrate iridescent virus 

6 (IIV6) omurgasızlarda enfeksiyonlara sebep olan Iridovirüs cinsinin ve Frog virüs 3 (FV3) 

ise omurgalılarda enfeksiyon yapan Ranavirüs cinsinin tip türleri olarak kabul edilmişlerdir 

(Chinchar vd., 2017). Bu iki virüs üzerinde yapılan çalışmalar, familyanın genel 

özelliklerinin anlaşılmasına yardımcı olmakta ve aynı zamanda diğer bütün DNA virüsleri 

için de model oluşturmaktadır. 

Viral bir ajanın biyokontrol materyali, gen ekspresyon veya gen tedavi vektörü 

amacıyla kullanılabilmesi için moleküler mekanizmalarının çok iyi anlaşılmış olması 

gerekir. Bu tez çalışmasının sonuçları bu açılardan da faydalı olacaktır. Omurgasız 

iridovirüsleri için model tür olarak kabul edilen IIV6 üzerine kurgulanarak gerçekleştirilen 
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bu tezde, virüse ait bütün genlerin transkripsiyon sınıflarının belirlenmesi, her bir gen 

grubuna ait promotor dizilerinin tespit edilmesi, virüs hücreye girdikten sonra replikasyona 

başlayabilmesi için gerekli transaktivatör proteinlerin araştırılması çalışmaları yapılmıştır. 

 

1.2.  Iridoviridae Familyası 

 

Iridoviridae familyasının ilk üyesi 1954 yılında Claude Rivers ve Nick Xeros’un 

çalışmaları sonucu keşfedilmiştir (Williams, 1996). Tipula paludosa (çayır sineği)’dan izole 

edilerek 1971’de Tipula iridescent virus adı verilen bu virüs 1999’dan bu yana Invertebrate 

iridescent virus 1 (IIV1) olarak bilinmektedir. Virüs enfeksiyonu böceklerde yanardöner, 

mavi-yeşil renkler oluşturduğu için virüsün adlandırılmasında gökkuşağı anlamındaki 

İngilizce “iridescent” kelimesi kullanılmıştır (Şekil 1).  

 

 

Şekil 1. Iridovirid enfeksiyonu içeren konak görüntüleri. A-I: Invertebrate 

iridescent virus 6 (IIV6) ile enfekte olmuş Drosophila melanogaster.   

A-II: Virüs ile enfekte olmamış D. melanogaster (Bronkhorst vd., 

2012). B: Singapore grouper iridovirus (SGIV) ile enfekte olmuş 

embriyonik hücrelerde virüsün oluşturduğu parakristal dizilim (Liu 

vd., 2016). N: nükleus; VAS: viral birleşme bölgesi (viral assembly 

site). Ölçü bar: 1 µm.  

 

Iridoviridae familyası Alphairidovirinae ve Betairidovirinae olmak üzere iki alt 

familyaya ayrılır. Bu gruplandırma, her bir alt familyadaki virüslerin enfekte ettiği konak 

yelpazesi, virion partikül büyüklüğü, genomlarının GC içeriği, DNA’larının metillenme 

durumu ve majör kapsit proteinlerinin amino asit dizi benzerliği göz önünde bulundurularak 

yapılmıştır (Chinchar vd., 2017). Alphairidovirinae alt familyası Ranavirus, 

Megalocytivirus ve Lymphocystivirus olmak üzere üç cinsten oluşur ve bu grubun üyeleri 

A B

B 

I II 
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kemikli balıklar, amfibiler ve sürüngenler gibi özellikle soğukkanlı omurgalıları enfekte 

ederler. Dolayısı ile bunlar omurgalı iridovirüsleri olarak bilinirler. Iridovirus ve 

Chloriridovirus cinslerinin bulunduğu Betairidovirinae alt familyasının üyeleri ise böcekler 

ve kabuklular başta olmak üzere omurgasızları enfekte ederler ve dolayısı ile bunlar da 

omurgasız iridovirüsleri (IIVler) olarak bilinirler. Iridovirus cinsine ait üyelerle familya 

üyeleri arasında karışıklıktan kaçınmak için familyaya ait üyelerden iridovirus yerine 

iridoviridler olarak bahsedilmesine karar verilmiştir (Chinchar vd., 2017). 

Bu familyaya ait bütün virüsler ikozahedral simetrili, 150-200 nm çapında olup 103-

220 kbp arasında değişen çift zincirli, doğrusal ve büyük DNA genomuna sahiplerdir. Dönen 

çember replikasyonu ile oluşan konkatamerler yeni oluşacak virüslere aktarılırken hacim 

bağımlı mekanizma ile paketlendiğinden, genom uçlarında dizi tekrarlarına (terminal 

tekrarlar) ve halkasal permütasyona sahiplerdir. Tekrarlanan bu diziler genoma %5-50 

arasında değişen fazlalık kazandırırlar (Chinchar vd., 2017).  Viral replikasyon döngüsü hem 

nükleus hem de sitoplazmada gerçekleştiği için bu virüsler nükleositoplazmik büyük DNA 

virüsleri (NCLDV) grubuna dahil edilmişlerdir. Viral replikasyon çekirdekte başlar ve virion 

oluşumu ise sitoplazmada, virüse ait DNA parçalarının ve viral proteinlerin çokça bulunduğu 

viral olgunlaşma bölgesinde (virojenik stroma) meydana gelir. Virionlar sitoplazmada 

kalarak familyaya özgü parakristal dizi denilen yapılar oluşturabilirler ya da hücreyi 

parçalayarak dışarıya dağılırlar. Virionların bir kısmı da hücre zarından tomurcuklanarak 

ayrılır ve bu esnada zarf kazanırlar (Liu vd., 2016).  

Virüslere ait filogenetik benzerlikler çalışılırken çoğunlukla virüslerin korunmuş gen 

dizileri arasındaki benzerlikler dikkate alınır. Iridoviridlerde kor proteinlerden olan D5 

ATPaz, A32 ATPaz, A1L/VLTF2 transkripsiyon faktörü, majör kapsit proteini (MCP) ve 

viral DNA polimeraz, özellikle Asfarviridae, Ascoviridae, Phycodnaviridae, 

Mimiviridae ve Poxviridae gibi diğer NCLDV’deki karşılık gelen proteinlerle amino asit 

dizisi benzerlikleri paylaşırlar (Şekil 2) (Boyer vd., 2009). Bu benzerlikler, söz konusu 

virüslerin ortak bir atadan geldiğini ve Megavirales adında yeni bir virüs takımının üyeleri 

oldukları önerisini desteklemektedir (Colson vd., 2013). Benzer şekilde iridoviridler, 

askovirüsler ve marseillevirüsler arasında ortak olan 9 gen dizisinin karşılaştırılması, 

askovirüslerle IIV’ler arasında yakın bir ilişki olduğunu, askovirüslerin IIV6 ve IIV3 ile 

ortak bir atadan geldiklerini doğrulamaktadır (Piegu vd., 2015). Ancak son zamanlarda 

yapılan genom dizileme çalışmaları sayesinde virüsleri birbirinden ayırmak ve 

sınıflandırmak için komple genom dizilerine dayalı olarak çizilen filogenetik ağaçlar daha 
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kuvvetli bir sınıflandırma yöntemi olarak görülmektedir. Bugüne kadar tüm genom analizi 

yapılmış, 42 tanesi omurgalıları ve 9 tanesi omurgasızları enfekte eden toplam 53 tane 

iridovirid bulunmaktadır (Tablo 1). Bunlardan iki tanesi (AMIV, Anopheles minimus 

iridovirus ve SHIV, Shrimp hemocyte iridescent virus) henüz herhangi bir sınıfa dahil 

edilmemiştir ve yapılan son filogenetik analizlere göre “Xiairidovirus” adında yeni bir cins 

olarak gruplandırılması planlanmaktadır (Huang vd., 2015; Qiu vd., 2018).  

 

 

Şekil 2. Iridoviridlerin diğer nükleositoplazmik DNA virüsleri ile filogenetik ilişkisi. D5 tip 

ATPaz, DNA polimeraz B, A32 ATPaz, majör kapsit protein ve A1L/VLTF2 

transkripsiyon faktörü gen dizileri açısından familyaların filogenetik analizi (Boyer 

vd., 2009; Jancovich vd., 2012). 
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Tablo 1.  Gen bankasında genom dizisi veya DNA dizisi bulunan iridoviridler 

 

Cins 

(Alt Familya) 

Tür, Suş ve 

İzolat 

  Genom      

  Büyüklüğü   

  (bp) 

ORF 

Sayısı 

GC 

İçeriği 

GenBank 

Erişim 

Numarası 

Referans 

Iridovirus 

IIV1        ND ND ND M33542a (Tajbakhsh, 1990) 

IIV6# 212,482 215 28.63 AF303741 (Jakob vd., 2001) 

IIV31 220,222 203 35.09 HF920637 (Piegu vd., 2014) 

Chloriridovirus 

IIV3# 191,132 126 48 DQ643392 (Delhon vd., 2006) 

IIV9 205,791 191 31 GQ918152 (Wong vd., 2011) 

IIV22 197,693 167 28.05 HF920633 (Piegu vd., 2013) 

IIV22A 196,456 174 28 HF920634 (Piegu vd., 2014) 

IIV25 204,815 177 30.32 HF920635 (Piegu vd., 2014) 

IIV30 198,533 177 28.1 HF920636 (Piegu vd., 2014) 

Ranavirus 

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 Yayımlanmamış 

  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 AF157665a (Ohlemeyer, 2011) 

ECV-13051/2012 127,751 135 54.2 KT989884 Yayımlanmamış 

ECV-14612/12     127,549 136 54 KT989885 Yayımlanmamış 

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) 

GIV 139,793 120 49 AY666015 (Tsai vd., 2005) 

ATV-GUFFY 106,437 99 54 KR075882 (Jancovich vd., 2005) 

GV6 ND ND ND AF157671a (Ohlemeyer, 2011) 

LMBV ND ND ND FR682503a (Ohlemeyer, 2011) 

PPIV 108,041 109 55.3 KX574341 (Holopainen vd., 2016) 

RCV-Z 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 (Lei vd., 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) 

       

# İlgili cinse ait tip türünü göstermektedir. 

  Altı çizili olanlar ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) tarafından tür 

olarak kabul edilen virüs isimlerini belirtmektedir. 
a Genom dizisi henüz belirlenmemiştir. Erişim numarası sadece MCP’ye aittir. 

ORF: Açık okuma zinciri, ND: Belirlenmemiş (not determined). 
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Tablo 1’in devamı 

 

Cins 

(Alt Familya) 
Tür, Suş ve 

İzolat 

Genom 

Büyüklüğü 

(bp) 

ORF 

Sayısı 
GC 

İçeriği 

GenBank 

Erişim 

Numarası 
Referans 

Lymphocystivirus 
LCDV-1# 102,653 108 29.1 NC_00182 (Tidona ve Darai, 1997) 

LCDV-C 186,250 239 27.2 AY380826 (Zhang vd., 2004) 

LCDV-Sa 208,501 183 33 KX643370 (Lopez-Bueno vd., 2016) 

Megalocytivirus 

GSIV-K1 112,565 135 53.02 KT804738 (X. Y. Chen vd., 2016) 

ISKNV# 111,362 125 54.8 AF371960 (He vd., 2001) 

LYCIV 111,760 ND 53.92 AY779031 (Kurita ve Nakajima, 2012) 

OSGIV 112,636 126 54 AY894343 (Lu vd., 2005) 

RBIV-

KOR-TY1 

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

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

SDDV 124,244 129 37 KR139659 (de Groof vd., 2015) 

TRBIV 110,104 115 55 GQ273492 (Shi vd., 2010) 

Sınıflandırılmamış AMIV 163,023 148 39 KF938901 (Huang vd., 2015) 

SHIV 165,809 170 34.6 MF599468 (Qiu vd., 2018) 

 

Iridoviridae familyasına mensup 5 cinsin üyelerinin genel özellikleri Tablo 2’de 

gösterilmiştir. Alphairidovirinae alt familyası üyeleri virüs tarafından kodlanan DNA 

metiltransferaz sayesinde genomlarındaki sitozinlerin yaklaşık %25’ini metillemektedirler 

(Chinchar vd., 2009). Ancak, Ranavirus cinsi üyelerinden olan Singapore grouper iridovirus 

(SGIV) ve Grouper iridovirus (GIV) DNA metiltransferaz kodlamadıkları için 

metilasyondan yoksundurlar. DNA metilasyonunun görevi tam olarak bilinmiyor olsa da 

metilasyona ihtiyaç duyan virüslerin bu özelliği engellendiğinde virüs artışında gerileme ve 

viral DNA sentezinde bozulmalar olduğu görülmüştür (Goorha ve Dixit, 1984). 

Betairidovirinae alt familyası üyelerinde DNA metilleme özelliği bulunmamaktadır. 

Virüsleri sınıflandırırken en önemli kriterlerden biri de korunmuş protein dizi 

benzerlikleridir. MCP tüm iridoviridlerde korunmuş olarak bulunan ve virion yapısının 

büyük bir kısmını oluşturan önemli bir proteindir. Bu proteinin amino asit dizisi aynı cins 

içinde bulunan iridoviridler arasında %70’ten fazla benzerlik gösterirken, farklı cinslerde 

bulunan iridoviridler arasında %50’den azdır.  
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Tablo 2. Iridoviridlerin sınıflandırılmasında kullanılan özellikler 

 

Alt Familya Cins 
Virion 

Büyüklüğü 
Konak GC İçeriği 

DNA 

Metilasyonu 

Betairidovirinae 

Iridovirus 
120–130 nm Eklembacaklılar, 

özellikle böcekler 

%29–32 Yok 

Chloriridovirus 180 nm Çift kanatlılar, 

özellikle sivrisinekler 

%48 Yok 

Alphairidovirinae 

Ranavirus 
150 nm Sürüngenler, 

Amfibiler ve Kemikli 

balıklar 

%54 Var 

Lymphocystivirus 

198–227 nm Deniz ve tatlı su 

balıkları 

Yassı Balıklar 

%29,1–33 Var 

Megalocytivirus 140–200 nm Deniz balıkları %54,8 Var 

 

Aynı cins bünyesinde bulunan virüsler, genomik seviyede genellikle %50’den fazla 

nükleotit veya amino asit dizi benzerliği gösterirler. Bu benzerlik %90’dan daha fazla olursa 

bu virüsler aynı tür veya aynı türe ait izolat/suş olarak kabul edilir. Ancak, ranavirüslerden 

FV3, ATV ve EHNV %90’dan fazla dizi benzerliği göstermesine rağmen, konak 

yelpazelerinin ve genomik organizasyonlarının farklı olmasından dolayı farklı türler olarak 

değerlendirilmişlerdir. Familyanın tüm üyelerinde korunmuş 26 gen dizisinin benzerliğine 

göre oluşturulan filogenetik analizde ranavirüsler üç, megalositivirüsler iki ve 

lenfosistivirüsler iki/üç gruba ayrılmıştır. Daha önce herhangi bir sınıfa yerleştirilmeyen ve 

ICTV’nin 9. raporunda Iridovirus cinsine dahil edilen bazı iridoviridler (IIV9, IIV22, 

IIV22a, IIV25, IIV30 ve AMIV) IIV3’e daha yakın çıkmış ve Chloriridovirus cinsine dahil 

edilmişlerdir (Şekil 3).  

Iridoviridae familyasına ait virüsler, biyolojik kontrol materyali olarak kullanılabilme 

potansiyelleri (D'Costa vd., 2012) ve kültürü yapılan balık gibi özellikle sucul hayvanlarda 

ölümcül enfeksiyonlara sebep olmalarından dolayı önem kazanmıştır (Williams vd., 2005). 
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Şekil 3. Iridoviridae familyası üyelerinin filogenetik analizi. Virüs isimleri baş kısımlarında 

erişim numaraları ile verilmiştir. Koyu yazılanlar ait oldukları grubun model 

organizmasını temsil etmektedir. Filogenetik ağaç, tüm genom analizi yapılan 45 

farklı iridovirid arasında 26 kor gene ait amino asit dizisinin birleştirilmesiyle 

IQTREE programı kullanılarak çizilmiş (Chinchar vd., 2017). 

 

 

1.3.  Iridoviridlerin Morfolojisi 

 

Her bir virüs partikülü, en dışta protein yapıda kapsit tabakası, ortada lipit bir membran 

ve en içte de DNA ve proteinlerin etkileşim halinde bulunduğu öz (kor) bölge olmak üzere 

toplam üç tabakadan oluşur (Şekil 4) (Williams, 1998; Yan vd., 2000; Yan vd., 2009). Bazı 
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virionlar ise kapsit tabakasının üzerinde ilave bir zarf bulundurabilirler. Bu zarf tabakasını 

virüsler konak hücre içerisindeki yaşam döngülerini tamamladıktan sonra hücre 

membranından tomurcuklanarak ayrılmaları esnasında kazanırlar. Tomurcuklanma 

yapmadıkları zaman ise çok sayıda çıplak virion bir araya gelerek parakristal dizi adı verilen 

yapılar oluştururlar. İçerisi virüs ile dolan hücre parçalanır ve virüsler zarfsız şekilde dış 

ortama salınırlar.  Zarflı veya zarfsız oluşan her virionun enfeksiyon yapma yeteneği vardır 

(Williams ve Ward, 2010). Ancak zarflı virionlar konağa özgü enfektivite bakımından daha 

etkili (150 kata kadar) olduklarından dolayı, zarf yapısında bulunan bazı proteinlerin virüs 

konak etkileşimlerinde önemli görevleri olduğu düşünülmektedir (Braunwald vd., 1979; 

Gendrault vd., 1981). Zarf yapısına sahip olan iridoviridler konak hücreye reseptör bağımlı 

endositozla girerken, zarfsız iridoviridler hücre zarından pinositoz veya kaveola bağımlı 

endositozla girerler (Wang vd., 2014).  

Virion yapısının en iç kısmında bulunan öz, 12.5 kDa ana bileşenle birlikte büyüklüğü 

en fazla 81 kDa olan en az 5 polipeptitten oluşur (Cerutti ve Devauchelle, 1985). Diğer DNA 

virüslerinden farklı olarak öz kısmın üzerini 4 nm kalınlıkta bir lipit tabaka kaplar. Bu tabaka 

kuru virion ağırlığının %5-9’unu oluşturur ve büyük kısmı (%44-75) fosfolipittir. Viral lipit 

membranın ana bileşenlerinden olan glukofosfatidilinositol (GPI), posttranslasyonel 

modifikasyonlar esnasında proteinlerin C-ucuna bağlanırlar. GPI bağlı bu proteinler, hücre 

dışı reseptörler, hücre yüzey antijenleri ve hücre tutunma molekülleri gibi kilit rollerde görev 

alarak hücre dışı proteazlara ve lipazlara bağlanma yüzeyi sağlarlar (Low, 1989). Ancak bu 

lipit membranla kaplı öz, enfeksiyon yapma özelliğinden yoksundur (Wagner vd., 1975). 

Virionlarda bulunan bu lipit tabakanın içeriği konak hücrenin lipit membranından farklı 

olduğu için, virüslerin bu membranı muhtemelen konak hücreden almadığı, enfeksiyon 

sürecinde de novo olarak ürettiği düşünülmektedir (Balange-Orange ve Devauchelle, 1982). 

Tüm iridoviridlerde ortak olarak bulunan MCP, 48-55 kDa moleküler ağırlığına sahiptir ve 

virionların kuru ağırlığının yaklaşık %45’ini oluşturur. 
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Şekil 4. Iridoviridlerde virion iç ve dış yapısının şematik görünümü. (ViralZone:  

    www.expasy.org/viralzone sitesinden Türkçeleştirildi) 

 

Iridoviridlerin morfolojik yapılarını belirlemek için yapılan çalışmalar çoğunlukla 

IIV6 üzerinde gerçekleştirilmiştir. IIV6 virionları iki (kenarlara göre), üç (eşkenar yüzlere 

göre) ve beş (köşelere göre) farklı eksen açısından bakıldığında, sırasıyla 162, 165 ve 185 

nm çaplarında olduğu tespit edilmiştir (Jankovich vd., 2012). Elektron mikroskop (EM) ve 

kriyo-EM çalışmalarına göre her bir partikül 12 pentasimetron (beşgen) ve 20 trisimetrondan 

(eşkenar üçgen) oluşan ikozahedral bir yapıdadır (üçgenleşme sayısı, T=147) (Yan vd., 

2009). Bu yapıların her ikisi de her bir virionda toplam 1460 tane bulunan altıgen şekilli 

(hekzavalent) kapsomerlerden oluşur. Bu kapsomerler türler arasında oldukça yüksek oranda 

korunmuş olan MCP’den oluşmuşlardır (Tidona vd., 1998). Her bir kapsomer dış yüzeyde 

kovalent olarak bağlı olmayan üçlü (trimer) MCP ve iç yüzeye disülfit bağlarla bağlı ikinci 

bir üçlü MCP içerir (Cerutti ve Devauchelle, 1985; 1990). Bunlara ek olarak kapsit yapısında 

bulunan ve lipit membranla etkileşim halinde olan fermuar (zip, 11,9 kDa) monomerleri, 

fermuar dimerleri, parmak proteinleri (finger, 19,7 kDa) ve tutunma proteinleri (anchor, 32,4 

kDa) adı verilen minör kapsit proteinleri bulunmaktadır. Bazı iridoviridlerde kapsidin dış 

yüzeyi yaklaşık 2,5 nm uzunlukta esnek fibrillerle kaplanmış olabilir.      

Iridoviridae familyasının farklı üyeleri arasında nükleotit dizi analizi belirlenmiş 

100’den fazla açık okuma zincirinden (open reading frame, ORF) 26 tanesinin tüm 

iridoviridlerde ortak olduğu belirlenmiştir (Tablo 3) (Eaton vd., 2007; Eaton vd., 2010). 

Viral proteinleri katalitik, yapısal ve virülansla ilgili olanlar olmak üzere üç kategoriye 

http://www.expasy.org/viralzone
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ayırmak mümkündür. Bu 26 korunmuş ORF’nin büyük kısmını katalitik proteinler oluşturur 

ve bunların içerisinde virüs tarafından kodlanan DNA polimeraz, RNA polimeraz II viral 

homoloğunun (vPOL-II) iki büyük alt ünitesi ve ribonükleotit redüktaz küçük alt ünitesi 

bulunmaktadır. Proteinlerin gruplandırılması çoğunlukla veri tabanındaki diğer proteinlerle 

benzerliklerine dayanılarak yapılır ve fonksiyonları “muhtemel” adı altında tahminen 

belirtilir. Ancak sonradan her birinin görevinin deneylere dayalı olarak doğrulanması 

gerekir. Örneğin; antisens morfolino oligonükleotit kullanarak vPOL-IIα’nın susturulması 

sonucu geç viral gen ifadelerinde ciddi oranda azalma görüldüğü için bu proteinin viral 

transkriptaz görevi gördüğü desteklenmiştir (Sample vd., 2007). 

İridovirid partikülleri yapısal ve virionla ilişkili proteinlerin bir araya gelmesiyle 

oluşan bir komplekstir. MCP, fermuar, parmak ve tutunma proteinleri gibi yapısal 

elementlerin yanı sıra, virionlar büyüklükleri 5-250 kDa arasında değişen 30’dan fazla ilave 

protein içerirler (Şekil 5). MCP, tüm iridoviridler arasında yüksek oranda korunduğu için 

amino asit dizisi virüs tanımlama ve filogenetik analizlerde kullanılır.  

 

 

Şekil 5. Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6)’da kapsit simetrisi ve minör kapsit 

proteinlerinin organizasyonu. A: IIV6 ,  20 trisimetron (biri açık ve diğeri koyu 

mavi renkli) ve 12 pentasimetron (pembe renkli) yapıdan oluşur. 

Ikozahedronun bir üçgen yüzeyi yeşil çizgi ile gösterilmiş. B: IIV6’nın minor 

kapsit proteinlerinin dizilimi (Yan vd., 2009). 
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Virion yapısına şekil ve bütünlük bakımından destek sağlayan standart yapısal 

proteinlere ek olarak viral replikasyonda önemli rol oynayan virion-ilişkili çok sayıda 

protein mevcuttur. Bunlara örnek olarak virion tarafından kodlanan ve en erken viral 

genlerin ifade edilmesini sağlayan muhtemel bir transkripsiyonel transaktivatör protein ve 

IIV6’nın yapısında bulunan en az 6 tane DNA-ilişkili protein verilebilir. Ayrıca protein 

kinaz, nükleotit fosfohidrolaz, ss/dsRNA özgü ribonükleaz, deoksiribonükleazlar, protein 

fosfataz ve konağın makromolekül sentezini inhibe etmesini tetikleyen protein gibi virion-

ilişkili enzimatik aktivitesi olan çok sayıda protein tanımlanmıştır. Tüm bu polipeptitlerin 

yanı sıra bazıları tüm iridoviridler tarafından kodlanan ve katalitik protein olduğu düşünülen 

ve BLAST analiziyle belirlenmiş çeşitli proteinler tanımlanmıştır (Tablo 3). 

Son olarak sınırlayıcı çevre koşullarında viral replikasyonu artıran veya konağın 

immün cevabını engelleyen birkaç muhtemel virülans ve immün kaçış proteinleri tespit 

edilmiştir (Grayfer vd., 2015). Virülansla ilgili olan grupta timidin kinaz, dUTPaz ve viral 

enfeksiyon boyunca deoksiribonükleotit havuzlarının devamlılığını sağlayan ribonükleotit 

redüktazın viral homologları bulunurken, immün cevapla ilgili olan ikinci grupta bağışıklığı 

durdurma görevi yapan vCARD, vIF-2α, vRNaz III ve β-steroid dehidrojenaz 

bulunmaktadır. Örneğin, ökaryotlarda translasyon başlama faktörü eIF-2α’nın viral 

homoloğu olan vIF-2α, protein kinaz R'nin aracılık ettiği translasyonel durmayı engeller ve 

enfeksiyon boyunca viral protein sentezini sürdürür (Rothenburg vd., 2011).
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Tablo 3. Iridoviridae familyasına ait korunmuş genler * 

 

*R ve L harfleri gen bölgelerinin ilgili virüs genomundaki yönünü temsil etmektedir R (Right), düz; L (Left), ters. 

Kategori Gen Adı 
Ranavirus Lymphocystivirus Megalocytivirus Iridovirus Chloriridovirus 

FV3 STIV TFV EHNV ATV SGIV GIV LCDV-1 LCDV-C ISKNV   RBIV  OSGIV IIV6 IIV3 

Katalitik Muhtemel replikasyon faktörü ve/veya 

DNA bağlanma/paketleme proteini 

1R 1R 105R 100R 91R 116R 79R 162L 181R 61L 57L 60L 282R 79L 

Yapısal Miristilli membran proteini 2L 2L 2L 1L 1L 19R 4R 160L 38R 90.5L 85L 88.5L 337L 47R 

Katalitik DNA bağımlı RNA Pol II α alt ünitesi 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 için gerekli, 

poksvirüs A32'ye benzer AAA-ATPaz 

15R 16R 16R 92L 83R 134L 90L 54R 114L 122R 116R 119R 075L 88R 

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 21L 86R 78R 54R 32R 6L 7L 56L 54L 57L 067R 4R 

Katalitik DNA replikasyonuna katılan D5 ailesi 

NTPaz 

22R 25R 22R 85L 77L 52L 31L 128L 80L 109L 101L 106L 184R 121R 

Katalitik, 

Virulans 

Muhtemel tirozin kinaz/LPS modifiye 

eden enzim 

27R 31R 29R 62R 58R 78L,81L 52L 195R 173R 114L 106L 111L 179R,439L 35R 

Virulans NIF-NLI etkileşim faktörü 37R 41R 40R 72R 64R 61R 37R 82L 148L 5L 6L 6L 355R 104L 

Katalitik Vaksinya virüs erken transkripsiyon 

faktörü 

41R 45R 45R 77R 69R 57L 35L 163R 235R 76L 72L 75L 295L 16R 

Yapısal 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 47L 150L 100L 143L 178L 13R 13R 15R 098R 98L 

Katalitik DNA polimeraz ailesi B eksonükleazı 60R 63R 63R 44L 44L 128R 87R 135R 203L 19R 20R 22R 037L 120L 

Katalitik DNA bağımlı RNA Pol II β alt ünitesi 62L 64R 65L 43R 43R 73L 46L 25L 25R 34R 33R 36R 428L 9R 

Katalitik, 

Virulans 

Ribonükleotit redüktaz, küçük alt birim 

(RRα) 

67L 71L 71L 38R 38R 47L 26L 27R 41L 24R 26R 27R 376L 48L 

Katalitik, 

Virulans 

RNaz III 80L 87L 85L 24R 25R 84L 55L 137R 187R 87R 83R 85R 142R 101R 

Katalitik Transkripsiyon uzama faktörü TFIIS 81R 88R 86R 23L 24L 85R 56R 171R 115R 29L 29.5L 32L 349L 55R 

Katalitik Çoğalan hücre nükleer antijeni (PCNA) 84R 91R 90R 19L 20L 68L 41L 3L 197L 112R 103R 109R 436R 60L 

Katalitik Deoksinükleozit kinaz 85R 92R 91.5R 18L 19L 67L 40L 136R 27R 32R 31R 34R 143R 29R 

Katalitik, 

Virulans 

Tiyol oksidoredüktazların Erv / Alr 

ailesi 

88R 94R 94R 16L 16L 70R 43R 106L 142L 43L 43.5L 45L 347L 96R 

Yapısal Majör 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 108.5R 112R 393L 39R 

Katalitik Uvr/REP Helikaz 94L 99L 100R 11L 11L 98R 67R 19R 153L 86R 82.5R 84.5L 307L 33L 

Katalitik Muhtemel RAD2 tipi nükleaz 95R 100R 101R 10L 10L 97L 66L 191R 169R 27L 28L 30L 369L 76L 

 
1
3
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1.4.  Iridoviridlerin Genom Özellikleri ve DNA Replikasyonu 

 

Iridoviridae familyasının üyeleri büyük DNA genomuna sahip virüslerdendir. Genom 

büyüklüğü 103-220 kbp arasında değişen bir DNA molekülü olabildiği gibi, genomlarındaki 

terminal tekrarlardan dolayı genom içeriği %5-50 daha fazla olabilir (140-303 kbp). Virion 

partikül ağırlığının %12-16’sını DNA oluşturur ve G+C içeriği %27-55 arasında değişiklik 

gösterir. Familya içerisinde bulunan bütün virüslerin genomunda halkasal permütasyon ve 

terminal tekrarlar görülür (Şekil 6). Alphairidovirinae alt familyasına dahil edilen virüs 

genomlarında (GIV ve SGIV hariç) yüksek oranda metilasyon görülürken, Betairidovirinae 

familyasının üyelerinde metilasyon olmaz (Ince vd., 2018). LCDV1 (103 kbp) hariç 

Lymphocystivirus, Iridovirus ve Chloriridovirus (163-220 kbp) cinslerine ait tüm üyelerin 

genomları, Megalocytivirus ve Ranavirus (103-140 kbp) cinslerine ait üyelerin 

genomlarından daha büyüktür. SGIV dışında Ranavirus cinsinin bütün üyeleri belirgin eş-

doğrusal gen dizilimi gösterme eğilimindedir. Ancak yine de bütün iridoviridlerde 

inversiyon ve delesyonlar tespit edilmiştir. DNA molekülünün her iki zinciri üzerinde 

muhtemel ORF’ler vardır, ancak üst üste çakışan ve kodlama yapan genler nadir görülür. 

Genom üzerinde genlerin olduğu bölgeler çoğunluktadır ve genler arası bölgeler genellikle 

kısadır. Genom, tekrar dizileri içermektedir. Ökaryotların aksine iridoviridler intron bölgeler 

içermez ve viral mRNA’ların poliA kuyrukları yoktur. Fakat biyokimyasal ve in silico 

analizler ökaryotlara benzer olarak viral gen ifadesini değiştiren viral mikroRNA 

(miRNA)’ların varlığını desteklemektedir. Çıplak viral DNA tek başına enfeksiyon yapma 

yeteneğinden yoksundur, ancak virion yapısında bulunan proteinlerin (yapısal proteinler) 

varlığında viral DNA tekrar enfeksiyon yapma özelliğini geri kazanmakta ve yeni virionlar 

oluşmaktadır  (Cerutti vd., 1989; Nalcacioglu vd., 2003; Willis ve Granoff, 1985). 
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Şekil 6. Iridoviridlerde hacim bağımlı DNA paketlenme mekanizması, halkasal permütasyon 

ve dizi tekrarları. 

 

Viral DNA replikasyonu, konak hücrenin nükleusunda başlar ve sitoplazmasında 

devam eder. İki aşamalı DNA replikasyonuna sahip oldukları için bu virüsler 

“nükleositoplazmik büyük DNA virüsleri (NCLDV)” olarak adlandırılır. İridoviridler diğer 

NCLDV’lerden (nükleopolihedrovirüsler, NPV’ler; granulovirüsler, GV’ler; sitoplazmik 

polihedrovirüsler, CPV’ler ve entomopoksvirüsler, EPV’ler) farklı olarak koruyucu bir 

protein matriks içine gömülü değildirler (Williams, 1998). 

İridoviridlerde genom replikasyon modeli Ranavirus cinsinin tip türü olan Frog virüs 

3 (FV3) üzerinde yapılan çalışmalarla aydınlatılmıştır (Chinchar vd., 2009; Jancovich vd., 

2015; Williams vd., 2005). Tam mekanizması açıklığa kavuşmamış olsa da zarflı partiküller 

reseptör aracılı endositozla hücre içine girerken, zarfsız olanlar ise plazma membranında 

kapsit yapısı çözüldükten sonra pinositoz veya kaveola bağımlı endositoz gibi farklı yollarla 

hücre içine girebilirler (Wang vd., 2014). Kapsit yapısı çözüldükten sonra açığa çıkan viral 

DNA özü doğruca nükleusa girer (Şekil 7). 

Ebeveyn virüs DNA’sı 

Ebeveyn DNA’sının replikasyonu 

sonucu oluşan konkatemerik DNA 

Konkatemerik DNA’dan 

“headful” mekanizma ile yavru 

virionlara paketlenen DNA’lar 

(Virionların aldıkları DNA’larda 

heterojenite mevcut) 
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Şekil 7. Frog virus 3 (FV3)’ün replikasyon stratejisi. Replikasyon nükleusta başlar. Erken 

viral transkriptlerin sentezi ve genomun iki katına çıkması burada gerçekleşir. DNA 

genomları daha sonra replikasyonun ikinci aşamasının gerçekleşeceği sitoplazmaya 

transfer edilir. Geç viral mRNA’lar virüs tarafından kodlanan çoklu alt üniteye 

sahip transkriptaz tarafından sentezlenir. Virion birleşme bölgesinde oluşan yeni 

virüs partikülleri hücre içinde kalarak parakristal diziler oluşturur veya 

tomurcuklanarak hücre dışına çıkarlar (Chinchar vd., 2017). 

 

Viral DNA sentezinin ilk aşaması nükleusta meydana gelir. DNA replikasyonundan 

önce nükleusta en erken genlerin transkripsiyonu gerçekleşir. Iridovirüslerde genler üç farklı 

aşamada transkripsiyona uğramaktadırlar. Bu aşamalar; en erken (IE), gecikmiş erken (DE) 

ve geç (L) şeklinde sınıflandırılır. Bu aşamalardan IE ve DE grubuna dahil olan genlerin 

transkripsiyonu nükleusta gerçekleşir. Nükleusta, mekanizması tam bilinmemekle birlikte, 

virion ilişkili bir veya daha fazla protein transkripsiyonel transaktivatör olarak görev yapar 

ve konağa ait RNA polimeraz II viral DNA’yı kalıp olarak kullanarak viral IE mRNA’ları 

sentezlemek üzere yönlendirilir. IE ve DE viral transkriptler tarafından kodlanan gen 

ürünleri düzenleyici ve katalitik proteinlerdir. Bu gen ürünlerinden biri, ilk viral genomu 
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kalıp olarak kullanarak viral DNA sentezinin ilk aşamasını katalizleyen viral DNA 

polimerazdır. Yeni oluşan bu viral DNA’lar daha fazla DNA replikasyon döngüsü, erken 

transkripsiyon veya viral DNA sentezinin ikinci aşaması için viral DNA’nın sitoplazmaya 

aktarılmasında kullanılır. Sonuç olarak sitoplazmada uzun konkatemerler oluşmuş olur. 

Viral DNA metilasyonu da sitoplazmada gerçekleşir. Bunun tam olarak ne için gerekli 

olduğu henüz bilinmese de viral DNA’yı virüsle ilişkili endonükleolitik saldırıdan koruduğu 

düşünülmektedir. L viral transkriptlerin sentezi de sitoplazmada gerçekleşir ve RNA 

polimeraz II’nin virüs tarafından kodlanan homoloğu tarafından katalizlenir (Sample vd., 

2007). Diğer büyük DNA virüslerinde olduğu gibi bütün geç genlerin ifade edilebilmesi için 

öncelikle DNA sentezine ihtiyaç duyulur. İridoviridler replikasyon bakımından sıcaklığa 

duyarlı olduğundan sıcaklık uygun olmadığında DNA’larını çoğaltamazlar. Ayrıca virüsle 

enfekte hücreler DNA sentez inhibitörü (Arabinosilsitozin, Ara-C) varlığında inkübe 

edildiklerinde geç viral transkriptler oluşmaz ve proteinler ifade edilmezler. Virion oluşumu, 

sitoplazmada “virüs birleşme bölgesi” adı verilen ve morfolojik olarak diğer bölgelerden 

rahatlıkla ayırt edilebilen bölgede gerçekleşir. Virüs birleşme bölgesinin oluşması için geç 

viral gen ürünlerinin sentezine ihtiyaç duyulmaz (Sample vd., 2007). DNA replikasyonu 

esnasında oluşan konkatemerik viral DNA parçalarının “hacim bağımlı” mekanizma 

aracılığıyla yavru virionlara paketlendiği düşünülmektedir. Bu mekanizmadan dolayı 

iridovirid genomlarında halkasal permütasyon ve terminal tekrar dizileri ortaya çıkar. 

Birleşme olayı gerçekleştikten sonra oluşan virionlar sitoplazmada kalarak parakristal dizi 

oluşturabilirler veya plazma membranından tomurcuklanarak zarf kazanabilirler (Liu vd., 

2016). Omurgalıları enfekte eden iridoviridlerin çoğunda oluşan virionların büyük kısmı 

hücre içerisinde kalır. 

 

1.5.  Iridovirus Cinsi 

 

Iridovirus cinsinin altında ikisi tür olarak ICTV tarafından onaylanmış toplam üç virüs 

bulunmaktadır (IIV1, IIV6 ve IIV31). Daha önceden yapılmış gruplandırmaya göre 

Iridovirus içerisine yerleştirilmiş çok sayıda virüs daha kapsamlı yapılan benzerlik 

çalışmaları neticesinde Chloriridovirus cinsine daha yakın oldukları için bu gruba dahil 

edilmişlerdir. Iridovirus cinsinin tip türü olarak belirlenen Invertebrate iridescent virus 6 

(IIV6), familyada bulunan tüm virüslerin biyolojisini anlamak için üzerinde en çok çalışılan 
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iridoviridlerden birisidir.  Model organizma olarak seçilen türler üzerinde yapılan 

çalışmalardan elde edilecek veriler, benzerlik gösterdiği diğer virüs grupları için de geçerli 

olacağı için bu organizmaların biyolojisini çok iyi anlamak gerekir. 

 

1.6.  Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6) 

 

Iridovirus cinsinin tip türü olan Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6) ilk defa 1966 

yılında lepidoptera grubu bir böcek olan Chilo suppressalis (pirinç sap kurdu)’ten izole 

edilmiştir (Fukaya ve Nasu, 1966). Bu yüzden diğer adı Chilo iridescent virüs (CIV) olarak 

da bilinir.  IIV6, tarımsal açıdan zararlı olan çok sayıda böcek üzerinde enfeksiyon geliştirme 

özelliğine sahip olduğundan dolayı biyolojik kontrol materyali olma potansiyeline sahiptir 

(Henderson vd., 2001). Bu virüsün avantajlarından 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) böcek hücre kültürlerinde çoğalabilmesi ve çalışılabilmesidir. 

Bunların dışında Spodoptera frugiperda, Trichoplusia ni, Aedes aegypti, Pierris rapae, 

Heliothis virescens, Helicoverpa zea, Anticarsia gemmatalis, Plutella xylostella ve Aedes 

albopictus hücre kültürlerinde de replike olabildiği tespit edilmiştir (Constantino vd., 2001). 

IIV6, NCLDV için model olarak kullanılır. Genom büyüklüğü 212,482 baz çifti 

uzunluğundadır. Bu büyüklük virion kütlesinin %12’sine tekabül etmektedir. Genomda en 

az 6 tane replikasyon başlangıç bölgesi olduğu belirtilmiştir (Sonntag vd., 1994). Genom 

boyunca terminal tekrarlar vardır ve halkasal permütasyon özelliği bu virüste de 

görülmektedir (Schnitzler vd., 1987). En son yapılan belirlemelere göre IIV6’nın 215 

ORF’ye sahip olduğu ve bunlardan LC-MS/MS analiziyle iki veya daha fazla peptit varlığına 

göre 46, tek peptit varlığına göre ise 54 tanesinin yapısal protein kodladığı belirlenmiştir 

(Ince vd., 2010). Bu yapısal proteinlerden 36 tanesi diğer iridovirid ve askovirüslerle 

homoloji göstermektedir. Majör kapsit proteini (274L) bunlardan biridir ve virion 

yapısındaki organizasyonu hakkında çalışmalar yapılmıştır. Ancak diğer yapısal proteinlerle 

ilgili bu konuda henüz bilgi mevcut değildir. IIV6 DNA’sı tek başına enfeksiyonu 

geliştirmek için yeterli değildir.  Virüs yapısında bulunan bir veya daha fazla protein, virüse 

ait en erken genlerin transaktivasyonunu sağlar (Ince vd., 2013; Nalcacioglu vd., 2003) ve 
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konağın makromolekül sentezini durdurur (Cerutti ve Devauchelle, 1980). Böylece virüs 

enfeksiyonunu başlatmış olur. 

Genel olarak RNA virüslerinin konakta RNAi mekanizmasını çalıştırdığı 

bilinmektedir. Ancak bir DNA virüsü olan IIV6 ile Drosophila melanogaster hücrelerinde 

yapılan araştırmalar sonucunda, virüsün bu hücrelerde RNAi mekanizmasını çalıştırdığı 

(Bronkhorst vd., 2012) ve konak hücrelerin oluşturduğu bu antiviral cevaba karşı IIV6’da 

bulunan 340R geninin konakta üretilen çift zincir RNA’lara bağlanarak siRNA üretimini 

engellediği belirlenmiştir (Bronkhorst vd., 2014). 

Bütün bu çalışmaların yanında IIV6’nın memeli hücrelerindeki enfeksiyon oluşturma 

durumu da araştırılmıştır. Fare embriyolarına ait fibroblast hücreleri (MEF), IIV6 ile enfekte 

edildiğinde konak hücre içerisinde interferon (IFN-β) ve tümör nekrozis faktörüne (TNF-α) 

ait mRNA’larda yaklaşık 20 kat artış görülmüştür (Ahlers vd., 2016). Bu artışa ve oluşan 

immün cevaba bağlı olarak IIV6 ile enfekte hücreler diğer virüslere karşı bağışıklık 

kazanarak hücre içerisindeki replikasyonlarını azaltmaktadır. Tüm bu etkilerine rağmen 

hücre içerisinde IIV6 genomunda artış olmaması bu virüsün aşı ve terapötik uygulamalarda 

kullanılabileceğini düşündürmektedir. 

Tüm iridoviridae familyasının üyelerine model teşkil eden IIV6’yı moleküler olarak 

aydınlatmaya yönelik olarak da çalışmalar yapılmıştır. Bu amaçla ilk rekombinant iridovirüs 

oluşturulmuş (Ozgen vd., 2014) ve daha sonra genomuna bir toksin geni ilave edilerek 

böcekler üzerinde biyokontrol ajanı olarak kullanılabilirliği test edilmiştir (Nalcacioglu vd., 

2016). IIV6’ya ait protein kinaz aktivitesine sahip “iridoptin” adı verilen yapısal bir proteinin 

konak hücrelerde apoptozise sebep olduğu (Chitnis vd., 2011; Paul vd., 2007) ve bu iridoptin 

proteininin konak makromoleküler sentezini inhibe ederek böceklerde toksisite oluşturduğu 

tespit edilmiştir. Böylece ilk kez iridovirüslere ait viral toksin bir gen aydınlatılmış ve bunun 

patenti de alınmıştır (Bilimoria, 2009). Virion yapısının aydınlatılması ve yapısal 

proteinlerin muhtemel görevleri hakkında bilgi sahibi olmak için IIV6’a ait tüm yapısal 

proteinlerin kendi içinde etkileşimleri belirlenmiş (Ozsahin vd., 2018) ve böylece ortaya 

çıkarılan protein etkileşim haritalarıyla protein dizi benzerliğine dayanarak diğer 

iridoviridlerin yapıları hakkında fikir sahibi olunmuştur. 

IIV6’daki transkripsiyon mekanizması birçok açıdan FV3’tekine benzer şekildedir. 

Genom replikasyonunun ilk aşamasında viral gen transkripsiyonu konak hücrenin 

nükleusunda en erken transkriptlerin üretilmesiyle başlar. Ardından bütün genler en erken 

(IE, α), gecikmiş erken (DE, β) ve geç (L, γ) olmak üzere aşamalı olarak üç basamakta ifade 
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edilirler (D'Costa vd., 2001; D'Costa vd., 2004). En erken gruba dahil olan genler DNA 

replikasyonuna ve protein sentezine ihtiyaç duymazken, gecikmiş erken grubuna dahil 

olanlar protein sentezine, geç gruba dahil olanlar ise hem protein sentezine hem de DNA 

replikasyonuna ihtiyaç duyarlar. Gen sınıfı belirleme çalışmalarında DNA sentez inhibitörü 

olarak sitozin-1-β-D-arabinofuranozit (Ara-C) veya afidikolin (APH) ve protein sentez 

inhibitörü olarak da siklohekzimit (CHX) kullanılır (Tablo 4). Böylece inhibitör varlığında 

transkripsiyonları araştırılan genlerin, DNA replikasyonuna veya protein sentezine ihtiyaç 

duyup duymadığı tespit edilmiş olur. DE transkriptler IE genler tarafından kodlanan bir veya 

daha fazla protein faktöre ihtiyaç duyar. Aynı şekilde geç genler de gecikmiş erken 

transkriptlerin oluşturacağı proteinlere ihtiyaç duyarlar (Barray ve Devauchelle, 1985; 

Elliott ve Kelly, 1980; Nalcacioglu vd., 2003). 

 

Tablo 4. İnhibitör varlığında genlerin transkripsiyon durumları 

 

Gen Sınıfı Ara-C / APH* CHX# 

En erken + + 

Gecikmiş erken + - 

Geç - - 

 

*Ara-C: sitozin-1-β-D-arabinofuranozit (Arabinosilsitozin); 

APH: afidikolin (DNA sentez inhibitörü) 
# CHX: siklohekzimit (protein sentez inhibitörü) 

 

Erken gen transkripsiyonu konağın RNA pol II’sine ihtiyaç duyarken, geç genlerin 

transkripsiyonu için RNA pol II alt ünitelerinin homoloğu olan viral polimerazların (vPol-

IIα, vPol-IIβ) kullanıldığı düşünülmektedir. FV3’e ait vPol-IIα’yı hedef alan antisens 

oligonükleotitler kullanıldığında geç gen transkriptlerinin inhibe olduğu görülmüştür 

(Chinchar vd., 2009; Sample vd., 2007). IIV’lerde transkripsiyon için gerek duyulan 

transkripsiyon kompleksinin elemanları henüz tam olarak bilinmemektedir. Viral RNA 

pol’ün büyük alt ünitesi, çoğu RNA polimerazda bulunan ve karboksi-terminal domain 

olarak adlandırılan bölgeyi içermemektedir. Bu domain, transkripsiyon sonlanması ve 

poliadenilasyonun yanı sıra şapka sentezleme kompleksi ile de ilişkilidir. Bu durum 

iridovirüs transkriptlerinde poliA kuyruk olmadığı anlamına gelir. IE gen ifadesi için gerekli 
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olan transkripsiyonel transaktivatörün/lerin yapısal olduğu bilgisinin dışında konağın RNA 

pol II’siyle hangi viral faktörlerin etkileştiği bilinmemektedir (Chinchar vd., 2009).  

IIV6 transkriptlerinin sınıflandırılmasına yönelik çeşitli çalışmalar bulunmaktadır. 

Bunlardan ilki northern blot hibridizasyonu yöntemi ile virüs genomunun çeşitli restriksiyon 

endonükleazlarla kesilerek işaretlenmesiyle elde edilen DNA parçaları kullanılarak 

yapılmıştır. Bu çalışmada 137 transkript belirlenmiş olup bunlardan 37 tanesi IE, 34 tanesi 

DE ve 65 tanesi de L gen sınıfına konulmuştur (D'Costa vd., 2004). Bir diğer çalışma ise 

virüs yapısal proteinlerinin kütle spektrometrisine dayalı olarak yapılmış olup virion 

proteinlerinin 23 tanesinin IE, 8 tanesinin DE ve 7 tanesinin de L gen olduğu belirlenmiştir 

(Ince vd., 2015). Bu çalışmaların yanında özellikle katalitik görevi olan bazı genlerin de 

transkripsiyonel ve promotor analizleri yapılmıştır. Bunlar; ekzonükleaz kodlayan 012L (IE) 

(Dizman vd., 2012), apoptozis inhibitör geni kodlayan 193R (IE) (Ince vd., 2008), DNA 

polimeraz enzimini kodlayan 037L (DE) ve majör kapsit proteinini kodlayan 274L (L) 

(Nalcacioglu vd., 2007; Nalcacioglu vd., 2003)’dir. Bunlardan 012L, 037L ve 274L’nin 

promotor analizleri yapılmış, özellikle DNA polimeraz promotorunda bulunan AAAAT 

motifinin promotor aktivitesi için önemli bir dizi olduğu sonucuna varılmıştır. Bu bölgenin 

diğer bazı promotorlarda da bulunmasından dolayı bu ve bunun gibi motiflerin aynı gen 

sınıfı içerisine dahil edilen promotorlarda korunmuş olabileceği düşünülmüştür. 

Yapılan lusiferaz aktivite çalışmalarında promotor bölgesi olarak belirlenen bölgelerin 

aktif olabilmesi için virüs enfeksiyonunun gerekli olduğu belirlendi (Nalcacioglu vd., 2007). 

Ancak sadece viral genomik DNA’nın konak hücreye aktarılması virüsün çoğalması için 

yeterli olmamaktadır. Elde edilen sonuçlar virion yapısında bulunan bir veya daha fazla 

proteinin virüse ait en erken genlerin transkriptlenebilmesi için gerekli olduğunu ortaya 

koymuştur. 

Birkaç istisna (IIV1 ve LCDV-1) dışında hiçbir iridoviridin mRNA’sında poliA 

kuyruk yoktur.  Bu nedenle IIV6’ya ait mRNA’lar oligo d(T) primerler kullanılarak 

cDNA’ya çevrilememiştir (Nalcacioglu vd., 2003). Ancak mRNA kütüphanesi 

oluşturulduktan sonra LACE (Ligation-based amplification of cDNA ends) yöntemiyle 

mRNA’ların sonlarına istenen diziye sahip parçalar eklenerek bu diziler yardımıyla cDNA 

sentezlenebilmiştir (Ince vd., 2013). 
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1.7.  Transkripsiyonel Regülasyon 

 

Transkripsiyon, DNA tarafından kodlanan bilginin RNA’ya aktarılma sürecidir. 

DNA’daki bilgiyi taşıyan bu RNA’lara mesajcı RNA (mRNA) adı verilir. Transkripsiyon 

süreci, “RNA polimeraz” adı verilen enzimin katalitik aktivitesi ile gerçekleştirilir. Oluşan 

RNA’lar daha sonra düzenlenerek protein ifadesi için kullanılırlar. Prokaryot ve ökaryot 

organizmalarda transkripsiyon çok farklı stratejiler kullanılarak gerçekleştirilmesine 

rağmen, bazı önemli kısımlar ikisinde de aynıdır.  

Literatüre bakıldığında, viral genlerin özellikle böcek virüslerinde konak 

enfeksiyonundan sonra kademeli bir şekilde ifade edildiği ve çoğunlukla en erken, erken ve 

geç genler şeklinde isimlendirildikleri görülmektedir. Erken sınıfta ifade edilen genlerin bir 

kısmı viral DNA replikasyonundan, kesilmesinden, paketlenmesinden ve virüs 

partiküllerinin birleşmesinden sorumlu iken diğer bir kısmı da hücresel veya hücre dışı 

ortamın viral replikasyon, gen ifadesi için iyileştirilmesinden sorumludurlar. Geç sınıfta 

ifade edilen genlerin önemli bir kısmı ise virion yapısal proteinlerini oluştururlar. 

Transkripsiyon mekanizmasının çalışabilmesi için DNA’nın erişilebilir olmasının yanı 

sıra cis- / trans- düzenleyici faktörler ve diğer transkripsiyon faktörleri (TF) de önemlidir. 

Transkripsiyon faktörleri kendilerine özgü olan DNA dizilerine bağlanarak transkripsiyon 

seviyesini kontrol ederler (Karin, 1990; Latchman, 1993). Genlerin doğru yerde, doğru 

zamanda ve doğru miktarda ifade edilmesi için transkripsiyon faktörlerine ihtiyaç duyulur. 

Transkripsiyon faktörleri hücre bölünmesi, hücre büyümesi, hücre ölümü, dışardan gelen 

sinyallere cevap oluşturulması, embriyonik dönemde hücre göçü ve organizasyonu gibi 

süreçlerde koordineli bir şekilde görev alırlar. Transkripsiyon faktörlerinin oluşturduğu 

komplekste en az bir tane protein, DNA bağlanma domaini içerir. RNA polimeraz ve bazı 

transkripsiyon faktörleri DNA üzerinde, gene ait promotor adı verilen özel sıralara 

bağlanarak genin transkripsiyonunun başlamasını sağlarlar. Promotor ökaryotlarda her gen 

için bulunması gereken özel bir sıra olup “cis-düzenleyici DNA elementi” olarak 

adlandırılır. Promotordan başka gen yapısında bulunabilen enhansır ve silensır adı verilen 

cis-düzenleyici elementler de vardır.  

Promotor, RNA polimerazın transkripsiyonu başlatmak üzere DNA’ya bağlanan cis-

düzenleyici elementlerin en önemlisidir. Promotorlarda, türler arasında korunmuş diziler 

vardır. Çoğunlukla genin transkripsiyon başlangıç noktasının yakınında bir yerlerde 

bulunurlar. Bu promotor dizileri, üç gen sınıfı arasında farklıdır, ancak aynı grup içinde 
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korunmuş bir düzen vardır. Bu, evrimsel olarak gen promotorlarının zamana bağlı gen 

ekspresyonunu sağlamak için seçildiğini ve dolayısıyla replikasyon sırasında konakçı 

hücrede gen ekspresyonunu sağladığını gösterir (Broyles ve Knutson, 2010; Suhre vd., 2005; 

Whelan, 2013). Promotorların belirlenmesinde çeşitli yöntemler kullanılmaktadır. Bunlar 

arasında in vivo işaret gen füzyon deneyleri ve in vitro transkripsiyon deneyleri en çok 

kullanılanlarıdır (Andersson ve Sandelin, 2019; Geertz ve Maerkl, 2010; Odom, 2011). 

Bunun yanı sıra promotor bölgesini araştıran çok sayıda in silico programlar da mevcuttur 

(Bailey vd., 2009; Kurjogi vd., 2012; Marks vd., 2006; Somvanshi vd., 2008). Bu programlar 

sayesinde, veri tabanlarındaki DNA sıraları kullanılarak, muhtemel promotor bölgeleri, bu 

bölgelerdeki korunmuş motifler, transkripsiyon faktörlerinin bağlanma potansiyeli olduğu 

bölgeler biyoinformatik olarak analiz edilebilir. Böylece bir organizmanın muhtemel bütün 

promotor bölgelerini deneysel olarak çalışmak yerine sadece belirlenen bölgeler üzerine 

yoğunlaşarak daha spesifik çalışmalar yapmak mümkün olmaktadır. 

Promotorlar dışında enhansır ve silensırlar da diğer cis-acting elementleri oluştururlar. 

Enhansırlar, transkripsiyon seviyesini artıran ve silencırlar ise enhansırların fonksiyonunu 

baskılayarak transkripsiyonel aktiviteyi düşüren düzenleyici DNA sıralarıdır. Bu sıralar 

protein kodlamazlar ve transkripsiyon faktörlerinin etkileşimlerini kontrol ederek gen 

regülasyonunda görev alırlar (Bernard, 2013; Kolovos vd., 2012).  

RNA polimerazın DNA’ya bağlanarak transkripsiyonu başlatabilmesi için cis-

düzenleyici transkripsiyon faktörleri yeterli değildir. Transkripsiyon kompleksinin 

oluşabilmesi için “koaktivatör” adı verilen başka proteinlere de ihtiyaç vardır. Bu proteinler 

direkt olarak DNA’ya değil DNA’ya önceden bağlanan faktörlere bağlanarak RNA 

polimerazın bölgede oluşan komplekse katılmasında görev alırlar. Gen ifadesini kontrol 

etmek için cis-düzenleyici elementlere bağlanan proteinlere “trans-düzenleyici faktörler 

(transaktivatör proteinler)” denir. Bu trans-düzenleyici faktörler  promotor bölgesine 

bağlanarak transkripsiyonun başlatılmasında rol oynarlar (Watson vd., 2007). Trans-

düzenleyici faktörlerin en önemlisi RNA polimerazdır. Ancak RNA pol’ün DNA’ya 

bağlanmasından önce başka trans-düzenleyici faktörler promotora bağlanarak promotoru 

RNA pol’ün bağlanabilmesi için uygun duruma getirir. Dolayısı ile bu aşamada DNA-

protein bağlanması olayı gerçekleşir.  

DNA’ya bağlanan proteinler, replikasyon, rekombinasyon, viral entegrasyon ve 

transkripsiyon gibi hücresel süreçlere katıldıkları için uzun yıllar boyunca çalışılmıştır. Son 

yıllarda bu proteinlerle çalışanların sayısı, rekombinant DNA teknolojisinin de ortaya 
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çıkmasıyla biyolojik olarak önemli olan genlerin izolasyonuna imkan verdiği için, önemli 

ölçüde artmıştır. Pek çok araştırmacı çevresel ve gelişimsel sinyallere yanıt verilmesinde bu 

genlerin transkripsiyonlarının nasıl kontrol edildiğiyle ilgilenmeye ve bu düzenlemeden 

sorumlu DNA dizilerini karakterize etmeye başlamışlardır. DNA-protein etkileşim 

teknikleri, bu düzenleyici dizi elementlerine bağlanan proteinlerin tespiti, izolasyonu ve 

karakterizasyonuna imkan verir. 

DNA ile proteinler arasındaki etkileşimler özel olmayan DNA-protein etkileşimleri, 

tek zincirli DNA’ya özgü etkileşimler ve çift zincirli DNA’ya özgü etkileşimler olmak üzere 

üç farklı şekilde gerçekleşir. Özel olmayan etkileşimlerde proteinler (histon vb.) genelde 

DNA moleküllerinin yoğun bir yapı (kromatin gibi) oluşturmasında görev alırlar (Dame, 

2005). Tek zincir DNA’ya özgü proteinler ise DNA replikasyonu, rekombinasyonu veya 

DNA tamiri esnasında işlev görürler (Iftode vd., 1999). Diğer proteinlerin aksine, çift zincirli 

DNA’ya özgü proteinler, aralarında transkripsiyon faktörlerinin de bulunduğu gruptur. 

Transkripsiyon faktörleri, genlerin promotor bölgelerine bağlanarak genlerin aktifleşmesini 

veya inhibe edilmesini sağlarlar. Bu mekanizma iki şekilde gerçekleşir; (a) transkripsiyon 

faktörleri ya direkt olarak ya da başka aracı proteinler yardımıyla RNA polimeraza bağlanır 

ve onu promotora taşır, böylece transkripsiyonu başlatır (Myers ve Kornberg, 2000), (b) 

transkripsiyon faktörleri doğrudan DNA’ya bağlanarak RNA polimerazın kalıp DNA’ya 

bağlanacağı bölgeyi uygun şekilde değiştirir (Spiegelman ve Heinrich, 2004). 

Son 20 yılda DNA bağlanma proteinlerini tespit etmek ve saflaştırmak amacıyla 

kullanılan teknolojilerde pek çok ilerleme kaydedilmiştir. Bu yöntemlerden en çok 

kullanılanı “mobility shift assay” yöntemidir. Bu yöntemde proteinler işaretli bir DNA 

fragmanına bağlandıktan sonra denatüre edici olmayan jelde yürütülerek hareketine göre 

tespit edilir. Bu teknik ilk başlarda prokaryotik proteinlerin saflaştırılması amacıyla 

kullanılmasına rağmen daha sonra çeşitli hücrelerden DNA bağlanma proteinlerinin 

tespitine olanak verecek şekilde geliştirilmiştir. Bu basit ve hızlı yöntem, DNA bağlanma 

proteinlerinin saflaştırılmasında tercih edilir (Carthew vd., 1985; Fried ve Crothers, 1981; 

Fried ve Crothers, 1984; Garner ve Revzin, 1981; Hendrickson ve Schleif, 1984). 

DNA bağlanma proteinlerinin tespit ve temel karakterizasyonlarının yanı sıra, bu 

proteinler saflaştırılarak da çalışılır. Bunun için standart kromatografi teknikleri veya jel 

geciktirme (gel retardation) yöntemleri tercih edilir. Yöntemlerden en güçlüsü proteine özgü 

bağlanma bölgesi içeren yoğun miktarda DNA’nın bulunduğu “afinite kolon kromatografi” 

tekniğidir. Bu yöntemin avantajlarından biri de farklı dizilere sahip DNA molekülleriyle özel 
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olmayan bağlanma yapan proteinlerin uzaklaştırılmasına imkan vermesidir. Buna alternatif 

olarak ise tuz solüsyonlarıyla özel olmayan bağlanmaları bozarak uzaklaştırdıktan sonra 

istenen etkileşime sahip proteinler DNA’dan koparılarak elde edilebilir (Alberts ve Herrick, 

1971; Arndt-Jovin vd., 1975). Bu yönteme benzer bir başka yöntem ise “Biyotin-

Streptavidin afinite sistemi” dir. Diğerinden farklı olarak burada biyotin bağlı DNA 

fragmentleri kullanılır. Proteine özgü sırayı içeren DNA’lara bağlanan proteinler biyotin-

streptavidin etkileşimi sayesinde saflaştırılarak elde edilir (Chodosh vd., 1986; Kasher vd., 

1986; Leblond-Francillard vd., 1987). 

Doğru proteinin saflaştırılıp saflaştırılmadığından emin olmak için DNA ile etkileşen 

proteinin büyüklüğünü bilmek gerekir. DNA bağlanma proteinlerinin büyüklüğü “UV 

çapraz bağlanma” yöntemiyle belirlenir. Radyoaktif olarak işaretlenmiş özel sıra içeren 

DNA molekülleri ile proteinler etkileştirilir. Ardından UV aracılığıyla DNA-protein 

arasında kovalent bağlar sayesinde bir kompleks oluşturulur. SDS-PAGE ile proteinler 

ayrıldıktan sonra otoradyografi ile büyüklükleri belirlenir (Chodosh vd., 1986; Hillel ve Wu, 

1978; Markovitz, 1972; Wu vd., 1987). 

Çoğu durumda DNA bağlanma proteinlerini daha detaylı karakterize etmek için 

protein kodlayan gen bölgesinin klonlanması gerekir. Ancak bu yaklaşım oldukça zaman 

alıcı ve zahmetlidir. Son zamanlarda gelişen teknikler sayesinde cDNA’lar tespit 

çalışmalarında kullanılmaktadır. Bu yöntemde cDNA kütüphanesinden oluşturulan klonların 

her birini içeren bakteriden protein izolasyonu yapılır ve jelde yürütülerek nitroselüloz 

membrana aktarılır. Ardından işaretli bir prob (bağlanma bölgesi) yardımıyla membran ile 

hibridizasyon yapılarak doğru klon tespit edilir. Bu yöntem Southwestern yöntemi olarak 

bilinmektedir. Fakat protein heterodimer yapıdaysa veya DNA’ya bağlanabilmesi için özel 

modifikasyonlara ihtiyaç duyuyorsa bu yöntem sonuç vermeyecektir (Singh vd., 1988; 

Staudt vd., 1988). Bu sebeple mayalarda kullanılmak üzere ikinci bir yaklaşım 

geliştirilmiştir. “Maya tek hibrit” adı verilen bu yöntemde cDNA kütüphanesinden 

oluşturulan rekombinant plazmitler maya hücrelerine aktarılır. Maya hücrelerinde bulunan 

işaret genin ifadesi, araştırılan proteinin özel olarak bağlandığı bölge tarafından düzenlenir. 

DNA bağlanma proteini bu bölgeye bağlandığında işaret gen ifade edilir ve bu şekilde doğru 

etkileşim tespit edilmiş olur. Bu yöntem sayesinde proteinler in vivo ifade edildiği için 

proteinlerin optimizasyonuna, denatüre ve renatüre edilmesine gerek yoktur (Li ve 

Herskowitz, 1993; Wang ve Reed, 1993; Wilson vd., 1991). 
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1.8.  Çalışmanın Amacı 

 

Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6), çok sayıda zararlı böcekte ölümcül veya hayatın 

kalitesini düşüren enfeksiyonlar oluşturması nedeni ile biyopestisit olarak kullanılabilme 

potansiyeline sahiptir. Diğer yandan IIV6’nın memeli hücrelerinde replike olmamakla 

birlikte immün cevabı tetiklediği ve harekete geçen immün cevabın da bu hücreleri 

Arbovirüs enfeksiyonlarından koruduğu gösterilmiştir (Ahlers vd., 2016). Ayrıca IIV6 bazı 

çalışmalarda çift zincir DNA virüsleri için model olarak kullanılmaktadır (Bronkhorst vd., 

2012; Bronkhorst vd., 2014). Dolayısı ile IIV6’nın biyolojik mücadele ajanı olarak 

kullanılabilme potansiyelinin yanında, temel araştırmalarda ve tıp alanında da kullanılabilme 

imkânı bulunmaktadır. Ne var ki şu an literatürde bu virüs hakkında mevcut olan bilgiler 

yeterli değildir. Oysa IIV6’dan bilinçli ve etkili olarak faydalanabilmemiz için virüsün 

moleküler biyolojisinin ve yapısının ayrıntılı olarak bilinmesi önem arz etmektedir.  

Viral genlerin transkripsiyon özelliğinin ve transkripsiyonel regülasyonunun 

anlaşılması, gen ekspresyonunun kontrol edilmesinde önemli bir bilgidir.  Iridoviridlerin de 

içinde bulunduğu böcek virüslerinde genler erken, ara ve geç olmak üzere kademeli bir 

şekilde ifade edildiği için hangi genlerin hangi aşamada transkriptlendiğinin anlaşılması 

iridoviridler üzerinde ileride yapılacak çalışmalar için önemli ip uçları sağlar. Böylece viral 

enfeksiyon döngüsü sırasında hangi aşamada hangi genlerin ifadesine ihtiyaç duyulduğu, 

gen ürünlerini hangi amaçla kullanıyor olabileceği konusunda bilgiler verir. 

IIV6 virion yapısında bulunan (yapısal) proteinler üzerine önemli çalışmalar 

yapılmıştır. Bu çalışmalarla virüsün 54 yapısal proteine sahip olduğu (Ince vd., 2010) ve bu 

proteinler arasında 163 adet etkileşim olduğu gösterilmiştir (Ozsahin vd., 2018). Yapılan 

promotor analizi ve transkripsiyonel çalışmalarda bazı genlerin sınıfları belirlenmiş 

(Nalcacioglu, 2003; Dizman, 2012; Ince, 2013), ancak bu çalışmalar virüsün çoğalması için 

ihtiyaç duyduğu stratejiler hakkında yorum yapmak için yeterli bilgi sağlamamaktadır. 

IIV6’ya ait viral genomik DNA, konak hücreye aktarıldığında virion oluşumu 

gerçekleşmezken, virüsün yapısında bulunan proteinlerle birlikte konak hücreye 

verildiğinde yeni virionların oluştuğu tespit edilmiştir (Cerutti vd., 1989; Nalcacioglu vd., 

2007). Dolayısıyla virionla ilişkili bir veya daha fazla proteinin viral enfeksiyonu başlatmak 

üzere en erken sınıfa ait genlerin transkripsiyonunu sağladığı düşünülmektedir. 

Bu tez çalışmasında IIV6’nın transkripsiyonel regülasyonuna ışık tutması için virüse 

ait şimdiye kadar transkripsiyonel sınıflandırması yapılmamış tüm genlerinin 
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transkripsiyonel sınıflarının belirlenmesi, bu genlere ait promotor görevi yapabilecek 

korunmuş motiflerin araştırılması ve virüsün konak hücrede enfeksiyonunun başlaması için 

gerekli ve aynı zamanda virüsün en erken genlerinin transaktivatörü olan yapısal 

protein(ler)in aydınlatılması amaçlandı. 

Iridoviridlerde transkripsiyon ve enfeksiyon mekanizmasının anlaşılmasına yardımcı 

olacak bu çalışma sayesinde, virüsün ilgili çalışma alanlarında daha etkin kullanılması için 

önemli bilgiler sağlandı.   



 
 

 

2. YAPILAN ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Virüs, Konak ve Plazmitler 

 

Çalışmada Iridovirüs cinsine ait olan Invertebrate iridescent virüs 6 (IIV6) Yeni 

Zellanda izolatı (Otago Üniversitesi, Dunedin, Yeni Zelanda) kullanıldı ve Dr. C. Joel Funk 

(USDA-ARS Western Cotton Research Laboratory, Phoenix, Arizona)’dan temin edilmiştir.  

Virüs çoğaltmak için kullanılan Galleria mellonella (büyük balmumu güvesi) 

larvalarının laboratuvar ortamında kültüvasyonları sağlandı. Larvalar yapay besiyeri (750 gr 

buğday kepeği, 100 ml bal, 100 ml saf su, 100 gr yapay bal mumu, 250 ml gliserin) ile 

beslenerek ortam sıcaklığı 27 °C’ye ayarlanmış bir odada inkübe edildiler. Virüsü in vitro 

ortamda çalışmak için kullanılan, Sf9 hücre suşu, ekspresyon amacıyla kullanılan pIZ/V5-

His (Thermo Fisher, V801001) plazmidi ve promotor analizi için kullanılan pSP-luc+NF 

vektörü (Promega, E4471) Wageningen Üniversitesi, Viroloji Laboratuvarı (Hollanda)’ndan 

temin edildi. 

 

2.1.1. Virüs Çoğaltılması ve Saflaştırılması 

 

IIV6’nın çoğaltılmasında konak olarak hem böcekten hem de böcek hücre kültüründen 

faydalanıldı. Konak böcek olarak G. mellonella larvaları kullanıldı. Enjeksiyon ile enfekte 

edilen larvalar 3 hafta boyunca 27 °C’de inkübasyona bırakıldı. Larvalar, süt beyazı veya 

açık mavimtırak renge dönüştükten ve hareketlerinde yavaşlama gibi enfeksiyon belirtileri 

gösterdikten sonra toplanarak -20 °C’de muhafaza edildi.  

Enfekte böcek larvalarından virüs izolasyonu gerçekleştirilirken Marina ve 

arkadaşlarının geliştirdikleri yöntem kullanıldı (Marina vd., 1999). Bunun için öncelikle 4-

5 tane larva yaklaşık 5 ml steril saf su içerisinde homojenizatör yardımıyla iyice parçalandı. 

Elde edilen homojenat sırasıyla 490xg, 960xg ve 1250xg şeklinde artan hızlarda 10’ar dakika 

santrifüjlenerek virüsler kaba partiküllerden arındırıldı. Daha sonra süpernatant 15300xg’de 

santrifüjlenerek virüs çökelti haline (pellet) getirildi. Oluşan mavi-yeşil renk karışımındaki 

pellet 500 µl steril ddH2O’da çözüldü ve %30’luk sükroz çözeltisinin üzerine bırakılarak 

15300xg’de 30 dakika santrifüj edildi. Oluşan pellet bir kez daha steril su ile yıkanarak 
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santrifüj edildi ve santrifüj sonunda bulanıklık gidene kadar steril ddH2O içerisinde çözüldü. 

Saflaştırılan virüs solüsyonu 0,22 µm filtreden geçirildi ve 4 °C’de muhafaza edildi.  

Virüs çoğaltılmasında hücre kültüründen de faydalanıldı. Bunun için Spodoptera 

frugiperda 9 (Sf9) hücreleri kullanıldı.  Hücreler 28 °C’lik inkübatörde T25 flaskler 

(Greiner, C6356) kullanılarak %5 FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco, 10082147) içeren Sf-

900 II SFM (Gibco, 10902096) besiyerinde büyütüldü. Enfeksiyonlar gerçekleştirilirken 

hücrelerden 2,5x106 hücre/ml olacak şekilde 6 gözlü kapların her bir kuyusuna 1 ml, T25 

kaplara ise 3 ml bırakıldı ve hücrelerin tabana tutunması için 2 saat 28 °C’de bekletildi. 

Hücreler iyice tutunduktan sonra üzerlerindeki besiyeri tamamen uzaklaştırıldı ve hücre 

başına düşen virüs yoğunluğu (multiplicity of infection, MOI) 2 olacak şekilde enfeksiyon 

başlatıldı. Enfeksiyon hacmi T25 kaplarda 1 ml, 6 gözlü kaplarda ise 600 µl olacak şekilde 

ayarlandı. Enfeksiyon 2 saat boyunca 2 rpm hızında sallanan platform üzerinde 

gerçekleştirildi. Ardından son hacim T25 kaplarda 5 ml, 6 gözlü kaplarda ise 2 ml’ye 

tamamlanarak 28 °C’ye bırakıldı. Konak hücrelerin bölünmesinde yavaşlama, çaplarında 

büyüme ve nükleuslarında belirginleşme gibi enfeksiyon belirtileri görüldükten sonra 

(yaklaşık 5 gün sonra), hücreler toplandı, 600xg’de 5 dakika santrifüjlendi ve virüsleri ihtiva 

eden üst sıvı 4 °C’de muhafaza edildi.  

 

2.1.2. Virüs Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

 

Virüs konsantrasyonunu belirlemek için son nokta seyreltme yöntemi (End-point 

Dilution Assay, EPDA) kullanıldı (Reed ve Muench, 1938). Bu işlem için stok virüs 

solüsyonunun besiyeri ile 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7, 10-8 ve 10-9 olacak şekilde 

seyreltikleri hazırlandı. Deneye paralel olarak bir tüpe kontrol amaçlı sadece besiyeri 

bırakıldı. Her bir tüpten 90 µl alındı, 90 µl Sf9 hücre (2,5x106 hücre/ml) solüsyonuyla 

karıştırıldı ve 60 gözlü terasaki kabının her bir satırındaki 6 kuyucuğa aynı seyreltikten 

olacak şekilde 10’ar µl hücre ve virüs karışımı bırakıldı. Terasaki kapları 28 °C’de 

inkübasyona bırakıldı.  Enfeksiyondan 5 gün sonra, mikroskop altında gözlem yapıldı. 

Enfeksiyon belirtisi gösteren kuyucuklar artı (+), enfeksiyon belirtisi olmayanlar eksi (-) 

olarak işaretlendi ve bu verilere kullanılarak aşağıdaki formül ile virüs konsantrasyon 

hesaplaması yapıldı (Şekil 8). 
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Virüs konsantrasyonu (pfu/ml) = 10(a+x) X 100/ml 

n = enfeksiyon değerinin %50 veya daha yüksek olduğu seyreltme 

a = log n 

b = n. seyreltiğin % değeri 

c = n. seyreltiğin altındaki % değeri 

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

 

Örnek hesaplama;       

  

 Şekil 8. EPDA’nın şematik gösterimi. 

 

n = 10-5 a = 5  b = 66,6 c = 16,6  

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Örnek virüs yoğunluğu=10(5+0,332) x 100 

                          =105x100,332x102 

                                     =2,15x107 pfu/ml 
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2.2.  Viral DNA ve RNA İzolasyonu 

 

2.2.1.  DNA İzolasyonu 

 

Saflaştırılan virüslerden DNA izole etmek için Schnitzler ve arkadaşlarının açıkladığı 

metot değiştirilerek kullanıldı (Schnitzler vd., 1987). Yukarıda anlatıldığı şekilde tek tabaka 

sükroz ile saflaştırılmış 9 ml virüs üzerine 100 μl proteinaz K, 30 μl β-merkaptoetanol, l ml 

%10’luk SDS ve 400 μl 5M NaCI eklendi.  Karışım 37 °C’de 5 saat bekletildikten sonra 

gece boyu +4 °C’ye bırakıldı. Üzerine 15 ml fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklendi, 

oda sıcaklığında 30 dakika boyunca alt üst edilerek hafifçe karıştırıldı ve 10 dakika 300xg’de 

santrifüj edildi. Üst faz temiz bir mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. 

Fenol:kloroform:izoamilalkol aşaması 2 kez daha tekrar edildi. Bundan sonraki aşamalar 

buz üzerinde gerçekleştirildi. Son hacmin 1/10’u kadar 3 M sodyum-asetat (pH 5,2) ve 2,5 

katı kadar saf etanol (EtOH) ilave edildi, karıştırıldı ve -20 °C’de bir gece bekletildi ve 

ardından 16000xg’de 15 dakika santrifüj yapıldı. Üst sıvı uzaklaştırıldı ve çökelti 5 dakika 

kurumaya bırakıldı. Elde edilen pellet 200 μl ddH2O içinde çözüldü.  

İzole edilen DNA’nın konsantrasyonu nanodrop cihazında (Thermo Scientific) 

ölçüldü. Çalışmada kullanmak için 10 ng/μl olacak şekilde seyreltilen DNA, 4 °C’de 

kullanılıncaya kadar muhafaza edildi. 

 

2.2.2.  RNA İzolasyonu 

 

IIV6 genlerinin transkripsiyon sınıflarını belirlemek için DNA ve protein sentezi 

inhibitörleri varlığında virüs ile enfekte Sf9 hücrelerinden RNA izolasyonları yapıldı.  

Bunun için 6 gözlü hücre kültür kabı kullanıldı ve kabın her bir gözüne 2,5x106 hücre 

bırakıldı.  Hücreler tabana tutunduktan sonra 6 gözlü kabın iki gözündeki besiyeri DNA 

sentez inhibitörü sitozin arabinozit (Ara-C, 200 μg/ml), diğer ikisi protein sentez inhibitörü 

siklohekzimit (CHX, 250 μg/ml) ve kalan ikisi de inhibitör içermeyen besiyeri ile 

değiştirilerek 1 saat inkübe edildiler. Daha sonra MOI 2 olacak şekilde her bir gözdeki 

hücrelerin virüs ile enfeksiyonu yapıldı. Enfeksiyondan 2 saat sonra hücrelerin üzerindeki 

sıvı atıldı ve tutunmayan virüsleri uzaklaştırmak için hücreler katkısız besiyeri ile yıkandı. 

En son hücrelerin üzerine son hacmi 2 ml olacak şekilde, uygun inhibitörleri ihtiva eden taze 
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besiyeri bırakıldı. Etüve bırakıldıktan 12 saat sonra hücreler toplanarak ependorf tüplere 

aktarıldı ve RNA izolasyonu için kullanıldı. 

RNA izolasyonu için Trizol (Sigma, T9424) kullanıldı. Besiyeri ile birlikte toplanan 

hücreler 5000xg’de 5 dakika santrifüj edildi ve hücrelerin üzerindeki besiyeriler tamamen 

uzaklaştırıldı. Pelletin üzerine 1 ml Trizol ilave edilerek hücreler yavaşça parçalandı ve 5 

dakika oda sıcaklığında bekletildi. Tüplere 200 µl kloroform ilave edildi ve alt üst yaparak 

karıştırıldılar. Tüpler, 12000xg’de 15 dakika boyunca 4 °C’de santrifüj edilerek tabaka 

oluşumu sağlandı. En üstte bulunan ve RNA’ları içeren tabaka başka bir tüpe aktarıldı. 

Üzerlerine 500 µl izopropanol ilave edilip 10 dakika oda sıcaklığında bekletildi. Tekrar 

12000xg’de 10 dakika santrifüj edilip RNA’lar çöktürüldü. Süpernatant uzaklaştırıldı ve 

pellet 1 ml %75’lik EtOH ile 7500xg’de 5 dakika santrifüjlenerek yıkandı. Üst sıvı atıldı ve 

pellet 15 dakika kurumaya bırakıldı. Bu süre sonunda RNA pelleti 30 µl RNaz içermeyen 

steril su ile çözüldü ve 15 dakika 60 °C’de bekletildi. İzolasyon esnasında oluşan DNA 

kontaminasyonuna karşı, elde edilen örneklerden 8 µl alındı, üzerine 1 µl DNaz I (Sigma) 

ve 1 µl 10X reaksiyon tamponu eklendi. Oda sıcaklığında 15 dakika inkübasyondan sonra 

enzim inaktivasyonunu sağlamak için 1 µl durdurma solüsyonu (stop solution) ilave edildi 

ve 70 °C’de 10 dakika bekletildi. Buz üzerinde soğutulduktan sonra RNA’ların 

konsantrasyonları nanodrop (Thermo) ile spektrofotometrik olarak belirlendi. Elde edilen 

RNA’lar küçük hacimlere bölünerek daha sonra kullanılmak üzere -20 °C’de saklandı. 

 

2.3.  Primerlerin Tasarlanması 

 

Tez kapsamında üç farklı amaçla primer tasarımı gerçekleştirildi. Bunlardan biri 

IIV6’ya ait daha önce transkripsiyonel sınıflandırılmaları yapılmamış olan genlerin sınıfını 

tespit etmek amacıyla yapıldı. Böylece virüsün bütün genlerinin transkripsiyonel sınıfları 

belirlenmiş oldu. Genlerin başlangıç kısmından itibaren en fazla 700 baz çifti olacak şekilde 

bölgeler seçildi. Zaten 700 baz çiftinden daha küçük olan gen bölgeleri için, genin tamamını 

kapsayacak şekilde primerler tasarlandı.  

İkinci olarak, delesyonlu veya mutasyonlu promotor plazmidlerinin oluşturulması 

aşamasında gereken primerler tasarlandı. Bu işlem için hazırlanan primerler, belirlenen 

genlerin 5’ yukarı bölgelerini, pSPLuc plazmidindeki lusiferaz geninin baş kısmına 

yerleştirmek üzere tasarlandı.  
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Üçüncü olarak da, transaktivatör proteinlerin tespiti aşamasında belirlenen genlerin 

açık okuma zincirlerinin (ORF) ifadesi sırasında pIZ/V5-His (Invitrogen) plazmit vektörüne 

klonlanması için primerler hazırlandı. Genler bu plazmitte OpIE2 promotoru önüne 

yerleştirildiler. Bu promotor bir bakülovirüs olan Orgyia pseudotsugata multicapsid nuclear 

polyhedrosis virus (OpMNPV)’e aittir ve kontrolü altındaki gen bölgesini herhangi bir viral 

faktöre ihtiyaç duymadan ve konak hücrenin transkripsiyon mekanizmasını kullanarak ifade 

edebilmektedir. Ancak bu plazmitte genlerin etkili şekilde ifade edilebilmeleri için 

translasyon başlama bölgesini içeren kozak dizisi ((G/A)NNATGG) genlere ait ileri 

primerlerin baş kısmına ilave edildi. Ayrıca klonlama bölgesinin sonunda bulunan poly-

Histidin ve V5 kuyruklarının proteinlerle bütünleşik halde ifade edilebilmeleri için genlere 

ait geri primerlerdeki restriksiyon enzim bölgeleri ile gen arasına fazladan nükleotitler ilave 

edilerek baz kaymaları engellendi. Protein sıralarında sinyal dizisi veya transmembran 

domaini içeren genlerin ifade edildiklerinde konak hücre içerisinde kalabilmeleri için 

(kendileri ile birlikte hücreye aktarılan diğer plazmitte bulunan promotor bölgesine 

bağlanmaları için), bu diziler ifade edilen gen sıralarından çıkarıldılar. Bu sebeple protein 

dizileri SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ve TMHMM 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) veri tabanları kullanılarak analiz edildiler. Bu 

bölgelere sahip olanlarda bu kısımlar dahil edilmeyecek şekilde ve olmayanlarda ise genin 

tamamını alacak şekilde primerler tasarlandı. 

 

2.4.  Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6) Genlerinin Transkripsiyonel Analizi 

 

2.4.1.  Genlerin Transkripsiyonel Sınıflarının Belirlenmesi 

 

Virüse ait genlerin transkripsiyonel sınıflarının belirlenmesi amacıyla öncelikle 

inhibitörler varlığında ve yokluğunda virüs ile enfekte hücrelerden RNA izolasyonu yapıldı. 

İzole edilen RNA’larda viral transkriptlerin varlığının araştırılması ters transkripsiyon 

polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) işlemi ile gerçekleştirildi. RT-PCR, cDNA 

(tamamlayıcı DNA) sentezi ve PCR olmak üzere iki aşamalı bir işlemdir. 

 

 

 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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2.4.1.1. cDNA’ların Oluşturulması 

 

cDNA elde etmek için izlenen yol şu şekildedir: Elde edilen RNA’lardan 1’er µg 

alınarak 2 µl (20 pmol) gene özgü geri primer ile karıştırıldı. Karışım, hacmi dH2O ile 12 

µl’ye tamamlandı ve 65 °C’de 5 dakika inkübe edildi. Buz üzerinde soğutulduktan sonra 

santrifüjle tüpün dibinde toplanan örnekler tekrar buz üzerine bırakıldı. Üzerine 4 µl 

reaksiyon tamponu (5X), 2 µl dNTP karışımı (10 mM), 1 µl RNaz inhibitörü (Thermo 

Scientific, 40 u/µl) ve son olarak 1 µl M-MuLV revers transkriptaz enzimi (RT) (Thermo 

Scientific, 200 u/µl) ilave edilerek yavaşça karıştırıldılar. Bir saat boyunca 42 °C’de inkübe 

edilen örnekler, 70 °C’de 5 dakika bekletildi ve böylece reaksiyonlar sonlandırıldı. Bu 

şekilde tek zincirli olan cDNA’lar elde edildi. 

 

2.4.1.2. Ters Transkripsiyon PCR (RT-PCR) 

 

RT-PCR’ın ikinci kısmı ise tek zincirli cDNA’lardan çift zincirli DNA’ların 

oluşturulmasıdır. Bunun için reaksiyon tüpüne 1µg cDNA, 5 µl reaksiyon tamponu (5X), 

2,5 µl MgCl2 (25 mM), 0,5 µl dNTP karışımı (10 mM), 0,5 µl gene özgü ileri primer (10 

µM), 0,5 µl gene özgü geri primer (10 µM), 0,1 µl DNA polimeraz enzimi (Promega) 

bırakıldı ve son olarak dH2O ile hacmi 25 µl’ye tamamlandı. Reaksiyonlar 95 °C’de 2 dakika 

ilk denatürasyondan sonra 30 döngü olacak şekilde 95 °C’de 30 saniye, 46 °C’de 30 saniye 

ve 72 °C’de 45 saniye bekletilerek çoğaltma işlemi gerçekleştirildi. Son olarak bir döngü 72 

°C’de 5 dakika bekletildikten sonra örnekler %1’lik agaroz jel elektroforezi ile etidyum 

bromür varlığında görüntülendi. 

Bu işlemler, çalışılması hedeflenen tüm viral genler için tasarlanan gene özgü 

primerler kullanılarak tekrarlandı. Primer bağlanma sıcaklıkları her gen için özel olarak 

ayarlandı. RT-PCR sonuçlarına göre viral genler erken, gecikmiş erken ve geç olmak üzere 

üç farklı gruba ayrıldılar. 

 

2.4.2. Gen Sınıflarının Promotorlarında Korunmuş Motiflerin In Silico Analizi 

 

Transkripsiyon sınıfları belirlendikten sonra, genlerin translasyon başlangıç 

noktasından yukarı bölgelerinde bulunan ve promotor görevi yapabileceği düşünülen 
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korunmuş motifler biyoinformatik olarak araştırıldı. Motiflerin promotor aktivitesinde 

rollerinin olup olmadığını belirlemek için tüm genlerin ATG’den itibaren 200 bp yukarı 

bölgeleri GenBank’tan alındı.  Tüm genler kendi sınıfları içerisinde (IE, DE, L) korunmuş 

bölge analizine tabi tutuldular.  Korunmuş bölge analizi MEME Suite adlı motif tarama 

motoru (http://meme-suite.org) aracılığıyla yapıldı. Motif taraması sadece verilen nükleotit 

dizisi yönünde aranacak şekilde ve parametreler her bir dizi için bir veya sıfır motif bulacak 

şekilde ayarlandı. p ve e değerleri sıfıra en yakın olan ve benzerlik oranı en fazla olan 

motifler belirlendi.  

 

2.4.3. Korunmuş Motiflerin Promotor Aktivitesine Etkisinin Araştırılması 

 

Biyoinformatik olarak tespit edilen korunmuş motiflerin promotor aktivitesinde 

rollerinin olup olmadığını belirlemek için üç gen sınıfının her birini temsil edecek birer örnek 

gen belirlendi.  Erken genler için 193R, gecikmiş erken genler için 126R ve geç genler için 

259R kodlu ORF’leri seçildi.  Her genin yukarı bölgelerinden, ilgili motifi içeren ve 

içermeyen olmak üzere iki farklı bölge çoğaltıldı ve bu çoğaltılan bölgeler promotor 

fragmanları adı altında pSP-Luc+NF vektöründe promotorsuz olarak bulunan lusiferaz 

geninin baş tarafına klonlandı.  Bu şekilde oluşturulan rekombinant plazmitler daha sonra 

promotor aktivite deneylerinde kullanıldı. 

Geç genler için görülen ihtiyaç nedeni ile 084L ve 061R ORF’lerinin de translasyon 

başlangıç kodonlarının yukarı bölgelerindeki korunmuş motifler promotor aktivitesi için 

araştırıldı.   

 

2.4.3.1. Genlerin 5’ Yukarı Bölgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile 

Çoğaltılması ve Ara Vektöre Klonlanması 

 

Seçilen genlere ait 5’ yukarı bölgeleri, belirlenen motifi içerecek ve içermeyecek 

şekilde, dizayn edilen primerler kullanılarak doğrulama aktivitesi bulunan bir DNA 

polimeraz enzimiyle (Phusion, Thermo Scientific) viral genomik DNA’dan PCR ile 

çoğaltıldı. Çoğaltma işlemi sırasında reaksiyon tüpüne 10 ng kalıp DNA, 0.5 µM ileri 

primer, 0.5 µM geri primer, 1 µl dNTP karışımı (10 mM), 0.5 µl MgCl2, 0.5 µl DNA 

polimeraz (2 u/µl), 5 µl reaksiyon tamponu (10X) bıraktıktan sonra reaksiyon hacmi ddH2O 

ile 50 µl’ye tamamlandı. PCR koşulları ise 98 °C’de 30 saniye ilk döngünün ardından 35 

http://meme-suite.org/
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döngü olacak şekilde 98 °C’de 10 saniye, 55 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 15 saniye 

bekletilerek son uzama basamağı olarak 72 °C’de 10 dakika tutuldu. Elde edilen PCR 

ürünleri agaroz jelden temizleme kiti (Macherey-Nagel) kullanılarak temizlendi. 

Konsantrasyonları nanodrop (Thermo Scientific) aracılığıyla belirlendikten sonra 

vektör:fragment oranı 1:3 olacak şekilde ara vektöre ligasyon reaksiyonu kuruldu. Ligasyon 

tüpüne 10 µl reaksiyon tamponu (2X), 1 µl pJET1.2/blunt ara vektör (50 ng), 1 µl T4 DNA 

ligaz ve 150 ng PCR ürününden ilave edildi. Son hacim 20 µl’ye ddH2O ile tamamlandı. 

Ligasyon reaksiyonu oda sıcaklığında 20 dakika bekletilerek gerçekleştirildi. 

 

2.4.3.2. Escherichia coli DH10β Kompetent Hücrelerin Hazırlanması 

 

Genlerin 5’ yukarı bölgelerini ihtiva eden pJET1.2 rekombinant vektörlerini aktarmak 

için kompotent hücreler hazırlandı. Bu işlem için petri kabında büyütülmüş olan E. coli 

DH10β hücrelerinden tek koloni seçilerek 3 ml Luria Bertani (LB) sıvı besiyeriye aşılama 

yapıldı. Sallayıcılı inkübatörde 37 °C’de 16 saat büyüyen kültürden 100 ml taze sıvı 

besiyeriye 1 ml aşılama yapıldı. Hücre yoğunluğu 600 nm dalga boyunda 0.4-0.6 olana kadar 

37 °C’lik sallayıcıda büyütüldü. İstenen yoğunluğa ulaşan kültür, buz üzerinde 10 dakika 

bekletildi. Ardından hücreler 4 °C’de 6000xg’de 5 dakika çöktürüldü. Sıvı kısmı döküldü ve 

hücreler 10 ml stoklama tamponunda (100 mM potasyum klorür, 50 mM kalsiyum klorür, 

10 mM potasyum asetat, %10 gliserol) çözüldü. 15 dakika buzda bekletildikten sonra aynı 

şartlarda tekrar santrifüj edildi. Bu işlemler iki defa uygulandıktan sonra hücreler en son 

yaklaşık 4 ml stoklama tamponunda çözülerek 100 µl olacak şekilde mikrosantrifüj tüplerine 

bölündü ve kullanılıncaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.  

 

2.4.3.3.  E. coli DH10β Kompetent Hücrelerine Transformasyon 

 

Hazırlanan kompetent hücrelerden ihtiyaç duyulan sayıda alındı ve buz üzerinde 

çözülene kadar bekletildi. Ardından 5 µl ligasyon ürünü kompetent hücrelerin üzerine 

bırakılarak örnekler buz üzerinde yarım saat bekletildi. İki dakika 45 °C’lik ısı şoku 

uygulandıktan sonra tekrar buz üzerinde 1 dakika kadar bekletildi. Örnekler 1 ml sıvı LB 

besiyeriye aktarılarak 1 saat boyunca 37 °C’de büyümeye bırakıldı. Kültür, 6000xg’de 3 

dakika çöktürme işleminden sonra sıvı kısım, geride 50 µl kalacak şekilde döküldü. 
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Hücreler, geride kalan sıvı içerisinde çözülerek seçici antibiyotik (ampisilin) ihtiva eden katı 

besiyeri üzerine cam bagetle yayıldı. Petriler gece boyunca 37 °C’de inkübe edildi. 

İnkübasyon sonucunda antibiyotikli agar besiyeride büyüyen kolonilerde transform edilen 

plazmidin varlığını doğrulamak amacıyla gece kültürleri hazırlandı. 

 

2.4.3.4.  Plazmit İzolasyonu ve Restriksiyon Enzimleriyle Kesim 

 

Steril kürdan yardımıyla kolonilere dokunuldu ve uygun antibiyotik içeren 3 ml sıvı 

besiyeriye inokülasyon yapılarak gece boyunca 37 °C’de büyütüldü. Büyüyen sıvı kültürler 

6000xg’de 3 dakika çöktürüldü ve hücreler pellet haline getirildi. Üst sıvılar geride 50 µl 

besiyeri kalacak şekilde döküldü. Hücre pelleti kalan besiyeri içerisinde vortekslenerek iyice 

çözüldü. Üzerine 300 µl TENS tamponu (10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA, 0.1 N NaOH, 

%5 SDS) ilave edildi, karıştırıldı ve yaklaşık 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi. Ardından 

150 µl sodyum asetat (3M, pH 5.2) ilave edildi. 4-5 defa alt üst edildikten sonra 10 dakika 

14000xg’de çöktürme yapıldı. Üst sıvılar yeni mikrosantrifüj tüplere aktarılarak üzerlerine 

900 µl saf EtOH ilave edildi. Alt üst edildikten sonra yüksek hızda 3 dakika çöktürme 

yapıldı. Sıvı kısım tamamen uzaklaştırıldı ve pelletlerin üzerine 500 µl %70’lik EtOH 

konulup tekrar 2 dakika çöktürme yapıldı. Alkol uzaklaştırıldı ve pelletler kuruyana kadar 

tüplerin kapakları açık şekilde 37 °C’de bekletildiler. Ardından pelletler 30 µl su içinde 

çözüldü. Bu şekilde izole edilen plazmit DNA’ların, viral DNA fragmentlerini içerip 

içermediği restriksiyon enzimleri ile muamele edilerek belirlendi.   

Her bir kesim reaksiyonu için tüplere 2 µg plazmit DNA, 2 ünite restriksiyon 

endonükleaz enzimlerinden (KpnI ve HindIII), son konsantrasyonu 1X olacak şekilde (1:10) 

enzim tamponlarından konularak reaksiyonların son hacmi 30 µl’ye ddH2O ile tamamlandı. 

Hazırlanan reaksiyonlar, 37 °C’de 4 saat inkübe edildikten sonra yürütme boyası ilave 

edilerek agaroz jelde görüntüleme yapıldı. 

 

2.4.3.5.  Genlerin 5’ Yukarı Bölgelerinin pSP-Luc+NF Vektörüne Klonlanması 

 

Genlerin 5’ yukarı bölgeleri PCR ile çoğaltılırken klonlamalarda kullanılmak üzere 

primerlerin uçlarına KpnI ve HindIII restriksiyon endonükleaz enzim kesme bölgeleri ilave 

edilmişti. Dolayısı ile ara vektörde bulunan bu bölgeler enzimlerle kesilerek jelden 
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temizlendi. Aynı şekilde pSP-Luc+NF vektörü de bu enzimlerle kesilerek ligasyona hazır 

hale getirildi. Vektör:insert oranı 1:3 olacak şekilde promotor bölgeleriyle ligasyon 

reaksiyonu kuruldu. Reaksiyon karışımına vektör ve insert konulduktan sonra üzerine 1,5 µl 

10X reaksiyon tamponu, 1 µl T4 DNA Ligaz (BioLabs) ve son hacmi 15 µl’ye 

tamamlayacak şekilde dH2O ilave edildi. Karışım 16-20 saat boyunca 4 °C’de bekletildi ve 

ardından transformasyonda kullanıldı. Elde edilen kolonilerden tekrar plazmit izolasyonu 

gerçekleştirilerek uygun enzimlerle kesildi ve plazmitlerin doğruluğu teyit edildi. Dolu 

olduğu belirlenen plazmitler Macrogen (Hollanda)’e gönderilerek dizin analizi yaptırıldı. 

 

2.4.3.6. Korunmuş Motiflerin Promotor Aktivitesinin Araştırılması 

 

Genlerin 5’ yukarı bölgelerindeki korunmuş motiflerin promotor aktiviteleri, bu 

motifleri lusiferaz geninin önünde ihtiva eden ve etmeyen rekombinant plazmitlerin böcek 

hücrelerine transfeksiyonu ve ardından lusiferaz proteinin ölçülmesi ile araştırıldı. 

 

2.4.3.6.1.  Plazmitlerin Böcek Hücrelerine Transfeksiyonu 

 

Bir gün önceden Sf9 hücreleri her gözde 2x106 hücre olacak şekilde 6 gözlü hücre 

kültür kaplarına bırakıldı ve tabana tutunmaları için 2 saat 28 °C’de bekletildi. Diğer yandan, 

1,5 µg rekombinant plazmit DNA (~5µl) ile 100 µl katkısız Grace’s Insect besiyeri (Gibco®) 

karıştırıldı (Solüsyon A). Bir başka tüpte 8 µl Cellfectin® II Reagent (Invitrogen) ile 100 µl 

katkısız Grace’s Insect besiyeri homojen bir biçimde karıştırıldı (Solüsyon B). Ardından bu 

iki solüsyon polisitren tüpte birbirine karıştırılıp 30 dakika boyunca her 5 dakikada bir 

sallanarak oda sıcaklığında bekletildi. Tutunan hücrelerin üzerindeki besiyeri alındı ve 

hücreler katkısız besiyeri ile yıkandı. Selfektin-DNA karışımının üzerine 800 µl Grace’s 

Insect katkısız besiyeri eklendi, nazikçe karıştırıldı ve hücrelerin üzerine yavaşça ilave 

edildi. Hücreler bu şekilde 28 °C’lik etüvde 5 saat inkübe edildi. Bu süre sonunda 

transfeksiyon solüsyonu hücrelerin üzerinden uzaklaştırıldı ve üzerine %5 FBS (Fetal 

Bovine Serum) içeren 2 ml Sf-900™ II SFM (Gibco®) besiyeri eklendi.  

Transfeksiyon yapılan konak hücreler hemen ardından yaban tip virüsle enfekte 

edildiler. Pozitif kontrol olarak yaban tip IIV6 virionlarıyla enfeksiyon yapıldı. Negatif 

kontrol olarak boş plazmit kullanıldı. Böylece virüsler replike olurken plazmide klonlanan 
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promotor bölgelerini çalıştırdığında kontrolleri altındaki lusiferaz enzimlerinin ifade 

edilmesini sağladılar. Enfeksiyon başlangıç saatinden 20 saat sonra hücreler toplanarak 

lusiferaz aktivite deneyinde kullanıldılar. 

 

2.4.3.6.2.  Lusiferaz Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

Altı gözlü kabın her bir gözündeki hücreler toplanarak düşük hızda santrifüj yapıldı ve 

sıvı kısım uzaklaştırıldı. Hücreler, Lusiferaz Assay Sistem Kiti (Promega) içinde bulunan 

Passive Lysis Buffer (1X) ile (500 μl) homojenize edildi ve 15 dakika oda sıcaklığında 

sallayıcıda bekletildi. Ardından sıvı azotta 3 defa dondurulup eritilen örnekler 12000 rpm 

hızda 30 saniye santrifüj edildi ve üst sıvının 20 μl’si aktivite ölçümü için kullanıldı. 

Ölçümler luminometre cihazı (Sirius, Berthold)’nda gerçekleştirildi. Substrat olarak, kit 

içinde bulunan Lusiferaz Assay Substrat ve Lusiferaz Assay Buffer II’nin karıştırılmasıyla 

elde edilen LarII’den her bir örnek için 100 μl kullanıldı.  

 

2.4.3.7. Geç Gen Korunmuş Motiflerinde Yönlendirilmiş Mutasyonların 

Oluşturulması 

 

Geç genlerin yukarı bölgelerinde tespit edilen birden fazla motifin transkripsiyonel 

regülasyondaki görevlerinin belirlenmesi amacıyla bu motiflerde mutasyonlar yapıldı. Bu 

amaç doğrultusunda 061R geninin 5’ yukarı bölgesinde bulunan motiflerde yönlendirilmiş 

mutasyonlar oluşturuldu. Mutasyonlar PCR ile mutant nükleotitleri taşıyan primerler 

kullanılarak gerçekleştirildi (Tablo 6). PCR ile elde edilen 5’ yukarı bölgeler önce pJET1.2 

vektörüne ardından da pSP-Luc+NF vektörüne klonlanarak böcek hücrelerine 

transfeksiyonları yapıldı. Takiben virüs enfeksiyonu ve lusiferaz aktiviteleri ölçümü 

gerçekleştirildi. 

 

2.5. En Erken Genlere Ait Transaktivatör Protein(ler)in Araştırılması 

 

Daha önce belirtildiği üzere duyarlı IIV6 enfeksiyonu sırasında ilk olarak en erken 

genlerin transkripsiyonu başlatılır. Bu işlemde virion yapısında bulunan bir veya daha fazla 

protein görev almaktadır. Bu proteinler, transkripsiyonu gerçekleşecek genin promotor 
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bölgesine bağlanarak bu promotorların aktifleşmesini sağladıkları için “transaktivatör” 

proteinler olarak adlandırılırlar.  

Bu tez çalışmasındaki bir diğer amacımız da virüsün yapısında bulunan proteinlerden 

hangisi/lerinin transaktivatör görevi yaptığını belirlemektir. Bu amaç doğrultusunda yapılan 

çalışmalar dört ana başlık altında verilebilir.   

 

2.5.1.  Hibridizasyon ile Transaktivatör Protein(ler)in Araştırılması 

 

Promotor bölgesine bağlanan poteinlerin büyüklükleri southwestern analizi ile 

belirlendi. Bu işlem için öncelikle en erken genlerden biri olduğu daha önceki çalışmalarla 

belirlenmiş olan gene (IIV6-012L) ait promotor bölgesi PCR ile çoğaltıldı, işaretlendi ve 

membran üzerine geçirilmiş viral yapısal proteinlerle hibritleştirildi.  Bu şekilde en erken 

sınıfa ait bir genin promotor bölgesine bağlanan proteinin büyüklüğü hakkında ön bilgi 

edinildi.  

 

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

İşaretlenmesi 

 

En erken genlerden biri olan 012L (ekzonükleaz)’nin promotor bölgesi (Dizman ve 

ark. 2012) PCR ile çoğaltılarak fazla miktarda elde edildi. Bu PCR ürününden 4 µl (100 ng) 

alınarak üzerine 12 µl dH2O ilave edildi. Tüpler, 10 dakika kaynayan su banyosunda 

bekletildikten sonra hemen buz üzerine bırakıldı. Örneklerin üzerine DNA işaretleme kitinde 

(Roche, 11585614910) bulunan DIG-High Prime (tüp 1) içeriğinden 4 µl ilave edildi ve 

karıştırılarak nazikçe santrifüj edildi. Tüpler, 37 °C’de 16 saat inkübasyon yapıldı. Ardından 

65 °C’de 10 dakika bekletilerek reaksiyon durduruldu. İşaretli DNA’lar kullanılana kadar     

-20 °C’ye kaldırıldı. 

 

2.5.1.2.  Viral Proteinlerin Hazırlanması 

 

Virüs partikülleri elde edildikten sonra 0,22 µm filtreden geçirildi. Solüsyon, 14000 

rpm hızda 30 dakika boyunca 4 °C’de santrifüj edildi. Ardından pellet virüsün yapısında 

bulunan proteinleri çözmek için parçalayıcı tamponda (10 mM Tris-Cl, 1 M KCl, 10 mM 

CHAPS, 1X proteaz inhibitör karışımı) çözüldü. Karışım, 30 °C’de 30 dakika alt üst edilerek 
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döndürüldü ve %20 sükroz içeren tampon (150 mM NaCl, 50 mM Tris-Cl) üzerine 

konularak 4 °C’de 2 saat boyunca 36000 rpm hızda ultrasantrifüj yapıldı. Oluşan üst fazdaki 

viral protein karışımı alınarak diyaliz yapıldı. Diyaliz işlemi için önce membran hazır 

duruma getirildi. Uygun boyda kesilen membranlar, 10 dakika 200 ml %2 NaHCO3 ve 1 

mM EDTA içeren çözelti içerisinde ve 10 dakika da saf su içerisinde kaynatıldı.  Ardından 

membran soğuk saf su içerisine alındı.  Protein ekstraktı hazırlanan bu membranlar içerisine 

doldurularak uçları sıkıca bağlandı ve 50 mM Tris-Cl ve 150 mM NaCl içeren tamponda 24 

saat karıştırıldı. Bu süre içerisinde 3 kez tampon değişikliği yapıldı.  

 

2.5.1.3.  IIV6 ile Enfekte Hücrelerden Nüklear ve Sitoplazmik Proteinlerin Elde 

Edilmesi 

 

Sf9 hücreleri IIV6 virüsüyle enfeksiyon yapıldıktan 48 saat sonra sitoplazmik ve 

nüklear protein ekstraksiyon kiti (Fermentas, K0311) kullanılarak proteinler izole edildi. Bu 

işlem için öncelikle üzerlerindeki besiyeri uzaklaştırıldı. Hücreler 1X PBS (fosfat buffer 

salin)’de çözülerek toplandı ve 250xg’de 5 dakika santrifüj edilerek süpernatant 

uzaklaştırıldı. Pelletin 10 katı olacak şekilde lizis tamponunda hücreler 10 saniye 

vortekslenerek çözüldü ve 10 dakika buz üzerinde bekletildi. Tekrar vortekslenerek 

500xg’de 7 dakika 4 °C’de santrifüj edilerek süpernatantta bulunan sitoplazmik proteinler 

dikkatli bir şekilde yeni tüpe aktarılırken nükleusların bulunduğu pellet ise buz üzerine 

yerleştirildi. Süpernatant 20000xg’de 15 dakika 4 °C’de tekrar santrifüj edilerek sitoplazmik 

protein ekstraktını içeren süpernatant yeni tüpe aktarıldı. Nükleusların bulunduğu pellet 2 

defa 500 µl yıkama tamponunda vortekslenerek çözüldü ve 2 dakika buz üzerinde bekletildi. 

500xg’de 7 dakika 4 °C’de santrifüj edilerek süpernatant atıldı. Pelletin üzerine 150 µl 

saklama tamponu ilave edildi. Pipetle al-ver yapılarak pellet çözüldü ve üzerine 1/10 olacak 

şekilde lizis tamponu eklendi. Kısa bir süre vortekslenip 15 dakika 4 °C’de 900-1200 rpm 

hızda sallandı ve 20000xg’de 5 dakika 4 °C’de santrifüj edilerek nüklear protein ekstrakt 

bulunan süpernatant yeni bir tüpe alındı. Elde edilen bu örnekler hemen kullanıldı, geri kalan 

kısımlar -80 °C’de tutuldu. 
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2.5.1.4. Proteinlerin Membrana Aktarılması 

 

Hazırlanan protein örnekleri poliakrilamid jel elektroforezi yöntemi ile ayrıldı. 

Örneklerin üzerine muamele tamponu (60 mM Tris-HCl (pH 6.8), %25 Gliserol, %2 SDS, 

%5 β-merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave edildikten sonra tüpler kaynayan su 

içerisinde 10 dakika bekletildi. Daha sonra Laemmli (1970) tarafından tanımlanan %12’lik 

SDS-PAGE’e yüklendi. Jele 100 V akım uygulanarak ayrılma işlemi gerçekleştirildi. 

Yürütme işlemi tamamlandıktan sonra jeldeki proteinler yarı-kuru elektroforetik blotlama 

cihazı kullanılarak immobilon membrana aktarıldı. Bunun için Immobilon-P membranı 

(Millipore) ve whatman kâğıtları poliakrilamid jel büyüklüğünde kesildi. Membran ve 

kağıtlar elektroblotlama tamponda (48 mM Tris, 39 mM Glycine, %0.0375 w/v SDS) 

ıslatıldıktan sonra cihaza 2 whatman kâğıdı, 1 immobilon-P membranı, poliakrilamid jel ve 

2 whatman kâğıdı olacak şekilde sırasıyla yerleştirildiler. Cihaz 0.04 Amper`de 1 saat 

çalıştırıldı ve böylece blotlama işlemi gerçekleştirildi. Blotlanan membran 10 dakika distile 

(ddH2O) su ile ardından 5 dakika PBS ile yıkandı. Yıkamalar sallayıcı platform üzerinde 50 

rpm hızında gerçekleştirildi. 

 

2.5.1.5. Proteinlerin Membran Üzerinde Renatürasyonu 

 

Proteinler PAGE aşamasında denatüre olduklarından işaretli promotor fragmanı ile 

bağlanabilmeleri için eski katlanmış durumlarını geri kazanmaları (renatürasyon) 

gerekmektedir. Bunun için membran, PBS içerisinde hazırlanmış 6 M Guanidium-HCl 

solüsyonu ile 2 defa 10’ar dakika yıkandı. Ardından sırasıyla 3 M, 1.5 M, 0.75 M, 0.38 M 

ve 0.19 M Guanidium-HCl solüsyonları ile 10’ar dakika yıkamalara devam edildi. İki defa 

PBS’te 5’er dakika yıkanan membran yine PBS içerisinde hazırlanmış %5 yağsız süt tozunda 

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

 

2.5.1.6. Southwestern Hibridizasyonu 

 

Membran, %0,5 süt tozu içeren PBS ile 3 defa 5’er dakika yıkandıktan sonra 2 defa 

hibridizasyon tamponunda (0,1 M Maleik asit, 0,15 M NaCl, %1 bloklama tozu (Roche)) 5 

dakika yıkandı. Ardından 1,5 µg işaretli DNA içeren hibridizasyon tamponunda gece boyu 
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inkübasyona bırakıldı. %0,5 süt tozu ve %0,3 Tween-20 içeren PBS ile 3 defa 10’ar dakika 

yıkandı. %0,5 süt tozu içeren PBS ile 1 defa 10 dakika yıkandı. %0,5 süt tozunda 1:5000 

oranında hazırlanmış anti-DIG ile 1 saat boyunca oda sıcaklığında inkübe edildi. Son olarak 

sadece %0,3 Tween-20 içeren PBS ile 3 defa 10’ar dakika yıkandıktan sonra görüntüleme 

işlemine geçildi. Bir defa dengeleme (Alkaline Phosphatase Buffer, AP) tamponunda (0,1 

M Tris-HCl pH 9.5, 0,1 M NaCl) 10 dakika yıkanan membran yine bu tampon içerisinde 

hazırlanmış %1 NBT/BCIP (nitro mavi tetrazolyum/5-bromo-4-kloro-3-indolil-fosfat, 

Roche) stok solüsyonu ile muamele edilerek bantlar görünür hale getirildi.  

 

2.5.2.  Ko-transfeksiyon ile Transaktivatör Protein(ler)in Araştırılması 

 

Bu aşamada ise southwestern analizinde tespit edilen büyüklüklere tekabül eden 

yapısal proteinleri ve aynı zamanda sahip oldukları bazı önemli özelliklerinden (DNA 

bağlanma domaini, nüklear lokalizasyon sinyali) dolayı birkaç yapısal olmayan proteini 

kodlayan toplam 36 gen, teker teker pIZ/V5-His vektöründe bulunan bakülovirüs en erken 

(IE2) promotoru önüne klonlandı. Bu promotor sayesinde plazmide klonlanan gen bölgeleri, 

viral proteinlere ihtiyaç duymaksızın konak hücre tarafından ifade edilir. Aynı anda IIV6 en 

erken gen promotoru, pSP-Luc+NF vektöründe lusiferaz geninin baş kısmına bu genin 

transkripsiyonunu sağlaması için klonlandı ve böylece promotor plazmidi elde edildi 

(Dizman vd., 2012). Oluşturulan promotor plazmidi viral genlerin klonlandığı plazmitler ile 

konak hücreye ko-transfeksiyon yoluyla aktarılarak viral genlerin promotor üzerindeki etkisi 

araştırıldı. 

 

2.5.2.1.  Viral Genlerin pIZ/V5-His Vektörüne Klonlanması 

 

IIV6’ya ait 36 genin kodlama bölgeleri, dizilere özgü primerler (Tablo 7) kullanılarak 

PCR ile çoğaltıldı. Reaksiyonlar 50 µl’lik son hacimde gerçekleştirildi. Deney tüpüne 1 ünite 

Phusion High-Fidelity DNA Polimeraz (Finnzymes), 10 µl 5X Phusion HF tamponu (1,5 

mM MgCl2 içerir), 1,5 µl 1mM ileri primeri, 1,5 µl 1mM geri primeri, 1 µl 10 mM dNTP’den 

ve 2 µl genomik DNA bırakılarak steril dH2O ile 50 µl’ye tamamlandı. 

PCR şartları 98 °C’de 30 saniyelik denatürasyondan sonra 35 döngü olacak şekilde 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 şekilde son uzamaya tabi tutularak gerçekleştirildi. PCR 

sonucunda oluşan DNA fragmentleri 0,5 µg/ml etidyum bromür ihtiva eden %1’lik agaroz 

jelde yürütülerek jel görüntüleme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile görüntülendi. 

PCR reaksiyonu ile çoğaltılan DNA’lar agaroz jelden kesildi, Nucleospin Extract II 

DNA Temizleme (Macherey-Nagel) kiti kullanılarak firma tarafından tavsiye edilen 

yönteme göre jelden temizlendiler. Elde edilen DNA’ların saflığı ve konsantrasyonu 

nanodrop ile kontrol edildi. 

PCR ile çoğaltılan viral genler, pJET1.2 (ThermoScientific) ara vektöre, gen:vektör 

oranı 3:1 olacak şekilde birleştirildi. Hazırlanan plazmidlerin kompetent E. coli DH10β 

hücrelerine transformasyonu yapıldı. Oluşan kolonilerden plazmit izolasyonu yapıldı, 

restriksiyon enzimleriyle kesilerek doğru klonlar tespit edildi. Doğru klonlarda bulunan 

genler, pJET1.2 vektöründen uygun enzimler ile kesilerek çıkartıldı ve yine aynı enzimler 

ile kesilmiş pIZ/V5-His ekspresyon vektörüne klonlandı. Rekombinant pIZ/V5-His 

vektörlerini içeren bakteri kolonileri, vektörde bulunan antibiyotik dirençlilik geni (zeocin) 

sayesinde besiyeriye zeosin (25 µg/ml) ilave edilerek seçildi. Doğru kolonilerin seçilmesi 

işlemi daha önce anlatıldığı şekilde yapıldı.  

Çalışmada pozitif kontrol olarak yeşil floresan proteinini (green fluorescent protein, 

GFP) kodlayan gen klonlanmış pIZ/V5-His vektörü kullanıldı.  

 

2.5.2.2. Rekombinant pIZ/V5-His ve pSP-Luc+NF Plazmitlerinin Böcek 

Hücrelerine Ko-Transfeksiyonu 

 

Potansiyel transaktivatör olarak düşünülen yapısal proteinlerin bu çalışmada 

kullandığımız IIV6-012L (exonuclease) promotorunu aktifleştirip aktifleştirmediğini 

anlamak için her iki plazmidin de aynı anda hücrelere transfekte edilmesi (ko-transfeksiyon) 

gerekir. pIZ/V5-His vektörüne klonlanan gen bölgeleri vektörde bulunan Opie2 promotoru 

sayesinde fazla miktarda ifade edilecektir. İfade edilen bu proteinlerin 012L promotorunu 

aktifleştirmesi durumunda rekombinant pSP-Luc+NF’de bulunan lusiferaz geni ifade 

edilecektir.  

Virüse ait yapısal proteinleri ifade eden rekombinant plazmitler, hem teker teker hem 

de çeşitli gruplara ayrılarak hücrelere transfekte edildiler. Gruplandırma büyüklüklerine ve 

DNA bağlanma domaini içermelerine göre yapıldı. Gruplar 95 kDa’dan büyük olanlar 

(443R, 295L, 179R, 022L, 261R, 209R, 396L), 55-95 kDa arasında olanlar (268L, 149L, 
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232R, 439L, 361L, 380R, 213R, 118L), 26-34 kDa arasında olanlar (219L, 142R, 457L, 

155L, 401R, 117L, 415R) ve 26 kDa’dan küçük olup DNA bağlanma domainine sahip 

olanlar (104L, 366R, 378R, 084L, 227L) olmak üzere 4 farklı şekilde yapıldı. Her bir grup, 

DNA bağlanma domaini içeren proteinlerin bulunduğu grupla birlikte transfekte edildi. 

Gruplandırmaların haricinde, bütün plazmitler karıştırıldı ve toplu halde de hücrelere 

transfekte edildiler. Transfeksiyon işlemi daha önce anlatıldığı şekilde gerçekleştirildi. 

Transfeksiyondan 18 saat sonra hücreler toplandı ve lusiferaz aktivite ölçümlerinde 

kullanıldı. 

 

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

Araştırılması 

 

Belirli bir DNA dizisine bağlanan proteinlerin saflaştırılabilmesi için öncelikle istenen 

diziye sahip DNA örneklerinin bir yüzeye tutunması gerekir. Yüzey olarak kromatografik 

yöntemlerde yaygın olarak reçineler tercih edilir. Önce yakalayıcı olarak görev yapacak 

DNA örnekleri rezinle biraraya getirilerek birbirlerine bağlanmaları sağlanır. Ardından 

protein örnekleri kolona yerleştirilen reçineden geçirilerek saflaştırma işlemi uygulanır. 

Bu çalışmada DNA-affinite kromatografisi adı verilen yöntem ile bir kolon 

içerisindeki reçine maddesine bağlanmış IIV6 promotor sıralarına tutunan virion proteinleri 

araştırıldı.  

 

2.5.3.1. Oligonükleotitlerin Hazırlanması 

 

Affinite kromatografisi için öncelikle reçineye tutunacak DNA sıralarını içeren 

oligonükleotitler hazırlandı. DNA dizilerinin uç kısımlarına reçineye tutunmalarını 

kolaylaştırmak için sarkık olacak şekilde 5’-GATC nükleotitleri ilave edildi. Bir çifti 

012L’nin promotor bölgesi diğer çifti negatif kontrol amacıyla aynı uzunlukta (85 baz) ve 

aynı GC içeriğine (%14,81) sahip olmak üzere birbirinin komplementeri olan oligonükleotit 

çiftleri yüksek miktarda (~3 µg/µl) sentezlendi (Integrated DNA Technologies Inc.). 

Oligonükleotitler ayrı ayrı 94 °C’de 2 dakika bekletildikten sonra her biri kendi 

komplementeri ile birleştirilerek 94 °C’de 3 dakika inkübe edildi. Ardından oda sıcaklığında 

soğumaya bırakıldı. Kullanılıncaya kadar -20 °C’de muhafaza edildiler. Sentezlenen diziler 

şu şekildedir; exo oligo (012L promotor) için ileri dizi: 5’-
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GATCCAAATTTATAAATAAATTTGAACTATATATTGGATCATATTTTAAAGATT

TAAAAGTTAAAGAAGATTAGTAAAGTATAAA-3’ ve ters komplementeri 5’-

GATCTTTATACTTTACTAATCTTCTTTAACTTTTAAATCTTTAAAATATGATCCA

ATATATAGTTCAAATTTATTTATAAATTTG-3’, negatif kontrol oligo için ileri dizi: 5’-

GATCTTGAATTATGCAATAAAATTATTTTTAAATGAAAGTAACAATAATACAA

CATTAAAATTGTTAGAACTTATAAAAGAAATT-3’ ve ters komplementeri 5’-

GATCAATTTCTTTTATAAGTTCTAACAATTTTAATGTTGTATTATTGTTACTTTC

ATTTAAAAATAATTTTATTGCATAATTCAA-3’.  

 

2.5.3.2.  Kromatografi Dolgu Maddesinin Hazırlanması 

 

Tez kapsamında reçine olarak aktifleştirilmiş CNBr (siyanojen bromür) 4B dolgu 

maddesi kullanıldı. CNBr’nin oldukça toksik olmasından dolayı laboratuvarda aktif hale 

getirmek yerine ticari olarak aktifleştirilmiş olan türü tedarik edildi. Her bir kolon için 1 gr 

aktif CNBr 4B tartılarak yaklaşık 5 ml 1 mM HCl içerisinde alt üst edilerek birkaç dakika 

(boncuklar şişene kadar) bekletildi. Elde edilen dolgu maddesi kolona aktarıldı ve 170 ml 1 

mM HCl ile kademeli olacak şekilde yıkandı. Ardından önce 30 ml steril su sonra 30 ml 10 

mM potasyum fosfat (pH 8.0) ile yıkandı. Akan sıvılar tamamen bittikten sonra dolgu 

maddesi akışkan bir hal alacak kadar 10 mM potasyum fosfat (pH 8.0) ilave edildi. Daha 

önceden hazırlanan oligonükleotitler ayrı kolonlara ilave edilerek kapakları kapatıldı ve gece 

boyu rotatorda (Stuart SB3) (20 rpm) döndürülerek inkübe edildiler. Bağlanmayan DNA’ları 

uzaklaştırmak için 60 ml su kolonlardan geçirildi. Reaksiyona girmeyen aktif bölgeleri 

inaktifleştirmek üzere 30 ml 1 M etanolamin HCl (pH 8.0) ile yıkandıktan sonra bu sıvı 

içerisinde akışkan olacak şekilde 4 saat boyunca oda sıcaklığında alt üst edildi. Sonra 

sırasıyla 30’ar ml olacak şekilde 10 mM potasyum fosfat (pH 8.0), 1 M potasyum fosfat (pH 

8.0), 1 M KCl, dH2O 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 yıkandı. Kullanılana kadar stoklama 

tamponu içerisinde 4 °C’de muhafaza edildi. 
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2.5.3.3. Proteinlerin Kromatografiden Geçirilmesi ve Southwestern Analizleri 

 

Yukarıda anlatılan şekilde hazırlanan kolonlar kapakları açılarak içindeki sıvı 

yerçekimine bağlı olarak damlamaya bırakıldı ve tamamen uzaklaşana kadar bekletildi. 

Ardından 2 defa 10’ar ml olacak şekilde 0.1 M KCl içeren 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 geçirildi. Hazırlanan protein örneği kolonlara doldurularak kapaklar 

tekrar kapatıldı ve oda sıcaklığında 30 dakika alt üst edilerek inkübe edildi. Kolonların 

kapakları açıldı ve kendiliğinden damlamaya bırakılarak içindeki sıvı tamamen 

uzaklaştırıldı. Kolonlar içlerinden, 2’şer ml olacak şekilde 4 defa 0.1 M KCl içeren Z 

tamponu geçirilerek yıkandı. Son olarak artan konsantrasyonlarda (0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 

0,8, 0,9, 1 ve 2 M KCl) tuz içeren Z tamponları kolonlardan geçirilerek reçineye tutturulan 

promotor oligolarına bağlanan proteinler elde edildi. Toplanan protein örnekleri, 

büyüklükleri hakkında bilgi edinilmesi için tekrar southwestern analizine tabii tutuldu. 

 

2.5.3.4. Protein Rf Değerinin Hesaplanması 

 

Southwestern ile elde edilen bandın büyüklüğü, marker aracılığı ile elde edilen 

büyüklüğün yanısıra, daha detaylı bilgi edinebilmek amacıyla, protein yürüme hızı (Rf 

değeri) dikkate alınarak da hesaplandı.  Rf değeri, büyüklükleri bilinen protein bantları 

(markır) baz alınarak, büyüklüğü bilinmeyen protein bantlarının yürüdüğü mesafeye göre 

büyüklüklerinin hesaplanmasında kullanılır. Örneklerin yürümeye başladığı kuyular 

başlangıç noktası olarak, boyanın jel üzerinde yürüdüğü en uç nokta ise bitiş noktası olarak 

işaretlenir. Protein bantlarının başlangıç noktasından itibaren yürüdüğü mesafelerin, 

başlangıç noktasından bitiş noktasına kadar olan mesafeye oranlanmasıyla elde edilen grafik 

yardımıyla büyüklüğü bilinmeyen bu protein bandının büyüklüğü belirlendi. 

 

Rf =
Örneğin yürüdüğü mesafe

Boyanın yürüdüğü mesafe
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2.5.4.  Transaktivatör Kompleksinin Muhtemel Başlangıç Proteinlerinin 

Biyoinformatik Analizi 

 

IIV6’da en erken genlerin transaktivatör proteininin tespiti ile ilgili bulgular, promotor 

bölgesine bağlanan proteinin büyüklüğü hakkında fikir yürütülmesine imkân verdi. IIV6’nın 

proteomik analiziyle tespit edilen yapısal proteinler içerisinde belirlenen değerden küçük 

olan bütün protein dizileri, DNA’ya bağlanan proteinlerin tahmin edilmesinde kullanılan 

veri tabanı (DNABIND, https://dnabind.szialab.org/)  yardımıyla analiz edildiler (Szilagyi 

ve Skolnick, 2006). Analizler yapılırken istenen yanlış pozitif olma ihtimali (desired false 

positive rate) %0 seçilerek DNA bağlanma potansiyeli en yüksek olan proteinler tespit 

edildi. Girdi tipi (input type) tek sekans (single sequence) seçilerek her bir protein ayrı ayrı 

tarandı. 

İstenilen büyüklük civarında (26 kDa’dan daha küçük) ve DNA’ya bağlanma 

kapasitesinde olduğu belirlenen potansiyel transaktivatör protein sırasının en erken gen 

promotor bölgesiyle etkileşiminin belirlenmesi biyoinformatik olarak gerçekleştirildi. 

Protein-protein veya protein-DNA/RNA etkileşimlerinin tahmin edilmesi amacıyla 

kullanılan HDOCK Server (http://hdock.phys.hust.edu.cn/) veri tabanı yardımıyla 

aralarındaki etkileşim görselleştirildi (Yan vd., 2017). Ardından bu muhtemel küçük 

proteinle etkileşimde bulunan diğer yapısal proteinlerin ilişkisi yine aynı şekilde görsel 

olarak ortaya konuldu. 

https://dnabind.szialab.org/


 

3. BULGULAR 

 

3.1. Primerlerin Tasarımı 

 

Bu çalışmada üç farklı amaçla primer tasarımı gerçekleştirildi. İlk olarak gen 

sınıflarının belirlenmesine yönelik gen sınıfı belli olmayan 171 tane ve sınıfı bilinen 3 tane 

açık okuma zinciri (ORF) için primer çifti tasarlandı (Tablo 5). Bu primerlerden geri olanlar 

cDNA sentezi için kullanıldıktan sonra aynı primerler ileri primerlerle birlikte PCR 

reaksiyonlarında kullanıldılar. 

İkinci olarak potansiyel promotor plazmidlerini oluştururken korunmuş motifleri 

içeren ve içermeyen fragmentleri çoğaltmak için primerlere ihtiyaç duyuldu (Tablo 6). 

Üçüncü olarak ise muhtemel transaktivatör proteinlerin araştırılmasına yönelik 

muhtemel 36 adet gen bölgesine uygun primer çifti tasarlandı (Tablo 7). Bu primerler 

tasarlanırken gen bölgelerinin transmembran domaini ve sinyal dizisi içerip içermediği 

araştırıldı. Elde edilen sonuçlara göre 6 tane genin transmembran domaini, 4 tane genin 

sinyal dizisi içerdiği tespit edildi (Şekil 9). Primerler tasarlanırken bu bölgeler dahil 

edilmedi. 

 

 

Şekil 9. Transmembran ve/veya sinyal peptidi içeren ORF’ler. Kırmızı oklar ve altında 

yazan sayılar çoğaltılan bölgeleri ve büyüklüklerini, yeşil kısımlar sinyal 

peptitleri, siyah kutular transmembran domainlerini göstermektedir. ORF: açık 

okuma zinciri, aa: amino asit. 

   ORF, aa 

117L, 249 

        26-249aa 

118L, 515 

       231-482aa 

213R, 522  

                                                                           73-522aa 

361L, 542  

                                                                               1-523 aa 

457L, 294  

                            22-294 aa 

034R, 134   

                                          17-134 aa 
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Tablo 5. Transkripsiyon sınıfının belirlenmesinde kullanılan primerler 

 

ORF 
Tm 

(°C) 

Büyüklük 

(bp) 
İleri 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 

 
5
0
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Tablo 5’in devamı 
 

ORF 
Tm 

(°C) 

Büyüklük 

(bp) 
İleri 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 
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Tablo 5’in devamı 
 

ORF 
Tm 

(°C) 

Büyüklük 

(bp) 
İleri 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 AATTTTTCTTTTTTTTTGTGGTTTAACA 

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 49 291 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 

247L 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 
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Tablo 5’in devamı 
 

ORF 
Tm 

(°C) 

Büyüklük 

(bp) 
İleri primer (Fw) dizisi (5’-3’) Geri primer (Rv) dizisi (5’-3’) 

259R 50 700 ATGACTACAAAACACGAATTAGTG CTTCCATTGCTTTAGTATATTTTTCA 

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 TTATTTTTTTAATTCTTTTTCTTTCT 

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 

359L 53 700 ATGGACGATTTGATTCATTCGTTAA ATCTTGTTTCCGGTACTTTCATTTTA 

366R 45 345 GACATATGCCATTATTAAGAAAACGATC GAGGATCCATAATTTCTCATCATGATAAG 

368R 50 282 ATGAGTATCCCAAATTTATCTTCTG TTAAACTTTATAATCAGGTGAAAACG 
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Tablo 5’in devamı 
 

ORF 
Tm 

(°C) 

Büyüklük 

(bp) 
İleri 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 TTGTTGTTTTGTTGTTGATTTTTTCG 

395R 50 456 GACATATGTCAGGATCTGGATATGCAGC GAGAATTCAAAATTCATATTAAATTGTAAGGG 

400R 45 132 ATGAAACTTCTTAATTTTATTTTAA TTACAATGAGGTAGTGGACTT 

404L 53 717 ATGGTGAAGCCTAAAACTAAGATTT TTACGGCCAATCATATGACCAATA 

411L 51 630 ATGCATGTTTTAACTACAATAACAA ATCCCTTACTTCAACTGGTTTTT 

413R 49 621 GGATCCGGGATGGGAGATGCAATTTTTTATCCGTTGC GAATTCCCTGGTAGTCTTGCTATAATTTTATT 

414L 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 

437L 46 198 ATGGATAATTTATATTCTCAAATAAA TTAATCATCCAAATTAGTTTCTG 

438L 52 658 ATGGATAAAAAACCAACAATTGCTA ACGATAATCCTGATCTTGAACATATT 

441R 45 351 ATGGATAAATTAATATCAAAAAAATT TTAAAGAAATTTATCCAACAATC 

451L 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 oluşturmak için kullanılan primerler 

 
Primer Adı Tm (°C) Primer dizisi (5’- 3’) 
193R-prom-Fw1 
 

46.4 GGTACCGAGGATTTAAAAAAGTTTTAATTTAAA 

193R-prom-Fw2 
 

46.4 GGTACCTTCAAAATTAATAATACATGATACAAT 

193R-prom-Rv1 48.1 AAGCTTATTATAAATTCCACATGTATCCAT 

126R-prom-Fw1 50.1 GGTACCGGTTTTATAAAACAATTAGCACAATTT 

126R-prom-Fw2 
 

45.2 GGTACCGATAACCATTAAAAATTATAAATAATTG 

126R-prom-Rv1 
 

47.4 AAGCTTTTCTAAATTTGAAAATAAACTTCTTAC 

259R-prom-Fw1 
 

50.4 GGTACCGGTATTTTCGTAATTCATTTCTTGAT 

259R-prom-Fw2 
 

50.8 GGTACCGGATTGATGCTTTTAAATGAAAAATATG 

259R-prom-Rv1 
 

51.7 AAGCTTTGTATTTATCACTAATTCGTGTTTTGT 

084L-prom-Fw1 
 

50.5 GGTACCTAAAGTTTCAATTTTGGAAGTTCG 

084L-prom-Fw2 
 

50.5 GGTACCAACTAATGGAAGAAGACTTTCAG 

084L-prom-Rv1 
 

49.5 AAGCTTAGGAGACATTCTTTTATTTACAATTAA 

061R-prom-Fw1 
 

46.9 GGTACCCATCATTTTTTCACTTTCATTTAA 

061R-prom-Fw2 
 

45.9 GGTACCGTAATATTTCTTTAATACTGAAAAATC 

061R-prom-Rv1 
 

46.9 AAGCTTAATTCCTACGCAAATAATTATAC 

061Rprom-mut1 
 

63.5 GGTACCCATCATTGGAGTGAGCGTCTTTAATAGTGGAGATTTATTTTTAGACATATCTTGTTTATTTTTA 

061Rprom-mut2 
 

62.4 GGTACCCATCATTTTTTCACTTTCATTTAATAGTGGAGATTTATTTTTAGACATATCGCAGTTATTTTTA 

061Rprom-mut3 
 

60.1 GGTACCACTGTTCCGACGACGTTGATATTAAACACTACTAT 

061Rprom-mut4 
 

58.7 GGTACCACTGAAAAATCAAAGTTGATATGCCTCTGTTGTAT 

 

GGTACC: KpnI, AAGCTT: HindIII, Fw: ileri, Rv: geri  
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Tablo 7. Muhtemel transaktivatör proteinlerin araştırılmasında kullanılan primerler* 

 

ORF 
Tm 

(°C) 

Büyüklük 

(bp) 
İleri 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 

380R 49 1587 GGATCCGGGATGGGAAACTTTGATAAAGAAAAATGTGATG GAATTCCCAGGTAGTTTATAAGTTTCCAAAAT 

396L 60 3174 GGATCCGGGATGGGATTCAAGTTTAATATTGACAATCCATTAC GCGGCCGCGATAAGTAACATAATCTGCAACTCC 

401R 50 732 GGATCCGGGATGGGAAAAAGTAAAAAAGAACTTATGGATGC GAATTCCCAACTTTAATTTCTTTATTTTTTTTACTTGAC 

415R 52 729 
 

GGATCCGGGATGGGATCAGGAGGTTATACTTCTTTGG GAATTCCCATAATCTCCCATCATTCTATATCCAT 

439L 49 1614 GGATCCGGGATGGGAGCCGAGTGTTTAAGTAAAAAAAT GCGGCCGCGTTTTAATCTCTGACAGCGATC 

209R 60 3141 GGATCCGGGATGGGAGATTCTCTTAAAGCAAGTTCAGC GAATTCCCAGAAATATATAAACTTAAACCTAATCTTC 

213R 50 1350 GGATCCGGGATGGGAAAACCTTCTACAGTAGAAGGTT GCGGCCGCGAAATTGGCCAGTTCCTCCT 

268L 55 2133 GGATCCGGGATGGGAAAACAAAGACAAGCACGTTTAA GCGGCCGCGCCATTTTTTATTTTCAAAACATTCCATA 

329R 49 1137 GGATCCGGGATGGGAATTTCATTTTCAAGCATAACAGATAG GCGGCCGCGATAATTAATTTTAACACCTTCGTTATC 

361L 60 1572 GGATCCGGGATGGGAACCTCGATTATTAATCAACGTTGG GAATTCCCATACCAATTATTGGTTTTAGAAGTTG 

219L 49 1032 GGTACCGGGATGGGATCACTTCCGGTTAATTTTAAAATATA GAATTCCCTCCTTGTCTTATAACCATAACT 

034R 56 336 GGATCCGGGATGGGAGAAAAGAAAAAAGAAGTACCTCTTCCC GAATTCCCCCAATGACCATCTCCTCCCAC 

457L 54 823 GGATCCGGGATGGGAACCAAAAAATAATAAAACACTACTTCATCATATGAG GAATTCCCCATATTTGAAGTTCCTAATAATGGTATAGG 

468L 60 1131 GGATCCGGGATGGGAGAAATGGCAACAAAAAAATGTAATATC GAATTCCCAACATCTCTCTTTTTGTCATTTATCTTC 

302L 50 1137 
 

GGATCCGGGATGGGAGATATTGTATGTGAGTTTTGTGATAA GAATTCCCAACTTTTAACAATTTCATTTCTTTTTCA 

413R 50 627 GGATCCGGGATGGGAGATGCAATTTTTTATCCGTTGC GAATTCCCTGGTAGTCTTGCTATAATTTTATT 

077L 50 942 GGATCCGGGATGGGAAATATTATGGATTACGAAAACTCAAAG GCGGCCGCGAAACAAATCTATTTTCCAATCATCA 

287R 50 948 GGATCCGGGATGGGAGAACACAATATTGCAGAAATAAGTG GAATTCCCAACTAAATTTTCAGAAAATATTTTTTGTAA 

355R 50 549 GGATCCGGGATGGGAAAAAATATATTTTTGGATTTAGACAACAC GAATTCCCATTTAAATGACGATTTAAAACATCCTT 
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Tablo 7’nin devamı 
 

ORF 
Tm 

(°C) 

Büyüklük 

(bp) 
İleri primer (Fw) dizisi (5’-3’) Geri primer (Rv) dizisi (5’-3’) 

349L 50 423 GGATCCGGGATGGGAGACTTGGCTTTAAAAGTTAAAATTTTA GAATTCCCTAACACCCATTTACTTTTACATGAAG 

084L 47 417 AAGCTTGGGATGGGAAAATTTAATTCTTCAGAAGTTTCTTC GGATCCATAATAACCATAATTATATAATTGTGG 

104L 54 191 GGATCCGGGATGGGACCACATTACGTTGTTGTAAAATCG GAATTCCCATATACAACGATGGATCTGCGC 

227L 50 140 GGATCCGGGATGGGACCAAAAAAGGAGCCTGAAATTAAA GAATTCCCAAGCCAATTTCTACCATAAAAAG 

366R 48 362 GGATCCGGGATGGGACCATTATTAAGAAAACGATCTTTATC GAATTCCCATAATTTCTCATCATGATAAGATGA 

378R 50 599 GGATCCGGGATGGGAACATCGAAATGTAGTAAATGGC GAATTCCCTCTAGGTAAATATGCTTTATACCATC 

GFP 55 781 
 

GGGGATCCCCGGGGATGGGAAGTAACGTACCTTTAGCAACGGA CGGAATTCTCACTTGTACAGCTCGTCCAT 

 

*İleri primerlerin baş kısmına restriksiyon endonükleaz bölgeleri (italik ve altı çizili bölgeler; GGATCC: BamHI, GCGGCCGC: NotI, GAATTC: 

EcoRI, AAGCTT: HindIII) ve Kozak dizisi (kalın olarak belirtilmiş bölge: GGGATGG) eklenmiştir.  İleri ve geri primerlere eklenmiş yeşil 

nükleotitler çerçeve kaymasını önlemek için ilave edilen nükleotitleri göstermektedir. Kırmızı ORF’ler: Sinyal peptit veya transmembran 

domain içerenler. 
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3.2. Viral Genlerin Transkripsiyon Sınıflarının Belirlenmesi 

 

DNA ve protein sentezi inhibitörleri (Ara-C ve CHX) varlığında enfekte edilmiş Sf9 

hücrelerinden RNA izolasyonları yapıldı. İzole edilen RNA’lar DNaz I ile muamele edilerek 

ortamda bulunabilecek DNA kalıntılarından temizlendi. Ardından bu RNA’lar kalıp olarak 

kullanıldı ve her gene özgü geri primerler ile cDNA sentezleri gerçekleştirildi. Oluşturulan 

bu cDNA’lardan her gene uygun tasarlanmış primer çiftleriyle PCR reaksiyonları yapıldı 

(Şekil 10).  

RT-PCR sonuçlarına göre viral genler erken, gecikmiş erken ve geç olmak üzere üç 

farklı gruba ayrıldılar. Kullanılan inhibitörlerle DNA replikasyonuna ve protein sentezine 

ihtiyaç duymadığı belirlenen genler erken sınıfına, DNA replikasyonuna ihtiyaç duyarken 

protein sentezine ihtiyaç duymayan genler gecikmiş erken sınıfına, hem DNA 

replikasyonuna hem de protein sentezine ihtiyaç duydukları için her iki inhibitörün 

varlığında tespit edilemeyen genler de geç gen sınıfına dahil edildiler. 
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Şekil 10. İnhibitörler varlığında enfekte hücrelerden izole edilen RNA’lardan yapılan en 

erken, gecikmiş erken ve geç genlere ait RT-PCR görüntüleri. Ara-C (sitozin 

arabinozit): DNA sentezi inhibitörü; CHX (siklohekzimit): protein sentezi 

inhibitörü; ORF: açık okuma zinciri; PK: pozitif kontrol (DNA’nın kalıp olarak 

kullanıldığı PCR reaksiyonu). 
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Şekil 10’un devamı 

 

 

 

Bu sonuçlara göre sınıflandırılması literatürde yapılmamış 171 genden 114 tanesi en 

erken, 23 tanesi gecikmiş erken ve 22 tanesi geç gen sınıfına ait genler olarak gruplandırıldı. 

12 tane ORF’nin ise transkripsiyon sınıfları belirlenemedi. 

 

3.3. Korunmuş Bölge Analizleri 

 

IIV6 genleri 3 sınıf altında gruplandırıldıktan sonra bu genlerde promotor olarak görev 

yapabilecek korunmuş DNA dizilerinin varlığı araştırıldı. Bu işlem için, IIV6’nın tüm 

genlerinin ATG’den itibaren 200 baz çifti yukarı bölgeleri gen bankasından alındı ve her gen 
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kendi grubu içerisinde korunmuş sıraya sahip olmaları bakımından MEME Suite veritabanı 

kullanılarak analiz edildiler. 

Analiz neticesinde en erken genler için TAAAATTGAA, gecikmiş erken genler için 

de TTTTATGG şeklinde birer korunmuş motif bulunurken, geç genler için ise TCAATTTT 

ve NNTTGT şeklinde 2 farklı korunmuş motif belirlendi (Şekil 11). 

 

 

 

 

 

Şekil 11. IIV6 ORF’lerinin 5’ yukarı bölgelerinde belirlenen korunmuş motifler. Her açık 

okuma zincirinin translasyon başlangıç noktasından (ATG) itibaren 200 baz yukarı 

bölgesi veri tabanından alındı ve her grup kendi içinde MEME Suite veri tabanında 

interaktif olarak analiz edildi. Parametreler sadece ileri yönde ve dizi başına 0 veya 

1 motif bulunacak şekilde ayarlandı. A: En erken, B: Gecikmiş erken ve C: Geç 

genlerden elde edilen motifleri göstermektedir. Harflerin büyüklüğü korunmuşluk 

düzeyinin yüksek olduğunu göstermektedir. 

 

Üç sınıf gen için tespit edilen motifleri ve yapılan delesyon mutasyonlarını göstermek 

amacıyla her bir genin yukarı bölgeleri Şekil 12’de belirtilmiştir. 

 

 

A B 

C 

I II 
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3.4. Genlerin 5’ Yukarı Bölgelerinin pSP-Luc+NF Plazmidine Klonlanması 

 

Korunmuş motifler belirlendikten sonra, bu motiflerin promotor olarak görev yapıp 

yapmadıkları araştırıldı. Bunun için her gruptan birer gen (193R/en erken gen; 126R/erken 

gen; 259R/geç gen) seçildi. Seçilen genlerin yukarı bölgeleri, tespit edilen motifleri içeren 

ve içermeyen olmak üzere her bir gen için iki farklı fragman olacak şekilde viral DNA’dan 

PCR ile çoğaltıldı. Çoğaltılan bu sıralar, pSP-Luc+NF vektöründe bulunan lusiferaz geninin 

baş kısmına, bu genin transkripsiyonunu oluşturması için KpnI-HindIII restriksiyon 

enzimleri ile promotor sıfatıyla yerleştirildiler. Genlerin motifi içermeyen kısa fragmanlarını 

çoğaltırken her genin motiflerini içeren uzun fragmanlarının klonlandığı rekombinant 

pSPLuc+NF plazmitleri kalıp olarak kullanıldı. Uzun fragmanları içeren plazmitlerin kalıp 

olarak kullanıldığı PCR’larda, kısa fragmanı çoğaltmak için ucunda NarI kesim bölgesi 

bulunan geri primer kullanıldı. Bu primer, pSP-Luc+NF vektöründeki lusiferaz geninin 

içinde bulunan bir bölgeye uygun olacak şekilde tasarlandı (pSP-NarI-Rev). Çoğaltılan 

genler pSP-Luc+NF vektörüne KpnI-NarI enzim bölgeleri ile klonlandı. Rekombinant pSP-

Luc+NF’nin promotor fragmanlarını içerdiği KpnI-NarI enzimleri ile kesilerek onaylandı 

(Şekil 13). Neticede elde edilen rekombinant plazmitler “promotor plazmitleri” olarak 

adlandırıldı. Bu plazmitlerden korunmuş motifi içerenler pSP193Rprom1, pSP126Rprom1 

ve pSP259Rprom1 olarak isimlendirilirken, motifi içermeyen plazmitler ise 

pSP193Rprom2, pSP126Rprom2 ve pSP259Rprom2 olarak isimlendirildi. 

 

 

Şekil 13. 193R, 126R ve 259R muhtemel promotor plazmitlerinin kesim analizi. 

Motifli (prom1) ve motifsiz (prom2) promotor fragmanlarını içeren 

plazmitler KpnI ve NarI enzimleri ile kesildi. 
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3.5. Promotor Bölgelerinin Lusiferaz Aktiviteleri 

 

Muhtemel promotor bölgelerinin klonlanmasıyla oluşturulan rekombinant pSP-

luc+NF plazmitlerinin her biri virüsle enfekte edilmiş Sf9 hücrelerine transfekte edildi. 24 

saatlik inkübasyonun ardından hücreler toplanarak lusiferaz ölçümleri gerçekleştirildi. 

Şekil 14’te görüldüğü üzere en erken ve erken grubu genlerin korunmuş motifi içeren 

promotor plazmitlerinde promotor aktivitesi yüksek, korunmuş motifi içermeyen promotor 

plazmitlerinde promotor aktivitesi düşüktür. Ancak, geç genin korunmuş motifi içeren 

plazmidinde promotor aktivitesi düşük, korunmuş motifi içermeyen plazmidinde ise 

promotor aktivitesi yüksektir. Bu durumu doğrulamak amacıyla ilave iki farklı geç gene 

(084L ve 061R) ait yukarı bölgeler klonlanarak deney tekrarlandı. Motifleri içeren plazmitler 

pSP084Lprom1 ve pSP061Rprom1 olarak, motifleri içermeyen plazmitler ise 

pSP084Lprom2 ve pSP061Rprom2 olarak isimlendirildi. Rekombinant plazmitlerin 

promotor fragmanlarını içerdiği KpnI-NarI enzimleri ile kesilerek onaylandı (Şekil 15). 

 

 

Şekil 14. Muhtemel promotor bölgelerinin lusiferaz aktiviteleri. A: ORF193R (en erken), 

B: ORF126R (gecikmiş erken), C: ORF259R (geç). Prom1: motif içeren promotor 

bölgelerini ve prom2: motif içermeyen plazmitlerin aktivitesini göstermektedir. 

RLU: bağıl ışık birimi 

 

 

A C B 
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Şekil 15. 084L ve 061R muhtemel promotor plazmitlerinin kesim 

analizi. 

 

084L ve 061R için hazırlanan promotor plazmitlerinin virüs ile enfekte edilmiş böcek 

hücrelerine transfeksiyonları gerçekleştirildi ve lusiferaz aktiviteleri ölçüldü (Şekil 16).   

Sonuçlar daha önce 259R için alınan sonuç ile paralellik gösterdi. 

 

Şekil 16. Geç genlere ait muhtemel promotor bölgelerinin lusiferaz 

aktiviteleri. A: 084L’ye ait sonuçlar. B: 061R’ye ait sonuçlar. 

prom1: motif içeren ve prom2: motif içermeyen plazmitler.  

A B 
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Üç farklı geç gen muhtemel promotor bölgeleri ile yapılan lusiferaz aktivite 

deneylerine göre, belirlenen korunmuş motifler (motif 1 ve motif 2) silindiğinde promotor 

aktivitelerinde önemli ölçüde artış olduğu tespit edildi. Dolayısıyla bu motiflerin birinin 

veya ikisinin genin transkripsiyonunda baskılayıcı (represör) görev yapabilecekleri 

düşünüldü. Bu düşünceyi test etmek amacıyla, 061R ORF’sine ait motif 1 ve motif 2’de ayrı 

ayrı mutasyonlar (yönlendirilmiş mutagenez) gerçekleştirildi. 061R promotor bölgesinde 

belirlenen motiflerde mutasyonları yaparken değiştirilen nükleotitler Şekil 17’de belirtildi. 

Hazırlanan mutant plazmitler pSPLuc061R-mtf1-mut ve pSPLuc061R-mtf2-mut olarak 

adlandırıldı ve KpnI-NarI enzimleriyle kesilerek doğrulandı (Şekil 18). Bu plazmitler, virüs 

ile enfekte edilmiş hücrelere transfeksiyon yapıldı ve hücrelerdeki lusiferaz miktarı 

belirlendi (Şekil 19). Sonuç olarak motif 2’de yapılan mutasyonun promotor aktivitesinde 

artışa neden olduğu görüldü.  

 

 

Şekil 17. ORF061R’nin yukarı bölgesinde yapılan mutasyonlar. Sarı bölgeler mutasyon 

yapılan yerleri temsil etmektedir. Değiştirilen nükleotitler kırmızı olarak 

yazılmıştır. ATG: Translasyon başlangıç bölgesi.  

 

Geç genlere özgü bir promotor motifi veya promotor bölgesi hakkında henüz sonuca 

varamamamız nedeniyle bu genler için promotor arayışına devam edildi. Motiflerin 

olmadığı kısa promotor plazmitlerinde yüksek lusiferaz aktivitesi belirlendiği için anahtar 

promotor sırasının bu kısa bölgede olması gerektiği düşünüldü ve bu bölgeler içerisinde 

korunmuş motifler MEME suite programı aracılığı ile tarandı. Analiz sonucunda bu bölgede 

iki potansiyel motif (motif-3 ve motif-4) tespit edildi. Bu kısa bölgede tespit edilen iki farklı 

motif üzerinde ayrı ayrı mutasyonlar yapıldı (Şekil 17). Mutant bölgeleri içeren fragmanlar 

aynı şekilde pSPLuc+NF plazmidine klonlandı. Elde edilen plazmitler pSPLuc061R-mtf3-

mut ve pSPLuc061R-mtf4-mut olarak adlandırıldı ve KpnI-NarI enzimleriyle kesilerek 
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doğrulandı (Şekil 18). Bu plazmitlerin virüs ile enfekte böcek hücrelerine transfeksiyonu ve 

ardından lusiferaz ölçümü yapıldı. Sonuç olarak her iki motifin mutasyonu durumunda da 

aktivitede önemli ölçüde düşüş görüldü (Şekil 19). 

 

 

Şekil 18. 061R yukarı kısımlarında yapılan mutasyon bölgelerini içeren 

vektörlerin kesim analizi. 

 

 
 

 

Şekil 19. 061R’nin yukarı bölgelerinde yapılan mutasyonların lusiferaz 

aktiviteleri. 
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3.6. IIV6 En Erken Genlerinin Transaktivatör Proteinlerinin Belirlenmesi 

 

3.6.1. Southwestern Hibridizasyonu ile Potansiyel Transaktivatör Proteinlerin 

Büyüklüklerinin Tespit Edilmesi 

 

Konak hücreler virüs tarafından enfekte edildikten sonra hücrelerin sitoplazmik ve 

nüklear proteinleri izole edildi. Bu protein örnekleri SDS-PAGE’te yürütülerek membrana 

aktarıldı. Diğer yandan, IIV6’ya ait en erken genlerden biri olan 012L (ekzonükleaz)’nin 

promotor bölgesi oligo sentezi yapılarak fazla miktarda elde edildi. Bu DNA parçaları 

digoksigenin (DIG) ile işaretlendi. Elde edilen virüse ait protein karışımları membrana 

aktarılarak bu işaretli DNA’larla hibritleştirildi. Bu proteinlerden 130 ve 95 kDa civarında 

olmak üzere iki farklı bölgede etkileşim olduğu görüldü (Şekil 20). Böylece en erken 

genlerin promotor bölgelerine bağlanan virüse ait yapısal proteinlerin büyüklükleri hakkında 

fikir elde edildi. 

 

 

 

 

Şekil 20. IIV6 ile enfekte konak hücrenin (Sf9) nüklear ve sitoplazmik 

proteinleriyle southwestern analizi. 1: CIV ile enfekte 

hücrenin sitoplazmik proteinleri, 2: CIV ile enfekte hücrenin 

nüklear proteinleri, 3; CIV virionları. kDa: kilodalton. M: 

protein markır (PageRuler Pre-stained, 10-170 kDa) 
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Diğer yandan virion yapısında bulunan bütün proteinler deterjan (3-[(3-

cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate, CHAPS) yardımıyla çözülerek 

solüsyon halinde elde edilerek jele yüklendi. Pozitif kontrol olarak deterjanla muamele 

edilmemiş virionlar direkt jele yüklendi (Şekil 21). 

 

 

 

Şekil 21. Viral yapısal proteinlerle elde edilen tekrarlı southwestern analizleri. 

CVPE: CIV viral protein ekstrakt (CIV’ye ait yapısal protein karışımı). 

Ok başları DNA-protein etkileşimlerinin olduğu yerleri göstermektedir. 

M: protein markır (PageRuler Pre-stained, 10-170 kDa) 

 

Bu deneyin tekrarlarından Şekil 21’de görüldüğü gibi elde edilen sonuçlara göre, en 

erken gen promotor dizisinin, yaklaşık 70, 55, 40, 30, 25 kDa civarında ve bir tane de 17 

kDa’dan küçük moleküler ağırlıklara sahip olmak üzere 6 farklı bölgede etkileşim gösterdiği 

tespit edildi. 

 

3.6.2. Potansiyel Transaktivatör Proteinleri Kodlayan Genlerin pIZ/V5-His 

Vektörüne Klonlanması 

 

3.6.2.1. Potansiyel Transaktivatör Protein Genlerinin PCR ile Çoğaltılması 

 

South-western analizinde tespit edilen büyüklüklere tekabül eden yapısal proteinleri 

ve aynı zamanda sahip oldukları bazı önemli özelliklerinden (DNA bağlanma domaini, 

nüklear lokalizasyon sinyali) dolayı birkaç yapısal olmayan proteini kodlayan toplam 36 

gen, teker teker pIZ/V5-His vektöründe bakülovirüs IE2 promotoru önüne klonlandı. Her bir 
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gen bölgesi Tablo 7’de verilen kendine özgü primerlerle yüksek doğrulama aktivitesi 

bulunan DNA polimeraz enzimi kullanılarak PCR reaksiyonu yardımıyla çoğaltıldı ve 

etidyum bromür varlığında %1’lik agaroz jelde görüntülendi (Şekil 22). 

 

 

 

Şekil 22. Potansiyel transaktivatör gen bölgelerinin PCR görüntüleri. bp: baz çifti, M: markır 

(1 kbp) 
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3.6.2.2. Gen Bölgelerinin Klonlama Vektöründe Gösterilmesi 

 

Her bir gen bölgesi bol miktarda elde edilebilmesi için ara vektör olan pJET1.2/blunt’a 

klonlandı. Bu şekilde izole edilen plazmitlerden her bir gen primerlere ilave edilen enzim 

kesme bölgelerinden kesilerek agaroz jelden temizlendi (Şekil 23). 

 

Şekil 23. IIV6 potansiyel en erken transaktivatör gen bölgelerinin ara vektörde 

doğrulanması. bp: baz çifti, M: markır (1 kbp). 
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Şekil 23’ün devamı 

 

 

 

3.6.2.3. Gen Bölgelerinin Ekspresyon Vektöründe Gösterilmesi 

 

Gen bölgeleri uygun enzimlerle kesildikten sonra protein ifadelerini sağlamak üzere 

aynı enzimlerle klonlamaya hazır hale getirilmiş pIZ/V5-His vektörüne klonlandılar. 

Rekombinant plazmitlerin doğruluğu, her bir gen bölgesine uygun enzimlerle tekrar kesim 

reaksiyonu kurulması ve kesim ürünlerinin agaroz jelde görüntülenmesi ile belirlendi (Şekil 

24). 
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Şekil 24. IIV6 potansiyel en erken transaktivatör gen bölgelerinin ekspresyon vektöründe 

doğrulanması. Plazmitlerin isimleri şekillerin üstlerinde, gen bölgelerinin 

büyüklükleri şekillerin altlarında gösterilmiştir. bp: baz çifti, M: markır. 

 



74 
 

 Şekil 24’ün devamı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7. Yeşil Floresan Proteinin (GFP) pIZ/V5-His’te Ekspresyonu 

 

Klonlanan genlerin ifade edilip edilmediğini kontrol etmek amacıyla oluşturulan bu 

plazmit, diğer gen bölgeleriyle aynı özelliklere sahip özel primerler yardımıyla çoğaltılan 

yeşil floresan proteini (GFP) ifade eden gen bölgesinin klonlanmasıyla oluşturuldu (Şekil 

25). Aynı konak hücrelere transfeksiyondan sonra belli aralıklarla gözlemlendi ve 48 saat 

sonra proteinin ifade edildiği floresan mikroskop altında belirlendi (Şekil 26). 
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Şekil 25. Yeşil floresan geninin ekspresyon vektörüne klonlanması. 

 

Hazırlanan plazmit DNA kullanılarak yukarıda anlatılan metot yardımıyla 

transfeksiyon yapıldı. Floresan mikroskop yardımıyla, ifade edilen GFP proteininin varlığı 

tespit edildi. Bu deney sonucunda ekspresyon vektörüne klonlanan bütün genlerin, ileri 

primerlere ilave edilen kozak dizisi sayesinde sorunsuz bir şekilde translasyona 

uğradıklarına karar verildi. 

 

 

Şekil 26. pIZ/V5-His vektörüne klonlanmış yeşil floresan (gfp) geninin böcek hücrelerinde 

ifadesi. A: pIZ.gfp plazmidi transfekte edilen Sf9 hücreleri (beyaz ışık); B: pIZ.gfp 

plazmidi transfekte edilen Sf9 hücreleri (floresan ışık); C: Transfekte edilmeyen 

hücreler. 

 

3.8. Potansiyel Transaktivatör Proteinlerden Elde Edilen Lusiferaz Aktiviteleri 

 

En erken gen promotoruna sahip plazmit teker teker oluşturulan rekombinant 

plazmitlerle ayrı ayrı ve gruplar halinde transfeksiyon yapıldı. Transfeksiyondan 24 saat 

sonra konak hücreler toplanarak lusiferaz aktivite ölçümlerinde kullanıldılar (Tablo 8). 
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Tablo 8. Lusiferaz aktivite sonuçları 
 

Plazmitler 

Lusiferaz 

aktivitesi 

(RLU/sn) 

Plazmitler 

Lusiferaz 

aktivitesi 

(RLU/sn) 

CIV + pSP.exoLuc  (+) 1.423.355 pIZ.149L + pSP.exoLuc 1001  

pIZ + pSP.exoLuc (-) 440 pIZ.179R + pSP.exoLuc 708  

pIZ.118L + pSP.exoLuc 975 pIZ.443R + pSP.exoLuc 496  

pIZ.117L + pSP.exoLuc 2274 pIZ.084L + pSP.exoLuc 382 

pIZ.401R + pSP.exoLuc 774 pIZ.104L + pSP.exoLuc 399 

pIZ.361L + pSP.exoLuc 2499 pIZ.227L + pSP.exoLuc 411 

pIZ.142R + pSP.exoLuc 2710 pIZ.366R + pSP.exoLuc 406 

pIZ.380R + pSP.exoLuc 833 pIZ.378R + pSP.exoLuc 371 

pIZ.232R + pSP.exoLuc 634  pIZ.396L + pSP.exoLuc 1792  

pIZ.415R + pSP.exoLuc 667  pIZ.209R + pSP.exoLuc 1811  

pIZ.468L + pSP.exoLuc 784  pIZ.077L + pSP.exoLuc 966  

pIZ.213R + pSP.exoLuc 2353  pIZ.302L + pSP.exoLuc 1431  

pIZ.457L + pSP.exoLuc 1534  pIZ.155L + pSP.exoLuc 869  

pIZ.329R + pSP.exoLuc 689  pIZ.413R + pSP.exoLuc 461  

pIZ.034R + pSP.exoLuc 988  pIZ.295L + pSP.exoLuc 1.899  

pIZ.219L + pSP.exoLuc 2793  pIZ.261R + pSP.exoLuc 1.740  

pIZ.268L + pSP.exoLuc 820  pIZ.022L + pSP.exoLuc 710  

pIZ.439L + pSP.exoLuc 2522  pIZ349L. + pSP.exoLuc 638 

pIZ.287R + pSP.exoLuc 1115 pIZ.355R + pSP.exoLuc 745 

104L, 366R, 378R, 

084L, 227L, 443R, 

295L, 179R, 022L, 

261R, 209R, 396L 

+ pSP.exoLuc 

495 

104L, 366R, 378R, 

084L, 227L, 268L, 

149L, 232R, 439L, 

361L, 380R, 213R, 118L 

+ pSP.exoLuc 

369 

104L, 366R, 378R, 

084L, 227L, 219L, 

142R, 457L, 155L, 

401R, 117L, 415R 

+ pSP.exoLuc 

346 

104L, 366R, 378R, 

084L, 227L + 

pSP.exoLuc 

490 

Bütün plazmitler 437   

 

 

3.9. Kromatografi Yöntemiyle exo Promotoruna Bağlanan Proteinlerin Tespiti 

 

CIV’e ait exonuclease (012L) geninin promotor bölgesi ve negatif kontrol amacıyla 

aynı GC içeriğine ve uzunluğa sahip farklı bir DNA dizisi, oligo sentezi yapılarak fazla 

miktarda elde edildi. Ardından CNBr-Aktif Reçine 4B kullanılarak hazırlanan dolgu 

maddesine bu oligolar bağlandı. Virüse ait yapısal protein karışımı (CIV viral protein 

ekstrakt, CVPE) bu reçineden geçirilerek oligolara bağlanan proteinler elde edildi. Bu 
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proteinler southwestern analizine tabi tutuldu (Şekil 27) ve proteinin büyüklüğü tahmin 

edildi. 

 

 

Şekil 27. Kromatografi ile elde edilen protein örneklerinin 

southwestern analizi. M: protein markır (PageRuler 

Pre-stained, 10-170 kDa). Ok başı tespit edilen protein 

büyüklüğünün yerini işaret etmektedir. NK: negatif 

kontrol. 

 

 

 

3.10. Protein Rf Değerinin Hesaplanması 

 

Yapılan Rf değeri ölçümlerine göre kromatografik yöntemle belirlenen ve en erken 

gen promotoruna bağlanan proteinin başlangıç noktasına olan uzaklığının jel yürüme 

mesafesine oranının 0.8083 olduğu hesaplandı. Markır proteinlerinin büyüklükleriyle 

kıyaslandığında elde edilen bu ölçüm muhtemel proteinin 13,47 kDa civarında olması 

gerektiğini gösterdi (Şekil 28). 
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Şekil 28. Protein büyüklüklerinin tespit edilmesi için çizilen Rf grafiği 

 

3.11. Muhtemel Transaktivatör Proteinlerin Biyoinformatik Analizi 

 

IIV6’ya ait 26 kDa’dan küçük bütün yapısal proteinlerin DNA-bağlanma özelliklerinin 

tespit edilmesi amacıyla 18 tane çift veya daha fazla peptide göre, 7 tane tek peptide göre 

tespit edilen yapısal protein sıralarının DNA bağlanma özellikleri araştırıldı. Biyoinformatik 

tarama neticesinde sadece 3 tanesinin (378R, 366R ve 104L) DNA bağlanma özelliğine 

sahip olduğu görüldü (Tablo 9). Kullanılan programa göre DNA-bağlanma ihtimali 1,0’e ne 

kadar yakın olursa bağlanmanın özgüllüğünün o kadar güçlü olduğu anlamına gelmektedir. 

Analiz edilenlerden sadece iki tanesinin (366R ve 104L) DNA-bağlanma ihtimalinin 1,0 

olduğu ve iki taneden 366R ORF’sinin moleküler ağırlığının Şekil 27’deki membranda çıkan 

bandı desteklediği görülmüştür. Ardından 366R’nin en erken gen promotorunda bağlandığı 

motifle etkileşimi görselleştirilmiştir (Şekil 29). 
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Tablo 9. Muhtemel transaktivatör kompleksi başlangıç proteinlerinin DNA-bağlanma 

analizi* 

 

ORF 
Moleküler 

Ağırlığı (kDa) 
Skor 

DNA-Bağlanma 

İhtimali 
Tahmin 

309L 24.83 -1.267 0.2198 non-DNA-binding 

422L 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 2.111 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 

227L 7.72 3.178 0.9600 non-DNA-binding 

104L 7.05 24.894 1.0000 DNA-binding 

 

*Koyu gri ile gölgelendirilen proteinler çift veya daha fazla peptide göre tespit edilen ve 

açık gri ile gölgelendirilen proteinler tek peptide göre belirlenen yapısal proteinleri 

göstermektedir. Kalın olarak yazılanlar DNA (012L promotor dizisi)’ya bağlanma 

özelliği gösteren proteinleri temsil etmektedir. 
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Şekil 29. 012L promotor dizisi ile 366R proteini arasındaki etkileşimin in silico 

gösterimi 

 

 

En erken genlerin muhtemel promotorlarındaki motiflere bağlanma ihtimali en yüksek 

proteinin biyoinformatik olarak 366R olduğu belirlendi. Ancak 366R’nin tek başına bu işi 

gerçekleştirmediği yapılan lusiferaz aktivite deneyleriyle tespit edildi. Dolayısıyla promotor 

bölgesine bağlanan bu muhtemel küçük yapısal proteinin başka proteinlerle bir kompleks 

oluşturarak birlikte transaktivatör görevini yaptıkları düşünülmektedir. Bu noktada 

366R’nin etkileştiği proteinlerden (Ozsahin vd., 2018) yararlanılarak kompleksin modeli 

şematik olarak gösterildi (Şekil 30). 366R yapısal proteini ile etkileşim halinde olduğu 

belirtilen diğer yapısal proteinlerin arasındaki bağlanma kuvveti HDOCK veritabanı 

kullanılarak belirlendi. En güçlü etkileşimin 261R ile olduğu (docking score: -336) tespit 

edildi. Bunun dışında birbiriyle etkileşim halinde olan 118L ve 117L’nin de her ikisinin 

366R ile etkileşimlerinin olduğu bilinmektedir. Muhtemel kompleks içerisinde 366R 

dışındakilerin DNA’ya bağlanma afiniteleri olmadığı için sadece proteinlere bağlanarak bu 

gruba katılabilirler. 366R (13,67 kDa) ile etkileşim halinde bulunan 261R (129,06 kDa), 

118L (55,29 kDa) ve 117L (27,45 kDa)’nin moleküler ağırlıkları, bu etkileşimlerin 

kombinasyonlarının southwestern sonuçlarında çıkan daha büyük bantların moleküler 

ağırlıklarının anlamlı olduğunu göstermektedir. 
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Şekil 30. Muhtemel transaktivatör kompleksinin modeli. 

 

 

 

 

 



 

4. TARTIŞMA 

 

Iridoviridae familyası üyeleri nükleositoplazmik büyük DNA virüsleri (NCLDV, 

nucleocytoplasmic large DNA viruses) olup çeşitli omurgalı ve omurgasız canlılar üzerinde 

enfeksiyon geliştirme özelliğine sahiptirler. Özellikle sucul ve soğukkanlı omurgalılar 

üzerinde ölümcül hastalıklara neden olan iridovirüslerin enfeksiyon mekanizmasının 

anlaşılması, balıkçılık ve kültürü yapılan diğer su ürünlerinde ürün kaybının engellenmesi 

açısından önemlidir. Diğer yandan, böcekler ve izopodlar gibi diğer omurgasız canlılar 

üzerindeki etkilerinden dolayı, tarımsal ürünlere zarar veren organizmalara karşı biyolojik 

mücadele ajanı olarak geliştirilme potansiyeline sahiptirler. Bunların dışında, ökaryotik 

hücrelere aktarıldıklarında hücresel immün cevap oluşmasını tetikledikleri için immünoloji 

ve gen terapi amacıyla da dikkat çekmektedirler. Tüm bu amaçlar doğrultusunda 

omurgalıları enfekte eden iridovirüsler için model organizma olarak Frog virus 3 (FV3) 

kullanılırken, omurgasızlardaki çalışmalar için Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6) 

kullanılmaktadır. Günümüze kadar IIV6 üzerine yapılmış çeşitli proteomik (Ince vd., 2010; 

Ozsahin vd., 2018) ve transkriptomik (Dizman vd., 2012; Ince vd., 2013; Ince vd., 2008; 

Nalcacioglu vd., 2003; Nalcacioglu vd., 2007) çalışmalar mevcuttur.  

Bu tez çalışmasında, IIV6 genomunda bulunan daha önce sınıflandırılması yapılmamış 

tüm açık okuma zincirlerinin (ORF, open reading frames) transkripsiyonel sınıflarının 

belirlenmesi, genlerin transkripsiyonlarında görev yapan promotor motiflerinin araştırılması 

ve virüs enfeksiyonunun başlaması için gerekli olan en erken genlere ait transaktivatör 

proteinlerin belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Literatürde yapılan çalışmalarla tek ve çift peptide göre belirlenen 54 yapısal proteini 

kodlayan genlerden 41 tanesinin sınıfı LACE (ligation-based amplification of cDNA ends) 

yöntemi kullanılarak belirlenmiş olup, 13 tanesi için ise transkript tespiti yapılamadığı 

belirtilmiştir (Ince vd., 2013). Bu çalışma sayesinde virüsün bütün yapısal genlerinin 

transkriptomik sınıflandırma çalışması yapıldı ve geriye kalan 171 açık okuma zincirinin de 

159 tanesi RT-PCR tekniği ile transkripsiyonel seviyede sınıflandırıldı. Bunlardan 114 

tanesinin en erken, 23 tanesinin gecikmiş erken ve 22 tanesinin de geç gen olduğu belirlendi. 

12 tane ORF’nin (069L, 121R, 146R, 148R, 201R, 212L, 236L, 238R, 315L, 414L, 426R 

ve 463L) transkriptine bu yöntemle, enfeksiyon süresinin azaltılıp artırılmasına (0-24 saat) 

rağmen rastlanılmadı. ORF’lerden beş tanesinin (216R, 235L, 253L, 411L, 413R) ilginç bir 
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şekilde protein sentez inhibitörü (CHX) varlığında transkriptlerine rastlanırken, DNA sentez 

inhibitörü (Ara-C) varlığında transkriptleri tespit edilemedi. Bu genler için muhtemelen 

enfeksiyon başlangıcında virüsün yapısında bulunan proteinler sayesinde ilk DNA’nın kalıp 

olarak kullanılmasıyla enfeksiyonun en erken aşamasında transkriptleniyor olabilecekleri 

sonucuna varıldı. Transkriptleri tespit edilmemiş olan 12 ORF’nin ise transkripsiyon 

seviyeleri çok düşük olduğu için veya enfeksiyon döngüsünde sadece belli bir süreliğine 

transkriptlendiklerinden tespit edilmelerinin mümkün olmadığı düşünülmektedir.  

Daha önceden yapısal ve virionla ilişkili proteinlerin geç safhada ifade edildikleri 

düşünülüyordu, ancak sonradan her bir genin farklı bir safhada ifade edilebileceği anlaşıldı. 

UniProt veritabanına göre IIV6’nın genlerinden 91 tanesinin biyolojik süreçlerdeki 

fonksiyonları tahmin edilirken, 124 tanesinin fonksiyonları hakkında bilgi mevcut değildir. 

IIV6 en erken (IE) gen sınıfı, peptidazlar (136R, 224L, 361L), nükleazlar (012L, 085L, 

142R, 242L, 369L), membran proteinleri (010R, 049L, 118L, 213R, 300R), RNA polimeraz 

alt üniteleri (107L, 176R, 343L, 428L, 454R), helikazlar (022L, 030L, 161L, 172L, 184R), 

apoptozis inhibitörü (193R), fosfatazlar (123R, 197R, 355R, 438L), kinazlar (143R, 251L, 

380R, 389L, 439L), ligazlar (205R), katalitik enzimler (232R, 235L, 241L, 244L, 347L, 

376L) ve diğer DNA bağlanma ve manipülasyonlarında 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 üzere en çeşitli gen sınıfıdır. Bu genler 

tarafından ifade edilen proteinler enfeksiyonun en erken aşamasında üretilerek daha sonraki 

aşamalarda kullanılırlar.  

Gecikmiş erken (DE) genler, viral DNA replikasyonundan önce transkriptlenir ve de 

novo protein sentezine ihtiyaç duyarlar. Bu genler tarafından kodlanan proteinler genellikle 

katalitik aktivitelerde görev alırlar. DNA-bağımlı DNA polimeraz (037L) bu gruba dahildir. 

Yine bu grupta bulunan 436R’nin prolifere hücre nükleer antijen domainine sahip olduğu 

görülmektedir.  Bu domaine sahip proteinlerin DNA replikasyonunda DNA polimerazın 

anlamlı zincire bağlanmasında muhtemel kofaktör olarak rol oynadığı belirlenmiştir (Travali 

vd., 1989). 098R (serin/treonin protein kinaz), 165R (metalloendopeptidaz), 179R (protein 

kinaz), 225R (timidilat sentaz) ve 453L (tiyoredoksin benzeri protein) sahip oldukları 

domainler dolayısı ile hücresel süreçlerde protein değişiklikleri için potansiyel enzimatik 

aktivitelere sahip proteinler kodlamaktadırlar (Carreras ve Santi, 1995; Holmgren, 1989; 

Manning vd., 2002; Stout vd., 2004; Yesilyurt vd., 2019). 306R tarafından kodlanan protein, 

transkripsiyon aktivasyonunu kolaylaştıran proteinlerde korunmuş olarak bulunan SWIB 
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domainine sahiptir (Bennett-Lovsey vd., 2002). 340R ise transkripsiyon düzenleyici 

proteinlerde bulunan çift zincirli RNA bağlanma motifi içerir (Harford ve Morris, 1997). 

Transkripsiyon sınıfı daha önceki çalışmalar ile belirlenmiş olan 337L ise bir membran 

proteinidir.   

Geç (L) genler grubunda miristilli membran proteinleri (084L, 458R), FAS1 domain 

içeren bir protein (096L), majör kapsit proteini (274L), HMG-kutusu içeren DNA bağlanma 

proteini (401R), MSV199 domain içeren bir protein (468L) ve şaperon bağlanma proteini 

(391R) bulunmaktadır. Bunlardan 096L, 391R ve 468L dışında kalanların fonksiyonel 

olarak viral kapsit ve integral membran bileşenleri olabilecekleri düşünülmektedir. 096L’nin 

içerdiği fasiklin (FAS1) domaininden dolayı hücre tutunmasında, 391R’nin viral birleşme 

esnasında protein katlanmasında ve 468L’nin içerdiği MSV199 domaini sayesinde viral 

DNA’nın diğer viral proteinlerle etkileşimlerinde görev aldığı düşünülmektedir. Yine bu 

grupta olduğu belirlenen helikaz ailesi proteinler (067R ve 307L) ise kapsidin ana 

bileşeninde (274L) olduğu gibi bir sonraki enfeksiyonda kullanılmak üzere çokça üretilip 

virüsün yapısına katılabilirler. 

Sınıflandırılması yapılamayan 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 içermektedirler. Bu domainlere 

sahip proteinlerin genel özellikleri DNA bağlanma özelliğinde olmalarıdır. 414L ve 

463L’nin ise hidrolaz aktivitesine sahip olabilecekleri düşünülmektedir (UniProt). 236L ve 

426R’nin ise görevi bilinmemektedir. Bu genler, sahip oldukları bu domainlerin diğer 

fonksiyonel viral proteinlerde de bulunmasından dolayı tüm enfeksiyon boyunca 

transkriptlenmiyor veya düşük miktarda transkriptleniyor olabilirler.  

Iridoviridae familyasında bulunan virüsler arasında korunmuş genlerden DNA-

bağımlı RNA polimeraz alt üniteleri (107L, 176R, 343L, 428L, 454R) diğer iridoviridlerle 

uyumlu bir şekilde transkriptlenmektedirler. Benzer şekilde, muhtemel bir 

transkripsiyon/replikasyon faktörü olan 282R, geç aşamada DNA 

bağlanma/paketlenmesinde görev aldığı düşünülen FV3-1R (Majji vd., 2009) ve SGIV-

116R’nin (Teng vd., 2008)  aksine RSIV-092R’de (Lua vd., 2005) olduğu gibi en erken 

aşamada transkriptlenir. Kinazlar ise her iridovirid için farklı sınıfta 

transkriptlenmektedirler. Bu durum farklı genlerin aynı fonksiyonel süreçlerde 

kullanılmasından dolayı olabilir. IIV6 genomunda bulunan bir helikaz/NTPaz (022L) en 

erken aşamada transkriptlenirken, diğer helikaz proteinlerinden 067R ve 307L geç sınıfa 
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aittir. DNA işlenmesinde rol aldığı düşünülen IIV6 genleri (075L, 184R, 037L, 349L, 436R, 

143R, 393L, 369L) diğer iridoviridlerin transkriptom çalışmalarında olduğu gibi erken 

aşamada transkriptlenmektedirler (Chen vd., 2006; Lua vd., 2005; Teng vd., 2008).  

Transkripsiyon sonuçlarını genel olarak değerlendirdiğimizde en erken gruba ait 

genlerin IIV6 genomunun iç kısımlarında bulunduğunu (Şekil 31), geç genlerin ise daha çok 

uç kısımlarda yerleşmiş olduğu dikkat çekmektedir (Şekil 32). Gecikmiş erken genler ise 

genomda rastgele dağılmış şekilde bulunmaktadırlar (Şekil 33). 

 

 

 

Şekil 31. IIV6’ya ait en erken genlerin genom üzerindeki durumları 
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Şekil 32. IIV6’ya ait gecikmiş erken (DE) genlerin genom üzerindeki durumları 

 

 

 

Şekil 33. IIV6’ya ait geç (L) genlerin genom üzerindeki durumları 
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Çalışmanın ikinci kısmında, en erken, gecikmiş erken ve geç (L, late) şeklinde 

gruplandırılan bütün IIV6 genlerinin 200 baz çifti yukarı bölgeleri kendi içinde toplanarak 

korunmuş motif taraması yapan MEME Suite veritabanında incelendi. Parametreler sadece 

ileri yönde olacak şekilde ve her dizi için en az bir motif tespit edecek şekilde ayarlandı. 

Promotor bölgeleri incelendiğinde en erken ve gecikmiş erken genler için muhtemel 

promotor bölgelerinde birer motif, geç genler için iki farklı motifin, ait oldukları gruba özel 

olarak korunmuş olduğu tespit edildi. Deneysel gen transkripsiyonu ve promotor analizleri 

iridoviridler için birkaç çalışmayla sınırlıdır. Iridoviridae familyası üyelerinde en erken 

genlerin viral proteinler tarafından transaktive edildiği (Willis ve Granoff, 1985) ve 

transkripsiyon başlangıç bölgesinden 100 baz çifti yukarı bölgelerinin gen regülasyonunda 

öneme sahip olduğu kanıtlanmıştır (Willis, 1987). Bohle iridovirus (Ranavirus) üzerinde 

yapılan bir diğer çalışmaya göre iki erken ve bir geç gen için transkripsiyon başlangıç 

bölgesinden 127-281 baz yukarı kısımlarında (ICP18 için 127 bp, ICP46 için 281 bp ve MCP 

için 169 bp) bulunan korunmuş dizilerin düzenleyici elementler olduğu kabul edilmiştir 

(Pallister vd., 2005). IIV6’nın gecikmiş erken genlerinden biri olan DNA polimerazın 

(037L) translasyon başlangıç (ATG) bölgesinden 50-54 baz çifti yukarısında önemli bir 

motife sahip olduğu belirlenmiştir (Nalcacioglu vd., 2003). Ancak promotor bölgesi daha da 

uzatıldığında aktivitenin arttığı görülmüş. Bu durum gecikmiş erken genlerin 

transkripsiyonunda gerekli başka dizilerin de olabileceğini göstermektedir. Yine aynı şekilde 

geç genler için ATG’den itibaren 43 baz kadar yukarı bölgenin promotor aktivitesi için 

yeterli olduğu ve bu bölgede özel bir motif içerdiği belirlenmiştir. Ayrıca, en erken genlerden 

birinde (IIV6-012L) yapılan detaylı promotor analizinde kademeli şekilde silinerek elde 

edilen dizilerden 70 baz yukarı bölgenin %75’in üzerinde bir aktivite artışı sağladığı 

görülmüştür (Dizman vd., 2012). Tüm bu promotor ve motif çalışmaları, aynı sınıfa ait 

genlerin promotorlarında korunmuş bazı dizilerin bu genlerin düzenlenmesinde önemli 

olduğunu göstermektedir. 

Buna benzer motif tespit çalışmaları Marseillevirüsler üzerinde de yapılmıştır 

(Oliveira vd., 2017) ve diğer büyük nükleositoplazmik DNA virüsleriyle 

karşılaştırılmışlardır (Graziele Pereira Oliveira vd., 2017). Yine, 8 nükleotitlik korunmuş bir 

motifin (AAAATTGA) Mimivirüs genomunda erken (veya gecikmiş erken) gen 

promotorlarında yaklaşık %50 oranında bulunduğu belirtilmiş (Suhre vd., 2005). Bu motifin 

IIV6’ya ait en erken genlerin promotorlarında bulunan motifle (TAAAATTGAA) çok 

benzer olduğu dikkat çekmektedir. 
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IIV6 gen promotorlarında yapılan motif taramasından sonra elde edilen dizilerin 

promotor aktivitelerinde gerçekten önemli bölgeler olup olmadığı araştırıldı. Elde edilen 

sonuçlara göre en erken (193R) ve gecikmiş erken (126R) sınıfına ait genlerin sahip 

oldukları motiflerin silinmesi durumunda promotor aktivitelerinin ciddi oranda azaldığı 

görüldü. Enfeksiyon döngüsü başladığında ilk önce virüse ait en erken genlerin 

transkriptlendiği bilinmektedir. Çok sayıda genin farklı transkripsiyon faktörleri tarafından 

transkriptlenmesi virüs gibi basit yapıların tercih edeceği bir durum değildir. Bu yüzden 

ortak bir kompleksin tanıyabileceği benzer dizilerin promotor bölgelerinde tespit edilmesi 

bu hipotezi doğrulamaktadır. Böylece her bir gen için ayrı ayrı promotor analizi yapmak 

yerine belirlenen bu motifler sayesinde muhtemel promotor bölgeleri tespit edilmiştir. Virüs 

replikasyonunu engellemek amacıyla bu bölgeleri kapatacak şekilde tasarlanacak moleküller 

istenen aşamadaki genlerin inhibisyonunu sağlayacaktır. Oysa geç gen promotorlarında 

(259R, 084L, 061R) tespit edilen motiflerin silinmesi, beklenenin aksine daha fazla aktivite 

artışına sebep oldu. Bu durum, promotor bölgelerinde aktivite artışı sağlayan diziler olduğu 

gibi genlerin transkripsiyonunu baskılayan dizilerin de olabileceğini göstermektedir (Yang 

vd., 2008). Üç farklı gen promotorunda da aynı durum görülmüş olup, 061R promotorunda 

tespit edilen iki farklı motif üzerinde mutasyon çalışmalarıyla hangi bölgenin bu görev için 

daha efektif olduğu araştırıldı. A/T bakımından zengin olan birinci motifin mutasyonu 

aktivitenin geri kazanılmasında hiçbir etki göstermedi. Diğer yandan, geç gen 

promotorlarında tespit edilen ikinci korunmuş bölge olan NNTTGT motifinin mutasyonla 

farklı bir dizi haline dönüştürülmesi durumunda, promotor aktivitesinin bir miktar geri 

kazanıldığı gösterilmiştir. Ancak yine de tamamen silindiklerindeki aktivitenin 

yakalanamayışı, bu motifin dışında başka dizilerin de etkili olabileceğini veya bu motifin 

daha uzun bir sıra olabileceğini düşündürmektedir. 

İridovirüslerin replikasyon mekanizmaları henüz yeterince aydınlatılmamıştır.  

Literatürde bulunan bilgiler Frog virus 3 (FV3)’ün model organizma olarak kullanılmasıyla 

elde edilmiş kısıtlı çalışmalardır (Şekil 7). Zarflı ve zarfsız virionların her ikisi de enfeksiyon 

yapma yeteneğine sahiptir, ancak zarflı olanların konağa özgü enfektivitesi daha fazladır. 

Bu durum, bir veya daha fazla viral zarf proteininin virion girişinde önemli rol oynadığını 

göstermektedir. Virionlar konak hücreye girdikten sonra viral kor DNA doğrudan nükleusa 

gider ve burada en erken ve gecikmiş erken genlerinin transkripsiyonunu konak hücrenin 

RNA polimerazını (RNA Pol II) kullanarak gerçekleştirir (Williams vd., 2005). Yapılan 

çalışmalar iridovirüslerin çıplak DNA’sının tek başına enfeksiyon başlatmak için yeterli 
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olmadığını, DNA’nın virion proteinleriyle birlikte hücreye verildiğinde viral enfeksiyonun 

başladığını göstermiştir (Willis vd., 1979). 

Viral genler kademeli bir şekilde ifade edilir ve en erken aşamada üretilen proteinler 

gecikmiş erken genlerin, gecikmiş erken aşamada üretilen proteinler ise geç genlerin 

ifadesinde kullanılır (Williams vd., 2005). Virion yapısında bulunan bir veya daha fazla 

protein de virüse ait en erken genlerin transkripsiyonunu başlatmak için gereklidir (Willis 

ve Granoff, 1985). İridovirüslerde en erken genlerin transkripsiyonunu başlatan 

transaktivatör proteinlerle ilgili bilgiler oldukça sınırlıdır. Bu tez kapsamında en erken 

genlerden biri olduğu bilinen IIV6-012L’nin promotor bölgesine bağlanan viral yapısal 

proteinler araştırıldı. Yapılan DNA afinite-kromatografi sonuçlarına göre yaklaşık 13,5 kDa 

büyüklüğünde bir proteinin promotora bağlandığı anlaşıldı. IIV6 yapısal proteinleri 

biyoinformatik olarak incelendiğinde bu büyüklüğe tekabül eden ve güçlü bir DNA 

bağlanma domainine sahip olan proteinin 366R açık okuma zinciri olduğu belirlendi. Bunun 

yanında virüsle enfekte edilen konak hücrenin nükleusundan izole edilen proteinlerle yapılan 

southwestern analizi sonuçları, IIV6 en erken gen promotorunun yaklaşık 130 ve 95 kDa 

ağırlığındaki proteinlerle etkileştiğini gösterdi. Ayrıca, viral protein ekstraktı ile yapılan 

southwestern analizi sonuçlarına göre en erken promotor sırasının yaklaşık olarak 70, 55, 

40, 30, 25 kDa civarında ve bir tane de 17 kDa’dan küçük moleküler ağırlıklara sahip olmak 

üzere 6 farklı bölgede etkileşim gösterdiği tespit edildi (Şekil 21). Ancak bu protein 

bantlarının hepsi aynı anda tek membranda çıkmadı. Yaklaşık 70 kDa büyüklüğündeki 

bandın olmadığı durumda 25 ve 30 olmak üzere iki farklı bandın ortaya çıktığı görüldü. Bu 

durum 366R’nin 25 ve 30 kDa büyüklüğündeki proteinlerle etkileşim halindeyken 70 kDa 

civarında bir bant verdiğini göstermektedir. Ayrıca 25, 55 kDa civarında ve 17 kDa’dan daha 

küçük olan bantlar farklı iki membranda da ortaya çıktı. Bu sonuçlar 366R’nin muhtemelen 

bu büyüklüklerdeki proteinlerle etkileşim halinde olduğunu göstermektedir. 

Virüse ait 36 tane yapısal proteinin üretilmesini sağlayan plazmitlerin ayrı ayrı ve 

gruplar halinde transfeksiyonu yapılmasına rağmen promotor aktivitesinde artış 

görülmemesi, transkripsiyon kompleksinde bulunan proteinlerin virion yapısında 

gösterdikleri doğal etkileşimle aynı şekilde olmadığını veya ihtiyaç duyulan proteinlerin bir 

araya gelmemiş olabileceğini göstermektedir. Xia ve arkadaşları (2019), SGIV’nin 4 tane 

yapısal proteininin (VP12, VP39, VP57 ve MCP) bu virüsün en erken genlerinden ICP46’nın 

promotoruna bağlandığını gösterdiler. Ancak bu proteinleri teker teker veya gruplar halinde 

en erken promotor ile birlikte hücreye aktarmalarına rağmen promotor aktivitesinde artış 
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olmadığını tespit ettiler. SGIV VP057 ve SGIV MCP proteinleri IIV6’da sırasıyla 295L ve 

274L proteinleriyle homoloji göstermektedir. Fakat bu çalışmada IIV6’daki 295L proteini, 

en erken promotor ile bir etkileşim göstermemiştir. IIV6-274L proteini ise potansiyel 

olmadığı için çalışılmamıştır.  

Sonuç olarak IIV6’daki transkripsiyonel düzenlenmenin, genlerin 5’ yukarı 

bölgelerinde belirlenen korunmuş motiflere, viriona ait birden fazla proteinin bağlanması 

ile, aktivasyon veya baskılanma şeklinde gerçekleştiğini söyleyebiliriz. Virüse ait genlerin 

ifade edildiği sınıfların belirlenmesi ve genlerin transkripsiyonel düzenlenmesinde etkili 

motiflerin aydınlatılması, virüsün moleküler mekanizmasının anlaşılması, biyolojik kontrol 

ajanı, gen terapi veya aşı geliştirme amacıyla kullanılması açısından önemlidir. IIV6 en çok 

çalışılan iridoviridlerden biridir ve elde edilen bu bulgular virüsün gen fonksiyonları ve 

moleküler mekanizmasının aydınlatılması açısından ileriye yönelik faydalı bilgiler 

sağlayacaktır. 

 



 

5. SONUÇLAR 

 

Bu çalışma sayesinde Invertebrate iridescent virus 6’ya ait genlerin transkripsiyonel 

sınıflandırması yapıldı, her bir sınıfa ait genlerin 5’ yukarı bölgeleri korunmuş motif yönünden 

incelendi ve en erken genlerin transkripsiyonunu başlatan protein veya proteinler araştırıldı. 

1) IIV6’ya ait 13 yapısal ve 158 yapısal olmayan olmak üzere toplam 171 adet ORF’nin 

transkripsiyonel sınıflandırılması çalışıldı. Bunlardan 114 tanesinin en erken (IE), 23 tanesinin 

gecikmiş erken (DE) ve 22 tanesinin ise geç (L) gen olduğu belirlendi. 12 adet ORF’nin ise 

transkripsiyonları belirlenemedi. 

2) IIV6’ya ait tüm genlerin 5’ yukarı bölgelerinde yapılan biyoinformatik analizler, en 

erken genlerde TAAAATTGAA, gecikmiş erken genlerde TTTTATGG, geç genlerde ise 

TCAATTTT ve NNTTGT motiflerinin korunmuş olduğunu gösterdi. 

3) En erken ve gecikmiş erken genlerde belirlenen motiflerin lusiferaz sisteminde 

analizleri bu motiflerin promotor olarak görev yaptıklarını gösterdi. 

4) Geç genlerde belirlenen motiflerin lusiferaz sisteminde analizleri ise NNTTGT 

motifinin bu genler için promotor olarak değil baskılayıcı sıra olarak görev yaptığını gösterdi.  

5) Yönlendirilmiş mutagenez çalışmaları geç genlerde promotor olarak görev yapan bir 

motifin değil muhtemelen belirli bir uzunlukta bölgenin olduğunu gösterdi. 

6) IIV6 en erken promotor sırasının, DNA afinite kromatografisi yöntemi ile elde edilen 

sonuca göre potansiyel olarak 13.5 kDa büyüklüğünde bir proteinle etkileştiği belirlendi. 

7) IIV6 en erken promotor sırasının, yapısı bozulmamış virionlarla ve virüsle enfekte 

edilmiş konak hücrenin nükleusundan izole edilen proteinlerle muamele edildiğinde yaklaşık 

130 ve 95 kDa büyüklüğünde proteinlerle etkileştiği görüldü. 

8) En erken promotor sırası ve virion protein ekstraktı ile yapılan southwestern analizleri 

en erken gen promotor DNA’sının yaklaşık olarak 70, 55, 40, 30, 25 kDa civarında ve bir tane 

de 17 kDa’dan küçük moleküler ağırlıklara sahip olmak üzere 6 farklı bölgede etkileşim 

gösterdiği tespit edildi. 

9) En erken genlerin transaktivatör proteini olduğu düşünülen 36 farklı yapısal proteinin 

tek başına promotor aktivitesi için yeterli olmadığı, muhtemelen diğer viral proteinlere veya 

konağın transkripsiyon faktörlerine ihtiyaç duyduğu sonucuna varıldı. 



 

6. ÖNERİLER 

 

Bu çalışmada IIV6 virüsüne ait genlerin transkripsiyonel sınıflandırması yapılıp her bir 

gen sınıfının promotorlarında korunmuş motif taraması gerçekleştirilmiştir. Ardından 

motiflerin önemli olup-olmadığını belirlemek için promotor aktivite çalışmaları yapılmıştır. 

Son olarak, iridovirüsler için iyi bir çalışma modeli olan IIV6’nın en erken genlerinin 

transkripsiyonunu başlatan protein tespitine yönelik bazı sonuçlar elde edilmiştir. Bu doktora 

çalışmasından sonra yapılabilecek bazı çalışmaları şu şekilde önerebiliriz: 

1) Sınıflandırması yapılan genlerden rastgele seçilerek tespit edilen motifleri içerecek 

şekilde promotor analizi gerçekleştirilebilir. Böylece her açık okuma zinciri için delesyonlarla 

çok sayıda plazmit oluşturmak yerine bu motiflerin olduğu bölgeye kadar olan kısımların ilgili 

gen için promotor bölgesi olduğu kanıtlanmış olur. 

2) Tespit edilen motifleri inhibe edecek moleküller veya proteinlerle virüsün çoğalma 

mekanizmasının inhibisyonu üzerine çalışmalar yapılabilir. 

3) Electromobility Shift Assay (EMSA) metodu kullanılarak transaktivatör protein 

olduğu düşünülen 366R’nin en erken gen promotorlarında tespit edilen korunmuş motifle olan 

ilişkisi araştırılabilir. 

4) DNA afinite kromatografisinden elde edilen bantlar southwestern işlemine tabi 

tutulduktan sonra kütle spektrofotometrisiyle (MS) analiz edilememektedir. Dolayısıyla daha 

yoğun protein bantları elde edilerek analiz edilebilirler. 

5) Konak hücreye transfeksiyon yapmak üzere en erken genlerin transkripsiyonunu 

başlatmak için oluşturulan plazmitlerle birlikte henüz araştırılmamış olan diğer yapısal 

proteinler kombinasyonlar halinde araştırılabilir. 

6) En erken gen olduğu bilinen 012L promotorunda korunmuş motif olarak tespit edilen 

bölgenin diğer en erken gen promotorlarında da bulunmasından dolayı transaktivatör 

protein(ler) viral döngüyü başka ORF’lerin promotorlarından başlatıyor olabilir. Bu yüzden 

yapısal proteinleri içeren plazmitler kullanılarak virüs DNA’sının tamamıyla birlikte 

transfeksiyon çalışmaları yapılabilir.  

7) Muhtemel proteinlerle DNA dizileri arasındaki ilişki, kromatin immünopresipitasyon 

(ChIP) veya benzeri tekniklerle araştırılabilir. 
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