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ONSOZ
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Doktora Tezi
OZET

AMSACTA MOOREI ENTOMOPOXVIRUS MUHTEMEL GLIKOZIiL TRANSFERAZ
GENININ (AMV248) YAPISAL VE FONKSIYONEL ANALIZI
Cihan INAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Danisman: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2016, 113 Sayfa

Amsacta moorei entomopoxvirus (AMEV), gen terapi, ifade vektorli ve biyopestisit
olarak kullanilma potansiyeli olan 6nemli bir bocek viriisiidiir. DNA dizi ve biyoinformatik
analizler sonucu genomunda belirlenen amv248 kodlu ORF’nin muhtemel bir glikozil
transferaz kodladigi onerilmistir. Boylece amv248’in konak segiciliginde rol oynayan,
virilis replikasyonunun i¢in zorunlu bir yapisal protein kodladig: diistintilmektedir.

Tez c¢alismasinda AMEV glikozil transferaz geninin yapist ve virusiin konaga
tutunmasindaki roliinlin aydinlatilmast amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda amv248’in
transkripsiyonunun AMEV enfeksiyonunu takiben 3 ila 6 saatler arasinda baslayan ara gen
siifina ait bir gen oldugu; 126 baz 5’ ve 50-84 baz araliginda 3’ translasyona ugramayan
bolge igerdigi belirlenmistir. AMV248 proteininin 3 boyutlu yapisi tahmin edilerek
muhtemel konak baglanma aminoasitleri belirlenmis ve 30 kDa’luk rekombinant protein
iretilip heparine baglandigi gosterilmistir. Proteine Ozgii antikor hizmet alimi ile
tirettirilmis ve bu antikor ile virlisiin immiin ndtralizasyonu gosterilmistir. Ayrica viriisiin
hiicre yiizey matriks bilesenlerinden heparine baglandigi, enfeksiyonun ¢oziilebilir
glikozaminoglikanlar ile inhibe edilebildigi ve ylizey GAG’lar1 ¢ikarilan hiicrelerin
enfeksiyonunda azalma goriildiigii belirlenmistir. Son olarak amv248 genini icermeyen
rekombinant viriis tiretilmis ve kontrol viriis ile replikasyon, enfeksiyon 6zellikleri, protein
profili ve yavru viriis tiretimi bakimindan fark gézlenmezken, gen ifade seviyesinde fark
oldugu gPCR metodu ile belirlenmistir. Sonug¢ olarak viriisiin konak hiicreye tutunma ve

enfeksiyon baslama mekanizmastyla ilgili 6nemli bulgular elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Amsacta moorei entomopoxvirus, amv248, Glikozil transferaz, Viriis
tutunmasi



PhD Thesis
SUMMARY

FUNCTIONAL AND STRUCTURAL ANALYSIS OF AMSACTA MOOREI
ENTOMOPOXVIRUS PUTATIVE GLYCOSYLTRANSFERASE GENE (AMV248)
Cihan INAN
Karadeniz Technical University

The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2016, 113 Pages

Amsacta moorei entomopoxvirus (AMEV) is an important insect virus which has
potential usage as gene expression and therapy vectors and biopesticide. Based on DNA
sequencing and bioinformatics analysis, it was suggested that amv248 encodes a putative
glycosyltransferase. This suggests that amv248 encodes a structural protein which may
play a role at host specificity of the virus and essential for initiation of virus replication.

In this thesis, it was aimed to identify the function and structure of amv248 gene.
Within the scope of these studies, it was concluded that transcription of amv248 started
between 3 and 6 hours post infection, and it belongs to intermediate class of virus gene
expression; the 5° and 3° untranslated regions of gene were determined as 126 bases and
between 50-84 bases, respectively. The 3D structure of the protein was generated by
bioinformatics analysis, and putative host cell binding aminoacids were determined. A 30
kDa recombinant protein of the gene was expressed and shown that it binds to heparine.
Specific antibody against protein was produced and virus was immunoneutralized using
this antibody. Also it was shown that virus binds to a cellular matrix compound, heparine,
viral infection was inhibited by glycoseaminoglycans (GAGs) and viral infection reduced
after digestion of GAGs from cell surface. Finally, amv248 knocked-out virus was
constructed, and while no differences was found between control and recombinant virus
regarding virus replication, infection, protein profile and progeny virus yield; significant
change was detected at transcriptional level. In conclusion, important findings regarding to

virus-host cell attachment and infection mechanism were determined in this study.

Keywords: Amsacta moorei entomopoxvirus, amv248, Glycosyltransferase, Virus
attachment
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Tez konusunu olusturan entomopoksviriisler ilk kez 1963 yilinda Vago tarafindan
kesfedilmistir. Poxviridae familyasinin omurgasiz canlilarda hastaliklara sebep olan alt
familyasini olusturan bu grup kendi icinde enfekte ettikleri bocek gruplarina gore Alfa,
Beta ve Gamaentomopoksviriisler olmak iizere 3 cins ile temsil edilmektedir. Amsacta
moorei entomopoxvirus (AMEV) Lepidoptera ve Orthoptera takimina ait bocekleri enfekte
eden Betaentomopoxvirus cinsinin tip tliriidiir (Ozsahin vd., 2014). Tiim genom dizilemesi
2000 yilinda Bawden ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilmis ve daha sonra birgok agik
okuma zincirinin transkripsiyonel ve fonksiyonel o6zellikleri aydinlatilmistir (Gruidl vd.,
1992; Palmer vd., 1995; Winter vd., 1995; Alaoui-Ismaili ve Richardson 1996; Petersen
vd., 1997; Alaoui-Ismaili ve Richardson 1998; Marlow vd., 1998a; Sriskanda vd., 2001; Li
vd., 2005a; Li vd., 2005b; Means vd., 2007; Becker vd., 2008; Muratoglu vd., 2010;
Nalcacioglu vd., 2010; Ozsahin vd., 2014; Ozsahin vd., 2015; Muratoglu vd., 2016).

Viriislerin hiicreye giris mekanizmasiin ilk adimini viriisiin hiicreye tutunmasi
olusturmaktadir. Bu amagla hiicresel ¢esitli reseptorler hedeflenmekte ve viral proteinler
ile bu reseptorlerin etkilesimi sonucu viriis hiicreye girebilecegi bolgeye tasinmaktadir.
Bircok virlistin hiicresel glikozaminoglikanlar (GAG) adi verilen molekiillere tutunmaya
0zgii glikozil transferaz proteinlerine sahip oldugu gosterilmistir (Markine-Goriaynoff vd.,
2004).

Viral glikozil transferazlar genel olarak viriisiin konak hiicreye tutunmasinda gérev
almaktadir. Bakiiloviriis glikozil transferaz proteini olan ekdisteroid proteini ile yapilan
calismalar glikozil transferazlarin bdce8in deri degistirmesini ve pupaya girmesini
engelledigini gostermektedir (O’Reilly ve Miller 1989). Entomopoksviriis glikozil
transferazlar ile ilgili literatiirde heniiz bir ¢alismaya rastlanmamistir. Genom dizi analizi
sonucunda amv248 numarali acik okuma zincirinin (ORF) muhtemel bir glikozil transferaz
proteini kodladigir belirlenmistir (Bawden vd., 2000). Ayrica omurgalilar1 enfekte eden
Orthopoxvirus takimi tip tiirii olan Vaccinia virus (VACV) 4 farkli tutunma proteini
icermekteyken entomopoksviriislerde ise bunlardan sadece birinin korunmus olmasi ve bu

genin AMEV genomunda amv248 geni ile temsil edilmesi dikkat cekmektedir. Boylece bu



tezde Amsacta moorei entomopoxvirus’e ait muhtemel glikozil transferaz geninin

(amv248) viriislin konaga tutunmasindaki rolii aydinlatilmaya calisilmistir.
1.2. Poksviriisler

Poxviridae familyas1 hem omurgalilarin hem de omurgasizlarin hiicre
sitoplazmasinda ¢ogalan, kompleks yapili ve biiyiik ¢ift zincirli DNA (dsDNA) genomlu
viriislerdir (Moss 2012). Bu familyaya ait olan Variola viriisiin insanlarda ¢igek
hastaligmin etmeni olmasi, familyanm taninirhigm arttirmistir. Diinya Saglhik Orgiitiiniin
(WHO) yogun caligmalar1 sonucu ¢icek hastaligi 1977°de ortadan kaldirilmistir. Bununla
birlikte, Orthopoxviriis cinsine ait diger bazi virlislerin yakin zamana kadar insanlarda
enfektif oldugu rapor edilmistir (Singh vd., 2016). Yine bu aile iiyelerinden Vaccinia viriis
(VACV) hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilabilen, mikroskobik olarak goriilebilen ve en detayl
incelenen ilk hayvan viriisii olarak bilinmektedir.

Poxviridae familyasina mensup olan poksviriisler Chordopoxvirinae (omurgalilar
enfekte eden poksviriisler) ve Entomopoxvirinae (bdcekleri enfekte eden poksviriisler)
olmak tizere iki alt familyaya ayrilir (Haller vd., 2014). Omurgalilarda enfeksiyon
olusturan Chordopoxvirinae ailesi, literatiirde dokuz cins ile temsil edilmektedir. Bununla
birlikte boceklerde enfeksiyon olusturan Entomopoxvirinae ailesi ise enfekte ettikleri
organizmalara ve viriyon morfolojilerine gore filogenetik olarak alfaentomopoksviriisler
(Coleoptera takimini enfekte eden), betaentomopoksviriisler (Lepidoptera ve Orthoptera
takimlarin1 enfekte eden) ve gamaentomopoksviriisler (Diptera takimini enfekte eden)
olmak {izere 3 cinse ayrilir (Thézé¢ vd., 2013). Bu cinslerin yani sira heniiz
siniflandirilmamis olan Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus i igeren bir cins de
bulunmaktadir (Afonso vd., 1999). Poxviridae familyasinin taksonomik dagilimi Sekil 1°de

Ozetlenmistir.



Familya Alt Familya Cins Tiir Sayisi
[~  Avipoxvirus 10 tir
Capripoxvirus 3 tir
Cervidpoxvirus 1 tdr
Leporipoxvirus 4 tr
Molluscipoxvirus 1 tlr
—— Chordopoxvirinae — ) )
(Konaklari omurgali) Orthopoxvirus 9 tur
Parapoxvirus 4 tir
Suipoxvirus 1 tar
Yatapoxvirus 2 tur
Poxvirid I
oxviridae _ Crocodylipoxvirus 1 tar
—  Alphaentomopoxvirus 7 tur
Betaentomopoxvirus 13 tur
~—— Entomopoxvirinae — Gammaentomopoxvirus 6 tlr

(Konaklari omurgasiz) Siniflandinimamis (MSEV) 1 tiir

Sekil 1. Poxviridae familyasinin taksonomik dagilima.

Cesitli hiicre kiiltiirlerinde ¢ogaltilabilmesi ve genomun kolayca degistirilebilmesi
gibi ozelliklerinden dolayr Orthopoxvirus cinsine ait Vaccinia virus (VACV) poksviriis
ailesinin tip tliriini olusturmaktadir. Cigek hastaliginin bertaraf edilmesi yine bu viriisiin
as1 olarak gelistirilmesi sonucu Diinya Saglik Orgiitii tarafindan gerceklestirilmistir. Ayrica
okaryotik hiicrelerdeki DNA replikasyonunun ve transkripsiyonunun anlasilmasi igin

model organizma olarak kullanilmaktadir.
1.3. Entomopoksviriisler

Ik olarak 1963 yilinda Vago tarafindan tanimlanan entomopoksviriisler (EPV)
omurgalilarda hastalik olusturan veya biyolojik silah olarak kullanilma potansiyeli olan
poksviriislere  benzerliklerinden dolayi, poksviriislerin genom organizasyonlarinin
anlasilmasi igin iyi bir 6rnek olarak kullanilmaktadirlar (Henderson vd., 1999). Ayrica,
entomopoksvirlisler iyl bir gen transfer ve gen terapi vektorii olarak kullanilma
potansiyeline sahiptirler (Bawden vd., 2000; Sezen ve Demirbag 2005). Diger yandan,
bdcek viriislerinin tibbi, zirai ve endiistriyel bakimdan 6nemli olan proteinlerin iiretildigi

gen ifade vektorii olarak kullanilma potansiyelleri, biyoteknolojide onemli bir yer



olusturur. Bocek viriisleri uzun zamandan beri gelismis iilkelerde tarim ve ormancilikta
zarar olusturan boceklere karsi Onemli bir biyolojik kontrol materyali olarak
kullanilmaktadirlar (Sezen ve Demirbag 2005; Arif ve Kurtsak, 1991).

Yapilan caligmalar sonucunda Orhoptera, Lepidoptera, Coleoptera, Diptera ve
Hymenoptera takimlarina ait boceklerden bir¢ok entomopoksviriis izole edilmistir. Genom
dizileme c¢aligmalar1 sonucunda bir¢ok poksviriisiin yapist aydinlatilmis olmasina ragmen,
entomopoksviriis ailesi iiyelerinin kiiltiire edilmesindeki zorluklar gibi 6zelliklerinden
dolayr ¢ok azmin genom haritast ¢ikartilmistir. Genom dizisi tamamlanmis

entomopoksviriisler Tablo 1’°de listelenmistir.

Tablo 1. Genom dizisi tamamlanmis entomopoksviriisler.

Genom Biiyiikliik (b¢) ORF Sayisi GC igerigi Dizi No
Melanoplus sanguinipes 236,120 267 18.3 NC_001993
entomopoxvirus

Amsacta moorei 232,392 292 17.8 NC_002520
entomopoxvirus “L”

Adoxophyes honmai 228,750 247 21 HF679131
entomopoxvirus “L”

Choristoneura biennis 307,691 334 19.7 HF679132
entomopoxvirus “L”

Choristoneura rosaceana 282,895 296 19.5 HF679133
entomopoxvirus “L”

Mythimna separata 281,182 306 19.7 HF679134
entomopoxvirus “L”

Anomala cuprea 245,717 263 20 AP013055
entomopoxvirus

Theze vd. 2013’ den diizenlenmistir.

1.3.1. Entomopoksviriislerin Genel Ozellikleri

Entomopoksviriis virionlar1 oval sekilli 150-470 nm uzunlugunda ve 165-300 nm
genisligindedir (Sezen ve Demirbag 2005). Tipik bir entomopoksviriis viryonu Sekil 2°de
sematize edilmigtir. Kompleks yapili olan entomopoksviriisler, ¢ift zincirli DNA genom
iceren bir merkezi bolge, bunu saran ve dis1 proteinlerle kapl olan bir i¢ zar, iki yanda

bulunan lateral (yanal) yapilar ve son olarak bunu ¢evreleyen bir dis zardan olusmaktadir.



Dis zarf (EV)
l ic membran
®
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Sekil 2. Tipik bir entomopoksviriisiin sematik goriiniimii.

1.3.2. Entomopoksviriislerde Sferoid Yapisi

Enfeksiyon mekanizmasinin anlagilmasi i¢in yapilan ¢alismalar entomopoksviriisiin
bakiiloviriislerde oldugu gibi gomiilii bir yapt olusturdugunu ortaya ¢ikarmustir. Sferoid
(Sekil 3) adi verilen bu yapr sferoidin (sph) adli ge¢ gen smifina ait bir gen tarafindan
kodlanan 100-115 kDa’luk sferoidin adinda bir proteinden olugsmaktadir.

Sekil 3. Amsacta moorei entomopoxvirus (AMEV) sferoid yapilari. Sferoid
yapilar1 okla gosterilmistir. A) Ld652 hiicrelerinde iiretilmis
AMEV sferoidler, B) Tarama elektron mikroskopisi ile
goriintiilenmis AMEV sferoid yapilar1 (Hall ve Moyer 1991)
Bakiiloviriislerde gomiilii  yapilar hem sitoplazmada hem de niikleusta
goriilebilmesine karsin, AMEV’de sferoidler sadece sitoplazmada goriilmektedir.

Steroidlerin yani sira baz1 entomopoksviriislerde fusolin proteininden tiirev alan spindil adi



verilen ikinci bir yapt goriilmektedir (Gauthier vd., 1995). Bu yap1 alfa ve
betaentomopoksviriislerde bulunmasina ragmen AMEV’de bulunmamaktadir.

Yapilan caligmalar sonucunda AMEV sferoid geninin in vitro enfeksiyon ig¢in
zorunlu olmadigr belirlenmis ve virlis genomunda sferoidin geni yerine GFP proteini
iireten gen (gfp) homolog rekombinasyon ile eklenerek rekombinant virlis gelistirilmistir
(Perera vd., 2010). Olusturulan bu rekombinant virlisin (AmAsph/gfp) hiicre
kiiltiirlerindeki replikasyonunun yaban tip viriisiin (AMEV) replikasyonundan farksiz
oldugu belirlenmistir. Bu calisma entomopoksviriislerin enfeksiyonunun floresan 1s1k
altinda incelenebilir olmasin1 saglamis ve bunun yani sira baska rekombinant

entomopoksviriislerin olusturulmasinin 6niinii agmustir.

1.3.3. Amsacta moorei entomopoxvirus

Amsacta moorei entomopoxvirus (AMEV) Poxviridae familyasina bagli olan
Entomopoxvirinae alt familyasina ait bir bocek virlisiidiir. Zirai dneme sahip boceklerde
enfeksiyona neden olan AMEV, Betaentomopoxvirus cinsinin tip tliriidiir. AMEV adini,
izole edildigi ve dogal konagi olan bécegin adindan (Amsacta moorei) almaktadir (Roberts
ve Granados 1968). Viriisiin gen ifade vektorii, gen terapi vektorii ve biyopestisit olarak
kullanilma potansiyeli olduk¢a yiiksektir (Sezen ve Demirbag 2005). Ayrica bu viris
kullanilarak gelistirilen entomopoksviriis gen ifade sistemi 1998 yilinda Moyer ve
arkadaglar tarafindan Amerika Patent Enstitiisiince patentlenmistir (Patent no: 5,721,352).

Bu viriis bir¢ok entomopoksviriisiin aksine hiicre kiiltiirlerine (Lymantria dispar —
Ld652 (Winter vd., 1995); Estigmene acrea- EAA-BTI (Granados ve Naughton 1975;
Marlow vd., 1993) kolayca adapte olabilmekte ve kolayca rekombinasyon
yapilabilmektedir. 2000 yilinda tiim genom dizi analizinin yapilmasiyla, genomunun
yaklasik 232 kb biiylikliigiine sahip oldugu ve 60 aminoasitten daha biiylik polipeptid
zinciri kodlayan 294 agik okuma zinciri (ORF) icerdigi gosterilmistir (Bawden vd., 2000).
Daha sonra yapilan bir ¢alismada ise Guo ve Yu AMEV DNA dizi verilerinden yola
cikarak protein kodlayan ORF’leri yeniden tanimlamis ve 256 ORF’nin aktif protein
kodladigini belirtmistir (Guo ve Yu 2007).



1.3.4. Amsacta moorei entomopoxvirus’iin Transkripsiyon Ozellikleri

Chordopoksviriisler ile yapilan calismalarda genlerinin erken, ara ve ge¢ genlerden
olusan 3 farkl1 sinifta ifade edildikleri tespit edilmistir (Broyles 2003). Ifade edilmeleri i¢in
protein sentezine ve DNA replikasyonuna ihtiya¢ duymayan genler erken genler, DNA
replikasyonuna ihtiya¢c duymayip sadece protein sentezine ihtiya¢ duyan genler ara genler
ve hem protein sentezine hem de DNA replikasyonuna ihtiya¢ duyan genler ge¢ genler
olarak ifade edilmektedirler.

AMEV’in tiim genom analizinin yapildig1 ¢alismada, translasyon baslangic
kodonunun 6ncesinde 100 baz civarinda TGAAAXXXXA motifine sahip genler erken
gen; TGAATXXXXA motifine sahip genler ise potansiyel erken gen olarak
siniflandirilmislardir  (Bawden vd., 2000). Bu motifler AMEV timidin Kinaz,
Choristoneura biennis entomopoxvirus in (CBEV) DNA polimeraz geni ve Melolontha
melolontha entomopoxvirusin (MMEV) fusolin geni gibi entomopoksviriislerin bilinen
erken genlerinin yukar1 bolgelerinde bulunmaktadir.

Bawden ve arkadaslar1 (2000) ayni1 ¢alismada translasyon baslangi¢ bdlgesinde
TAAATG motifine sahip genleri ge¢ gen; baslangic kodonunun o6ncesinde 100 baz
civarinda TAAAT ve TAAAAT motifi igeren genleri ise potansiyel ge¢ gen olarak
siniflandirmis ve bu motiflerin diger entomopoksviriislerde de korunmus oldugunu
belirtmislerdir.

2014 yilina kadar yapilan ¢alismalarda, Amsacta moorei entomopoxvirus igin ara gen
sinifina ait ag¢ik okuma zincirlerinden bahsedilmemektedir. Ancak, amvi33 ORF’si
tarafindan kodlanan lipaz geninin DNA sentez inhibitdrii (sitozin B-D-arabinofuranosit,
Ara-C) varliginda transkriptlenmeye devam etmesine ragmen, protein sentez inhibitorii
siklohekzimid (CHX) varliginda transkriptlenemediginin belirlenmesiyle /ipaz geninin ara
gen sinifina ait bir gen oldugu belirlenmistir (Ozsahin vd., 2014).

Gliniimiize kadar yapilan calismalarda, sferoidin (Palmer vd., 1995; Winter vd.,
1995; Marlow vd., 1998b), timidin kinaz (Gruidl vd., 1992), entomopoksviriis filament-
iligkili ge¢ protein FALPE (Alaoui-Ismaili ve Richardson 1996; Alaoui-Ismaili ve
Richardson 1998), NAD+ iliskili DNA-ligaz (Sriskanda vd., 2001), DNA topoizomeraz
(Petersen vd., 1997), siiperoksid dismutaz SOD (Becker vd., 2004), apoptoz inhibitor
protein iap (Li vd., 2005a; Li vd., 2005b), p33 (Means vd., 2007), poli A polimeraz
(Becker vd., 2008), protein kinaz (Muratoglu vd., 2010), fotoliyaz (Nalcacioglu vd., 2010)



ve esteraz (Ozsahin vd., 2014; Ozsahin vd., 2015) genleri fonksiyonel ve transkripsiyonel
olarak arastirilmistir. Ayrica 2016 yilinda yapilan yeni bir ¢alismada protein kinaz geni
yerine gfp proteini koyularak olusturulan rekombinant viriis ile tim genom gen ifadesi

mikrodizin analizi ile karsilastirilmistir (Muratoglu vd., 2016).

1.3.5. Amsacta moorei entomopoxvirus’un Hiicreye Girisi

Entomopoksviriislerin hiicreye girisi konusunda literatiirde bir bilgi bulunmamakla
birlikte, molekiiler o6zellikleri ile birbirine c¢ok fazla benzerlik sergileyen baska
poksviriislerle ilgili detayli bilgiler bulunmaktadir. Konuya agiklik getirmesi bakimindan
farkli poksviriislerin hiicreye giris mekanizmasinin anlasilmasina yonelik bu bilgiler
asagida irdelenmistir.

Poksviriisler iki farkli enfektif form igermektedir. Bunlar tek dis membrana sahip
olgunlagmig viriyon (MV) ve ¢ift dis membrana sahip zarfli viriyondur (EV) (Sekil 4).
Bunun yani sira bu iki form arasinda gec¢is formu olarak adlandirilabilecek sarmallanmis

viriyon adi verilen bir viriyon formu da bulunmaktadir.

EV zarf

MV membran
Lateral kisim

0Oz duvan

250nm

Olgunlasmis Viriyon (MV) Zarfli Viriyon (EV)

360nm

Sekil 4. Poksviriislere ait viriyon tipleri. (Swiss Institute of
Bioinformatics’den diizenlenmistir URL-1)

Yapilan caligmalarda MV ’nin iki lateral kisim, ¢ift zincir DNA genomu igeren viral
0z ve en az 25 protein igeren lipid bilayer zardan olustugu; EV’nin ise bu proteinlere ek
olarak 6 proteine ve bir ekstra viral zara sahip oldugu gosterilmistir (Schmidt vd., 2012;
Moss 2012). MV membran yapisinin endoplazmik retikulum zarinin viral proteinler ile
modifikasyonu sonucu olusmus olabilecegi one siiriilmektedir (Moss 2015).

MYV ve EV’lerin yiizey proteinleri farklilik géstermektedir ve bu da farkli reseptorler
araciligityla konaga Dbaglanma gosterdiklerini  ve farkli  segicilik igerdiklerini

gostermektedir. Yapilan biyokimyasal, floresan ve mikroskobik caligmalar sadece MV



membraninin plazma membrani ile fiizyon yaptigint gostermistir. MV’lerin daha kararl
oldugu ve konak organizmalar arasinda bulasmada rol oynadig: diisliniilmektedir. EV’lerin
ise daha kirilgan bir yapiya sahip ve daha ¢ok konagin hiicreleri arasindaki yayilimla
iligkili oldugu ve antikorlara daha dayanikli olduklar1 belirtilmektedir (Moss 2016). VACV
yapisal proteinlerinin viral yapilara gore dagilimi ve belirlenmis etkilesimleri Sekil 5°de

sematik olarak gosterilmistir.

Sadece EV Zarinda Bulunan Proteinler Sadece MV

Zarfli Viriyon

Entry fiizyon kompleksi
(EFC)

A6 21428 63 G iz 15 15

rﬁ(.\\ 0 p | ,-403
H M

Oz duvan

g
Olgun Viriyon
{Mv)

: o .Viral altyapilann ingaasi
EV: Zarfli viriyon 2
MV- Olgun viriyon I DA paketienmesi
VETF: Vaccinia viris Erken Transkripsiyon Faktord @ Viral transkripsiyon
<> Direk etkilegim

Sekil 5. Vaksinya viriis viriyon yapilari ve yapisal proteinleri. Harf ve rakamlar
proteinleri kodlayan ac¢ik okuma zincirlerin kodlarini1 gostermektedir. (Swiss
Institute of Bioinformatics’den diizenlenmistir, URL-2).

Poksviriislerin hiicreye giris mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in yapilan c¢alismalar
genel olarak Vaccinia virus model olarak kullanilarak gerceklestirilmistir. Heniiz
entomopoksviriislerin hiicreye girisi konusunda literatiirde bir ¢calismaya rastlanmamistir.
Zarth virislerin hiicreye girisi alti adimda 6zetlenmistir. Bunlar sirasiyla; tutunma, hiicre
ylizey hareketi, sinyalizasyon, girig, hiicre i¢i tasimim ve membran penetrasyonudur
(Schmidt vd., 2012). Temel olarak Vaccinia virus enfeksiyon mekanizmasi Sekil 6’da

Ozetlenmistir.
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on ) DI$ 2ar bozulmasi,
i¢ zar flizyonu
Bilyiime faktorleri,
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Soyulma_ /
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RNA polimeraz
—_—  ,»  Araproteinler
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ranskripsiyon faktorleri

Ekzositoz

Sekil 6. Vaksinya virus enfeksiyon mekanizmasi. (Swiss Institute of
Bioinformatics’den diizenlenmistir URL-3)

Hiicreye girisin ilk adimini tutunma olusturmaktadir. Bu adim vaksinya viriislerin
hem MV hem de EV olmak iizere iki farkli form icermesinden dolay1 farklilik
gostermektedir. MV’lerin tutunmast goz Oniine alindiginda glikozaminoglikanlar (GAG)
ve diger hiicre yiizey molekiillerinin varligina ihtiya¢ vardir. Yapilan ¢alismalarda
hedeflenen GAG’larin hiicre tipine, viriis ¢esidine ve deneysel calismalara gore farklilik

gosterdigi belirlenmistir (Moss 2016).
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EV’lerin hiicreye fiizyonu, ya plazma membranina direk flizyon ile ya da endositoz
ile alinimyla ger¢eklesmektedir (Schmidt vd., 2012). Bu tip flizyon 6ncelikle EV’lerin
sahip oldugu ikinci zar yapisinin bozulmasi ve ardindan MV hiicre giris mekanizmasi
benzeri bir sekilde fiizyon olusumu ile olmaktadir. Bu bozulmanin EV dis membran
glikoproteinleri A34 ve B5’in hiicre yiizey glikozaminoglikanlariyla etkilesimi sonucu
oldugu belirlenmistir (Law vd., 2006). Endositoz ile alinim, hiicrenin kendi elemanlarinca
viriisiin taginmasini icerdigi i¢in virlislerin hiicresel savunmadan korunmasinda bir¢ok
avantaj saglamaktadir. Bu giris makropinositoz adi verilen; hiicre membrandaki aktin
yapisinda diizenlemeler sonucu hiicreye yiiksek miktarda sivi alinimina yol agan bir
mekanizma ile olmaktadir.

Vaksinya viriis hiicre tutunma calismalari ve enfeksiyonunun takibi daha ¢ok MV’ler
ile yapilan ¢alismalar sonucu aydinlatilmistir. MV’lerin hiicreye girisi konak hiicre tipine
bagl olarak plazma membranindan nétral pH varliginda ya da diisiik pH-bagimli endositik
yolla gerceklesmektedir. Viral A27 ve H3 proteinlerinin heparan siilfat ile ve DS
proteininin ise kondroitin siilfat ile baglandigi belirlenmistir. Bir diger tutunma proteini
olan A26’nin ise GAG’lara baglanmadigi, ekstraseliiler matriks glikoproteinlerinden
laminin ile etkilesimde oldugu belirtilmistir (Schmidt vd., 2012; Moss 2012).

Hiicre tutunmasinin ardindan, giris fiizyon kompleksi (EFC) olarak adlandirilan bir
kompleks tarafindan viriisiin konak hiicre sitoplazmasina girdigi diisliniilmektedir. Bu
kompleks Al6, A21, A28, F9, G3, G9, H2, J5 ve LI, L5 ve O3 proteinlerinden
olusmaktadir. Viral tutunma proteinlerinden A27, D8 ve H3’iin EFC {iyelerinden ise A28
ve LI’in antikorlarca hedeflenmesinin viral enfeksiyonda azalmaya yol actigi
belirlenmistir. Tablo 2’de poksvirlis tutunma ve giris proteinleri ve Ozellikleri

gosterilmistir.
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Tablo 2. Poksviriis tutunma ve giris proteinleri.

Protein kDa ™  fade Korunmusluk  Ozellik
sinifi
Tutunma Proteinleri
A26 53 Geg i Lamln.lne' baglanma, A27
ile etkilesim
A7 13 Ara i Hepargn baglanma, A17 ile
etkilesim, N
D8 35 N ug Ara - Kondroitin ile baglanma N
H3 38 Cug Ara p Heparan baglanma, N
Giris Proteinleri
EFC, paralog G9,J5, G9’a
Al6 43 Cug Ara P baglanma, C-C
A21 14 N ug Geg P EFC, C-C
A8 16 N ug Geo p gFg’ N, H2’ye baglanma,
F9 24 Cug Geg 2 EFC iligkili, C-C
G3 13 N ug Geg P EFC, L5’e baglanma
EFC, paralog A16,J5;
@9 39 Cue Geg g Al6’ya baglanma C-C
m 2 N ug Gec p EFC, A28’e baglanma, C-
12 8 Cug Geg C EFC?
J5 15 Cuc Geg P EFC, paralog A16,G9, C-C
L1 27 Cug Geg P EFC iliskili, N, C-C, Myr
L5 15 Cug Geg P EFC, G3’e baglanma, C-C
03 4 Nug Ara C EFC

* TM: N yada C ugta transmembran domeini igerme; Korunmusluk: P (Tiim Poksviriislerde), C
(Kordopoksviriislerde); EFC: Giris Flizyon Kompleksi, C-C: molekiiller arasi disiilfid baglari, Myr:
miristilasyon bdlgesi iceren, N: Notralizasyon antikoru i¢in hedef (Moss 2012)

Entomopoksviriislerin hiicreye girisi konusunda literatiirde heniiz daha bir caligmaya
rastlanmamuistir.

Biyoinformatik analizler sonucunda, amv248 kodlu ORF’nin AMEV viriis
genomunun 204830-205699 bazlar1 arasinda bulunan ve 289 aminoasit kodlayan bir gen
oldugu belirlenmistir. Bu genin {rlinliniin glikozil transferaz etkisine sahip olan
Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus (MSEV, MSV206, GenBank No: AF063866),
variola virlis (P35, GenBank No: P33059) ve vaksinya viriis (H3, GenBank No: P07240)
genlerine benzer oldugu ileri siiriilmiistiir (Bawden vd., 2000). Vaksinya viriis tutunma
proteinlerinden H3’e benzemesi ve bu proteinin Entomopoksviriislerde korunmus tek
tutunma proteini olmasi1 amv248 geninin AMEV’in konak hiicreye girisi i¢in kilit rol

oynadigini diisiindiirmektedir.
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1.4. Glikozil Transferazlar

Genomik, transkriptomik ve proteomik alanlarindaki gelismeler “glikomik” adi
verilen yeni bir alanin dogmasina yol agmistir. Bu alanda yapilan ¢aligmalar sakkaritlerin
glikoproteinlere baglanip saflastirilmalarini zorlagtiran yapilar oldugunu ve proteinler
kadar Onemli olabilecek fonksiyonel ve yapisal bircok gorev alabilecek molekiiller
oldugunu gostermistir (Markine-Goriaynoff vd., 2004). Glikozil transferazlar (GT) seker
yapilarin aktif verici molekiillerden 6zel alici molekiillere transferini gergeklestiren

enzimlerdir. GT lerin ¢alisma prensibi Sekil 7°de 6zetlenmistir.

Verici alicl

Sekil 7. Glikozil transferaz enzimlerinin ¢alisma prensibi. (Coutinho vd.,
2003’den diizenlenmistir).

1997 yilinda yapilan bir ¢alisma sonucunda 27 glikozil transferaz ailesi tanimlanmis
(Campbell vd., 1997) daha sonra 2003 yilinda 7 binden fazla glikozil transferaz geni i¢in
yapilan yeni bir ¢alismada GT’larin 65 aileden olustugu belirlenmistir (Coutinho vd.,
2003).

1.4.1. Viral Glikozil Transferazlar

Virtslerin konak hiicre glikomunu iki farkli yonde etkiledigi ileri siiriilmektedir. Bu
yollarin biri viriisiin konak glikozil transferazlarinin ifadesini uyarmaktir. Ornegin insan T-
hiicre 16semi virlisti (HTLV-1) hiicresel fukozil transferaz VII'nin ifadesini aktifleyerek

enfekte hiicrelerin yiizeyinde bazi1 degisikliklere yol acarlar (Cebulla vd., 2000; Hiraiwa



14

vd., 2003). Bir diger yol ise viriislerin kendi glikozil transferazlarin1 kullanarak hiicre
glikomunu etkilemesidir. Bu yolla viriisler konak antiviral mekanizmalarindan
gizlenebilmektedir.

Ornegin bakteriyofajlar sentezledikleri alfa ve beta glikozil transferazlar ile kendi
DNA’larin1 konak restriksiyon endoniikleazlarina karsi direngli hale getirebilmektedir.
Ayrica bazi virlisler glikozil transferazlari sayesinde konak metabolizmasina etki edebilme
ozelligine sahiptirler. Bakiiloviriislerin ¢cogu, ekdisteroid glikozil transferaz adli bir protein
sentezleyerek bu sayede konagin deri degistirmesini ve pupaya girmesini engellemektedir.
Ekdisteroidler larval donemde instarlar aras1 gegis sirasinda ve pupaya geg¢iste hemolenfe
salinarak goérev alan 6nemli bir hormondur. Bakiiloviriis enfeksiyonlarinda karakteristik
belirtilerden biri instarlar aras1 gegis ve pupaya girisin 6nlenmesidir. O’Reilly ve Miller
(1989) Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) ile yaptiklar1 bir
caligmada, bu belirtilerin ekdisteroid UDP-glukoz transferaz (EGT) ad1 verilen bir protein
tarafindan gergeklestirildigini gostermislerdir (O’Reilly ve Miller 1989). Enfeksiyon
sirasinda enfekte hiicrelerden hemolenfe EGT proteini salindigi goriilmektedir. Daha sonra
bu protein ekdisteroid hormonuna glukoz ya da galaktoz ekleyerek biyolojik fonksiyonunu
islevsiz hale getirmektedir (Subrahmanyam ve Ramakrishnan 1981; Dougherty vd., 1987;
O’Reilly ve Miller 1989, 1990; Burand ve Park 1992; O’Reilly 1995; Markine-Goriaynoff
vd., 2004).

Bir¢ok lepidopteran larvasi pupaya girmeden once bitkiden ayrilarak topraga dogru
yonelim gosterirler. EGT ifade eden bakiiloviriisler ile enfekte larvalarda ise deri degisimi
ve pupaya giris engellendiginden larva bitki iizerinde kalmaya devam etmekte ve bu
sayede bakiiloviriis inkliizyon yapilart (OB) yeni boceklere bulasabilmektedir (O’Reilly
1995).

1.4.2. Entomopoksviriis Glikozil Transferaz Proteinleri

Entomopoksviriisler ile yapilan genom dizileme ¢aligmalari sonucunda Melanoplus
sanguinipes entomopoxvirus’in (MSEV) msv206 ve Amsacta moorei entomopoxvirus’in
(AMEV) amv248 agik okuma zincirlerinin muhtemel bir glikozil transferaz kodladig ileri
strtilmistiir (Markine-Goriaynoff vd., 2004). amv248’in DNA dizi analizi yapildiginda
glikozil transferaz ailesine ait korunmus DNA dizi bolgelerini icerdigi goriilmektedir. Bu
aile liyelerinin lipopolisakkarit biyosentezinde gorev aldig1 ve lipopolisakkarit zincirlerine

cesitli sekerlerin baglanmasini katalizledigi bilinmektedir.
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Bununla birlikte AMV248’in homoloji analizleri sonucunda vaksinya viriis (VACV)
h3l gen irilinii ile benzerlik gosterdigi belirtilmistir. Bu gen tiim poksviriisler igerisinde
korunmus olmakta ve heparin baglanma proteinini kodlamaktadir. Vaksinya viriis-konak
hiicre tutunma mekanizmasinda rolii daha 6nceki calismalarda aydinlatilmistir (Lin vd.,
2000; da Fonseca vd., 2000). Hem antikorlarca hedeflenebilir bir molekiil olmasi, hem A3l
genini tasimayan mutant virilislerin enfektivitesinin diismesi ve morfolojik degisimlere yol
acmasl, bu proteinin olusturulabilecek yeni bir antipoksviriis asist i¢in onemli oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu amagla 2016 yilinda H3 proteininin 3 boyutlu yapisi aydinlatilmis,
glikozil transferaz 6zelligi sergiledigi ve UDP-Glukoza baglandigi gdsterilmistir (Singh
vd., 2016).

Tiim bu veriler entomopoksviriislerde H3 proteininin homologu oldugu bilinen ve
ayrica korunmus tek tutunma proteini oldugu varsayilan AMV248 proteininin dnemini
ortaya koymaktadir. Bununla birlikte halen literatiirde entomopokviriis glikozil

transferazlari ile ilgili yapilmis herhangi bir calismaya rastlanmamistir.
1.5. Tezin Amaci

Amsacta moorei entomopoxvirus (AMEV) lepidopteran larvalarinda enfeksiyon
yaptig1 bilinen, hiicre kiiltiirlinde kolayca cogaltilabilen ve degistirilebilen, gen ifade
vektorii ve biyopestisit olarak kullanilma potansiyeline sahip bir bdcek virisiidiir.
Betaentomopoksviriis cinsinin tip tlirii olan AMEV’in tiim genom dizisi 2000 yilinda
belirlenmistir (Bawden vd., 2000).

AMEV’in igerdigi 256 agik okuma zinciri (ORF) incelendiginde, amv248 geninin
muhtemel glikozil transferaz proteini kodladig: ileri stiriilmistiir. Bu gen iiriinii proteinin
vaksinya viriis konak hiicre tutunmasinda rol alan ve heparan siilfata baglandig bilinen H3
proteini ile benzer oldugu goriilmektedir. Ayrica vaksinya viriiste viral tutunmadan
sorumlu dort farkli protein olmasina ragmen entomopoksviriislerde sadece bir tanesinin
korunmus oldugu goriilmektedir. Bu durum AMV248 proteininin AMEV enfeksiyonu i¢in
kritik bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Literatiirde amv248 geni ve entomopoksviriislerin hiicreye giris mekanizmasi ile
ilgili heniiz bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada viriisiin konak seg¢iciliginde ve
konak hiicreye tutunmasinda rol oynadig1 ve viriis replikasyonun baslamasi i¢in zorunlu
oldugu varsayilan ve bir yapisal proteini kodladig: diistiniilen amv248 kodlu genin yapisi

ve viriisiin konaga tutunmasindaki roliiniin aydinlatilmas1 amaglanmistir.
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Bu kapsamda molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak amv248 geninin
transkripsiyon Ozellikleri ve yapisi tahmin edilmis, biyoinformatik analizle proteinin ii¢
boyutlu yapisini belirlenerek konak hiicre tutunma motifleri tahmin edilmistir. Bakiiloviriis
vektor sisteminde gene ait rekombinant protein iiretilmis ve AMV248 rekombinant protein
ile hiicre ylizey matriks materyali olan glikozaminoglikanlarinin (GAG) etkilesme 6zelligi
belirlenmistir. Ayrica bu rekombinant proteine 6zgii antikor sentezlettirilmis bu antikor
kullanilarak rekombinant yapisal proteinin immiin-ndtralizasyonunun viriis tutunmasina
etkisi ve virlisiin hiicre yiizeyine baglanma o6zellikleri arastirilmistir. amv248 kodlu gen
AMEYV genomundan homolog rekombinasyon ile silinerek rekombinant viriis olusturulmus
ve olusturulan rekombinant viriisiin replikasyonu yaban tip ve sferoidin mutant viriisiin

replikasyonu ile karsilastirilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Kullanilan Hiicre Kiiltiirii ve Viriis

Dr. Basil M. Arif’ten (Great Lakes Forestry Centre, Sault Ste Marie, ON P6A 2ES5,
Kanada) temin edilmis olan Lymantria dispar bdceginden gelistirilmis Ld652 bocek hiicre
kiiltiirii 28 °C’ye ayarlanmis etiivde %10 Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma, Kat No: F-
0643) katkil1 besiyeride (%45 Grace’s Insect Medium, GIBCO, Kat No: 11605-045, %45
Excell-400 Medium) o6zel hiicre kiiltiirii kaplar1 (Corning) igerisinde biiyiitiilerek
enfeksiyona hazir hale getirildi (Muratoglu vd., 2010).

Dr. R. W. Moyer’den (T1p Fakiiltesi, Molekiiler Genetik ve Mikrobiyoloji Boliimii,
Florida Universitesi, ABD) temin edilen yaban tip Amsacta moorei entomopoxvirus
(AMEV) Ld652 hiicre kiiltiiriinii enfekte etmek igin kullanildu.

Bazi deneylerde viriis replikasyonunu kolay takip edebilmek icin AmAsph/gfp adli
daha oOnceden gelistirilmis (Palmer vd., 1995) ve Dr. Richard W. Moyer’den (Tip
Fakiiltesi, Molekiiler Genetik ve Mikrobiyoloji Béliimii, Florida Universitesi, ABD) temin
edilmis olan sferoidin geni yerine yesil floresan (gfp) geni tasiyan rekombinant viriis
kullanildi. Sferoidin geninin eksikligi, gen iiriinii protein sadece dis ortam sartlarinda viriis
parcaciklarinin  korunmasindan sorumlu oldugu i¢in, viriisiin hiicre kiiltiiriinde
replikasyonuna herhangi bir olumsuz etki olusturmamaktadir (Palmer vd., 1995). Ayrica
bu gen yerine eklenmis olan GFP proteini, enfeksiyon belirtilerini kolay izlenebilir

yapmaktadir.

2.2, Kullanillan Viriislerin  Hiicre Kiiltiiriinde Cogaltilmalar1  ve
Konsantrasyonlarimin Tayini

Deneye baslarken, tiim deney boyunca kullanilmak iizere, viriislerin c¢alisma
stoklarinin ~ hazirlanmas1  6nemlidir.  Ayrica, hazirlanan  bu  virlis  stokunun
konsantrasyonunun bilinmesi ve bdylece her bir deney sirasinda kullanilacak viriis
konsantrasyonunun Onceden bilinmesi, ¢alismanin siirdiiriilebilmesi bakimindan biiytlik

oneme sahiptir.
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2.2.1. Viriisler ve Hiicre Kiiltiiriinde Cogaltilmalari

AMEV ve AmAsph/gfp’nin hiicre kiiltlirlinde iiretilmesi ¢alismalar1 igin, T-25’lik
kiiltiir kabima (flask) 1x10° olacak sekilde Ld652 hiicreleri yerlestirildi (Muratoglu vd.,
2010). Hicreler, bir gece 28 °C’lik etiivde inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, 1 ml’lik
enfeksiyon sivisi hiicre basina diisen enfeksiyon yapan viriis sayist (MOI) 5 olacak sekilde
hazirlandi. Enfeksiyon sivis1, besiyerisi uzaklastirilmis hiicrelerin iizerine eklendi. Iki saat
hafif hizdaki (2,5 rpm) calkalayicida viriislerin hiicrelere tutunmasi saglandi. iki saatin
sonunda, enfeksiyon sivist uzaklastirilmadan, flaska 4 ml yeni besiyeri ilave edildi.
Hiicreler bes giin 28 °C’lik etiivde inkiibasyona birakildi.

Hiicrelerde enfeksiyon belirtileri tespit edildikten sonra, virtisler hasat edildi. Bunun
i¢in, hiicre-viriis siispansiyonu 3.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek hiicre parcalarinin
¢okelmesi sagland1. Usteki viriis siispansiyonu steril bir siseye alinarak etrafi aliiminyum

folyo ile sarildi ve 4 °C’de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

2.2.2. Cogaltilan Viriislerin Konsantrasyonlarimin Tayini

Elde edilmis olan viriis siispansiyonunun konsantrasyonu son nokta seyreltme
metoduyla (EPDA) belirlendi (Sekil 8) (Reed ve Hugo Muench 1938). Deneyin ilk
asamasinda, 10 adet mikrosantrifijj tiipli, 1’den 10’a kadar numaralandirildi. Viriis, 9. tiipe
kadar biiylime besiyerisi icerisinde 1/10 oraninda seyreltildi. 10. tiip, kontrol olarak
kullanildi ve buna sadece besiyeri birakildi. Bu arada 2x10° hiicre/ml olarak siispansiyon
haline getirilen Ld652 hiicrelerinden, 10 tiipiin her birine 90 pl eklendi ve karistirildi. Yeni
pipet ucu kullanarak, Terasaki kabmin her satirma (A’dan F’ye dogru) ayni
konsantrasyonda olacak sekilde, 10 ul hiicre-viriis karistmindan eklendi. Viriissiiz kuyudan
(10. tlip) baslayarak, en yogun viriis siispansiyonunun oldugu kuyuya (1. tiip) dogru bir sira
takip edildi. Terasaki kabinin kapag1 kapatilarak, islatilmis pegetelerle birlikte bir kutuya
yerlestirildi ve 28 °C’lik etiivde inkiibasyona birakildi. Enfeksiyon belirtileri netlesinceye
kadar (5 giin) inkiibe edildi.
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Sekil 8. Viriis konsantrasyon tayini.

2.3. amv248 Geninin Yapisinin ve Transkripsiyonunun Aydinlatilmasi

2.3.1. amv248 Geninin Transkripsiyon Zamaninin Belirlenmesi

AMEV’in Ld652 hiicre kiiltiirinde amv248 transkriptlerini iirettigi zaman dilimini
bulmak i¢in, RT-PCR yontemi uygulandi. Kontrol, 0, 3, 6, 12 ve 24 saatleri i¢in olmak
iizere alt1 gdzlii kiiltiir kabina hiicre konsantrasyonu 1x10° olacak sekilde Ld652 hiicreleri
birakildi. ki saat hiicrelerin tutunmasi icin beklendikten sonra hiicrelerin iizerinden
besiyeri uzaklastirilip viriis stispansiyonu (MOI: 2) eklendi. Viriislerin hiicreye tutunmast
i¢in, iki saat hafif hizdaki (2.5 rpm) sallayicida bekletildi. Iki saatin sonunda, hiicrelerin
tizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler katkisiz besiyeriyle yikanarak tutunmayan
viriisler uzaklastirildi. Hiicrelerin {izerine 1,5 ml taze besiyeri eklendi. Bu zamanin, 0. saat
oldugu kabul edildi ve bu saat i¢in ayrilan gdzdeki hiicrelerden Trizol (Thermo) kimyasali
kullanilarak iiretici firmanin talimat kitab1 takip edilerek RNA izolasyonu yapildi. Bu
amagla besiyeri uzaklastirilip 1 ml trizol kimyasali eklenerek hiicreler pargalandi ve icerik
-80 °C’ye kaldirildi. Diger gozlerde bulunan hiicreler inkiibasyona birakildi ve sirastyla 3,

6, 12 ve 24 saat sonra bu gozlerdeki hiicreler de trizol ile parcalanarak -80 °C’ye kaldirildu.
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Tiim gruplar toplandiktan sonra tiipler oda sicakligina getirilip 5 dakika bekletildi ve
ardindan iizerlerine 0,2 ml kloroform eklenip alt iist edildi. Ornekler 12000 x g’de 4 °C’de
15 dakika santrifiij edilerek 3 faza ayrilmasi saglandi. En tistteki RNA’lar1 iceren saydam
faz daha sonra baska bir tiipe alindi. 0,5 ml izopropanol eklenip 10 dakika oda sicakliginda
bekletildi. 12000 x g’de + 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilerek RNA ¢oktiiriildii ve iist sivi
atildi. Pellet 1 ml %75’lik etanol ile yikandi ve vortekslenip ardindan 7500 x g’de 4 °C’de
5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriiliip list siv1 atilarak pellet hava ile kurutuldu. 20-50 pl
RNazsiz su kullanilarak pellet ¢oziildii. Ardindan 60 °C’de 15 dakika bekletilip elde edilen
RNA’larin  konsantrasyonu nanodrop (Thermo 2000) ile belirlendi ve -80 °C’de
kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

amv248 geninin transkripsiyon zamaninin belirlenmesi amaciyla PCR’da
kullanilmak iizere izole edilen RNA’lardan 2 pg kullanilarak amv248 genine 0zgl
tasarlanan geri primer (AMV248R 5°-TGC ATT CTC CGC AAC ATC-3’) yardimiyla
cDNA sentezi ger¢eklestirildi. Her bir zaman dilimi i¢in izole edilen RNA, AMV248R
primer (10 nM), dNTP (10 mM) ve ddH>O farkli mikrosantrifiij tiiplerinde karistirildi. Tiip
ve icerigi, 65 °C’de 5 dakika bekletildi, buza birakilarak sogutuldu ve igerisine 4 pl
tampon (M-MuLV Reverse Transkriptaz enzimine ait 5X First strand buffer) ve 2 ul 0,1 M
DTT karisimi eklendi. Son karisim 37 °C’de 2 dakika bekletildi. Daha sonra karigim
tizerine 1 pl (200 U/ul) M-MuLV Reverse Transkriptaz (Invitrogen) enzimi ilave edildi.
Once 37 °C’de 50 dakika inkiibe edilerek enzimin aktivitesi saglandi. Sonra 70 °C’de 15
dakika inkiibe edilerek enzimin inaktivasyonu saglandi. Elde edilen cDNA’lar daha

sonraki PCR islemi i¢in kullanildi.

PCR Karigimai: PCR Kosullari:

1wl Kalip (cDNA) 95 °C’de 3’

1wl AMV248F (ileri primer)

1wl AMV248R (geri primer) 95°C’de I’

1 ul dNTP 56 °C’de 30’y 35 dongii
3ul MgCl, 72 °C’de I’

10 ul  Tampon (5X)

32,5ul ddH.O 72°C’de 7’

0,5 ul  Taq DNA polimeraz 12 °C’de



21

2.3.2. amv248 Geninin Transkripsiyon Sinifinin Belirlenmesi

amv248 geninin ifade edildigi transkripsiyon smifin1 belirlemek icin RT-PCR
yontemi kullanildi. Gen ifade smifim belirlemede 6zel olan inhibitorler Sekil 9’da
gosterildigi gibi kiiltiir gozlerine ilave edildi. DNA sentez inhibitérii olarak B-D-
arabinofuranosilsitozin (Ara-C; Sigma), protein sentezi inhibitorii olarak siklohekzimid

(CHX; Sigma) kullanildi.

1 2 3
Ld Ld Ld
Hotlu Ara-C CHX
4
Ld
Ld
AMEV Ara-C
AMEV

Sekil 9. amv248’in transkripsiyon sinifinin belirlenmesi. Ara-C DNA
sentez inhibitorii, CHX protein sentez inhibitori.

Deney baslatilirken, alt1 gozlii kaba her bir géze 1x10° Ld652 hiicresi yerlestirildi.
Yaklasik iki saat hiicrelerin tutunmasi icin beklendikten sonra hiicrelerin {izerinden
besiyeri uzaklastirildi. Kabin 1 ve 4 nolu gozlerine sadece besiyeri, 2 ve 5 nolu gozlerine
Ara-C (100 pg/ml) ve 3 ve 6 nolu gozlerine CHX (200 pg/ml) inhibitorleri eklenmis
besiyerinden 2’ser ml eklendi. Bir saat 28 °C’lik etiivde inkiibasyondan sonra, hiicrelerin
lizerinden sivi alindi. Kabin 4, 5 ve 6 nolu gozlerine inhibitor igeren viriis siispansiyonu
(MOI: 2) brrakildi. Viriislerin hiicreye tutunmasi i¢in, iki saat hafif hizdaki calkalayicida
bekletildi. ki saatin sonunda, hiicrelerin iizerindeki besiyeri tamamen uzaklastirildi ve
hiicreler inhibitdr i¢erigine uygun 1’er ml besiyeri kullanilarak yikandi. Hiicrelerin {izerine
inhibitor icerigine uygun olarak 1,5 ml taze besiyeri eklendi. Kiiltiir kabinin kapagi
kapatilip, 28 °C’lik etlivde 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda trizol kimyasali
kullanilarak her bir gézden Boliim 2.3.1°deki metoda gore RNA izolasyonu yapildi. Elde

edilen RNA’larin konsantrasyonu nanodrop (Thermo 2000) ile belirlendi.
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izole edilen RNA’lardan 2’ser pg kullanilarak Boliim 2.3.1°de belirtilen metoda gore
cDNA firetimi gerceklestirildi ve elde edilen cDNA’lar daha sonra PCR reaksiyonu i¢in
kalip olarak kullanildi.

2.3.3. amv248 Geninin Translasyona Ugramayan 5’ ve 3’ Bolgelerinin (5°/3’
UTR) Belirlenmesi

Genlerin fiziksel yapisinin tespit edilmesi i¢in, bu genlerin proteine donlismeyen
bdlgelerinin tespit edilmesi gerekir. Boylece, protein {iriiniiniin olusmasinda katki saglayan
mRNA’nin tam sirast belirlenebilir. amv248 geninin yapisinin aydinlatilmasi igin

translasyona ugramayan bolgelerinin belirlenmesi amaciyla asagidaki metotlar uygulandi.
2.3.3.1. amv248 Geninin 5’ ve 3’ UTR Analizleri icin Primerlerin Tasarlanmasi

Muhtemel glikozil transferaz geninin proteine donligmeyen 5’ sirasini  ve
transkripsiyon baslangi¢ noktasini tespit edebilmek icin, 5° cDNA uclarinin hizh
cogaltilmast (5’-RACE) teknigi kullanildi. Aymi sekilde, muhtemel glikozil transferaz
geninin proteine doniismeyen 3’ sirasini ve transkripsiyon bitis noktasini tespit edebilmek
icin de 3’-RACE teknigi uygulandi. Bu islemler i¢in genin 5’ kismina ait ii¢ adet geri
(reverse) primer (GTSP1, GTSP2, GTSP3) ve 3’ kismina ait iki adet ileri (forward) primer
(GTSP5, GTSPo6) sentez ettirildi (Tablo 3).

Tablo 3: Muhtemel glikozil transferaz geninin (amv248) transkripsiyona ugramayan
bolgelerine ait primerler.

Primer Primer Siras1 (5° - 3°) Genomdaki Yeri
GTSP1-Rv  TGC ATT CTC CGC AAC ATC 205673— 205690
GTSP2-Rv  GTG ATG ACG CAC ATG CTA AA 205033 — 205052
GTSP3-Rv. CTG TCA GAATTT CTT TTA ATT GTT 204856 — 204879
GTSP5-Fw  GCA TGT GCG TCA TCA CAT A 205037 — 205055
GTSP6-Fw  GTA GAT GTT GCG GAG 205670 — 205684
GTUTR1-Rv CAA CAA AAA ACA ATA ATA TCA TTT 205706 —205732
ATC
GTUTR2-Rv CAC AAT AAA AAA ATA TAC AAC AAA 205723 -205749
AAA

GTUTR3-Rv GCA TTT TCA AAA ATT AAT TTA TCT 205784 —205817
AAA TAT AAT C
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2.3.3.2. amv248 Geninin 5’ ve 3’ UTR Analizleri i¢cin RNA izolasyonu

Besiyeri (%10 FBS katkili, %45 Excell-400, %45 Grace’s Insect Medium) igerisinde
siispanse edilmis 1x10° Ld652 hiicresi 1,5 ml hacim igerisinde, 6 gozlii hiicre kiiltiirii
kabinin her goziine birakildi. Yaklagik 10-12 saat hiicrelerin tutunmasi i¢in beklendikten
sonra, hiicrelerin iizerinden besiyeri uzaklastiriip MOI:2 konsantrasyonunda AMEV
stispansiyonu eklendi. Viriislerin hiicreye tutunmasi i¢in, iki saat hafif hizdaki sallayicida
bekletildi. Iki saatin sonunda, hiicrelerin {izerindeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler
katkisiz besiyeri ile iki kez yikanarak tutunmayan viriisler uzaklastirildi. Hiicrelerin
tizerine 1,5 ml taze besiyeri eklendi. Enfeksiyondan 12 saat sonra, AMEV ile enfekte
olmus hiicrelerden, trizol kimyasali ile B6liim 2.3.1°deki metoda gére RNA izolasyonu

yapildu.

2.3.3.3. Muhtemel Glikozil Transferaz Geninin cDNA’sinin 5> Ucunun Rastgele
Cogaltilmasi (5°-RACE)
amv248 geninin 5’ ucuna uygun Tablo 3’de belirtilmis olan geri (reverse) primerler
kullanilarak, 5’-RACE kitinde (ROCHE, Kat No: 1 734 792) belirtilen kullanma talimatina
gore deney plani olusturuldu. AMEV genomu yiiksek oranda AT bazi icerdiginden dolayi
kit icerigindeki ankor primerin yanlis baglanma ihtimalini 6nlemek icin 3’ uca poli T
kuyruk yerine poli G kuyruk takild1 ve PCR i¢in oligo-dT ankor primer yerine oligo-dC
ankor primer kullanildi. Sekil 11°de 5° RACE analizi toplu halde, sematik olarak

anlatilmaktadir.
mRNA 5° Tek zincir cDNA’nin GTSP1
+———— primer ile sentezi
cDNA 3', '''''''''''''''''''''''''''''''''' mRNA’nin degredasyonu
3 (GINGGG Saflastinlmis cDNA’ya poli G
kuyrugu takilmasi
(C)nCCC
(GINGGG Oligo (dC) primeri ve GTSP2
= primerleri ile PCR
PCR ankor
primeri

—_—

Ankor primer ve GTSP3 primeri
— ile ikinci PCR
GTSP3

Sekil 10. amv248 geninin 5 RACE analizi.
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5’ RACE analizinin ilk asamasinda, toplam RNA’dan GTSP1 primeri kullanilarak
tek zincir cDNA sentezi gerceklestirildi. Bir tiipe;

cDNA sentez tamponu (tiip 1) 24l

Deoksiniikleotit karisimu (tiip 3) ;2 ul

GTSPI primeri 1l (12 pM)

Toplam RNA 12 ug

Revers transkriptaz (tiip 2) 1l

H>O : 9 ul olmak iizere birakildi. Karigimin 55

°C’de 60 dk ve 65 °C’de de 10 dk bekletilmesi ile ¢cDNA sentezi gerceklestirildi.
Sentezlenen cDNA, PCR iiriinii temizleme kiti (Nucleospin, Kat No: 11457) kullanilarak
temizlendi. Buna gore 20 pl hacimdeki cDNA’nin iizerine 100 pl baglanma tamponu ilave
edildi. lyice karstirildiktan sonra karisim kitte bulunan ve iglerinde filtre ihtiva eden
kolonlardan siiziildii. Siizme isleminin ardindan kolonlar iki kez yikama tamponu ile
santrifiij edilerek yikandi. Ardindan kolonlar temiz mikrosantrifiij tiiplerine gecirildi.
cDNA’nin kolonlardan ayrilarak mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmasi i¢in kolonlarin
tizerlerine 20 pul dH>O ilave edildi ve 13.000 x g’de 1 dk santrifiij yapildi. Bu sekilde
cDNA, tampon ve enzim gibi kimyasallardan temizlenmis oldu.

Temizlenen cDNA’nin 3’ ucuna terminal transferaz enzimi kullanilarak “poli G”

kuyrugu takildi. Bir tiipe;

Temizlenen cDNA 6rnegi 219 ul
Reaksiyon tamponu (tiip 5) 12,5 ul
2 mM dGTP : 2,5 pl karisimi birakildr ve karigim 94 °C’de

3 dk bekletildikten sonra hemen buz iizerine alindi. Uzerine 1 pl terminal transferaz (tiip 6,
10 tnite/ul) ilave edilip kanstirildi ve 37 °C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Ardindan
enzimi inaktive etmek i¢in 70 °C’de 10 dk bekletildi.

Bu sekilde “poli G” kuyrugu takilmis cDNA, oénce GTSP2 primeri sonra GTSP3
primeri kullanilarak birbirini takip eden iki ayr1 PCR reaksiyonuna tabi tutuldu. Birinci

PCR reaksiyonunda tiipe;

“Poli G” kuyrugu takilmis cDNA Sl
Oligo-dC ankor primeri : 1l
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GTSP2 primeri 21 ul (12 uM)

dNTP karisim (tiip 3) : 1l

Tag DNA polimeraz 10,5l

Reaksiyon tamponu (tiip 5) 2S5l

H.O : 36,5 pl karigimi birakildi ve PCR yapildi.

PCR reaksiyonu 94 °C’de 3 dk’lik ilk denatiirasyonun ardindan, 30 dongii halinde 94
°C’de 30 saniye, 50 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 1 dk bekletilerek gerceklestirildi.

Ikinci PCR reaksiyonunda ise yine bir tiipe;

Birinci PCR iirtinii 1l

PCR-ankor primeri (tiip 9) 1l

GTSP3 primeri 21l (12 uM)

dNTP karisim (tiip 3) 1l

Taq DNA polimeraz 10,5 pl

Reaksiyon tamponu (tiip 5) :S5ul

H.O : 40,5 pl karigimi brrakildi ve aynt PCR

programina tabi tutuldu. Cogaltilmis olan DNA molekiilleri daha sonra klonlamada

kullanilmak tizere 4 °C’de muhafaza edildi.
2.3.3.4. amv248 Geninin 5° UTR’sine ait DNA’larin Analizi

Klonlama islemleri i¢in Boliim 2.3.3.3’de anlatildigi iizere olusturulan DNA’lar
Tablo 3°de belirtilen primerler ve belirtilen PCR kosullar1 uygulanarak cogaltildilar. Elde
edilen DNA’lar %]1°lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra, jelden saflastirildi, pGEM-T
Easy vektoriine ligasyonlar1 yapildi, olusturulan Escherichia coli JM101 kompetent
hiicrelere transform edildi ve klon secimleri yapildi. Secilen klonlar, restriksiyon ve dizi

analiziyle teyit edildi.
e Elde edilen bantlarin jelden temizlenmesi

Elektroforez edilen PCR iiriinliniin olusturdugu bantlar, jelden kesilip mikrosantrifiij
tiiptine alind1 ve {irtiniin jelden temizlenmesi DNA temizleme kiti (Nucleospin, Kat No:
11457) ve kitin icindeki kullanma yontemi takip edilerek gerceklestirildi. Mikrosantrifiij

tiiplerine birakilan jel pargalarinin tizerlerine, her 100 mg jel pargasi i¢in 300 ul jel eritme
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tamponu ilave edildi. Karisim 50 °C’de, 15 dakikadan az olmayacak sekilde jel eriyinceye
kadar bekletildi. Her 3 dakikada bir alt iist edilerek karistirildi. lyice eridikten sonra,
karisim kitte bulunan ve iglerinde filtre ihtiva eden kolonlardan siiziildii. Stizme isleminin
ardindan kolonlar iki kez yikama tamponu ile santrifiij edilerek yikandi. Kolonlar temiz
mikrosantrifiij tiiplerine ge¢irildi. DNA’nin kolonlardan ayrilarak mikrosantrifijj tiiplerinde
toplanmasi i¢in, kolonlarin iizerlerine 20 pl 10 mM Tris-HCl ilave edildi ve 13.000 x g’de
1 dk santrifiij yapildi. Bu sekilde DNA temiz tiipte toplanarak temizlenmis oldu.

e Flde edilen DNA’nin vektore klonlanmasi

Jelden temizlenen DNA, amfisilin antibiyotigine diren¢ geni tasiyan pGEM-T Easy
vektoriine, 3 DNA fragmenti 1 vektor oraninda (0,3 pg DNA fragmenti ve 0,1 ng PGEM-T
Easy) klonlandi. Reaksiyon,

1 ul pGEM-T easy vektorti,

5 ul 2X ligasyon tamponu,

1 ul T4 DNA ligaz ve

3 pl DNA bir araya getirilerek 10 ul’lik hacim icinde gergeklestirildi. Karisim 16
°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

e Kompotent E. coli IM101 hiicrelerinin hazirlanmasi

Muhtemel glikozil transferaz geninin translasyona ugramayan DNA siralarinin
klonlandig1 plazmidleri hiicreye aktarmak icin, kompotent E. coli JM101 hiicreleri
kullanildi. Bu amagla petriye ekilmis E. coli JM101 hiicrelerinden tek bir koloni alinip,
Luria Bertani (LB) s1v1 besiyerine asiland1 ve 37 °C’de gece boyunca biiyiitiildii. Bu taze
kiiltiirden 30 ml LB siv1 besiyerine 0,1 optik yogunluk (OD) olacak sekilde asilama
yapildi. Hiicreler 37 °C’de, yogunluklar1 600 nm dalga boyunda 0,45 - 0,55 OD olacak
sekilde buylitiildii. Bakteri konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca, hiicreler 4 °C’de,
4.500 rpm hizda, 5 dk santrifiij edildi. Sivi kisim dokiildii. Hiicre ¢okeltisi 10 ml soguk
kalsiyum kloriir (100 mM CaCly) ile elle nazikge ¢oziildii ve 30 dakika buz iizerinde
bekletildi. Ardindan 4.500 rpm’de, 4 °C’de, 5 dk santrifiij edildi. Tekrar iist kisim dokiildi
ve ¢okelti 2 ml soguk CaCl> i¢inde silispansiyon haline getirildi. Elde edilen kompotent
hiicreler 4 °C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra kullanilabilir hale gelmekte ve maksimum

2 giin kullanilabilmektedir.
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e Plazmidlerin kompotent hiicrelere transformasyonu

Elde edilen kompotent hiicrelere plazmidlerin aktarilmasi i¢cin 200 pl kompotent E.
coli hiicresi bulunan tlip buz {izerine alind1 ve bu hiicrelerin {izerlerine, 3-5 pl yukarida
olusturulan ligasyon karisimindan konuldu ve karistirilip 30 dakika buzda bekletildi.
Ardindan karisim 2 dakika 45 °C’de soklandiktan sonra tiip i¢erigi 1ml LB si1v1 besiyerine
transfer edildi ve 37 °C’de 1,5 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonucunda hiicreler
6.000 rpm’de, 3 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Cokelti haline gelen hiicreler, 50 pl LB
sivi  besiyerisinde slispanse edildi ve daha onceden 40 pL izopropil-B-D-
tiyogalaktopiranosid (IPTG, 100 mg/ml) ve 40 pl 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-galaktosid
(X-Gal, 20 mg/ml) eklenmis olan ve 1/1000 oraninda amfisilin antibiyotigi iceren LB agar
besiyerisi lizerine cam bagetle yayildi. Petriler 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonucunda olusan beyaz kolonilerden gece Kiiltiirleri hazirlandi. Hatali
olabilecek kolonileri de géz 6niinde bulundurarak her bir klonlama i¢in yaklasik 10 koloni

secildi.
e Hizli miniprep plazmid DNA izolasyonu

Transformasyon sonunda segilen kolonilerden plazmid DNA’larinin izolasyonu igin,
hizl1 miniprep metodu kullanildi. Gece kiiltiirleri 14.000 rpm’de, 2 dk santrifiij edilerek
coktiiriildi. Hiicrelerin tizerindeki siipernatant, geride 50 pl kalacak sekilde dokiildii ve
¢okelti, kalan kisim iginde vortekslenerek ¢oziildii. Uzerine 300 ul TENS tamponu (10
mMTris-HCI, pH 8.0; 0,1 mM EDTA; 0,1 N NaOH; %0,5 SDS) ilave edilerek karistirildi.
Bunu takiben, lizerine 150 ul 3 M sodyum asetat (pH 5,2) ilave edildi ve tekrar 5-6 kez alt
iist edilerek karistirildi. Hazirlanan karisim, 10 dk buz i¢inde bekletildi ve siirenin sonunda,
kalint1 ve kromozomal DNA’y1 uzaklastirmak icin 14.000 rpm’de, 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatant temiz tiipe alindi ve tlizerine 900 pl %95°lik etanol ilave edilerek 14.000
rpm’de, 2 dk santrifiij yapildi. Ardindan ¢okelti %70’lik etanol ile yikanip 14.000 rpm’de,
2 dk santrifiij edildi ve kurumaya birakildi. Kuruyan ¢okelti 50 pl ddH>O’da ¢oziildii.

e izole edilen DNA’larin restriksiyon analizi

Izole edilen plazmid DNA’larimnin istenilen gen bdlgesini igerip igermedigini tespit

etmek i¢in, DNA’lar EcoRI (Promega) restriksiyon enzimi ile muamele edildi. 10 pul DNA,



28

0,5 ul EcoRI, 1,5 ul enzime ait 10X tamponu ve 3 pl H>O olacak sekilde 15 pl’lik
hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi1 ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan %]1°lik jelde
elektroforez yapildi.

e Dogrulanan plazmidlerin izolasyonu ve dizi analizi

Muhtemel glikozil transferaz geninin 5 bolgesi i¢in dogru oldugu gozlenen
klonlardan kit (Promega, Kat No: A1360) kullanilarak saf plazmid DNA’lar1 izole edildi.
Bunun i¢in 5 ml kiiltiir 10.000 rpm’de, 3 dakika santrifiij edildi. Siv1 kisim uzaklastirildi,
cokelti 250 pl slispansiyon tamponunda ¢oziildii ve iizerine 250 pl parcalama tamponu
ilave edilip 4-5 kere alt {ist edildi. Daha sonra 10 ul alkalin proteaz soliisyonu eklenerek
oda sicakliginda 5 dk bekletildi ve lizerine 350 pl baglanma tamponu ilave edildi.
Ardindan 10 dk, en yiiksek hizda santrifiij edildi. Cokelti uzaklastirildi ve sivi kisim, kitte
bulunan ve iglerinde filtre ihtiva eden kolonlardan siiziildii. Stizme isleminin ardindan,
kolonlar iki kez yikama tamponu ile santrifiij edilerek yikandi. Kolonlar temiz
mikrosantrifiij tliplerine gecirildi. DNA’nin kolonlardan ayrilarak mikrosantrifiij tiiplerinde
toplanmast i¢in kolonlarin iizerlerine 50 pl H>O ilave edildi ve 13.000 rpm’de, 1 dk
santrifiij yapildi. Boylece, DNA kolonlardan siiziilerek alttaki temiz tiipte toplanmis oldu.
izole edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 nanodrop ile 6lgiildii. Tiim DNA’lardan 20 pl’lik
hacim iginde 100-200 ng/ul’lik konsantrasyonlar1 hazirlandi. Uzerleri dikkatli bir sekilde
etiketlenerek, DNA bazlarimin otomatik analiz edilmesi i¢in, Macrogen Firmasina
(Meibergdreef 31 1105 AZ, Amsterdam, Hollanda) gonderildi. Dizi analizi i¢in T7 primeri
kullanildi.

2.3.3.5. Muhtemel Glikozil Transferaz Geninin ¢cDNA’sinin 3’ Ucunun Rastgele

Cogaltilmasi (3’-RACE)

AMEV’in tiim genom dizisi incelendiginde adenin ve timin bazlarinca zengin oldugu
goriilmektedir. Bu durum o6zellikle 3° UTR bolgesinin belirlenmesi i¢in 6nemli bir zorluk
olusturmaktadir. Bu nedenle Boliim 2.3.3.2°de izole edilen viral RNA’dan 3°/5° RACE Kit
(Roche) iceriginde bulunan ankor primer yardimiyla Boliim 2.3.1°de belirtilen metoda gore
5°/3> RACE kit oligo-dT primeri kullanilarak ¢cDNA sentezlendi. Bu cDNA kalip olarak
kullanilarak GTUTR1-Rv GTUTR2-Rv ve GTUTR3-Rv geri primerleri ve GTSP6 ileri
primeri ile genin 3’ UTR bolgesinin tahmin edilebilmesi i¢in farkli boyutlarda PCR
tiriinleri elde edilmesi planlandi. PCR reaksiyonu ger¢eklestirilip olusan iirtinler %1°lik

agaroz jel elektroforezine tabi tutulup goriintiilendi.
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2.3.3.6. amv248 Geninin 3’ UTR’sine ait DNA’larin Analizi

amv248 geninin 3’ UTR’sinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen PCR sonucu
elde edilen bantlar Boliim 2.3.3.4°de belirtilen metodlara gore sirasiyla jelden temizlendi

ve dizi analizine gonderildi.

2.4. Biyoinformatik Analizle Proteinin U¢ Boyutlu Yapisimin Olusturulmasi ve
Konak Hiicre Tutunma Motiflerinin Belirlenmesi

2.4.1. Muhtemel Glikozil Transferaz Geninin (amv248) Biyoinformatik Analizi

amv248 geninin sahip oldugu domeinler, korunmus bdlge analizleri, kodlanan
proteinin dizi analizi ve Ozellikleri, NCBI Blast ve UniProt ScanProsite programlariyla
incelendi.

amv248 geninin bir membran proteini kodladigi bilindiginden tamaminin ifade
edilmesi durumunda sinyal peptidler ya da transmembran boélgelerinden kaynakli sorunlar
yasanabilecegi diisiiniildiiglinden proteinin bu bdlgeleri ihtiva edip etmedigi arastirildi. Bu
amagla sinyal peptid icerip icermedigi SignalP analizi ile (SignalP 4.1 Server
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ve transmembran bolgesi icerip igermedigi
transmembran  heliks icerik tanimlama uygulamasi (TMHMM  Server v2.0
http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/) ile analiz edildi (Sonnhammer vd., 1998;
Petersen vd., 2011).

2.4.2. AMV248 Proteininin U¢ Boyutlu Yapisinin Belirlenmesi

AMV248 proteininin transmembran bolgesini icermeyen ektodomein kisminin 3
boyutlu yapisinin belirlenmesi MODELLER uygulamasi ile karsilastirmali homoloji
modelleme yontemi kullanilarak yapildi (Webb ve Sali 2014). Bu yontem, daha 6nceden
X-1s1m1 kristalografisi ve NMR spektroskopisi gibi deneysel yontemlerle 3 boyutlu yapisi
belirlenmis ve protein veri tabaninda (PDB) kaydedilmis olan proteinlerin yapisindan yola
cikarak 3 boyutlu yapist belirlenmek istenilen proteini tanimlama prensibine
dayanmaktadir. Daha sonra, MODELLER yazilimi ile 3 boyutlu yapis1 belirlenen amv248
ektodomein proteini PyMOL yazilimi1 (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
1.8 Schrodinger, LLC) ile goriintiilendi. Glikozil transferaz proteininin 3 boyutlu yap1
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tahmini vaksinya viriis (VACV) H3 protein 3 boyutlu yapist (PDB 5EJO numarali yap1)
kalip olarak kullanilarak gergeklestirildi.

2.4.3. AMV248 Proteininin Konak Hiicre Baglanma Motiflerinin Belirlenmesi

Genel olarak hiicre ylizey GAG’larmma tutunma gorevini yerine getiren viris
proteinlerinde XBBBXXBX ve XBBXBX (B, bazik aminoasitleri ve X, hidropatik
aminoasitleri temsil eder) protein desenleri tespit edilmistir (Kern vd., 2003). AMV248
proteininin birincil yapisinda bu desenlerin tespit edilememesi sebebiyle, proteinin ikincil
veya tglinciil yapisinin olugmasiyla hiicresel GAG’lara baglanma deseninin ortaya ¢iktigi
varsayilmaktadir.

Bu varsayimi dogrulama amaciyla, elde edilen 3 boyutlu yapinin konak hiicre ylizey
glikozaminoglikanlarindan heparin ile baglanma ihtimali, AutoDock4 ve AutoDockTools4
docking yazilimi (Morris ve Huey 2009) ile test edildi.

Heparinin ii¢ boyutlu yapisi ¢izildikten sonra, amv248 gen tirlinii protein ile heparin
molekiiliiniin birbirine kenetlenmesi (docking) arastirildi (Morris ve Huey 2009). Bu islem
online otomatize docking sistemi (Polizom Inc - http://molecule.tools) kullanilarak
gerceklestirildi. AMV248 makromolekiil, heparin molekiilii ise ligand olarak secildsi,
sistem On tanimli degerler kullanilarak docking islemi gergeklestirildi. Bu amagla
makromolekiil iizerindeki 28.23, 33.03, 47.47 koordinatlarina (x,y,z) sahip atom merkez
secilerek 300, 300, 300 boyutlarinda grid olusturularak analiz gerceklestirildi. Sistem
tarafindan tiretilen sonu¢ raporu AutodockTools4 yazilimi yardimiyla yorumlandi ve
kenetlenme tespit edilip daha sonra Accelrys Discovery Studio (Dassault Systémes
BIOVIA, Discovery Studio Modeling Environment, Release 2017, San Diego: Dassault

Systemes, 2016) yazilimi kullanilarak muhtemel etkilesim bdlgeleri belirlendi.

2.5. Rekombinant AMV248 Proteininin Olusturulmasi ve Rekombinant Protein
ile Hiicre Yiizey Matriksinin Etkilesme Ozelliginin Belirlenmesi

Muhtemel glikozil transferaz geninin (amv248) Okaryotik bir sistemde ifadesini
gerceklestirmek amaciyla Bac-to-Bac bakiiloviriis vektor sistemi (Invitrogen) kullanildi
(Anderson vd., 1996). Bu sistem, rekombinant bakiiloviriis olusturma, ¢ogaltma ve gen

ifadesi i¢in kullanilan bir sistemdir. Sistem temel olarak ilgi duyulan bir genin ticari
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rekombinant plazmide klonlanmasi ve hazirlanmis 6zel kompotent E. coli hiicrelerine
aktarilmas1 sonucu elde edilen bakmid DNA’sinin bocek hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilmasini

icermektedir. Bu sisteme aktarim olay1 Sekil 11°de sematik olarak goriilmektedir.

pFastBac™ dondr plazmid
Ilgi duyulan genin klonlanmasi
yabanc

By gen
q
ThTL |
TR 29 5 E Oyardlmcl |
3

Transformasyon Trangpozisyon
o

- = =. : g yardimel
"::=: 7‘) ( Antibiybtik Secimi abant
a 3§54

_oen

FH

Rekambinant

Thi i1
Dandr Plazmid Kompetent OH10Bac™ £ colf Hicreleri

Rekombinant Bakmid igeren

|
I
I
I
I Forooli(lacs™)
|
|
|
|
|

DA
_______________________________________ [zolasyonu
I
V.gya *

Plak Deneyi ile Rekambinant

Wirlls Konsantrasyon Bakuloviris % g
Tavyini P artikilleri %
Cegll{ectin Il Reagent
\ ”\ r f /' ile Bdcek Hucrelerine

CO0 000000 O Transfeksiyon

Bicek Hicrelerinin
Enfek siyonu Rekomhinant

Bakmid DMA

Rekamhbinant Gen Ekspresyanu
veya Viral Amplifikasyon

Sekil 11. Bac-to-Bac Bakiiloviriis vektor sistemi.

2.5.1. AMV248 Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi ve Ara Vektore Klonlanmasi

Glikozil transferaz geni (amv248) i¢in kullanilacak olan bakiiloviriis vektor
sisteminin (Invitrogen) igerdigi pFastBac-HTb vektdriine dogru yonde, AMV248
proteininin igerdigi transmembran heliks bolgesini ihtiva etmeyecek ve okuma sirasi

kaymayacak sekilde primerler tasarlandi ve sentezlettirildi (Tablo 4).

Tablo 4. amv248 geninin ifadesi i¢in kullanilan primerler.

Primer Adi Primer Siras1 (5° — 3”)
GTexFw CGGGATCCATGGAAAATTATCATATTATTATATTAAC
GTexRv GGAATTCTTATGAGATTAACATTATTATTATATAAAA

GTexFw BamHI ve GTexRv EcoRI kesim bolgelerini tasimaktadir.
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Istenilen DNA’nin polimeraz zincir reaksiyonuyla g¢ogaltilmasi 3°-5° ve 5°-3’
dogrulama aktivitesine sahip Phusion DNA polimeraz enzimi (Thermo Scientific) ile

gergeklestirildi. PCR reaksiyon karisimi ve kosullar1 asagida belirtilmistir:

PCR Reaksiyonu: PCR Kosullar1:

AMEV DNA 12wl 98 °C :30”

5X HF tampon : 10 ul

10mM dNTP 1l 98°C :10”

Fw primer : 1,5 ul 60 °C :30” 35 dongii
Rv primer 1,5l 72°C :30”

DNA polimeraz 20,5 ul

MgCl 10,5 ul 72°C :10°

H.O :33 ul 12°C :

Elektroforez edilen PCR iirliniiniin olusturdugu bant, jelden kesilip mikrosantrifiij
tiipline alind1 ve {irlinlin jelden temizlenmesi DNA temizleme kiti (Nucleospin, Kat No:
11457) kullanilarak Boliim 2.3.3.4°de belirtildigi gibi gergeklestirildi.

Jelden temizlenen DNA parcasi, pJET (CloneJet PCR Cloning Kit — Thermo)
vektore 3: 1 oraninda klonlandi. Reaksiyon 1pl pJET vektori, 10 pl 2x ligasyon tamponu,
1 ul T4 DNA ligaz, 7,4 pl saf su ve 0,6 ul DNA bir araya getirilerek 20 pl’lik hacim i¢inde
gerceklestirildi. Karisim oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakildi.

Ligasyon iirlinli daha sonra Boliim 2.3.3.4°de anlatildig1 tizere hazirlanan kompotent
E. coli JM101 hiicrelerine aktarildi. Transformasyon sonucu elde edilen kolonilerden gece
kiiltiirleri hazirland1 ve plazmid izolasyonu kit (Promega) yardimai ile yapildu.

Izole edilen plazmid DNA’larinin istenilen DNA bdlgesini igerip icermedigini tespit
etmek i¢in, bu plazmid DNA’lar1 daha 6nceden diizenlenen primerlere eklenen restriksiyon
enzimleriyle (EcoRI ve BamHI) muamele edildi. 10 ul DNA, 5’er iinite EcoRI ve BamHI
enzim (Promega), 3’er pl her iki enzime ait 10X tamponu ve 12 pl H>O olacak sekilde 30
pl’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve 37 °C’de 4 saat inkiibe edildi. Ardindan
%1’lik jelde elektroforez yapilip, jel goriintiilendi. Secilen klonlarin biiyiik bir kisminin
restriksiyon analizleri yapildi. Kesim sonucu istenilen DNA’lar1 igerdigi diisiintilen klonlar
belirlendi.

Restriksiyon enzimleriyle kesim sonucu dogrulanan plazmidler etiketlenerek, DNA

dizisinin otomatik analiz edilmesi i¢in, Macrogen Firmasina (Meibergdreef 31 1105 AZ,
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Amsterdam, Hollanda) gonderildi. Dizi analizi i¢in pJET1 2F ve pJET1 2R primerleri

kullanildi. Daha sonra dizileme sonuglar1 analiz edildi.
2.5.2. Genin pFastBac HTb Ara Transfer Vektoriine Klonlanmasi

Izole edilen ve dizi analizi ile dogrulanan rekombinant plazmid DNA’sindan 200 ng,
5’er tinite BamHI ve EcoRI restriksiyon enzimleri ve 2pul 10X {iniversal kesim tamponu bir
araya getirilerek toplam 20 pl son hacimde reaksiyon hazirlandi ve bu karigim 37 °C’de 3
saat boyunca inkiibe edildi. Kesim {irlinleri %]1°lik agaroz jelde elektroforez yapildi.
Vektorden restriksiyon enzimlerle kesilerek ayrilmis gen bdlgesi agaroz jelden kesilerek
alind1 ve DNA temizleme kiti kullanilarak temizlendi.

Bu asamadan sonra genin klonlanacagi ara transfer vektor hazir duruma getirildi. Ara
transfer vektorii olarak pFastBacHTb vektorii kullanildi. Bu vektorde daha sonraki
islemlerde gerekli olacak homolog rekombinasyon bélgeleri (Tn7R, Tn7L) mevcuttur.
Ayrica tretilecek olan proteinlerin N-terminal ucuna histidin kuyruk eklenmesi, bu sistem
ile eksprese edilen proteinlerin saflastirilmasini kolay hale getirmektedir. Vektoriin
hazirlanmasi i¢in pFastBacHTDb ara transfer vektoriinii iceren E. coli DH5a bakterilerine ait
koloniden 50 pug/ml ampisilin igeren 5 ml LB besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de 200
rpm’de gece boyu biiyiitlildii. 14-16 saatlik biiylime sonucu elde edilen kiiltiir 14000
rpm’de 2 dakika boyunca ¢oktiiriildiikten sonra, kit kullanilarak pelletten plazmid DNA
izolasyonu gerceklestirildi. Izole edilen plazmid DNA restriksiyon endoniikleazlar ile
lineer hale getirildi. Bunun i¢in 500 ng plazmid DNA, 5 iinite BamHI, 5 pl EcoRI ve 2’ul
10X iiniversal tampon birakildi. Son hacim steril dH»O ile 20 pl’ye ayarlandi ve reaksiyon
37 °C’ de 3 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibe edilen reaksiyon %1’lik agaroz jel
elektroforezine tabi tutuldu. Restriksiyon endoniikleazlarla lineer hale gelmis
pFastBacHTb vektor, DNA temizleme kiti kullanilarak jelden temizlendi.

Restriksiyon enzimleri ile kesilerek jelden temizlenmis amv248 genine ait DNA, yine
restriksiyon enzimleri ile muamele edilerek lineer hale getirilmis pFastBacHTb vektoriine
3:1 (DNA : vektor) oraninda yapistirildi. Buna gore reaksiyon; 2 pl 10X T4 DNA ligaz
enzim tamponu (Promega), 1 pul T4 DNA ligaz enzimi (Promega), 2 pl pFastBacHTb
vektort, 6 pl amv248 DNA fragmani ve 9 pl dH20O olacak sekilde hazirlandi ve reaksiyon
16 °C’de gece boyu bekletilerek ligasyon gerceklestirildi.

Elde edilen rekombinant plazmid E. coli DHIOB hiicresine transform edildi.

Rekombinant plazmidlerin (pFBHT-AMV248b) bu hiicrelerdeki varligi, plazmid DNA
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izolasyonu sonucu restriksiyon enzimleri ile kesilerek %1°lik agaroz jel elektroforezi ile

analiz edilip goriintiilendi.
2.5.3. Genin Bac-to-Bac® Bakiiloviriis Vektor Sistemine Aktarilmasi

Daha onceki basamaklarda hazirlanan ara transfer vektoriiniin bakiiloviriis vektor
sistemine aktarilmasi i¢in E. coli DH10Bac bakteri hiicrelerine transform edilmeleri
gerekir. Bu hiicreler 6zel hiicreler olup transpozisyon i¢in gerekli enzimi iireten yardimci
(helper) plazmide ve bakteriyal replikasyon orijinine sahip Autographa californica multi
niikleopolihedrovirus (AcNPV) viral DNA’sina (bakmid) sahiptirler.

Transformasyon islemi i¢in DH10Bac hiicreleri kullanilarak Bolim 2.3.3.4°de
belirtildigi lizere kompotent hiicre hazirlandi. Hazirlanan DH10Bac kompetent
hiicrelerinden 100 pl tizerine 5 pl (1 ng) rekombinant vektdr ilave edilerek buz {izerinde 30
dakika bekletildi. Deney tiipii 45 °C’ de 45 saniye tutularak isi-soku islemi yapildi ve
hemen ardindan buz iizerine alinarak 2 dakika sogumasi i¢in bekletildi. Tiipe 900 ul LB
(oda sicakliginda) eklendi ve 37 °C’de 225 rpm hizda 4 saat inkiibe edilerek
transformasyon ger¢eklestirilmis oldu. Bu hiicreler gentamisin (gen bolgesini igeren
pFastBacHTb donor plazmidinin se¢imi i¢in), kanamisin (Bakmid se¢imi i¢in), tetrasiklin
(transpozisyon ig¢in gerekli enzimi iireten yardimci plazmid se¢imi i¢in), IPTG ve X-gal
iceren besiyerinde 48 saat biiylitiildii. Bakmid se¢imi i¢in, bos bakmidler lacZ genini
icermektedir, transpozisyon bu lacZ geni i¢inde ger¢eklesmekte ve sonugta transpozisyon
olanlar beyaz kolonilerin olusmasi ile belirlenmektedir. Transformasyonun ardindan ara
transfer vektorii ile bakmid DNA arasinda her ikisinin de sahip oldugu homolog bolgeler
sayesinde transpozisyon olmasi gerekmektedir. Transpozisyonun gerc¢eklesmesi biiyiiyen
hiicrelerin beyaz renkli olmasini saglamaktadir. Dolayisi ile transformasyon islemini takip
eden 48 saat sonra olusan biiyiikce beyaz kolonilerden, ayni besiyeriye kolonilerin
tamamen saf olmasini saglamak amaciyla ¢izgi ekim yapildi ve tekrar 48 saat 37 °C’de
inkiibe edildi. Olusan beyaz kolonilerden rekombinant bakmid DNA izolasyonu yapildi.

Beyaz fenotipte biiyliyen koloniler kanamisin, tetrasiklin ve gentamisin igeren 2 ml
s1v1 besiyerine inokiile edildi. Hiicreler 37 °C’de durgun faza kadar biiyiitiildi. Kiiltiiriin
1,5 mI’lik kism1 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Pellet kism1 300 pl Soliisyon I (15
mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNaz A)’de hafif vorteks yapilarak
¢oziildii ve iizerine 300 ul Soliisyon II (0,2 N NaOH, %1 SDS) eklenerek karistirildi.
Hiicrelerin par¢alanmasi icin oda sicakliginda bu sekilde 5 dakika bekletildi. Uzerine 300
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ul 3 M Potasyum asetat (pH 5,5) yavasca ilave edilerek karistirldi. Ornekler buz iizerinde
10 dakika bekletildikten sonra 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildiler. Siipernatant
kismi igerisinde 800 ul izopropanol bulunan tiiplere aktarildi, tiipler alt iist edilip 10 dakika
buzda bekletildiler. 14000 rpm’de 15 dakika c¢oktiirme yapilip siipernatantlar dikkatlice
dokiildii. Tiiplere 500 pl etanol (%70) koyulup alt iist edildi ve 14000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek yikama islemi gerceklestirildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Siipernatant
dokiiliip tiipler oda sicakliginda kurumaya birakildi. En sonunda pellet haldeki bakmid
DNA 40 pul TE tamponda ¢oziilerek 4 °C’ye kaldirildi.

Bakmid DNA’larin muhtemel glikozil transferaz genini (amv248) ihtiva edip
etmedikleri PCR ile analiz edildi. Bunun i¢in AMV248-Fw ileri ve GTSP2-Rv geri primer
cifti kullanilarak PCR gergeklestirildi. Dogrulugu teyit edilen klonlardan bir tanesi seg¢ildi

ve transfeksiyon isleminde kullanildi.

2.5.4. Rekombinant Bakmid DNA’sinin Bocek Hiicrelerine Transfeksiyonu ve
Rekombinant Viriisiin Cogaltilmas

Bir giin dnceden Sf9 bdcek hiicre kiiltiirii hiicreleri her gézde 2x10° hiicre olacak
sekilde 6 gozlii hiicre kiiltiir kaplarina birakildi ve tabana tutunmalari i¢in 28 °C’de
bekletildi. 1 pg rekombinant bakmid DNA (~5ul) ile 100 pl katkisiz Grace’s Insect
medium (Gibco®) karistirildi (Soliisyon A). Diger taraftan 8 pl Cellfectin® II Reagent
(Invitrogen) ile 100 pl katkisiz Grace’s Insect besiyeri homojen bir bigimde karigtirildi
(Soliisyon B). Ardindan bu iki soliisyon bir ependorf tiipte birbirine karistirilip 30 dakika
boyunca her 5 dakikada bir alt-iist edilerek oda sicakliginda bekletildi. Tutunan hiicrelerin
tizerlerinden besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler 2 ml katkisiz Grace’s Insect besiyeri
yavasca gezdirilerek yikandi. Cellfectin-DNA karisiminin iizerine 800 pl katkisiz Grace’s
Insect besiyeri eklendi, nazik¢e karistirildi ve hiicrelerin iizerine yavasca ilave edildi.
Hiicreler bu sekilde 28 °C’lik etiivde 5 saat inkiibe edildi. Transfeksiyon soliisyonu
hiicrelerin {izerinden uzaklastirildi ve {izerine %5 Fetal Bovine Serum (FBS) igceren 2 ml
Sf-900™ II SFM (Gibco®) besiyeri eklendi, 72 saat 28 °C’de inkiibasyona birakilarak
transfeksiyon gerceklestirildi. Inkiibasyondan sonra olusan rekombinant viriislerin temini
icin hiicreler 500 x g’de 5 dakika santrifiij yapilarak ¢oktiiriildii. Elde edilen siipernatant
viral stok olarak adlandirdi. Elde edilen viral stogun ¢ogaltilmas: amaciyla T75 flasklere
birakilan 9,0x10° hiicre 1 ml viriis kullanilarak enfekte edildi. Enfeksiyondan 5 giin sonra

hiicreler toplandi ve rekombinant bakmid DNA’lar1 barindiran bakiiloviriisii ig¢eren
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slipernatant kismi daha sonraki enfeksiyonlarda kullanilmak {izere 4 °C’de muhafaza

edildi.
2.5.5. Rekombinant AMYV248 Proteininin Hiicre Kiiltiiriinde Uretilmesi

Muhtemel glikozil transferaz genine ait proteini hiicre kiiltiiriinde liretmek icin
oncelikle SO hiicreleri T75 flasklerde 9,0x10° hiicre/flask olacak sekilde dagitildi. Bu
hiicreler amv248 genini bakmid DNA iizerinde i¢eren rekombinant bakiiloviriis ile enfekte
edildi. Enfeksiyon islemi i¢in 2 ml hacimde olacak sekilde viriis soliisyonu T75 flasklerde
bulunan hiicrelerin iizerine yavasca ilave edilip 2,5 rpm hizda yatay sallayicida 2 saat
boyunca sallandi. Bu sekilde viriislerin hiicrelere tutunmasi saglandiktan sonra flasklere
%S5 FBS igeren Sf900 II SFM besiyeri ilave edilerek son hacim 10 ml’ye tamamland1 ve 28
°C’lik etiivde inkiibasyona birakildilar. 120 saatlik enfeksiyon sonunda hiicreler igerisinde
bulunduklar1 besiyeride siispansiyon hale getirilerek 4 °C’de 500 g’de 5 dakika c¢oktiiriildii.
Hiicrelerden olusan pellet kismi protein saflastirmak icin kullanildi ya da daha sonra

kullanilmak tizere -80 °C’de muhafaza edildi.
e Uretilen Proteinin Saflastiriimasi

Elde edilen hiicre pelletinden “MagneHis™ Protein Purification System (Promega)”
protein saflastirma kiti kullanilarak N-terminalinde His-tag uzantisina sahip proteinler
saflastirildi. Her 2,5x10° hiicre i¢in 1 ml olacak sekilde PBS (Phosphate Buffered
Saline,1X)’te ¢oziilen pelletin lizerine her 1 ml i¢in 330 pl hiicre lizis tamponu ve 1 pl
DNaz I ilave edilerek oda sicakliginda 20 dakika rotator yardimiyla dondiiriilerek inkiibe
edildi. Her 1 ml o6rnek i¢in 30 pl nikel partikiilii ilave edilerek proteinin bu parcgaciklara
baglanmasi i¢in 2 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra magnetik tutucuya
koyulup nikel parcaciklarinin ¢ekilmesi saglandiktan sonra geri kalan sivi kisim atildi, 500
mM NaCl iceren yikama/baglanma tamponuyla proteine baglanan nikel tozlar
slispansiyon haline getirilip tekrar miknatis yardimiyla ¢ekilmeleri saglanarak yikandi. Bu
islem 3 kez tekrarlandi. En son baslangigta kullanilan her 1 ml 6rnek i¢in 100 pl olacak
miktarda ¢oziicli tamponuyla muamele edilip 2 dakika oda sicakliginda bekletildi, tekrar
tutucuya yerlestirilip protein igeren sivi kisim alinarak daha sonraki asamalarda
kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edildi.

Protein miktarinin tayini Bradford’un (1976) gelistirmis oldugu metoda gore

gerceklestirildi (Bradford 1976). Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak sigir
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serum albiimini (BSA) kullanildi. Kalibrasyon egrisi i¢in; 0, 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200,
250 ve 300 pg BSA iceren ¢ozeltiler dH2O ile 500 pl’ye tamamlanarak hazirlandi. Bu
cOzeltilerden ve konsantrasyonlar1 6grenilmek istenen 6rneklerden 10’ar pl alinip {izerine
200’er pl hazir boya c¢ozeltisinden (Protein Reagent, Sigma) ilave edildi ve vortekslendi.
Hazirlanan standart ve ornekler 96 gozlii kaplara 3 tekrarli olacak sekilde aktarildi. 15
dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra SpectraMax M2 (Molecular Devices) cihazi

kullanilarak 595 nm’de Slgiimler yapilda.
e Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein ifadesinin gdzlenmesi amaciyla SDS-PAGE analizi yapildi. Her bir 6rnek esit
miktarda protein igerecek sekilde hazirlanip iizerine muamele tamponu (60 mM Tris-HCI
(pH 6,8), %25 Gliserol, %2 SDS, %5 B-merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave
edildikten sonra numuneler 95 °C’de 5 dakika bekletildi. Daha sonra Laemmli (1970)
tarafindan tanimlanan %10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi. Jele 80 Volt sabit akim
uygulanarak ayirma islemi gerceklestirildi (Laemmli 1970).

e Proteinin Membrana Aktarilmasi ve Western Blot Analizi

Western blot analizi i¢in jel semi-dry blotlama cihaz1 (Bio-Rad) kullanilarak
membrana aktarildi. Bunun i¢in membran ve whatman kagitlar1 jel biyiikliglinde kesildi.
Membran ve kagitlar blotlama tamponunda (48 mM Tris, 39 mM Glycine, % 0,0375 w/v
SDS) islatildiktan sonra cihaza 2 whatman kagidi, membran, jel ve 2 whatman kagidi
olacak sekilde sirasiyla yerlestirildiler. Cihaz 0,04 Amper'de 1 saat ¢alistirildi ve boylece
blotlama islemi gergeklestirildi. Ardindan membran yikama tamponunda (PBS’de
hazirlanmig %0,5°liik siit tozu ve %0,05 Tween20) 2 dakika yikandiktan sonra 1 saat oda
sicakliginda yine PBS’de hazirlanmis %35°lik siit tozu iceren PBST’de (1X PBS, %0,05
Tween20) bloke edildi. Takiben 3 kere 10’ar dakika yikama tamponuyla yikandi. Daha
sonra 1 gece Anti-poli Histidin antikoru (1:1000 sulandirma) (Sigma, H-1029) iceren
yikama soliisyonunda oda sicakliginda hafif¢e calkalanarak inkiibe edildi ve bu siirenin
sonunda tekrar 3 kere 10’ar dakika yikandi. Ardindan 1 saat Anti-Fare IgG (Alkalin
Fosfataz antikoru (1:1000 sulandirma) (Sigma, A-3562) iceren yikama tamponu i¢inde oda
sicakliginda hafifce calkalanarak inkiibe edildi. Sonra tekrar 3 kez 10’ar dakika yikama
tamponu ve 2 kez de 10’ar dakika AP tamponu (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, 5 mM
MgCl, pH 9,5, 1X) i¢inde yikama gerceklestirildi. Son olarak membran 100 pl nitroblue



38

tetrazolium ve bromochloroindolyl fosfat (NBT/BCIP stock solution, Roche,
11681451001) iceren 10 ml AP tamponu i¢inde boyandi. Reaksiyon, protein bantlarinin
belirlenmesinin ardindan membranin bolca dH-O ile yikanmasi ile durduruldu. Membran

kurutuldu ve taranarak bilgisayara aktarildu.

2.6. AMV248 Yapisal Proteininin Immiin Nétralizasyonunun Viriis
Replikasyonuna Etkisinin Belirlenmesi

AMV248 kodlu yapisal proteinin immiin ndtralizasyonunun virlis replikasyonuna
etkisinin belirlenmesi deneylerinin gerceklestirilmesi i¢cin gene Ozgli antikora ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amacla daha 6nce bakiiloviriis vektor sisteminde iiretilen protein (4 mg)
antijen olarak kullanilarak Promab Biotechnologies (Amerika) sirketine hizmet alimi
yoluyla antikor tirettirildi. Promab sirketi tarafindan, antikor liretim sonucunda gonderilen
antikor ornegi kullanilarak immiin nétralizasyon deneyleri yapildi.

AMV248 proteininin immiin nétralizasyonunu saglamak amaciyla, antikor Ornegi
Promab (USA) tarafindan hizmet alimiyla bu proteine karsi liretilerek elde edildi. Promab
sirketi tarafindan, AMV248 proteini farelere enjekte edilip ardindan farelerden serum
ornekleri alindi. Antijene karsi iiretilen bu serumlar daha sonra ELISA deneyi yapilarak
dogrulandi. Bu amagla antikorlarin dogrulanmasi i¢in 50 mM 5 pg/ml Na>CO3 — NaHCO3
icerisindeki AMV248 rekombinant proteini %1 PBS ile 4 °C’de bir gece bloklandi.
Ardindan immiinizasyon sonrasi farelerden elde edilen serum Ornekleri primer antikor
olarak kullanilarak 37 °C’de 1 saat muamele edildi. ikincil antikor olarak HRP isaretli anti-
IgG (Sigma Katalog No: A0168) 1:9000 (hacim:hacim) ile 37 °C’de 1 saat muamele edildi.
Tetrametilbenzidin (TMB) substrat1 ile 10 dakika inkiibasyon sonrasi 450 nm’de optik
yogunluk oOl¢timii yapildi. Dogrulamanin ardindan Promab sirketinden 5 adet antikor
ornegi gonderildi.

Serumlarin temininin ardindan 6n testler sonucunda ¢alismada #5 numarali 6rneginin
kullanilmasina karar verildi.

Antikor temin edildikten sonra, oncelikle 56 °C’de 30 dakika inkiibe edilerek 1s1 ile
kompleman inaktivasyonu saglandi ve daha sonra 3, 6, 12 ve 25 ul/kuyu olacak sekilde
seyreltikleri hazirlandi. Seyreltilen antikorlar, her biri yaklasik 300 pfu olacak sekilde
AmAsph/gfp virlis ve son hacim 100 ul’ye biliyiime besiyeri ile tamamlanarak 28 °C’de 1
saat inkiibasyona birakildi. Ardindan bu seyreltilmis olan antikor-viriis soliisyonlari

kullanilarak onceden 96 gozlii hiicre kiiltiir kaplarina her bir goze 2 x 10* hiicre olacak
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sekilde birakilmis olan Ld652 hiicreleri enfekte edildi. Ayrica bir goze sadece hiicre bir
goze de sadece hiicre ve AmAsph/gfp viriis eklenerek sirasiyla negatif ve pozitif kontrol
gruplar1 olusturuldu. Iki saatlik inkiibasyonun ardindan hiicrelerin iizerindeki sivi
alindiktan sonra hiicreler serum (FBS) icermeyen besiyeri ile yikandi ve ardindan her bir
gbze 200 ul biiyime besiyeri (streptomisin/penisilin antibiyotik i¢eren) eklenip 48 saat
inkiibe edildi. inkiibasyon siiresince GFP olusumu inverted floresan mikroskop (Zeiss
Axiovert 200M) ile takip edildi.

Enfeksiyon sonucu elde edilen hiicreler hasat edildikten sonra olusan yavru viriisiin

konsantrasyonu Boliim 2.2.2°de anlatilan sekilde EPDA yontemi ile belirlendi.

2.7. Rekombinant Proteinin Heparine Baglanma Kapasitesinin Arastirilmasi
2.7.1. AMV248 Rekombinant Proteininin Heparin Kolondan Gegirilmesi

Bakiiloviriis vektor sisteminde iiretilmis ve saflagtirilmis olan AMV248 rekombinant
proteininin, Iml hacimli HiTrap Heparin HP (GE Healthcare Kat No: 17-0407-03) ticari
kolon kiti kullanilarak, heparine baglanma kapasitesi belirlendi. HiTrap Heparin HP kolon
parcacik boyutu 35 um olan heparin kapli boncuklar igcermektedir. Heparine baglanma
Ozelligi gosteren proteinler ile muamele durumunda bu proteinler boncuklara baglanmakta
ve kit kullanim kilavuzunda belirtildigi sekilde yikama ve eliisyon (geri kazanim)
tamponlar1 ile muamele sonrasi heparine baglanmis olan protein elde edilmektedir. Deney

Sekil 12°de sematik olarak gdsterilmistir.
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Sekil 12. HiTrap HP Heparin kolon ile proteinlerin heparin baglanma kapasitesinin
belirlenmesi. Balaj vd., 2015°den diizenlenmistir.
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e HiTrap HP Heparin Kolonun Dengelenmesi

HiTrap HP kolonun igerdigi heparin bagli boncuklarin aktif hale gelebilmeleri i¢in
oncelikle baglanma tamponu (10 mM sodyum fosfat, pH 7, 0,45 pm filtreden gegirilir) ile
dengelenmesi gerekmektedir. Bu amagla ticari olarak %20 etanol ile dolu gelen kolon
icerigi uzaklastirildi. Bu sirada kolonun kurumamasi i¢in 6nceden hazirlanmis olan
baglanma tamponundan 10 kolon hacmi kadar (10 ml) bir siringaya alinip siringa kolonun
ist kismina kit iceriginde ¢ikan baglama aparati ile hava kabarcigi olusmayacak sekilde
takild1 ve tampon dakikada yaklasik 1 ml s1vi gececek hizda kolondan gecirildi. Bu sekilde
HiTrap Heparin HP kolon dengelendi.

e Ornegin Hazirlanmasi ve Kolona Yiiklenmesi

HiTrap Heparin HP kolona yiiklenecek olan protein Oncelikle tuzlarindan
arindirilmali ve kolona baglanmaya uygun hale getirilmek i¢in baglanma tamponu ile
karistirilmalidir. Bu amagla kolona yiiklenmeden once Bakiiloviriis vektdr sisteminde
iiretilmis ve daha sonra histidin kuyruklar1 hedeflenerek “MagneHis Protein Saflagtirma
Sistemi (Promega)” kullanilarak saflastirilmis olan protein Milipore Amicon Ultra 0,5 10K
kolon kullanilarak tuzlarindan arindirild: ve konsantre edildi. Amicon Ultra 0,5 10K kolon
biiyiikliigii 10 kDa ve {lizerindeki proteinleri tutarken tuz ve daha diigiik agirlikli proteinleri
uzaklagtirmaktadir. Bu amagla saf rekombinant proteinden 400 pl alinip Amicon Ultra 0,5
10K kolona eklendi. Daha sonra 14000 x g’de 15 dakika santrifiijlendi. Uretilmis olan
AMV248 rekombinant proteini yaklasik 30 kDa agirliginda oldugu i¢in iist sivida kalmis
oldugu varsayildi. Bu siviy1 elde etmek icin kolon ters cevrilip 1000 x g’de 2 dakika
santrifiijlenerek icerik baska bir tiipe yogun bir bigimde aktarildi. Daha sonra elde edilen
ornek baglanma tamponu ile 1 ml hacme tamamlandi ve 0,45 pm’lik filtreden gegirilip,
kurumamasi i¢in dengelenmis olan kolona zaman kaybetmeden dakikada yaklasik 1 ml sivi

gececek hizda yiiklendi.

e Baglanmamis Proteinlerin Uzaklastirilmasi ve Baglanmis Proteinlerin Geri Kazanimi

Ornegin kolona yiiklenmesinin ardindan, kolonun kurumasina izin verilmeden kolon
5 kolon hacmi (5 ml) baglanma tamponu ile yikandi ve takiben 7,5 ml eliisyon tamponu
(10 mM sodyum fosfat, 2 M NaCl, pH 7, 0,45 um filtreden gegcirilir) ile 6rnek geri
kazanildi. Bu amagla 6rnegin eliisyon tamponu kolona yiiklendikten sonra kolondan ¢ikan

ilk 2 damladan sonraki tiim sivi 15 mI’lik bir tiipe alindi.
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2.7.2. HiTrap Heparin HP Kolondan Geri Kazanilan Proteinin Konsantre
Edilmesi

HiTrap Heparin HP kolon uygulamasi sonrasi elde edilen proteinlerin SDS PAGE ve
Western Blot analizlerine hazir hale gelebilmesi i¢in konsantre edilmesi gerekmektedir. Bu
amagla tiim 6rnek biiyiikliigii 10 kDa ve {lizerindeki proteinleri tutarken tuz ve daha diisiik
agirlikli proteinleri uzaklastiran Sartorius Vivaspin 20 10 kDa konsantratér kolona
yiikklendi ve yiikksek hizda 4 °C’de kolon igerigi 7,5 ml’den 0,5 ml’ye diisene kadar

santrifiijlendi.
2.7.3. Heparine Tutunan Rekombinant Proteinin Goriintiilenmesi

Protein ekstraksiyonunun gozlenmesi amaciyla SDS-PAGE analizi yapildi. Bu
amacla HiTrap kolondan geri kazanilan ve ardindan konsantre edilen protein Grneginin
tamami {izerine 1:1 hacim:hacim muamele tamponu (60 mM Tris-HCl (pH 6,8), %25
Gliserol, %2 SDS, %5 B-merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave edildikten sonra
ornek 95 °C’de 5 dakika bekletildi. Daha sonra Laemmli (1970) tarafindan tanimlanan
%10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi. Jele 80 Volt sabit akim uygulanarak ayirma islemi
gerceklestirildi.

Boliim 2.5.1.9°da verilen metoda gore poliakrilamid jelin PVDF membrana aktarimi

ve western blot analizi gerceklestirildi.

2.8. Viriislerin Hiicre Yiizeylerine Baglanma Ozelliklerinin Arastirilmasi

Literatiirde varolan c¢aligmalar, viriislerin hiicrelere girisi i¢cin cesitli GAG’lari
hedefleyen proteinler sayesinde ilk tutunmanin gerceklestigini ve ardindan 6zel bir takim
proteinler sayesinde hiicre membranina flizyon ile viral enfeksiyonun basladigini
gostermektedir. AMV248 proteininin viral membran proteini oldugu ve hiicre ylizey
GAG’larindan heparine baglanmaktan sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Bu amagla
oncelikle wviriisiin heparin molekiiliine baglanmasi test edildi. Ardindan ¢esitli
konsantrasyonlarda hazirlanmis ¢oziinebilir hiicresel GAG’larin enfeksiyon oncesi virdis ile
inkiibe edilerek muhtemel viral tutunma bolgeleri doyuruldu ve bu karisim viral stok
olarak kullanilarak enfeksiyon gerceklestirildi. Son olarak viriislerin enzimatik olarak

yiizey GAG’lar ¢ikarilan hiicrelere baglanma etkisi belirlendi.
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2.8.1. Viriislerin Heparine Baglanma Kapasitesinin Belirlenmesi

AMEV’in hiicresel GAG’lardan heparin molekiilii ile baglanma kapasitesi Salvador
vd (2013) tarafindan belirtilen metoda gore yapildi. Bu amagla heparin bagli boncuklar
iceren HiTrap HP (GE Healthcare) kolon igerigi PBS ile ¢oziilerek bir mikrosantrifiij
tiipline aktarildi. Boncuklarin ¢okmesi beklenip iist sivi uzaklastirildi ve yeniden PBS ile
coziilerek yikandi ve yeniden iist siv1 atildi. Boncuklar, ardindan baglanma tamponu (10
mM sodyum fosfat) ile ¢oziilerek 50 pl yikanmis boncuk yeni bir tiipe alindi. 20 pl viriis
(15,52 x 10° pfu) 6rnegi boncuklarm {izerine eklenip ve 10 dakika calkalanarak inkiibe
edildi. Bu islemin ardindan heparin boncuklara baglanmayan viriisleri uzaklagtirmak i¢in
boncuklar 3 kere baglanma tamponuyla yikandi. Daha sonra heparin boncuklara tutunan
virlislerin geri kazanilmasi amaciyla boncuklar 100 pl ¢oziindiirme tamponu (10 mM
sodyum fosfat pH 7,2; 2 M sodyum klortir) ile ¢oziilerek 10 dakika calkalanarak inkiibe
edildi. Elde edilen iist s1v1 viriis igerip igermedigini belirlemek i¢in SDS-PAGE ve Western
Blot analizine tabi tutuldu.

Viriislerin heparin boncuklara baglanip baglanmadiginin belirlenmesi amaciyla SDS-
PAGE analizi yapildi. Heparin boncuklardan ¢oziindiirme tamponu ile geri kazanilan iist
stvi lizerine 10 pl %0,1 Triton X-100 (PBS ile hazirlanmis) eklendi. Ardindan o6rnek
lizerine muamele tamponu (60 mM Tris-HCI1 (pH 6,8), %25 Gliserol, %2 SDS, %5 B-
merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave edildikten sonra numuneler direk Laemmli
(1970) tarafindan tanimlanan %10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi. Jele 80 Volt sabit akim
uygulanarak ayirma islemi gergeklestirildi.

Bolim 2.5.1.9°da belirtilen metoda gore SDS-PAGE jeli PVDF membrana aktarildi.
Western blot analizi ig¢in birinci antikor olarak anti-GFP antikoru (1:1000 sulandirma)
ikinci antikor olarak ise Anti-Tavsan IgG (Alkalin Fosfataz antikoru (1:1000 sulandirma)

kullanilarak yine ayn1 boliimde belirtilen metoda gore analiz yapildi.

2.8.2. Viriis Enfeksiyonlarinin Coziilebilir Glikozaminoglikanlar (GAG’lar) ile
Inhibisyonunun Belirlenmesi

Viral enfeksiyon sirasinda hedeflenen GAG’larin enfeksiyon oncesi viriisler ile
inklibasyonu sonucu enfeksiyonun inhibe edilebildigi daha onceki c¢alismalarda
gosterilmistir (Hsiao vd., 1999; Lin vd., 2000; Salvador vd., 2013). AMEV

enfeksiyonunun GAG’larca inhibisyonunun belirlenmesi amaciyla Heparin (Sigma),
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Heparan Siilfat (Sigma), Kondroitin Siilfat A (Sigma) ve Kondroitin Siilfat B’den
(Dermatan Siilfat — Sigma) cesitli seyreltikler hazirlandi. Daha sonra bu seyreltikler 300
pfu AmAsph/gfp viriis ile son hacim 100 pl olacak sekilde kanistirtlip 1 saat oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda viriis-GAG karisimi bir gece
onceden 96 gozlii plaklara birakilmis olan hiicrelerin iizerine (2x10* hiicre/goz) eklenerek
2 saat bekletildi. Bu siire sonunda hiicreler FBS igermeyen besiyeri ile yikanip iizerlerine
200 pl taze besiyeri eklenerek 48 saat inkiibe edildi. Viral enfeksiyon mikroskobik olarak
gozlendi.

48 saatlik inkiibasyon sonrasi hiicreler toplandiktan sonra iiretilen yavru viriis

miktarlar1 Boliim 2.2.2°de anlatildig1 iizere EPDA ydntemi ile belirlendi.

2.8.3. Viriislerin Enzimatik Olarak Yiizey GAG’lar1 Cikarillan Hiicrelere
Baglanma Etkilerinin Belirlenmesi

Entomopoksviriis viral yap1 ve enfeksiyon mekanizmalari B6liim 1°de agiklanmstir.
AMEV’in GAG bagimsiz enfeksiyon miktarini belirlemek amaciyla ylizey GAG’lari
enzimlerce cikarilan hiicreler kullanildi. Bu amagla hiicresel GAG’lardan heparin ve
heparan siilfatlar1 kiran heparinaz 1 ve sadece heparan siilfatlar1 kiran heparinaz II1
muamelesi sonrasi enfeksiyon yapilarak iiretilen viriis miktarlar belirlendi.

24 saat 6nceden 96 gozlii plaklara tutturulan 2x10* Ld652 hiicreleri iizerindeki
besiyeri atilarak ¢esitli konsantrasyonlarda (0-0,5 unite) 50 pl son hacimde 20 mM Tris-
HCI (pH 7,5), 4 mM CaCl, 50 mM NaCl ve %0,01 bovin serum albiimin (BSA) ile
¢ozlilmiis heparinaz I (Sigma) ya da 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 4 mM CaCl ve %0,01
bovin serum albiimin (BSA) ile ¢6ziilmiis heparinaz III (Sigma) ile 1 saat inkiibe edildi ve
ardindan 2 kere PBS ile yikandi.

Daha sonra hiicreler 300 pfu AmAsph/gfp viriis ile 2 saat inkiibe edilerek enfeksiyon
gerceklestirildikten sonra besiyeri 200 pl taze besiyeri ile degistirildi ve 48 saat inkiibe
edildi. Bu siire¢ icerisinde viral enfeksiyon mikroskobik olarak gbzlendi (Zeiss, Axiovert).

Hiicreler 48 saatlik inkiibasyon sonrasi fotograflandi ve ardindan toplandi. EPDA

yontemi ile iiretilen yavru viriis miktarlar1 Boliim 2.2.2°de anlatildig: sekilde belirlendi.
2.9. amv248 Kodlu Genin AMEV Genomundan Silinmesi

Belirlenen genin fonksiyonel analizini gerceklestirebilmek i¢in ilk basamak, bu genin

viriis genomundan silinmesi ve bu gen bakimindan negatif (mutant) olan rekombinant
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virlisiin olusturulmasidir. Genin virlis genomundan silinmesi islemi, bir isaret protein
(GFP) iireten gen (gfp) ile amv248 kodlu genin yerlerinin degistirilmesi seklinde
gergeklestirildi. Bunun igin, ilk 6nce amv248 geninin aski bolgelerini i¢eren bir ara vektor
olusturuldu. Olusturulan bu ara vektordeki aski bolgelerinin arasina GFP proteini iireten
gen (gfp) yerlestirilerek, sonug transfer vektorii olusturuldu. Daha sonra, Ld652 hiicrelerine
yaban tip virlisiin enfeksiyonu ve transfer vektoriin transfeksiyonu sonucu, hiicrede
homolog rekombinasyon neticesinde rekombinant viriisler olusturuldu. Rekombinant viriis
saflastirildiktan sonra sferoidin mutant viriis ve yaban tip viriis ile replikasyon 6zellikleri

bakimindan karsilastirildi.

2.9.1. gfp iceren Rekombinant Transfer Vektoriiniin Olusturulmasi

Glikozil transferaz genini (amv248) kodlayan bolgenin (ORF) bas kismindan, 666
(AMV248up) ve son kismindan, 801 (AMV248down) bazlik DNA gen aski bolgeleri
belirlendi. Gen aski bolgelerini AMEV genomundan ve igaretleme amaciyla kullanilacak
gfp genini pDU20gfp transfer vektoriinden cogaltmak icin, 3 c¢ift primer hazirland:
(AMV248upfw, AMV248uprv, AMV248downfw, AMV248downrv, Gfpfw ve Gfprv).
Primerlere, iiretilecek PCR iiriinlerinin pBlueScript SK(-) vektoriine ayni yonde
klonlanmasina imkan saglayan ve vektorde bulunan kesme bdlgelerine uygun enzim kesme
bolgeleri eklendi (Tablo 5). Hazirlanan primerler kullanilarak, amv248’in bas ve son kismi1
yaban tip AMEV DNA’sindan ve gfp geni pDU20gfp transfer vektoriinden, sferoidin
promotoruyla beraber PCR yontemiyle ¢ogaltildi.

PCR islemi i¢in, 3’25’ ckzoniikleaz (hatalar1 dogrulama) aktivitesine sahip olan
Phusion (FINNZYMES, Kat No: F-530S) DNA polimeraz enzimi kullanildi. PCR f{iriinleri,

%1°lik agaroz jelde yiiriitiildii ve goriintiilendi.

PCR Karigimi: PCR Kosullar1:

1 ul Kalip DNA 95 °C’de 3’

1,5l Tleri ve geri primerler (her birinden)

1,5ul  dNTP 95°C’de I’

1l MgCl> 50mM *61 °C’de 30’F 35 dongii

10yl HF tampon 5x 72 °C’de 1’
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0,5 ul  Phusion DNA polimeraz 72°C’de 7’
33ul  ddH>O 4 °C’de

Tablo 5. Homolog rekombinasyon icin kullanilan primerler.

Primer Adi Enzim Primer Siras1 (5° —3°)
Bolgesi
AMV248upfw Xbal GCT CTA GAG CGA AGA TTT TTC AAC AAC AG
AMV248uprv BamHI CGG GAT CCG CTG TCA GAA TTT CTT TTA ATT
GTT
AMV248downfw Hindlll CCC AAG CTT GGT AGT AGA TGT TGC GGA G
AMV248downrv  Kpnl GGG GTA CCC GAC TGA GAT CCT TAA ATT

AAA GC
Gfpfw BamHI CGG GAT CCG TAC TGT CGA AAC ATCTAAC
Gfprv Hindlll CCC AAG CTT GAATTC TCA CTT GTA CAG CTC

Primerlere eklenen restriksiyon enzim kesim bdlgeleri alt1 ¢izili olarak belirtilmistir.

2.9.2. Transfer Vektoriinii Olusturmak I¢in Cogalllan DNA’larin
Birlestirilmesi

Glikozil transferaz ORF (amv248)’sinin PCR ile ¢ogaltilan 666 bp’lik bas kismi
(AMV248up), c¢ogaltilan primerlerdeki ve pBlueScript SK (-) vektoriindeki kesme
bolgeleri (Xbal ve BamHI) kullanilarak kesim islemine tabi tutuldu.

Kesim reaksiyonu:

10 ul  DNA (pBlueScript SK(-) ve amv248 bag kistm PCR ({iriinii)

I Xbal

Il BamHI

2ul TA tampon 10x

6 ul ddH>O karisimi, hem pBlueScript SK(-) i¢cin hem de amv248 bas kisminin
PCR firiinil i¢in iki ayr1 tiipte hazirlandi. Tiplerin igerigi, hafifce kanstirildiktan sonra, 37
°C’de 2 saat inkiibe edilerek enzimlerin reaksiyonu saglandi. iki saatin sonunda her bir tiip
igerigi %1’lik agaroz jelde yiiriitiildii.

Enzimlerle kesilip sonra elektroforez edilen pBlueScript SK(-) vektoriin ve amv248
bas kisminin olusturdugu bantlar, jelden kesilip mikrosantrifiij tiipiine alind1 ve {riiniin
jelden temizlenmesi, DNA temizleme kiti (Nucleospin, Kat No: 11457) ve bu kitte bulunan
uygulama yontemi kullanilarak gergeklestirildi.

Kontrol isleminden sonra, jelden temizlenen DNA’lar, 3:1 PCR firiinii : vektor

oraninda (0,3 ug DNA ve 0,1 pg pBlueScript) tiipe konularak klonlama gergeklestirildi.
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Reaksiyon,

2 ul pBlueScript SK(-) vektorti,

10 ul  2x ligasyon tamponu,

1l T4 DNA ligaz (Promega) ve

7l DNA (AMV248up) bir araya getirilerek 20 upl’lik hacim iginde
gerceklestirildi. Karisim 16 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

Glikozil transferaz geninin bas bolgesinin klonlandigi plazmidleri hiicreye aktarmak
icin, Bolim 2.3.3.4°de anlatilan metoda gore hazirlanan kompotent E. coli DH10B
hiicreleri kullamldi. Inkiibasyon sonucunda olusan beyaz kolonilerden gece Kkiiltiirleri
hazirlandi. Plazmid DNA’larinin izolasyonu i¢in, Boliim 2.3.3.4’de anlatilan metoda gore
hizli miniprep metodu kullanildi.

Izole edilen plazmid DNA’larm glikozil transferaz geninin bas bdlgesini igerip
icermedigini tespit etmek icin, bu plazmid DNA’lar1 Xbal ve BamHI restriksiyon enzimleri
ile muamele edildi. Kesim islemi i¢in yukaridaki yontem kullanildi. Ardindan %1°lik
agaroz jelde elektroforez yapildi. Kesim sonucu istenilen DNA pargalarini iceren klonlar
belirlendi. Belirlenen klonlardan genin yukari bolgesini iceren pBS-AMV248up kodlu
klon, genin asag1 bolgesi olan AMV248down PCR iirliniinii klonlamak tizere ayrildi, DNA
dizi analiziyle klonun siras1 dogrulandi ve -20°C’de muhafaza edildi.

pBS-AMV248up kodlu klon ve glikozil transferaz ORF’sinin PCR 1ile ¢ogaltilan 801
bp’lik asagi kismina (AMV248down) ait PCR {iriinii, yukarida agiklanan yonteme gore,
HindIll ve Kpnl enzimleriyle kesildi. Kesilen DNA pargalari, %1’lik agaroz jelde
yuriitiildii ve jelden temizlendi. Temizlenen DNA’lar %]1’°lik agaroz jelde elektroforez
edilerek kontrol edildi.

Kontrol isleminden sonra, daha 6nce jelden temizlenen DNA siralarinin ligasyonu
saglandi. Ligasyon iriinii, Bolim 2.3.3.4’de belirtilen metoda goére hazirlanan E. coli
DHI10p susuna, aktarildi.

AMV248up icin pBlueScript SK(-) vektore transformasyonda, bu vektérde bulunan
lacZ geni parcalandigr i¢in, AMV248down PCR iiriiniiniin pBS-AMV248up vektore
transformasyonundan sonra, bu kez beyaz kolonilerden rastgele ekim yapildi. Beyaz
koloniler iireten suslardan, hizli miniprep yontemi ile plazmid DNA’larinin izolasyonu
yapildi. izole edilen plazmidlerin dogrulanmasi igin, HindIIl ve Kpnl restriksiyon
enzimleriyle kesim islemi yapildi. Ardindan %1’lik agaroz jelde elektroforez yapildi.

Kesim sonucu istenilen DNA siralarini igeren klonlar belirlendi. Belirlenen klonlardan
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pBS-AMV248up-down kodlu klon, gfp genine ait PCR iirliniinii klonlamak tizere ayrildi,
DNA dizi analiziyle siras1 dogrulandi ve stoklandi.

pDU20gfp transfer vektoriinden PCR yontemiyle, sferoidin promotoruyla beraber
cogaltilan gfp geni, jelden temizlendi ve sferoidin promotorunun altinda gfp genin igeren
bu parca, Bolim 2.3.3.4’de belirtilen metoda gore pGEM-T Easy vektore klonlandi.
Olusturulan yeni vektor, pG-gfp olarak isimlendirildi ve DNA dizi analizi yaptirilarak
gfp’nin DNA siras1 dogrulandi.

pBS-AMV248up-down vektore gfp geninin ligasyonunu saglamak i¢in, hem pBS-
AMV248up-down hem de pG-gfp vektorler BamHI ve Hindlll enzimleriyle kesildi.
Kesilen DNA pargalari, %1’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Gereken bantlar jelden kesilip
mikrosantrifiij tiipiine alind1 ve iiriin jelden temizlendi. Temizlenen DNA’lar %1 lik agaroz
jelde elektroforez edilerek kontrol edildi.

Kontrol isleminden sonra, daha once jelden temizlenen DNA’lar, 3 DNA pargasi: 1
vektor oraninda (0,3 pg gfp ve 0,1 ug pBS-AMV248up-down) klonlandi. Ligasyon

reaksiyonu,

2ul pBS-AMV248up-down,

10 ul  2x ligasyon tamponu,

1l T4 DNA ligaz (Promega) ve

7 ul DNA (gfp) bir araya getirilerek 20 ul’lik hacim i¢inde gergeklestirildi.
Karisim 16 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Ligasyonu yapilan DNA’nin, dénceden
hazirlanan elektrokompotent E. coli DHI0B susuna, elektrotransformasyonu saglandi.
pBlueScript SK(-) vektérden pBS-AMV248up-down vektoriin olusturulmasindan sonra, bu
ticari vektordeki dogal lacZ geni pargalandigi i¢in, gfp’nin pBS-AMV248up-down vektore
transformasyonundan sonra, yine beyaz kolonilerden rasgele ekim yapildi. Bunlardan, hizl
miniprep ydntemine gore plazmid DNA izolasyonu yapildi. izole edilen plazmidlerin
dogrulanmasi i¢in, BamHI ve HindlIll restriksiyon enzimleriyle kesim islemi yapildi.
Kesim sonucu, istenilen DNA pargalarini iceren klonlar, agaroz jelde belirlendi.

Belirlenen klonlardan pBS-AMV248up-down-gfp kodlu klon ayrildi, pBS-
AmAgt/gfp olarak adlandirildi ve stoklandi. Boylece glikozil transferaz geninin aski
bolgelerine ve isaret olarak GFP’yi lreten, gfp genine sahip rekombinant plazmid
olusturuldu. Plazmidler, E. coli DH10p hiicrelerinde bol miktarda iiretildi ve daha sonra

transfeksiyon deneyinde kullanildi.
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2.9.3. Rekombinant Viriisiin Olusturulmasi

Boylece, vektordeki gfp geni ile yaban tip AMEV viriisiindeki amv248 kodlu genin
homolog rekombinasyonla silinmesini saglayacak olan transfer vektdr olusturma islemi
gergeklestirildi. Rekombinant transfer vektoriiniin olusturulmasi ile ilgili tiim klonlama ve
sonrasinda enfeksiyon, transfeksiyon ve rekombinasyon asamalari Sekil 13’de

gosterilmektedir.

Xbal Hind Il
AV 248upfw ANV24E AV 24B8dawniw AMEV

AT 248upry A2 48 dmwnny genomu

BamHI Kpn |

Xoo! [ Sl oo [ <> [+ pouzoge |-
: 5680 bp A

-

3 =
% Kpn ~ h) Kpn | o e
= Edel:l pBS- pBS_m\.\fBUP' Hind 11 o AN
Col | ff -
& Bamti AMV248up / [ _pOEMT
BamHI Easy Vektar
Xbal 3018 bp 5

N —

Kpn |
Hindlll

AMV248 AMEV

pBS-
AmAgt/gfp’nin
hazirla nis1

Sekil 13. Rekombinant viriisiin olusturulmasi.

2.9.3.1. pBS-AmAgt/gfp’nin Yaban Tip AMEV Enfeksiyonu Sonrasi Ld652
Hiicrelerine Transfeksiyonu

pBS-AmAgt/gfp vektoriiniin transfeksiyonu icin, 35 mm’lik (8 cm?’lik) kiiltiir kabina
9,4x10° Ld652 hiicresi birakildi. Hiicrelerin tutunmasi icin, oda sicakliginda 4-5 saat
bekletildi. Daha sonra hiicrelerin {izerindeki sivi alind1 ve MOI : 5 olacak sekilde, 600 ul
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enfeksiyon sivis1 (FBS’siz besiyeri ve 6 ul viriis (7,76x10% pfu/ml AMEV viriis)) ilave
edildi. Hiicreler, enfeksiyon sivisi ilave edildikten sonra, 2 saat oda sicakliginda 2,5 rpm’de
sallandi. Iki saatin sonunda, iki ayr1 tiipte transfeksiyon karistmi hazirlandi. Tiiplerden
birinde, 5 pg DNA (pBS-AmAgt/gfp) son hacim 100 pl olacak sekilde FBS’siz besiyeriyle
seyreltildi. Diger tiipe ise 85 ul FBS’siz besiyeri ve 15 pl lipofektin (Invitrogen, Kat No:
18292-011) birakildi. Her iki tiip oda sicakliginda 20 dakika bekletildi ve bekleme
stiresinin sonunda, tlip igerikleri birbirine karistirildi. Bu transfeksiyon karisimi,
kanistirildiktan sonra 20 dakika daha bekletildi. Diger yandan, hiicrelerin iizerinden
enfeksiyon sivist alindi ve hiicreler FBS’siz besiyeriyle yikandi. Hazirlanan 200 pl’lik
transfeksiyon karigtmi ve 800 pl FBS’siz besiyeri hiicrelerin iizerine birakildi. Tekrar 5
saat oda sicakliginda 2,5 rpm’de sallandi. 5 saatin sonunda eski besiyeri ¢ikarildi ve 2 ml
FBS’li besiyeri eklenerek 28 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sirasinda, Axiovert
floresan inverted mikroskop ile bakilarak hiicrelerde yesil rengin olusumu, yani sferoidin
promotoru sayesinde sentezlenen GFP proteininin ortaya ¢ikisi beklendi.

Yaklagik 5 giin sonra, ortamdaki GFP proteinin ¢okluguna bakilarak yeterince
rekombinant viris Uretildigi tahmin edildi. Hiicreler, besiyeriyle toplandi ve 1.000 x g’de 5

dakika santrifiij edilerek rekombinant viriisler (AmAgt/gfp) hasat edildi.
2.9.3.2. Rekombinant AMEV’in Secimi ve Saflastirilmasi

Transfeksiyon isleminden sonra elde edilen viriis silispansiyonu, rekombinant
viriislerin (gfp genini ve glikozil transferaz geninin aski bolgelerini igerenleri) yani sira,
yaban tip AMEV’leri de icermektedir. Karisik siispansiyondan rekombinantlar1 se¢mek
icin, viriis siispansiyonu Ld652 hiicrelerine inokiile edildi ve rekombinant viriisler "plak
deneyi" ile secilerek saflastirildi (Dulbecco ve Vogt 1953).

Plak deneyi i¢in, Ld652 hiicreleri, 1,7 x 10° olacak sekilde son hacim 1,5 ml’ye
ayarlanarak, 6 gozIli Kkiiltiir kaplarmma yerlestirildi. Hiicrelerin tabana tutunmasi igin
yaklasik 4-5 saat 28 °C etiivde bekletildi. Daha oOnce iiretilen rekombinant AMEV
(AmAgt/gfp) viriisten, besiyeri ile son hacim 900 pl olacak sekilde seyreltikler (107!, 1073,
10°) hazirlandi. Her bir seyreltik viriis soliisyonu, farkli bir gézdeki hiicrelerin iizerine
birakildi. Hiicre-viriis karisimi, iki saat 2,5 rpm’de sallanarak, viriislerin hiicrelere
tutunmasi saglandi. ki saatin sonunda, enfeksiyon sivisi uzaklastirildi ve hiicreler, FBS
icermeyen besiyeri ile yikanarak tutunmayan virlislerin deney ortamindan uzaklagtirilmasi

saglandi. Daha onceden, %2,5 olacak sekilde Sea plaque agaroz (Lonza Katalog no:
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50101) ddH>O’da ¢oziildii. Hazirlanan karisim, mikrodalga firinda eritildi, otoklavlandi ve
45 °C’lik su banyosuna birakildi. Agarozun uygun sicakliga (hiicreleri yakmayacak ve
dokiilmeden 6nce donmayacak) gelmesinden sonra, 1 hacim agaroz : 1 hacim besiyeri
olmak {iizere yeni bir karisim hazirlandi. Uzerinden enfeksiyon sivist alman hiicrelerin
lizeri, 2,5 ml agaroz-besiyeri karisimiyla kaplandi. Agarozun tamamen donmasi igin,
kapag1 acik sekilde bekletildi. Agaroz donduktan sonra kapak kapatildi. Hiicre kiiltiir kaba,
ddH2O ile 1slatilmis pegetelerle birlikte bir kutuya yerlestirildi ve 28 °C’lik etiivde
inkiibasyona birakildi.

Plak olusumu Axiovert floresan inverted mikroskopla bakilarak kontrol edildi.
Yaklasik tiglincii giinde, floresan mikroskop ile goriilebilen GFP iceren plaklar gozlenmeye
basladi. Bir hafta sonra, bu yesil renkli GFP i¢ceren plaklardan alinan viriisler ¢ogaltildi ve
bu cogaltilan virlis siispansiyonu kullanilarak bir sonraki plak islemi yapildi. Ardisik

sekilde yapilan alt1 plak isleminden sonra, saf AmAgt/gfp viriisii elde edildi.
2.9.3.3. Rekombinant Viriis Stokunun Hazirlanmasi

Rekombinant AMEV (AmAgt/gfp) hazirlandiktan sonra, sonraki ¢alismalarda
kullanilmak iizere rekombinant viriisiin ¢ogaltilmasina baslandi. Bu calisma i¢in, ti¢ adet
T75 flaska, 9x10° olacak sekilde Ld652 hiicresi birakildi. Hiicreler, tabana tutunmalari
icin, 3-4 saat etiivde inkiibe edildiler. Inkiibasyondan sonra, her bir flaskdeki hiicreler, son
hacim 2 ml olacak sekilde 30 ul saf AmAgt/gfp viriisle enfekte edildi. Hiicreler, 28 °C’de
enfeksiyon belirtileri gozleninceye kadar bekletildiler. Enfeksiyondan 3 giin sonra,
hiicrelerin igerisinde belirgin graniillerin ve niikleus kararmalarinin olustugu gozlendi.
Hiicrelerin %100 oraninda enfekte oldugu gozlenince (8 giin sonra), hiicre sivisi toplandi
ve 1.000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen rekombinant viriis slispansiyonu, 4
°C’de, karanlik ortamda muhafaza edildi.

AmAgt/gfp’nin saflastirilmas: ve stokunun yapilmasi ¢alismalarindan sonra, iiretilen

virlistin konsantrasyonunun tayini Boliim 2.2.2°de belirtilen metoda gore gergeklestirildi.
2.9.3.4. amv248’in AMEV Genomundan Silindiginin PCR ile Dogrulanmasi

Transfeksiyon ve onu takip eden enfeksiyonlarda her ne kadar GFP proteininin
varligi, amv248°nin yoklugu olarak degerlendirildiyse de amv248°’nin AMEV genomundan

tamamen silindigini dogrulamak gerekmektedir. Bunun i¢in, hem yaban tip AMEV’den
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hem de olusturulan AmAgt/gfp viriisiinden DNA izolasyonu yapildi. izole edilen DNA’lar,
PCR islemi igin kalip olarak kullanildi. Hem AMEV DNA’sinda hem de AmAgt/gfp
DNA’sinda ortak olan, AMV248upRyv (5’-GCT CTA GAG CGA AGA TTT TTC AAC
AAC AG-3’) ve GTUTRI1-Rv (5’-CAA CAA AAA ACA ATA ATA TCA TTT ATC-3’)
primerleri kullanildi. Bu primer ¢ifti, yaban tip AMEV DNA’s1yla 1518 bp’lik bir siray1
cogaltirken AmAgt/gfp viriis DNA’siyla 1737 bg’lik bir sirayr ¢ogaltacaktir. Aradaki
yaklasik 200 bg¢’lik fark, jel lizerinde analiz etmeye miisaade edecek kadar yeterlidir ve
cikarilan AMV248 sirasinin, eklenen promotorlu gfp baz sirasindan daha uzun olmasindan

kaynaklanmaktadir. PCR i¢in uygulanan yontem soyledir:

PCR Karigimi: PCR Kosullar1:

1,5ul  Kalip DNA 94 °C’de 3’

1ul  lleri primer (10 mM)

I Geri primer (10 mM) 94 °C’de 1’

2ul dNTP (5 mM) 60 °C’de 30>’ 35 dongii
3ul MgCl> 50mM 72 °C’de I’

S5ul Tampon 10x

0,5ul  DNA polimeraz (Fermentas) 72°C’de 7’

36 ul  ddH.O 4 °C’de

Yaban tip AMEV ve AmAgt/gfp kaliplarindan elde edilen her bir PCR iiriinii; Boliim
2.3.3.4°de belirtilen metodlara gore jelden temizlendi, pPGEM-T Easy vektore ligasyonu
saglandi, E. coli JM101 kompotent hiicrelere aktarildi. Transformasyon sonucu olusan
beyaz kolonilerden ekim yapildi. Se¢im isleminden sonra her bir kalip i¢in belirlenen birer

klonun, DNA dizi analizi yaptirildi.

2.10. Olusturulan Rekombinant Viriisiin (AmAgt/gfp) Replikasyon
Ozelliklerinin Belirlenmesi

Tezin bu asamasinda glikozil transferaz geninin viriis replikasyonundaki roliinii
anlamak icin rekombinant viriisin DNA replikasyonu, toplam viriis iiretim potansiyeli,

protein profili ve belirlenen genlerin transkripsiyon seviyeleri belirlendi.
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2.10.1. Rekombinant Viriisiin (AmAgt/gfp) DNA Replikasyonunun Belirlenmesi

Rekombinant viriisiin DNA replikasyonu, Slot-Blot Hibridizasyonu yontemi ile DIG
High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Kat No: 11 745 832 910)
kullanilarak belirlendi.

Calismanin basinda, hibridizasyon islemi sirasinda kullanilacak olan prob hazirland.
Prob olarak kullanilacak DNA sirasinin, hem AmAsph/gfp ve hem de AmAgt/gfp ile
homoloji saglamas1 gerekmektedir. AmAsph/gfp adli viriis, spheroidin geni (sph) yerinde
gfp geni tastyan baska bir rekombinant viriistiir. Ancak, sadece dis ortam sartlarinda virtis
partikiillerini koruyan bu genin eksikligi, viriisiin hiicre kiiltiirtinde biiylimesine herhangi
bir olumsuz etki olusturmaz (Palmer vd., 1995). Prob hazirlamak igin, baska bir ¢alisma
icin kullanilan pPBS-AMV197SDR plazmidinden yararlanildi. Bu vektor, her iki viriis i¢in
de 1051 bp’lik DNA siras1 igermektedir ve hibridizasyon g¢alismalarinda prob olarak
kullanilmaya uygundur. Yapilan bu tespitten sonra, pBS-AMVI197SDR plazmidi kit
yardimiyla izole edildi ve HindIIl ve Kpnl kesme bolgeleri kullanilarak, kesme islemi
saglandi. Kesilen DNA parcalari, %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii.

Gereken bant, jelden kesilip mikrosantrifiij tiipline alindi ve jelden temizlenen
DNA’lar %1°lik agaroz jelde elektroforez edilerek kontrol edildi.

Kontrol isleminden sonra, probun DIG-dUTP (Digoxigenin-dUTP) ile isaretlenmesi
islemine baslandi. Jelden temizlenen DNA’nin denatiirasyonu, kaynamakta olan suda 10
dakika bekletilerek saglandi. Hemen buz {izerine alinarak DNA’nin yeniden birlesmesi
engellendi. Sogutulan DNA’ya 1/5 oraninda, isaretli dUTP ilave edildi ve karistirildi. Bu
karisim, isaretleme isleminin tamamlanmasi i¢in, 37 °C’de 16 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra, karisim 65 °C’de 10 dakika bekletildi ve reaksiyon durduruldu.
Hazirlanan prob, kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

Diger yandan, Ld652 hiicreleri, 1x10° olacak sekilde 6 gozlii kiiltiir kaplarma
yerlestirildi. Hiicreler, tutunma islemi tamamlandiktan sonra, MOI:10 olacak sekilde,
AmAsph/gfp ve AmAgt/gfp ile ayr1 ayr enfekte edildi. Enfekte edilen hiicrelerden, 0, 6,
12, 24, 36, 48 ve 72. saatlerde 6rnekler alindi. Belirlenen siirelerde, hiicreler ve hiicre sivisi
tamamen alinip 800 x g’de, 10 dakika, 4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatant uzaklagtirildi.
Geriye kalan pellet, 800 ul, 0,5 M sodyum hidroksit i¢inde lizis edildi. Lizis isleminden
sonra 80 pl, 10 M amonyum asetat kullanilarak nétralizasyon saglandi. Elde edilen lizatlar,

biitiin 6rnekler biriktirilinceye kadar 4 °C’de bekletildi. Biitlin 6rnekler toplandiktan sonra,
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orneklerin nitroseliiloz membrana (Hybond-N+ nylon membrane; Amersham-Biosciences,
Kat No: RPN303B) gecirilmesi islemine baglandi.

Her bir viriisten alinan ve 4 °C’de muhafaza edilen hiicre lizatindan, 100’er ul alinip
yeni bir tiipe birakildi. Tiipler, 10 dakika kaynayan suda birakildi ve kaynatma isleminden
sonra hemen buza alinarak sogutuldu. Diger yandan, membran uygun olgiilerde kesildi,
6xSSC (saline-sodium citrate) tamponunda 5 dakika yikandi ve slot-blot cihazina (Hoefer
Scientific Instruments) yerlestirildi. Kaynatilan Ornekler, belli bir diizen icinde
kuyucuklara yerlestirildi. Vakum yapilarak, kuyucuklardaki 6rneklerin membrana gegmesi
saglandi. Blotlama cihazindan ¢ikarilan membran, 2xSSC ile 2 dakika yikandi ve ii¢ kat
kurutma kagidinin arasinda, oda 1sisinda 30 dakika kurumasi i¢in birakildi. Kurutma
isleminden sonra, membran 80 °C’de 2 saat bekletilerek orneklerin iyice membrana
tutunmasi saglandi.

Probun hazirlanmasi ve 6rneklerin membrana emdirilmesi tamamlandiktan sonra, 6n
hibridizasyon islemine baslandi. Onceden hazirlanan 15 ml’lik hibridizasyon tamponu, -20
°C’den ¢ikarilip eritildi, kaynayan su i¢inde 10 dakika kaynatildi ve hemen buza alinarak
hizlica sogutuldu. Orneklerin emdirildigi membran, hibridizasyon sisesine alindi.
Sogutulan hibridizasyon tamponu, sisedeki membranin iizerine bosaltildi. Hibridizasyon
firinina yerlestirilen sise, 42 °C’de, 16 saat, doner durumda birakilarak 6n hibridizasyon
saglandi.

On hibridizasyon siiresinin sonunda, yeni bir hibridizasyon tamponu daha -20 °C’den
alindi, eritildi. Eritilen tamponun ig¢ine, daha 6nceden hazirlanan isaretli probdan 5 pl
eklendi ve karistirildi. Probun eklendigi tampon, kaynayan su i¢inde 10 dakika kaynatildi
ve tampon-prob karistmi hemen buza alinarak hizlica sogutuldu. Diger yandan,
hibridizasyon sisesinden 6n hibridizasyon sivist bosaltildi. Yerine, isaretli probla beraber
hazirlanan hibridizasyon tamponu eklendi ve sise yine 42 °C’de, 16 saat, hibridizasyon
firm1 (Niive) igersinde doner durumda birakilarak probun membrandaki Orneklerle
hibridizasyonu saglandi.

Isaretli prob ile viral drneklerin hibridizasyonu tamamlandiktan sonra, baglanan
probun goriiniir hale getirilmesi islemine baslandi. Hibridizasyon sisesinden alinan
membran, yikandi ve baglanmayan problar uzaklastirildi. Yikanan membran, bloklama
soliisyonundan gegirilerek, kullanilacak antikora 6zgii olmayan membrandaki baglanma
bolgeleri kapatildi ve membran, bu kez antikor soliisyonuna (Anti-Digoxigenin-AP)

birakildi. DIG ile antikorlarin baglanmasi saglandiktan sonra, membran yeniden yikama
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islemine tabi tutuldu ve baglanmayan antikorlar uzaklastirildi. Membran, tespit
tamponunda yikama igleminden sonra, renk tamponunda renk olusumu gézleninceye kadar
karanlikta birakildi. Renk olusumu tamamlandiktan sonra, membran tarandi ve goriintiisii

kaydedildi.
2.10.2. Rekombinant Viriisiin (AmAgt/gfp) Enfektivitesinin Belirlenmesi

Glikozil transferaz geninin fonksiyonunu belirlemek amaciyla bu genden mahrum
rekombinant AmAgt/gfp’nin enfektivitesi, AmAsph/gfp ile karsilastirilarak belirlendi. Bu
deneyde, hem AmAsph/gfp hem de AmAgt/gfp viriisin GFP proteininin {iretimi, ayni
sferoidin promotoru tarafindan saglandig1 i¢in, GFP proteininin belirlenmesi agisindan,

AmAsph/gfp viriisii pozitif kontrol olarak kullanildu.

Deney sirasinda, Ld652 hiicreleri, her iki tip viriis ile MOI:10 olacak sekilde, enfekte
edildi. Enfekte edilen hiicrelerden, 0, 6, 12, 18, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde {liretilen yeni
viriisler alindi1 ve her birinin konsantrasyonu 96 go6zlii hiicre kiiltiir kaplarinda EPDA
deneyi ile belirlendi. Deneyler, li¢ tekrar olarak yapildi ve elde edilen ortalama degerler

kullanilarak grafik hazirlandi.
2.10.3. Rekombinant Viriisiin (AmAgt/gfp) Protein Profilinin Belirlenmesi

amv248 geninin virlisiin hiicre giris mekanizmas1 i¢in Onemli rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu genin dizisinin AMEV genomundan silinmesi sonucu
protein profilinde degisimler olmasi muhtemeldir. Bu amacla rekombinant viriis ile
AmAsph/gfp viriis protein profilleri karsilastirildi. Bu amagla daha 6nceki ¢alismalarda
iiretilen viriislerden esit miktarda alinarak Boliim 2.5.1.8’de belirtildigi izere SDS-PAGE
jeline vyiiklendi ve elektroforeze tabii tutuldu. Ardindan olusan bant profillerinin

incelenmesi amaciyla jel “glimiis boyama” yontemine gore boyandi (Morrissey 1981).

2.10.4. Rekombinant Viriisiim (AmAgt/gfp) Transkripsiyon Ozelliginin
Belirlenmesi
Rekombinant viriisiin yaban tip viriis ile transkripsiyon seviyesinde karsilastirilmasi
amaciyla se¢ilmis olan 4 genin transkripsiyon seviyeleri kantitatif PCR (qPCR) metodu ile
belirlendi. qPCR analizinde rekombinant viriisiin dogrulanmasi amaciyla amv248 ve gfp

genleri; yaban tip ve rekombinant viriislin transkripsiyonel karsilagtirilmasi amaciyla sph
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normalizasyonu amaciyla referans olarak hiicresel

GAPDH geni kullanildi. Bu amagla kullanilan primer ¢iftleri Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. qPCR i¢in kullanilan primerler.

Primer Ad1 Primer Dizisi (5’-3’)

gfp-qFw GGG TCT TGT AGT TCC CGT CA
gfp-qRev ATG CCA CAT ACG GAA AGCTC
amv248-qFw TGG GAA CTA CCA TCA AAT CAA CC
amv248-qRev CAA CCC ATC GAA ACGTGA AAC
amv217-qFw GGA GCG TCC GCA AGT ATT AAT A
amv217-qRev CTT CTT GTT TTT GTT CAA AAGTTA AATT
sph-qFw GGA AGA GGA GCGTGG GTTGTT A
sph-qRev TTC AGC TGC ACATGT TTC GCAT
GAPDH-qFw ACC CAA AAG ACT GTC GAT GG
GAPDH-gRev TGA GGT CGA CAA CGG ATA CA

Boliim 2.2.1°de anlatildig tizere Ld652 hiicreleri hem rekombinant hem de yaban tip

viriislerle enfekte edildi. Enfeksiyonu takiben 24 saat sonrasinda Boliim 2.3.1°de belirtilen

metoda gore RNA izolasyonu yapildi. Bu RNA’lar kullanilarak oligo-dT primer ile cDNA

kiitiiphanesi sentezi gerceklestirildi. Ardindan bu cDNA kalip olarak kullanilarak qPCR

reaksiyonu gerceklestirildi (BioRad CFX Connect). Bu amagla kullanilan PCR karigim

miktarlar1 ve PCR kosullar1 su sekildedir:

PCR Karigimai:

1l Kalip cDNA

1wl fleri primer (20 mM)
1wl Geri primer (20 mM)
4 ul 5X mastermix

(Solis Biodyne Evagreen)
13l ddH2O

gqPCR Kosullar1:
94 °C’de 3’

94 °C’de 1’
60 °C’de 30’ 45 dongii
72 °C’de 1’ okuma

PCR reaksiyonunu takiben primer erime sicaklik egrisi 65 °C — 95 °C araliginda her

bir dongii sonu okuma almip sicaklik 0,5 derece artirilarak olusturuldu.



3. BULGULAR

3.1. Viriislerin Hiicre Kiiltiiriinde Cogaltilmas1 ve Konsantrasyonlarimin Tayini
3.1.1. Viriislerin Cogaltilmasi

Yaban tip Amsacta moorei entomopoxvirus (AMEV) ve hiicre kiiltiiri enfeksiyonu
icin gerekli olmayan sferoidin geni (sph) yerine viral enfeksiyon takibinin kolaylagmasi
icin yesil floresan proteini geni (gfp) eklenmis rekombinant Amsacta moorei
entomopoxvirus (AmAsph/gfp) ile enfekte edilen Ld652 hiicrelerinde enfeksiyonu takiben
5 gilin boyunca enfeksiyon belirtileri gozlemlendi (Sekil 14). Enfeksiyon yapilmayan
hiicreler (Sekil 14a) bu siire sonunda saglikli, graniilsiiz ve pargalanmamis goriiniirken,
yaban tip viriis ile enfeksiyon olan hiicrelerin (Sekil 14b) karardigi, kismen pargalandigi ve
viriis replikasyonunun belirgin gdstergesi olan graniil seklindeki inkliizyon cisimlerin
olustugu gozlendi. Rekombinant viriis ile enfekte olan hiicrelerde ise (Sekil 14c) yaban tip
viriis ile enfekte olan hiicrelerdeki goriintiiniin yanisira yesil floresan goriintiilii grantiller
gozlemlendi. Yaban tip ve rekombinant viriis ile enfekte olan hiicrelerde gézlemlenen bu
durumlar viriis liretiminin her iki viriis i¢in de basarili oldugunu gosterdi. Boylece, kiiltiir
kaplarindan viriis hasadi yapildi ve elde edilen wviral siispansiyonlar viriis
konsantrasyonunu tespit etmek ve daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere 4 °C’ye

kaldirildi.

Sekil 14. Yaban tip Amsacta moorei entomopoxvirus (AMEV) ve rekombinant
viriis (AmAsph/gfp) ile Lymantria dispar (Ld652) hiicrelerinin
enfeksiyonu. (A) Enfeksiyon yapilmayan kontrol hiicreler ve (B) yaban
tip AMEV ile enfekte olmus Ld652 hiicrelerinin 1s1k mikroskobu
altinda goriintiisii, (C) AmAsph/gfp ile enfekte olmus L[d652
hiicrelerinin floresan mikroskobu altinda goriintiisii (Zeiss Axiovert
200M). Ok: inkliizyon yapilart gostermektedir.
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3.1.2. Enfeksiyonlarda Kullanilan Viriislerin Konsantrasyonlarinin Tayini

Viriis slispansiyonlarinin konsantrasyonu son nokta seyreltme metoduyla (EPDA)
gergeklestirildi. EPDA deneyinin sonuglari, her bir gozdeki enfekte olmus tek bir hiicrenin
dahi olup olmamasina gore her kuyuya + (art1) veya — (eksi) deger verilerek kayit edildi.
Viriis konsantrasyonu (titer), asagidaki EPDA formiilii ve elde edilen degerler kullanilarak

hesaplandi.

Titer (pfu/ml)=10" x 100/ml

n=enfeksiyon degerinin %50 veya %50’den biiyiik oldugu en yiiksek seyreltme;

a=log n; b=n. seyreltigin % degeri,

c=n. degerin altindaki % degeri;

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

Yapilan hesaplamalar sonucunda, iiretilen AMEV virlis siispansiyonunun
konsantrasyonu 7,76x10% pfu/ml olarak, iiretilen AmAsph/gfp rekombinant viriis

siispansiyonunun konsantrasyonu ise 1,35x107 pfu/ml olarak belirlendi.
3.2. amv248 Geninin Yapisi ve Transkripsiyonu
3.2.1. amv248 Geninin Transkripsiyon Zamam

Glikozil transferaz geninin (amv248) transkripsiyonunun enfeksiyondan sonra
basladig1 zaman belirlemek amaciyla yaban tip viriis ile enfekte olan ve enfekte olmamis
Ld652 hiicrelerinden 5 farkli zaman diliminde RNA izolasyonlar1 yapildi ve bu RNA’larin
miktarlar1 belirlendi. Elde edilen RNA miktarlar1 Tablo 7’de gosterilmektedir. RNA
orneklerinin konsantrasyonlariin 1 pg/ pl’nin tizerinde, safliklarinin (260/280) 1,8 ile 2,00
arasinda olmast bu Orneklerin calismalarda kullanilabilecek yeterlilikte oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 7. amv248 geninin transkripsiyon zamaninin belirlenmesi i¢in izole edilen
RNA o6rneklerinin 6zellikleri.

Ornek Adi RNA Miktar1 (png/ pl) 2607280
(enfeksiyon sonrasi) Absorbans Degeri
Kontrol 2,405 2,01

0. Saat 2,455 1,88

3. Saat 1,438 1,87

6. Saat 2,217 1,86

12. Saat 2,303 1,97

24, Saat 2,448 1,92

Elde edilen bu RNA’lar daha sonra %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi
(Sekil 15). Jelde ytriitiilen RNA 6rneklerinin goriintiilenmesiyle bocek hiicrelerinin tipik
rRNA bantlar1 olan c¢ift bandin (28S ve 18S rRNA bantlar1) belirgin olarak goériinmesi

orneklerin par¢calanmamis olduklarini gosterdi.

Kontrol 0. sa 3.sa 6.sa 12.sa 24.sa

l rRNA

<4—— bantlan

Sekil 15. amv248 geninin transkripsiyon zamanini belirlemek icin izole edilen
toplam RNA o6rnekleri.

RNA orneklerinin ¢alismada kullanilabileceklerine karar verdikten sonra, RNA’lar
kalip olarak kullanilarak AMV248R primeri ile ¢cDNA’lar olusturuldu. Daha sonra bu
cDNA’dan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yapilarak istenilen gen (amv248) bolgesinin
cogaltilmasi saglandi. Bu PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii ve beklenen yaklagik
654 be’lik bantlar fotograflandi (Sekil 16).
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Marker Kontrol 0.sa 3.sa 6.sa 12.sa 24.sa

100
900
800
700
600

<+— 654bg
500

Sekil 16. amv248 geninin transkripsiyon zamani. Marker: molekiiler agirlik
standardini, Kontrol (enfekte olmamis hiicreden alinan 6rnegi) ve
rakamlar (0-24) ise enfeksiyonun baslamasindan sonra gecgen siireyi
gostermektedir.

Bu jel goriintiisti, amv248 geninin transkripsiyonunun enfeksiyonun baslamasindan

sonra 3. ve 6. saatler arasinda basladigin1 ve enfeksiyonun ilerleyen saatlerinde de devam

etigini gostermektedir.

3.2.2. amv248 Geninin Transkripsiyon Sinifi

Glikozil transferaz geninin (amv248) transkripsiyon sinifini belirlemek amaciyla
DNA sentez ya da protein sentez inhibitorii varliginda ve yoklugunda yaban tip viriis ile
enfekte edilen Ld652 hiicrelerinden RNA izolasyonu yapildi ve bu RNA’larin miktar
belirlendi. Elde edilen RNA miktarlar1 Tablo 8’de belirtildi.

Tablo 8. amv248 geninin transkripsiyon siifinin belirlenmesi i¢in izole edilen RNA
orneklerinin ozellikleri.

Ornek Adi RNA Miktar1 (pg/ pl) 260/280 Absorbans Degeri
Kontrol 2,333 2,00
Ld AMEV 2,102 1,91
Ld Ara-C* 2,693 2,02
Ld AMEV+Ara-C? 1,001 1,89
Ld+CHX" 2,012 1,94
Ld AMEV+CHX"® 0,888 1,99

a) DNA sentez inhibitorii olan Ara-C varliginda yaban tip viriis ile enfekte olmus
(AMEV+AraC) ve olmamis (Ld+Ara-C) Ld652 hiicrelerinden elde edilen RNA 6rneklerini,
b) protein sentez inhibitdrii olan siklohekzimid varliginda yaban tip viriis ile enfekte olmus
(AMEV+CHX) ve olmamig (Ld+CHX) Ld652 hiicrelerinden elde edilen RNA 6rneklerini
gostermektedir.

Elde edilen RNA’larin yeterli konsantrasyonlarda ve saflikta olduklar1 goriildiikten

sonra %1 ’lik agaroz jelde yiiriitiilerek parcalanmadiklar1 goriintiilendi (Sekil 17).
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Ara-C CHX
Kontrol AMEV Ara-C  AMEV CHX AMEV

¢ rRNA
<«— bantlarn

Sekil 17. amv248 geninin transkripsiyon sinifini belirlemek i¢in izole
edilen toplam RNA oOrnekleri. Kontrol: Enfeksiyon yapilmamis
Ld652 hiicrelerini, Ara-C ve CHX sirasiyla DNA ve protein
inhibitorlerini, AMEV: Enfeksiyonda kullanilan yaban tip viriisii
gostermektedir.

Yeterli konsantrasyonda ve parcalanmamis olduklar1 anlasildiktan sonra, RNA’lar
kalip olarak kullanilarak AMV248R primer ile cDNA’lar olusturuldu. Daha sonra bu
cDNA’lardan PCR yapilarak istenilen gen bolgesinin ¢ogaltilmasi saglandi. Bu PCR iiriinii
%1’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve beklenen yaklasik 654 bg’lik amv248 genine ait bant

goriintiilendi (Sekil 18).

Ara-C CHX
Marker Kontrol  AMEV Ara-C AMEV CHX AMEV

1000
900
800
700

600
500

<—— 654bg

Sekil 18. amv248 geninin transkripsiyon smifi. Kontrol: Enfeksiyon
yapilmamis Ld652 hiicrelerini, Ara-C ve CHX sirasiyla DNA ve
protein inhibitorlerini, AMEV: Enfeksiyonda kullanilan yaban tip
viriisii gostermektedir.

Bu jel goriintiisiinden ¢ikarilan sonuca gore, Ara-C ile muamele edilen deney
grubunda bant elde edilirken CHX ile muamele edilen grupta ise bant elde edilmedi. Genin
protein sentez inhibitorii olan CHX varliginda transkripsiyonu engellenirken; DNA sentez

inhibitorii olan Ara-C’nin varliginda transkripsiyonunun gerceklesmesi, amv248’in ara

(intermediate) gen sinifina ait oldugunu gosterdi.
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3.2.3. amv248 Geninin Translasyona Ugramayan 5’ ve 3’ Bolgeleri (5°/3° UTR)

amv248 geninin yapisinin aydinlatilmasi i¢in genin 5’ ve 3’ kisimlarda translasyona
ugramayan bolgelerinin (UTR) belirlenmesi dnemlidir. Bu amagla amv248 geninin UTR

bolgelerinin belirlenebilmesi i¢in asagidaki calismalar yapildi.
e amv248 Geninin 5> ve 3° UTR Analizleri i¢in RNA Izolasyonu

Hem 5° hem de 3° UTR bolgelerinin belirlenmesi amaciyla Ld652 hiicreleri yaban
tip AMEV ile enfekte edildi ve RNA izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen RNA’nin
konsantrasyonu nanodrop ile dlgiiliip miktar1 2,4 pg/ul olarak ve safligr (A260/280) 1.94
olarak belirlendi. Bu veriler elde edilen RNA’nin genin 5° ve 3’ bolgelerinin belirlenmesi

amactyla kullanilabilir kalitede oldugunu gostermektedir.
3.2.3.1. Muhtemel Glikozil Transferaz Geninin ¢cDNA’sinin 5’ Ucu

57 UTR bolgesinin belirlenebilmesi amaciyla oncelikle GTSP1 primeri kullanilarak
cDNA sentezi gergeklestirildi ve ardindan elde edilen cDNA’nin 3° ucuna poli G kuyruk
takilip oligo-dC ankor primeri ve GTSP2 primeri varliinda PCR reaksiyonu
gerceklestirilip lirtin %1°lik agaroz jelde elektroforez edildi. Elektroforez sonucunda,

yaklasik 250 baz ¢iftlik bir DNA fragmani jelde goriintiilendi (Sekil 19).

Marker 5 UTR PCR

500
400

300

200 <«— 250bg

100

Sekil 19. amv248 geninin 5’-UTR’sinin PCR ile ¢ogaltilmasi.
Marker: molekiiler agirlik standardini, 5’UTR: Polimeraz
zincir  reaksiyonuyla c¢ogaltilan kopya DNA’y1
gostermektedir.

Jelden ¢ikartilip temizlenen 250 b¢ DNA bandinin daha sonra pGEM-T Easy vektore
ligasyonu saglandi. Kompotent E. coli JM101 hiicrelerine transformasyonu saglanan

ligasyon {iriinlerinden elde edilen kolonilerden plazmid izolasyonu yapildi. Bu plazmidler
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EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilerek dogrulandiktan sonra (Sekil 20) dizi analizi

yaptirilarak 5 proteine donligmeyen bolge belirlendi.

Kesilmemis
Marker Plazmid 1 2 3 4 5

500
400
300
200

100

Sekil 20. amv248 geninin 5’-UTR klonlariin restriksiyon analizleri.
1-5: EcoRI enzimiyle restriksiyon analizi yapilan 6rnekleri

gostermektedir.

amv248 geninin 5’ UTR bolgesinin belirlenmesi i¢in elde edilen klonlarin dizi analizi

sonuglar1 incelendi ve gen transkripsiyonunun AMEV genomunun 204704. sirasindaki

guanin bazini takiben basladig1 belirlendi. Buna gore, amv248 geninin 5> UTR bolgesinin
126 baz uzunlugunda oldugu belirlendi (Sekil 21).

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

GENOM
5UTR

GENOM
S5UTR

GENOM
SUTR

GENOM
5UTR

--------------------------------------- GAATGCATGATTAAAGTTATG
GACCACGCGTA'I'CGATGTCGACCcccccccccccCCCCCfAA'rGCATGMTmGTTATG

AhFERAAA R AT AT A AT,

TATTTATTATTAGTTTTTATATATAATATGTATAGAATTGTTATACAAGTTATACAAGTT
TATTTATTATTAGTTTTTATATATAATATGTATAGAATTGTTATACAAGTTATACAAGTT

AR AR AN T AR AN R R AR RN R AR AN TR AN A EAR AN AN AR AR AN E AN AR A AT AR A

ATACATATAACTTAATATAATTATATTAATATTATTATAATAAATATGEAAAATTATCAT
ATACATATAACTTAATATGATTATATTAATATTATTATAATAAATATGGAAAATTATCAT

AARNERAAAAEARANERAAE AR AN AR A AR R AN AN TR AN R AR AN ERANNARAR AR

ATTATTATATTAACAATTAARAGAAATTCTGACAG 176
ATTATTATATTAACAATTAAAAGAAATTCTGACAG 215

AARRER AN RN AN TR AN AR ANN RN AN RN AN A

21
60

81
120

141
180

Sekil 21. amv248 geninin 5’ UTR dizisi. Kesikli ¢izgi: Ankor primerin ucundaki Poli

C’yi; Kesikli Uzun ¢izgi: GTSP3 primerini; *: Dogru baz eslesmeleri.
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3.2.3.2. Muhtemel Glikozil Transferaz Geninin cDNA’sinin 3° Ucu

AMEV  genomunun AT niikleotidlerince zengin oldugu, UTR bdlgelerinin
belirlenmesinin giigliigli g6z 6niinde bulundurularak amv248 geninin 3 UTR bdlgesinin
tahmini amaciyla bu bolgeye 6zgii 3 adet geri primer tasarlandi. Daha sonra Bolim
2.3.3.2’de izole edilen viral RNA’dan 3°/5” RACE Kit (Roche) igeriginde bulunan ankor
primer yardimiyla Boliim 2.3.1°de belirtilen metoda gore cDNA sentezlendi. Ankor primer
yardimiyla iretilen cDNA kalip olarak kullanilarak GTUTRI-Rv GTUTR2-Rv ve
GTUTR3-Rv geri primerler ve GTSP6 ileri primeri varliginda PCR reaksiyonu
gerceklestirildi. Elde edilen iirlinler %]1°lik agaroz jel elektroforezine tabi tutulup
goriintlilendi.

Elde edilen sonuglar incelendiginde, GTSP6 ileri ve GTUTRI1-Rv geri primerleri ve
GTSP6 ileri ve GTUTR2-Rv geri primerleri ile gerceklestirilen PCR reaksiyonlar1 sonucu
beklenen sirasiyla 63 ve 80 baz ciftlik DNA’lara ait bantlar elde edilirken GTSP6 ileri ve
GTUTR3-Rv geri primeri ile hazirlanan PCR reaksiyon icin ise DNA bandi elde
edilmedigi goriildi (Sekil 22). Bu durum amv248 geninin muhtemel sonlanma bélgesinin
GTUTR2-Rv ve GTUTR3-Rv primerlerini igeren dizilerin arasindaki bir bolgede

olabilecegini isaret etmektedir.

Marker GTUTR1 GTUTR2 GTUTR3

500

400

300

200

100 80 bg
63 bg

Sekil 22. amv248 geninin 3° UTR’sinin ¢ogaltilmasi.

Elde edilen PCR bantlar1 jelden temizlenip sirasiyla ligasyon, transformasyon,
plazmid DNA izolasyonu, restriksiyon analizi islemlerine tabi tutuldu ve klonlarin
dogrulanmasi islemleri gerceklestirildi. Her iki iirlin i¢in de {liger 6rnek dizi analizine
gonderildi.

Sonuglar incelendiginde, s6z konusu klonlarin her iki iiriin igin génderilen 6rneklerin

de amv248 geni i¢in beklenen pozisyondaki 3’ UTR bolgesiyle %100 eslestigi tespit edildi.
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Bu sonuglar, AMV248 geninin 3’ proteine donusmeyen bolgesinin stop kodonundan
(TAA) sonra bulunan 50. ve 84. bazlar (genomda 205750 - 205784) arasinda olabilecegini
gosterdi. Bu bilgiler 1s181nda amv248 geni i¢cin muhtemel transkripsiyon sonlanma bdlgesi
Sekil 23°de gosterildi.

[ GTSPB-Fw

agtagatgttgcggagaatgcaaaaaaataattatatgatasatgatattattgttttttgttgtatattttttta
GTUTR2-RY

GTUTR1=Rv

AMVZ248 gene

ttgtgattgttaatattatattttatagtattttaaatagattatatttagataaattaatttttgaaaatge

GIUTR3-Rv.

Muhtemel 3" UTR Bolgesi

Sekil 23. amv248 geni i¢cin muhtemel transkripsiyon sonlanma bolge dizisi. Muhtemel 3’
UTR bolgesi kahverengi olarak isaretlenmistir.

3.3. Proteinin U¢ Boyutlu Yapisi ve Konak Hiicre Tutunma Motiflerinin
Biyoinformatik Analizi

3.3.1. Muhtemel Glikozil Transferaz Geninin (amv248) Biyoinformatik Analizi

amv248 geninin yapist incelendiginde (Sekil 24) 870 niikleotidden olustugu ve
poksviriis genomlarinda belirtildigi lizere bu niikleotitlerin biiylik bir ¢ogunlugunun

(%79,9) adenin ve timin niikleotitlerini igerdigi bilinmektedir.

>gi|9964314:204830-205699 Amsacta moorei entomopoxvirus 'L', complete genome
ATGGARMRATTATCATATTATTATATTAACAATTARARGARATTCTGACACGATTACARAARCTAGARMATA
TATTATCTTGTCAAARTTTATTATATAATAAAGATTATACTGTATTTTATGCGAATACGATTATAARANRTAT
ARATARRAATAATTTARAARRTATATGTARAAAACGGATTTAAAARCACATETCCTTATTCARCTTTAGCR
TETGCETCATCACATATTCTATTATGCGAARTATATATCARALT TARAAGATAAATATAAATATATTATAR
TATTAGAAGATGATACATATATAARTGTATCAGAGTATAATAAACATACARATACAGTTGAAGARTTATT
ARAAAATAATAGTATAGTATTTTTATATTCTGATTGTTATATAATGGCGAACTACCATCARATCARCCAAC
AATGATACARRAATAACATATAATCCAAAGTTTCACGTTTCGATGGETTGTTATTCTATARCACCAATCR
CTGCTACTARATTATATTATTTC TATATARAATCTAGAGTATGGTTCCACATAGATTTTCARTTAARTTT
TEATATACATRAATATATCATTAAATAGATATATTTATATAGCTGCTAATEGTATGTAATCAATATGAMLGGA
ARTARRTCATCTATCGEGTTTARAACATAATARTATARTGTTAATACCTATACAARRTACARRATTAMRTCA
GARATAATATCGACTCCTATTATAACGAGTTAATCARGCTGARMRTAGATTTTTATATAATARTAATGTTAAT
CTCACTTATCGCTAGTTTATATTTCTTTGCTTTTAATATTTCTCCCTTAATATTTTTATTATTTATACTA
GTAGATGTTGCGGAGARTGCARARRRATAR

Sekil 24. amv248 geninin niikleotit dizisi. Gen Bankas1 1494838 kod numarali dizi.



65

Ayrica bu gen tarafindan kodlanan proteinin (Sekil 25) ise 289 aminoasitten olugan
yaklagik 33,8 kDa agirliginda oldugu ve tahmini izoelektrik noktasinin (pl) 8,97 oldugu
goriildi  (ExPASy Bioinformatics Resource  Portal  http://web.expasy.org/cgi-
bin/compute_pi/pi_tool1 7QIEMES).

>gi|9964562 |ref [NP_065030.1| putative glycosyl transferase [Amsacta moorei
entomopoxvirus 'L']

MENYBIIILTIKRNSDRLOKLENILSCONLLYNKDYSVFYGIDYKNINKNNLENICEKGFENTCPYSTLA
CASSEILLWEYISKLEDKEYKYIIILEDDTY INVSEYNKHTNTVEELLENNSIVFLYSDCY IMGTTIKSTN
NDTKITYNPEFHVSMGCYCITPITATELYYFYIKSRVWFHIDFQOLNFDIENISLNRY IYIARNVCNQYEG
NKSSMCLKHNNIMLIPIENTKLMRIISTPIIRVNEAEIDFYIIIMLISLIASLYFFGFNISALIFLLFIV
VDVAENAKK
Sekil 25. AMV248 proteininin aminoasit dizisi. Gen Bankas1 NP_065030 kod numarali

dizi.

Protein dizisindeki korunmus bolgeler incelendiginde glikoziltransferaz 25 ailesine
ait ve ORF059 IMV protein VP55 ailesine ait korunmus bolgeler icerdigi belirlendi.
AMV248 protein dizisi ScanProsite programi ile incelendi ve tirozin kinaz fosforilasyon,
cAMP ve cGMP-bagimli protein kinaz fosforilasyon, protein kinaz C, kazein kinaz II, N-
glikozilasyon ve miristilasyon bolgeleri igerdigi belirlendi. Sekil 26’da belirtilen bu
bolgeler IBS yazilimi ile sematize edildi (Liu vd., 2015).

126 b(})\5' UTR 870 bg am}iv248 ORF 50-83 fc, 3'UTR
[ Y Y |
O O
[\
5' Aski 2 3" Aski
bdlgesi 5 UTR 3'UTR bolgesi

ORFO059 IMV protein VP55 T I

I g Tror
12 1 63 198 258 280 50 8
A v v )

Glikoziltransferaz 25 ailesi |

’Tirozin kinaz fosforilasyon bolgesi O cAMP- and cGMP-dependent protein kinaz bdlgesi Q Miristilasyon bélgesi

. Protein kinaz C fosforilasyon bolgesi < Kazein kinaz |l fosforilasyon bdlgesi N-glikozilasyon bdélgesi

Sekil 26. AMV248 protein dizisinin sahip oldugu domeinler. Sar1 renk ile tarali kisimlar
korunmus protein aile dizilerini, turkuaz renk ile tarali kisim ise transmembran
heliks bolgesini belirtmektedir.
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3.3.2. AMV248 Proteininin Sinyal Peptit Icerigi

Niikleotid ve protein dizi analizleri sonucunda amv248 geninin bir membran proteini
kodladig1 belirlendi. 3 boyutlu yap1 olusturulmasi ve rekombinant protein {liretilmesi
sirasinda bulunan sinyal peptidler ya da transmembran bolgelerinden kaynakli sorunlar
yasanabilece8i diisiinlilerek proteinin bu bdlgeleri ihtiva edip etmedigi arastirildi. Bu
amagla SignalP programi kullanilarak yapilan analiz sonucunda proteinin herhangi bir
sinyal bolgesi icermedigi goriildii (Sekil 27). Sinyal peptidi icermeyen bu DNA parcasinin

ifade edilmek iizere kullanilabilecegi belirlendi.

SignalP-4 .1 prediction (euk networks): Sequence

" Cscore’
1.0 ¢ S-score
Y-score
08 -
06
44
5]
@ 04t
02

oo T

MENYHI | ILT | KRNEDRLOKLEN | LECONL LYHNKDYSWVFYG | DY KN LN KNN LKN | C KKGFENTCPYST LA

0 10 20 30 40 50 60 70

Position

Sekil 27. AMV248 proteininin sinyal peptit analizi.

3.3.3. AMV248 Proteininin Transmembran Domein I¢erigi

Proteinin transmembran i¢eriginin belirlenmesi amaciyla transmembran heliks i¢erik
tanimlama uygulamasi (TMHMM Server v2.0 http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/)
kullanildi. Yapilan analiz sonucunda amv248 gen iiriinii proteinin 259-281 aminoasitler
arasinda transmembran heliks yapisina sahip oldugu belirlendi (Sekil 28). Elde edilen
sonu¢ incelendiginde AMV248 protein yapisinin biiyliik ¢ogunlugunun (258/289 amino

asit) membran dis bolgesinde lokalize oldugu goriildii.
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# WEBSEQUENCE Length: 2B9

# WEBSEQUEMCE Number of predicted TMHs: 1

# WEBSEQUENCE Exp number of ARAs in TMHs: 46.36626
# WEBSEQUEMCE Exp number, first 60 ARs: 0.02482

# WEBSEQUEMCE Total prob of N-in: 0.57977

WEBSEQUENCE TMHMMZ. 0 outside 1 258
WEBSEQUENCE TMHMMZ . 0 TMhelix 259 281
WEBSEQUENCE TMHMMZ . 0 inside 282 289

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE

probability

1 wll L
S0 100 150 200 250

outside

inside

transmembrane

Sekil 28. AMV248 proteininin transmembran domein igerigi. Kirmizi pikler ile
gosterilen kisimlar potansiyel transmembran bolgelerini i¢cermektedir. Esik
degerin listlinde pike sahip (>1) bolge transmembran olarak isaretlenmistir.

3.3.4. AMV248 Proteininin U¢ Boyutlu Yapisi

amv248 geninin Amerika Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) gen bankasinda
bulunan protein dizisi (NP _065030) incelenerek transmembran bdlgesini igermeyen
ektodomein kisminin 3 boyutlu yapisi tahmin edildi. Bu islem i¢gin AMV?248 proteininin
H3 proteini i¢in korunmus oldugu belirlenen (Singh vd., 2016) “ExD” motifine sahip
olmasi, her iki genin ayni protein ailesine liye olmasi ve AMV248’in H3 proteininin
AMEV genomundaki analogu olmasi nedeniyle VACV H3 proteininin X-Ray ile
belirlenen 3 boyutlu yapisi (PDB 5EJO) kalip olarak kullanildi. 3 boyutlu modelleme
MODELLER yazilimi ile homoloji modelleme teknigi kullanilarak gergeklestirildi.
Olusturulan 3 boyutlu yapt PyMOL yazilimi ile goriintiilendi (Sekil 29).
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Sekil 29. AMV248 proteininin 3 boyutlu yapisi. A: 3 boyutlu yapinin ¢izgiler
seklinde gosterilisi. B-C: 3 boyutlu yapinin farkli acilardan sematik
goriintiistt  (kirmizi-heliks, Sari-levha, Yesil-loop yapilar1 temsil
etmektedir). D: Mavi N-terminal ucu, Turuncu karboksil ucu
gostermektedir.

3.3.5. AMV248 Proteininin Konak Hiicre Baglanma Motifleri

AMV248 proteininin hiicresel glikozaminoglikanlardan heparin ile baglanma
potansiyelini belirlemek amaciyla 6ncelikle heparin 3 boyutlu yapist Accelrys Discovery

Studio yazilimi ile ¢izildi ve PyMOL yazilimi ile goriintiilendi (Sekil 30).

Sekil 30. Konak hiicrelerin yiizeyinde bulunan heparinin 3
boyutlu yapisi.
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Heparinin ii¢ boyutlu yapisi tespit edildikten sonra, AMV248 proteini ile heparin
molekiiliinlin birbirine kenetlenmesi (docking) arastirildi. Docking analizi i¢in, AMV248
proteini makromolekiil (reseptér) ve heparin molekiilii ise ligand olarak belirlendi.
Autodock ve AutoDockTools yazilimlart yardimiyla kenetlenme tespit edildi. Docking
analiz sonucu incelendiginde docking analiz skorunun -9,12 kcal/mol oldugu belirlendi ve
bu skorun docking analizinin basarili oldugunu gosterdigi goriildii. Docking analizi sonucu
elde edilen reseptor-ligand kompleksi Accelrys Discovery Studio yazilimi kullanilarak

goriintiilendi (Sekil 31).

O/

LYS

ASN 144
141

Sekil 31. AMV248 ile heparin arasindaki muhtemel etkilesim bolgeleri. A) 3 boyutlu B)
2  boyutlu etkilesim diagrami. (Discovery Studio programi ile
goriintiilenmistir). Sekil tizerindeki sayilar molekiiller arasindaki uzakligi
Angstrom seviyesinde gostermektedir.

Sekil 31B’de gosterilen AMV248 proteininin konak hiicrelerin ylizeyinde bulunan
heparin molekiililyle baglanma motifini olusturan aminoasitleri 90. sirada bulunan lizin,
141. sirada bulunan asparajin ve 144. sirada bulunan lizin amino asitleridir. Bu
aminoasitlerin biyokimyasal 6zellikleri incelendiginde bilinen GAG baglanma motiflerinde
goriilen bazik motifi olusturan aminoasitler olduklar1 goriildii. Bu bilgi GAG baglanma

motifinin 3 boyutlu yapinin olugmasi sonucu olustugu goriisiinii desteklemektedir.
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3.4. Rekombinant AMYV248 Proteininin Bakiiloviriis Vektor Sisteminde ifadesi

Rekombinant AMV248 proteininin 6karyotik bir sistemde ifade edilmesi amaciyla
Bac to Bac® Bakiiloviriis Vektor Sistemi (Invitrogen) kullanildi. Bu amagla AMV248
ektodomeinini kodlayan DNA dizisi vektor ifade sistemine uygun enzimler igeren
primerler yardimiyla ¢ogaltilip ara vektore, daha sonra da restriksiyon enzimleri ve DNA
dizi analizi ile dogrulanan gen boélgesi pFastBac HTb ara transfer vektoriine klonlandi.
amv248 ektodomein gen dizisini iceren ara transfer vektorii daha sonra bakiiloviriis vektor
sistemine aktarilmasi amaciyla yardimci (helper) plazmide ve bakteriyal replikasyon
orijinine sahip AcMNPV bakmid DNA’smi igeren E. coli DHIOBac hiicrelerine
transforme edildi. Antibiyotik se¢imi sonrasi dogrulanan rekombinant bakmid DNA’s1 ile
bocek hiicreleri transfekte edildi ve iiretilen yavru viriisler ile rekombinant proteininin

hiicre kiiltliriinde biiyiik 6l¢ekli tiretimi saglandi.

3.4.1. amv248 Genini PCR ile Cogaltma ve Ara Vektore Klonlama

amv248 geninin transmembran bolgesini icermeyen ve ifade sistemine aktarilmasi
icin gerekli enzim kesim bolgelerini igeren ektodomein bolgesi GTexFw ve GTexRv
primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile c¢ogaltildi ve elde edilen DNA
%1°lik agaroz jelde yiirtitiildi. Jel lizerinde beklendigi tizere 790 bg’lik bolgede bir DNA
band1 gozlendi (Sekil 32).

Marker PCR Urlnl

1000
900
800
700
600

500
400
300

«— 790bg

200

100

Sekil 32. amv248 ektodomeininin genomdan elde edilmesi.
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Jelden temizlenen DNA pargast pJET1.2 Blunt ara vektoriine klonlandi. Ligasyon
tirtinii daha sonra Boliim 2.3.3.4°de anlatildig1 iizere hazirlanan kompotent E. coli IM101
hiicrelerine aktarildi. Transformasyon sonucu elde edilen kolonilerden gece kiiltiirleri

hazirland1 ve plazmid izolasyonu kit (Promega) yardimi ile yapildi.

3.4.2. Klonlarin Restriksiyon Analizi

Klonlama sonucu amv248 gen ektodomeinini igerdigi diisiintilen 4 klon secildi ve bu
klonlardan gece kiiltiirleri hazirlandiktan sonra plazmit DNA izolasyonlar1 gergeklestirildi.
Izole edilen plazmid DNA’larinin muhtemel glikozil transferaz geninin (amv248) kodlayan
DNA bdlgesini igerip icermedigini tespit etmek icin, bu plazmid DNA’lar1 EcoRI ve
BamHI restriksiyon enzimleri ile muamele edildi. Ardindan %]1’lik jelde elektroforez
yapildi. pJET1.2 vektore ait 2974 bg¢’lik ve klonlanmis olan DNA bolgesini igeren 790
be¢’lik bantlar elde edildi (Sekil 33).

Marker 1 2 3 4

3000 <+—— 2974 bg vektor

1000 <«— 790bg

500

Sekil 33. amv248 gen ektodomeinini igceren klonlarin restriksiyon analizi.

3.4.3. Klonlarin Dizi Analizi

Restriksiyon endoniikleaz enzim kesimleriyle dogrulugu onaylanan klonlarin DNA
ornekleri iizerleri dikkatli bir sekilde etiketlendikten sonra dizi analizi i¢in, Macrogen
Firmasima (Meibergdreef 31 1105 AZ, Amsterdam, Hollanda) génderildi. Dizin analizi i¢in
pJET1 2F ve pJET1 2R primerleri kullanildi. Dizi analiz sonuglarina gére plazmidlerin
AMV248 kodlu ORF’yi kodlayan DNA bdlgesini ihtiva ettigi belirlendi (Sekil 34).
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EFF7I7i GTexFu Primer T
CCAGCGAACTTTCGGAGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATCCGGGEATCCATGGAAAATTATCATATTATTATATTAACAATTAAAAGAAATTCTGACAGATTACAAAAACTAGAAAATATATTATCTTGTCAAAATTTATTAT
AMEV248 Ektodomain

ATAATAAAGATTATAGTGTATTTTATGGAATAGATTATAAAAATATAAATAAAMATAATTTAAAAAATATATGTAAAAAAGGATTTAAAAACACATGTCCTTATTCAACTTTAGCATGTGCGTCATCACATATTCTATTATG
AMEY248 Ektodomain

GAAATATATATCAAAATTAAAAGAT AAATATAAATATATTATAATAT TAGAAGATGATACATATATAAATGTATCAGAGTATAATAAACATACAAATACAGT TGAAGAATTATTAAAAAATAATAGTATAGTATTTTTATAT
AMEV248 Ektodomain

TCTGATTGTTATATAATGGGAACTACCATCAAATCAACCAACAATGATACAAAAATAACATATAATCCAAAGTTTCACGTTTCGATGGGTTGT TATTGTATAACACCAATCACTGCTACTAAATTATATTATTTCTATATAA
AMEV248 Ektodomain

AATCTAGAGTATGGTTCCACATAGATTTTCAATTAAATTTTGATATACATAATATATCATTAAATAGATATATTTATATAGCTGCTAATGTATGTAATCAATATGAAGGAAATAAATCATCTATGGGTTTAAAACATAATAA
AMEV248 Ektodomain

TATAATGTTAATACCTATAGAAAATACAAAATTAATGAGAATAATATCGACTCCTATTATAAGAGT TAATGAAGCTGAAATAGATTTTTATATAATAATAATGTTAATCTCATAAGAATTCCATCTTTCTAGAAGATCTCCT

GTexRv Primer

AMEV248 Ektodomain

Sekil 34. amv248 ektodomeini kodlayan DNA bolgesi

3.4.4. amv248 Geninin pFastBac HTb Ara Transfer Vektore Klonlanmasi

Dogrulugu belirlenen rekombinant plazmid, E. coli DH10B hiicresine transform
edildi. Rekombinant plazmidlerin (pFBHT-AMV248b) bu hiicrelerdeki varligi plazmid
DNA izolasyonu ve ardindan restriksiyon enzimleri ile kesilerek gosterildi. Kesim
sonucunda jelde beklenildigi gibi pFastBacHTb vektoriine ait 4857 be¢’lik ve ifade edilen
gen bolgesini igeren 774 bg’lik bantlar elde edilerek klonlama islemi dogrulandi (Sekil 35).

Marker 1 2 3 4 5

<+— 4857bg
HTb vekor
3000
1500
<«— 774bg
1328 genbolgesi
500

Sekil 35. amv248 geninin pFastBac HTb ara transfer vektoriine
klonlanmasi.
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3.4.5. Genin Bac-to-Bac® Bakiiloviriis Vektor Sistemine Aktarilmasi

amv248 gen bolgesini igeren pFastBac HTb ara vektoriiniin bakiilovirlis vektor
sistemine aktarilmasi amaciyla E. coli DH10Bac kompotent hiicreleri hazirland1 ve daha
sonra  bu  vektoriin  kompotent  hiicrelere  transformasyonu  gerceklestirildi.
Transformasyonun ardindan ara transfer vektorii ile bakmid DNA arasinda her ikisinin de
sahip oldugu homolog bdlgeler sayesinde transpozisyon olmasi gerekmektedir.
Transpozisyonun gerceklesmesi biiyliyen hiicrelerin beyaz renkli olmasini saglayacaktir.
Dolayist ile transformasyon islemini takip eden 48 saat sonra olusan biiyiikkce beyaz
kolonilerden, ayni igerige sahip besiyeriye kolonilerin tamamen saf olmasii saglamak
amactyla ¢izgi ekim yapildi ve tekrar 48 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Olusan beyaz
kolonilerden rekombinant bakmid DNA izolasyonu yapildi.

Elde edilen bu bakmid DNA’st daha sonra amv248 genine 0zgli primerler
kullanilarak PCR reaksiyonu ile dogruland1 (Sekil 36).

Marker Bakmid DNA

1500
1000

750

500

<+— 263bg
250

Sekil 36. amv248 gen bolgesini igeren rekombinant bakmid
DNA’sinin dogrulanmasi.

Elde edilen ve dogrulanan bakmid DNA’s1 kullanilarak hiicre kiiltiiriinde Sf9
hiicrelerine transfeksiyon gercgeklestirildi ve enfeksiyon sonrasi elde edilen siipernatant
viral stok olarak adlandirildi. Bu viral stok kullanilarak AMV248 proteini hiicre kiiltiiriinde

yiiksek miktarda tiretildi.
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3.4.6. Uretilen Rekombinant AMV248 Proteininin Saflastirilmasi

Bakiiloviriis vektor sistemiyle iiretilen rekombinant AMV?248 proteini ihtiva ettigi
histidin kuyrugu hedeflenerek “MagneHis™ protein saflastirma sistemi (Promega)” ile
saflagtirildi ve protein konsantrasyonu belirlendi. Daha sonra proteinler SDS-Poliakrilamid

jel elektroforezine tabi tutuldu.

3.4.7. Proteinin PVDF Membrana Aktarilmasi ve Western Blot Analizi

SDS-PAGE sonras1 ayristirilan protein bantlart Boliim 2.5.1.9°da anlatilan protokole
gore PVDF membrana aktarildt ve AMV248 proteininin i¢erdigi histidin kuyruga 6zgii
antikor kullanilarak western blot analizi ile goriintiilendi. Western blot analizi, hedeflenen

yaklasik 30 kDa’luk protein bandi belirlenmesiyle sonlandirildi ve membran fotograflandi

(Sekil 37).

MagneHis Saf
kDa Marker Protein
r &
170 e
130
95
72

55

43
34

26 <4—— ~30kDa

17

Sekil 37. Bakiiloviriis vektor sisteminde iiretilen AMV248 proteininin
western blot analizi (Marker: Prestained Marker )
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3.5. AMV248 Yapisal Proteininin Immiin Nétralizasyonunun Viriis
Replikasyonuna EtKkisi

AMV248 proteininin entomopoksviriislerde korunmus olan tek viral tutunma
proteinini kodladig1 bilinmektedir. Rekombinant AMV248 proteinine 06zgli olarak
gelistirilmis antikor kullanilarak viriisiin yapisinda bulunan AMV248 proteininin immiin
noétralizasyonu saglandi. Bunun sonucunda olusan senaryo AMEV genomundaki muhtemel
giris-tutunma proteinlerinin arastiritlmasi i¢in onemli bilgiler ortaya koymaktadir. Bu
amagla viriis ¢esitli antikor seyreltikleri ile enfeksiyon dncesi muamele edildi ve ardindan

bu karisim enfeksiyon soliisyonu olarak kullanildi.

3.51. Immiin Nétralizasyon Sonrast Olusan  Yavru Viriislerin
Konsantrasyonlari

Amsacta moorei entomopoxvirus AMV?248 proteinine karsi liretilen antikor ile yesil
floresan geni igeren virlis (AMVAsph/gfp) noétralize edildikten sonra L.d652 hiicrelerinin
enfeksiyonlar1 gergeklestirildi (Sekil 39). 48 saat enfeksiyon sonucunda elde edilen
bulgular floresan mikroskop altinda incelendiginde pozitif kontrol (Antikor icermeyen,
viriis igeren, Sekil 39¢) ile farkli antikor seyreltiklerini igeren her bir 6rnek (Sekil 39 a-d)
kontrollerle tek tek karsilastirildiginda belirgin bir fark goriildii. Ayrica her bir antikor
seyreltigi kendi icerisinde ayr1 ayr1 degerlendirildiginde ise antikor miktarindaki artig ile
birlikte tiretilen GFP miktarinda belirgin bir diislis gozlendi. Bu da antikorun viriisiin

noétralizasyonunu gergeklestirdigini gostermektedir (Sekil 39).



Hiicre miktart: 2x10* Hiicre miktari: 2x10*

Viral inokiiliim: 600 pfu Viral inokiiliim: 600 pfu
Antikor miktari: 25 ul Antikor miktart: 12 ul
Uretilen viriis mik.: 0 pfu/ml Uretilen viriis mik.: <100 pfu/ml

Hiicre miktari: 2x10* Hiicre miktari: 2x10*
Viral inokiiliim: 600 pfu Viral inokiiliim: 600 pfu
Antikor miktari: 6 ul Antikor miktari: 3ul

Uretilen viriis mik.:  164,2 pfu/ml Uretilen viriis mik.: 355 pfu/ml

: E
Hiicre miktart: 2x10% Hiicre miktar1: 2x10*
Viral inokiiliim: 600 pfu Viral inokiiliim: 0 pfu
Antikor miktar1: 0 pl Antikor miktart: 0 ul

Uretilen viriis mik.:  1095,9 pfu/ml

Sekil 38. AMV248 proteinine 6zgli antikorlarla notralize edilen viriis ile
L.d652 hiicrelerinin enfeksiyonu. 48 saatlik enfeksiyon sonucunda
floresan mikroskobik (Zeiss Axiovert 200M mikroskop, 10X
Objektif) goriiniimler. Ac¢ik yesil partiikiiller virtislerle enfekte
hiicreleri gostermektedir. A, B, C, D: Antikor igeren (Sirasiyla 25,
12, 6 ve 3 pl/kuyu) kuyular. E: Pozitif Kontrol (AmAsph/gfp). F:
Negatif Kontrol (Sadece Ld652 hiicre) iceren.

Immiin nétralizasyonun basarili olmasi elde edilen yavru viriislerin miktarma da

yansimaktadir. Bu amacla hasat edilen enfeksiyon sivilarindan EPDA metodu ile olusan
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yavru viriislerin miktar1 belirlendi. Her bir antikor seyreltigi ve kontrol virlis (AmAsph/gfp)
icin elde edilen sonuglar Sekil 39°da gosterilmektedir. Bu sonuglar 25 pl antikorun 300 pfu

viriisii tamamen nétralize ettigini gostermektedir.

3.6. Olusturulan Rekombinant AMV248 Proteini ile Hiicre Yiizey Matriksinin
Etkilesme Ozelligi

Bakiiloviriis vektor sistemiyle iiretilen ve western blot hibridizasyonu ile dogrulanan
AMV248 proteinin hiicre yiizey matriksi ile etkilesme 6zelliginin test edilmesi amaciyla
ticari olarak satilan HiTrap Heparin HP kolon (GE Healthcare) kullanildi. Bu kolon
icerdigi  heparin bagli boncuklar sayesinde heparine baglanan proteinlerin
saflastirilmasinda kullanilmaktadir. Bu amagcla iiretilen ve histidin kuyrugu hedeflenerek
saflastirilan rekombinant AMV248 proteini kolon kullanic1 kilavuzunda belirtilen yonteme
gore dengelenen HiTrap kolondan gecirildi. Daha sonra kolon yikama tamponu ile yikanip
heparin boncuklara tutunan proteinler eliisyon tamponu ile geri kazanildi. Boncuklara
tutunan proteinler geri kazanildiktan sonra direk SDS-PAGE elektroforezine tabi tutuldu.
Ayrnstirilan proteinler 2.5.1.9’da anlatilan protokole gére PVDF membrana aktarildir ve
western blot analizi ile AMV248 proteininin igerdigi histidin kuyruga 6zgii antikor ile
hedeflenerek goriintiilendi. Western blot analizi sonucunda hedeflenen yaklasik 30 kDa’luk
protein bandi membran iizerinde gozlendi (Sekil 38). Elde edilen bu sonu¢ rekombinant

AMV248 proteininin heparine baglandigin1 gostermektedir.

HiTrap Saf
kDa Marker Protein

<4+—— ~30kDa

Sekil 39. HiTrap heparin kolon ile saflastirilan rekombinant
AMV248 proteinin western blot analizi.
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3.7. Viriislerin Hiicre Yiizeylerine Baglanma Ozellikleri

Viral enfeksiyon baslangicinin ilk asamasini virlis membran proteinleri ile hiicre
ylizey reseptorlerinin tutunmasi olusturmaktadir. AMEV’in hiicre tutunma mekanizmasini
arastirmak {izere Oncelikle viriislerin heparin kapli boncuklar ile baglanma o6zelligi test
edildi. Daha sonra viriis yiizeyinde bulunan reseptorler ¢oziinebilir GAG’lar ile doyuruldu
ve bu karisimin enfektivitesi test edildi. Son olarak enzimatik olarak ylizey GAG’lari
cikarilan Ld652 hiicreleri viriis ile enfekte edilerek viriislerin bu hiicrelere baglanma etkisi

belirlendi.

3.7.1. Viriislerin Heparine Baglanma Kapasitesi

Amsacta moorei entomopoxvirus’iin heparine baglanma kapasitesinin belirlenmesi
amactyla AmAsph/gfp viriis heparin boncuklar ile inkiibasyona birakilip, baglanma,
yikama ve geri kazanim adimlarnin ardindan elde edilen heparine tutulmus oldugu
varsayilan virlisler SDS-PAGE’e tabi tutuldu. SDS-PAGE sonrasi virlisiin heparine
tutunup tutunmadigr anti yesil floresan proteini (GFP) antikoru ile western blot analizi
yapilarak belirlendi. Western blot hibridizasyonu sonucunda GFP protein bandinin

gozlenmesi, viriisiin heparine baglanmis oldugunu gostermektedir (Sekil 40).

kDa  Marker AmAsph/gfp

170
130

95
72
55

43

3 “— GFP

26

17

Sekil 40. Amsacta moorei entomopoxvirus’iin heparine
baglandiginin western blot analizi.
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3.7.2. Viriis Enfeksiyonlarimin Coziilebilir Glikozaminoglikanlar (GAG’lar) ile
Inhibisyonu

Viral enfeksiyon sirasinda tutunma proteinlerinin ¢esitli hiicre ylizey proteinleri ya
da GAG’larn ile etkilesime ge¢mesi enfeksiyonun ilk adimini olusturmaktadir. Viriislerin
enfeksiyon oncesi ¢oziilebilir GAG’lar ile inkiibasyona tabii tutulmasi sonucu etkilesime
girecek viral proteinler GAG’lar ile doyuruldu. Daha sonra bu karisim enfeksiyon sivisi
olarak kullanildi. Enfeksiyonu takiben yavru viriis olusumu EPDA metodu ile belirlenerek

karsilastirildi ve Sekil 41°deki grafik olusturuldu.

120
100

ED

&0
40
B ] “

a0

Erfekshyon yizde

Heparin Heparan 5ilfat  Kondroitin SGlfat A Kondroitin SGITat B
Kullarilan GAG gesidi

B Eip W30 W50 GAG miktan ppfml

Sekil 41.  Amsacta  moorei  entomopoxvirus’in ~ Ld652  hiicrelerini
enfeksiyonunun ¢oziilebilir GAG’lar ile inhibisyonu. Degerler
enfeksiyon yiizdesini gostermektedir.

Elde edilen bulgular incelendiginde her bir GAG uygulamasi sonucu viral
enfeksiyonda 6nemli azalma oldugu belirlendi. En yiliksek inhibisyonun (%98) 50 pg/ml
GAG uygulamasi sonucu elde edildigi goriildii. Bu konsantrasyonda GAG’larin
uygulanmasi ile enfeksiyonun inhibisyon orani sirastyla heparin, kondroitin stilfat A ve
kondroitin siilfat B i¢in % 98 olurken heparan siilfat ise % 69 inhibisyona sahip oldu. Bu
sonuglar AMEV’in tim GAG’lar ile yiiksek oranda inhibe edilebildigini, 50 pg/ml’lik
GAG konsantrasyonu uygulandiginda heparan siilfat disindaki tim GAG’larin %100°e
yakin inhibisyona sebep oldugunu gosterdi.
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3.7.3. Viriislerin Enzimatik Olarak Yiizey GAG’lar1 Cikarilan Hiicrelere
Baglanma Ozelligi

Cesitli konsantrasyonlarda (0, 0,1, 0,3 ve 0,5 iinite/kuyu) enzim (heparinaz I ve
heparinaz III) muamelesi sonucu hiicre ylizey GAG’lart ¢ikarilan hiicreler AmAsph/gfp
viriis ile enfeksiyona tabii tutularak viral enfeksiyon miktarindaki degisimlerin takibi
yapildi. Bu amagla Ld652 hiicreleri ilk 6nce hiicresel heparin ve heparan siilfatlar ¢ikaran
heparinaz I ve sadece hiicresel heparan siilfatlar1 ¢ikaran heparinaz III enzimlerinin farkli
konsantrasyonlariyla muamele edildi. Daha sonra GAG’lar1 ¢ikartilan hiicreler
AmAsph/gfp viriis ile enfekte edildi. Enfeksiyon sonucu olusan yavru viriislerin miktar
EPDA metodu ile belirlendi ve elde edilen degerlere gore enfeksiyon oran grafikleri
olusturuldu (Sekil 41, Sekil 42). Bu deneyler sonucunda, heparinaz 1 uygulamasinin
virlisin hiicreyi enfeksiyon yapma kapasitesinde artan enzim miktariyla orantili olarak
azalmaya yol actifini; ancak heparinaz III uygulamasinin hiicrelerin enfekte olmasi

iizerinde herhangi bir olumsuzluk olusturmadigini gosterdi.

120

i

—_._____.—-—'—'_'_'_._ &

o
£ ED
£ ™
.
E &0
i
e
—
=
E a0
20
a
o o1 2 0.5

Lhygulanzan enzim miktan (unitekuyu)

e M apeatinar | s = Kantrol

Sekil 42. Ld652 hiicrelerine Heparinaz I uygulamasi sonrast Amsacta moorei
entomopoxvirus enfeksiyon orani.
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Enfeksiyon ylzdesi

0 0,1 0,3 0,5

Uygulanan enzim miktari (unite/kuyu)

e=@=—= Heparinaz lll <+ <@+ Kontrol

Sekil 43. Ld652 hiicrelerine Heparinaz III uygulamasi sonrast Amsacta moorei
entomopoxvirus enfeksiyon miktari.

3.8. Glikozil Transferaz Geni (amv248) Cikartilmis Rekombinant Viriis
Olusturma

AMEV gen dizisi incelendiginde tek korunmus tutunma proteini olarak AMV248
one c¢cikmaktadir. Tez caligmasi kapsaminda iiretilen rekombinant proteinin ve yaban tip
viriisiin hiicresel GAG’lardan heparin ile baglandigi, viral enfeksiyonun AMV248
proteinine 0zgli antikorlarca Onlenebildigi, viriisin GAG’lar ile doyurulmasi ile viral
enfeksiyonun engellenebildigi ve hiicre yiizey GAG’larinin enzimatik olarak ¢ikarildig
durumda AMEV enfeksiyon miktarinda degismeler olugu belirlendi. amv248 geninin viral
genomdan silinmesi hem genomdaki muhtemel baska heparin baglanma proteinlerinin var
olup olmadiginin belirlenmesi, hem de AMV248’in viral tutunmadan sorumlu tek protein
olmasi durumunda viriisiin gelistirebilecegi modifikasyonlarin belirlenmesi bakimindan
onemlidir. Bu amacla AMEV genomundan homolog rekombinasyon yontemiyle amv248
geni silinmis, yerine enfeksiyonun takibinin kolaylastirmasi igin yesil floresan geni

yerlestirilmistir.

3.8.1. gfp iceren Rekombinant Transfer Vektorii

Glikozil transferaz geninin (amv248) fonksiyonel islevini tespit edebilmek amaciyla,
homolog rekombinasyonla genin viriis genomundan silinmesi saglandi. Yaban tip viriis

genomu kalip olmak iizere, uygun primerler kullanilarak amv248 kodlu genin 5’ yukar1 ve



82

3’ asag bolgeleri ve yesil floresan geni (gfp) polimeraz zincir reaksiyonuyla ¢ogaltildi
(Sekil 44). Bu ¢ogaltma sonrasinda 666 baz ciftlik 5° yukar1 bolgesi, 801 baz ciftlik 3°
asag1 bolgesi ve 914 baz ¢iftlik yesil floresan geni DNA’lar1 ¢ogaltilmis oldu.

AMV248  AM248
Marker gfp down up

3000

2000
1500

1000
<+— 914bg
800
700
600
500

<«— 801bg
<+— 666bg

Sekil 44. Glikozil transferaz geninin 5’ yukar1 ve 3’ asag1 bolgeleri ve
yesil floresan geninin (gfp) ¢ogaltilmasi.

Cogaltilan DNA pargalari, sirayla pBlueScript SK(-) vektore klonland1 ve her biri
uygun enzimlerle kesilerek klonlarin dogrulugu teyit edildi. Sekil 45°de pBS-AMV248up
kodlu klonun Xbal ve BamHI restriksiyon enzimleriyle kesimi sonucunda 666 baz ¢ifti

uzunlugunda 5’ yukar1 boélgenin klonlanmis oldugu gosterildi.

Marker 1 2 3 4 5

10000
8000
6000
4000
3000
2500
2000
1500

1000
750

<+— 666bg

500

Sekil 45. pPBS-AMV248up klonlarinin restriksiyon analizi. Rakamlar
secilen farkli klonlar1 gostermektedir.

Elde edilen vektore (pBS-AMV248up); AMV248down DNA parcast klonlandi.
Daha sonra hem AMV248up hemde AMV248down bolgelerini igeren klon,
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AMV248down bolgesine 6zgii HindIll ve Kpnl restriksiyon enzimleriyle kesildi ve
sonucunda 800 baz c¢ifti uzunlugunda asagi bolgenin bu vektére klonlanmis oldugu

gosterildi (Sekil 46). Bu sekilde olusturulan klona pBS-AMV248up-down ad1 verildi.

Marker Klon

10000
5000

1500

1000

750 <+— 800bg

500

Sekil 46. pPBS-AMV248up-down klonlarinin restriksiyon
analizi.

Glikozil transferaz geninin (amv248) yukar1 ve asag1 bolgelerinin vektore
klonlanmasi tamamlandiktan sonra, sferoidin promotoru altinda 28 kDa’luk GFP proteini
tireten genin (gfp) sirasi, Gfpfw ve Gfprv adli primerler kullanilarak c¢ogaltildi ve daha
once klonlanan bu iki bdlgenin arasina klonlandi. Se¢ilen klonlardan 7 numarali olan, gfp

genini igeren dogru klon olarak belirlenmis oldu (Sekil 47).

Marker 1 2 3 4 5 6 7
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8000
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4000
3000
2500
2000
1500

1000
750
500

Sekil 47. amv248 geninin 5° yukart ve 3’ asagi bolgeleri ve yesil
floresan genini iceren klon (AMV248up-down-gfp). Ok 914
b¢’lik hedef DNA’y1 igeren tek klonu gostermektedir.
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Bu islemler sonucunda elde edilen transfer vektor, pBS-AmAgt/gfp olarak

isimlendirildi ve -20 °C’de muhafaza edildi.

3.8.2. Olusturulan Transfer Vektoriin Ld652 Hiicrelerine Transfeksiyonu

Hazirlanan transfer vektoriin  (pBS-AmAgt/gfp), AMEV ile enfekte Ld652
hiicrelerine transfeksiyonundan sonra, hiicrelerde GFP proteininin ortaya ¢ikisi, Axiovert
floresan inverted mikroskopta yesil rengin olusumuyla belirlendi (Sekil 48). Yesil rengin
goriinmesi, gfp geninin AMEV’nin genomuna dahil oldugunu ve GFP proteininin
olusturulan rekombinant viriis (AmAgt/gfp) tarafindan iiretildigini gostermektedir. Elde

edilen transfeksiyon sivisi ¢ogaltildi ve 4 °C’de muhafaza edildi.
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Sekil 48. pBS-AmAgt/gfp ile transfeksiyondan sonra Ld652 hiicreleri. A) Halojen
151k altinda goriiniim ve B) floresan 151k altinda GFP ifadesinin belirlenmesi.

3.8.3. Rekombinant Viriisiin Saflastirilmasi, Uretimi ve Konsantrasyon Tayini

Transfeksiyon isleminden sonra olusan AmAgt/gfp viriisleri iceren siispansiyon,
plak islemine tabi tutuldu. Elde edilen plaklarin arasinda, en iyi viriis iiremesinin oldugu
plaktan yeniden viriis ¢ogaltimi yapildi ve arka arkaya yapilan plak deneyleri sayesinde,
viriis slispansiyonu yalnizca AmAgt/gfp virlislerden olusacak sekilde saflastirildi.
Saflastirma islemi i¢in yapilan plak deneyleri sonucunda, plak olusumu Axiovert
floresan inverted mikroskopla bakilarak kontrol edildi. Yaklasik {i¢iincii giinde, floresan
mikroskop ile goriilebilen GFP igeren plaklar gézlenmeye basladi (Sekil 49). Bu
plaklardan alinan Orneklerle yapilan ardigik alti plak islemi sayesinde, AmAgt/gfp

virlsler saflagtirildi.
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Sekil 49. Ld652 hiicrelerinin AmAgt/gfp ile enfeksiyonu sonrasinda olusan plaklar.
A) Halojen 151k altinda goriintii B) Ayn1 plagin floresan 1s1k altinda GFP
ifadesinin belirlenmesi .

Saflastirilan AmAgt/gfp virlislerin stok konsantrasyonu Terasaki hiicre kiiltiir
kaplart kullanilarak ve EPDA metoduna gore 1,46x10% pfu/ml olarak belirlendi.
Konsantrasyonu belirlenmis olan virlis slispansiyonu, c¢alismanin ilerleyen

basamaklarinda kullanilmak tizere 4 °C’de muhafaza edildi.

3.8.4. amv248’in AMEV Genomundan Silindigini Dogrulama

Rekombinant AmAgt/gfp viriisiin ingasindan sonra, homolog rekombinasyon
sayesinde genomdaki delesyonun istenen sirada meydana gelip gelmediginin belirlenmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in, hem yaban tip AMEV’den hem de AmAgt/gfp’den genomik
DNA izolasyonu yapildi. Flde edilen DNA’lar kalip olarak kullanilmak tizere, PCR
reaksiyonu uygulandi. Reaksiyonlar sonucunda, yaban tip AMEV DNA’s1yla 1518 bg¢’lik
bir sira ¢ogaltirken AmAgt/gfp virtis DNA’siyla 1737 bg’lik bir sira ¢ogaltildi. Ayrica,
AmAgt/gfp’den yapilan PCR firiiniinde, AMEV’den gelen bandin agirligina uyan ve
kontaminasyon anlamina gelecek herhangi bir bant goriilmedi. Bu da, rekombinant viriisiin
(AmAgt/gfp) yaban tip viriisten (AMEV) arindirilmis olarak saflagtirilmis oldugunu
gosterdi (Sekil 50).
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Marker Amagt/gfp AMEV

<«— 1737 bg
<+— 1518 b¢

Sekil 50. Plak deneyi ile saflagtirilan rekombinant viriisiin
dogrulanmasi.

Jelde olusan iki PCR bandi (AMEV ve AmAgt/gfp viriislerine ait) klonland1 ve DNA
dizi analizleri gerceklestirildi. Analiz sonucunda, AMEV kalibindan elde edilen PCR
riiniiniin AMEV ile ve AmAgt/gfp kalibindan elde edilen PCR f{irlintiniin Sekil 51°deki
ongoriilen AmAgt/gfp sirayla %100 uyumlu oldugu belirlendi (Sekil 51). Boylece, yaban
tip AMEV genomundan amv248 kodlu genin c¢ikarildigi ve ¢ikarilan genin yerine,
sferoidin promotoru altinda gfp geni tasiyan DNA parcasimnin eklendigi, siipheye yer
birakmayacak sekilde dogrulanmis oldu.
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204241 ttataacatt atatcattta tttctagtga ttttgtatta tgtaaagata aatgcctaat

204301 atatattaaa aaaaaatata attccatcaa agaattaaaa aaacaaaaga aaaaaagtgg

204361 tgaagtagca tatatatata aaaataataa atatataatt tatattatta ttgcagatta

204421 tatagaaagt aaagtaaata tattaaatat tctaagagca ttggataatt taaaaattat

204481 tttagaaaaa ttaaaaataa ctgatattat gacttctaga tcacatattg aagatgtgta

204541 cgaaactgat aaattatata aatatttaag agagataatg ccagaagaat taaatttata

204601 tttattatta tagtttatgt atgaaaaaaa atgactatga taacaaatga acgaagataa

204661 ttatataatt ttggcaacaa tcgtaacatt tatatacatt attgaatgca tgattaaagt

204721 tatgtattta ttattagttt ttatatataa tatgtataga attgttatac aagttataca

204781 agttatacat ataacttaat ataattatat taatattatt ataataaata tggaaaatta

204841 tcatattatt atattaacaa ttaaaagaaa | ttctgacagGGATCC
CGAATCACTAGTGAATTC Cactagtgatgcatcgattaattaaaattc TCACTTGTACAGCTCgtccatg
ccatgtgtgatcccagcageggtcacaaactccagcaggaccatgtggtctctcttttcgttgggatcetttagacagggcagactgg
gtggacaggtaatggttgtctgggaggageacagggecgtegecgattggagtgtictgttgataatggtcggecagetgecacgg
atccatcctcaatgttgtgtctgatcttgaagttgaccttgatgecattcttttgctigtcggccatgatgtacacattgtgggagttatagt
tgtattccagettgtggccgagaatgtttccatcctecttaaagtcaatgeccttcagetcgattctattcaccagggtgtcaccttcgaa
cttgacttcagcgegggtcttgtagttccegtcatctttgaaaaagatggttctctcctgeacatagecctegggeatggegetcettga
aaaagtcatgctgcttcatatggtctgggtatctggaaaagecactgecacgecataggtcagggtagtgaccagtgttggecatggea
cagggagctticcagtggtgcagatgaatttcagggtgagctttccgtatgtggcatcaccttcacectctccgetgacagaaaattt
gtgcccattcacatcgecatccagttccacgagaattgggaccacgecagtgaacagttectegececttgetectgecageecgggg
gatccgttgctaaaggtacgttactcatttattattattaatatataaaaaataaaaagtcctittagataaaatatatataaaaattatgatt
gatattataataatattataatgtatttatgatgtattggccatcaataatcttaataatctacaat CGTTAGATGTTTCGAC
AGTAgagctctcgatgcaatc GAATTcGATTCCCaagcttgtag tagatgttgc

205681 ggagaatgca aaaaaataat tatatgataa atgatattat tgttttttgt tgtatatttt

205741 tttattgtga ttgttaatat tatattttat agtattttaa atagattata tttagataaa

205801 ttaatttttg aaaatgcaaa aaatcaatta agaactaccg taagttgtat aaatgatcat

205861 tggtttgttg ttcgaagaaa tacaagattt ttagatttat tagctgttaa aagagattca

205921 gaatatttaa attgtaatac taatccaata tccagtgata tattagaatc gtgtggttta

205981 aatggtagat ttaataatag atcagaatat tgttcacaag ctttgttaga attaatgttt

206041 actttataaa aaattttatg aaattttata caaattatgg ataggtattt tatatttatg

206101 tattgtatta aatatggatg ttaatatttc agaatatgtt gacatgagtg gttataaaaa

206161 aataataaca cataacaatg aatttaaatt gagaaagtat tcttcatcag atgatataga

206221 taaagcacta atacttaata atttaattaa atcattatca tcacacacat atataagtat

206281 tatagatatt aatgaacaaa aatcacaaga taataattca aatatatgta agaataaatg

206341 caatatatgc tgtaaaaaaa ataacattaa aaaaaatcaa aacataataa aacgtetttt

Sekil 51. Rekombinant virlise transfer edilen bdlgenin DNA dizisi. Ag¢ik gri siralar gfp
genini; alt1 noktali ¢izili olan kisimlar AMV248upfw ileri ve AMV248uprv geri
primerlerini; alti  kesik ¢izgili olan kisimlar AMV248downfw ileri ve
AMV248downrv geri primerlerini; alt1 ¢izili olan atg bazlar1 baslangi¢c kodonunu,
taa bazlar1 stop kodonunu gostermektedir. GFP proteininin iiretimi, amv248’e ait
olan ilk ATG’den degil, gfp genine ait ikinci ATG’den, sferoidin promotoru
sayesinde gerceklesir.
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3.9. Rekombinant Viriisiin (AmAgt/gfp) Replikasyon Ozellikleri

3.9.1. Rekombinant Viriisiin (AmAgt/gfp) DNA Replikasyonu

Rekombinant viriistin DNA replikasyonu, slot-blot Hibridizasyonu yontemi ve DIG
High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Kat No: 11 745 832 910)
ile isaretli prob kullanilarak belirlendi. Replikasyon isleminde, AmAsph/gfp karsilastirma
yapmak i¢in kullanildi. Bu ylizden, hibridizasyon islemi i¢in, iki tip viriis i¢in de gegerli
olan prob secildi. Her bir viriisten, 0, 6, 12, 24, 36, 48 ve 72. saatlerde alinan hiicre lizati
ornekleri membrana emdirildi. Membrandaki DNA’larin, hibridizasyon firininda, isaretli
prob ile hibridizasyonu saglandi. Membranin renklendirme islemi tamamlandiktan sonra,
slot-blot hibridizasyonundan elde edilen sonuglar kaydedildi.

Sonuclara gére, hem AmAsph/gfp’de hem de glikozil transferaz geni bakimindan
kusurlu AmAgt/gfp’de, viral DNA replikasyonu ilk olarak enfeksiyondan sonra 12. saatte
goriilmeye basladi ve 72. saatte de devam etti (Sekil 52). Buna gore, AmAgt/gfp’de
AmAsph/gfp’ye gore DNA replikasyon zamaninda bir degisiklik olmadig: belirlendi.

0 6 12 24 36 48 72 K

AmAsph/gfp Negatif K
AmAgt/gfp | Pozitif K
Sekil 52. Rekombinant viriis ile kontrol virlis DNA replikasyonlarinin

karsilagtirilmasi. Rekombinant AmAgt/gfp’nin DNA replikasyonu,
slot-blot hibridizasyonu yontemi kullanilarak, AmAsph/gfp ile
karsilastirildi.

3.9.2. Rekombinant Viriisiin (AmAgt/gfp) Enfektivitesi

Virlis enfektivitesinin belirlenmesi, virlis konsantrasyonunun AmAsph/gfp virlise
gore kiyaslanmasi ile gerceklestirildi. Hem AmAsph/gfp (sph geni yerinde gfp geni iceren
rekombinant viris) hem de AmAgt/gfp ile enfekte edilen Ld652 hiicrelerinden,
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enfeksiyondan sonra 0, 6, 12, 18, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde viriis siispansiyonu elde edildi.
Elde edilen siispansiyonlarin konsantrasyonlari, EPDA deneyi ile belirlendi. Deneyler, ii¢
tekrar olarak yapildi ve olusan ortalama degerler kullanilarak grafik hazirlandi. Elde edilen
degerlere SPSS independent-sample T analizi uygulandi. Bu sonuglara gére rekombinant

viriis enfeksiyonunda 6nemli bir degisme olmadigi belirlendi (Sekil 53).
1,00E+08
1,00E+07 /ﬁ;
1,00E+06 /

1,00E+05 ¥

1,00E+04 —— AmAgt/gfp
1,00E+03 —o— AmAsph/gfp
1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Sekil 53.Rekombinant viriis ve kontrol viriisiin enfektivitesinin karsilastirilmasi.

3.9.3. Rekombinant Viriisiin (AmAgt/gfp) Protein Profili

amv248 geninin AMEV genomundan silinmesi sonrasi yapilan deneylerde viriisiin
DNA replikasyonunun kontrol viriis ile farklilik gostermeyisi, ayn1 zamanda viriislerin
halen enfektif olmasi bir takim yeniden diizenlemeler sonucu bazi gen ve gen {irlinlerinin
miktarinda degisiklikler olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu amagla rekombinant viriis ile
AmAsph/gfp viriis protein icerikleri bakimindan karsilagtirilmistir.

SDS-PAGE sonrast olusan protein profili goriintiilenmesi amaciyla jel giimis
boyamaya tabi tutulmus ve ardindan fotograflanmistir (Sekil 54). Elde edilen protein
profilleri incelendiginde temel olarak bant profillerinin benzerlik gosterdigi, fakat bazi

bantlarin yogunluklarinda degisiklikler oldugu goriilmektedir.
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AmAsph/gfp  AmAgt/gfp

Sekil 54. Rekombinant viriis ile kontrol viriisiin protein
profillerinin karsilastirilmasi.

3.9.4. Rekombinant Viriisiin (AmAgt/gfp) Transkripsiyonel Analizi

Rekombinant virlis ile yaban tip AMEV viral glikozil transferaz (amv248), gfp,
sferoidin (sph), amv217 genleri ve referans gen olarak GAPDH geni kullanilarak
transkripsiyonel seviyede karsilastirildi. Bu amagcla iiretilmis olan AmAgt/gfp viriis ile
yaban tip virlisten RNA izolasyonu yapildi, bu RNA’lar kalip olarak kullanilarak cDNA
iretilip qPCR metodu uygulandi ve elde edilen gen transkripsiyon grafigi Sekil 55°de,
kantitatif degisim ise Tablo 9’da gosterildi.
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Sekil 55. Rekombinant viriis ile yaban tip viriisiin transkripsiyonlarinin
karsilastirilmast. 217: amv217, 248: amv248, GFP: rekombinant viriise
eklenmis olan gfp genini belirtmektedir.
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Tablo 9. Rekombinant viriis ve yaban tip viriisiin qPCR analizi ile

karsilastirilmast.
- Regiilasyon Kf)ntrole
Hedef Gen Virlis (Degisim) gore
degisim
amv217 AmAgt/gfp 4,08576 Artig
amv217 Wt AMEV 1,00000 Sabit
amv248 AmAgt/gfp -2598,77373 Azalim
amv248 Wt AMEV 1,00000 Sabit
gapdh AmAgt/gfp - Sabit
gapdh Wt AMEV - Sabit
g/ AmAgt/gfp 539,89867 Artig
gfp Wt AMEV 1,00000 Sabit
sferoidin AmAgt/gfp 3,86237 Sabit
sferoidin Wt AMEV 1,00000 Sabit

Elde edilen bulgular beklenildigi lizere olusturulan rekombinant viriisiin amv248 gen
ifade seviyesinde yaban tip virlise oranla yliksek miktarda azalim oldugunu (2598 kat);
ayn1 zamanda amv248 geni yerine genoma eklenmis olan gfp gen ifade seviyesinde ise
ciddi bir artis oldugunu (540 kat) gostermektedir. Kontrol amaciyla deney grubuna eklenen
sferoidin gen ifade seviyesinin ise her iki viriis kiyaslandiginda anlamli bir fark
olusturmadig1 fakat membran proteini kodladig: bilinen amv217 gen ifade seviyesinde ise

yaban tip viriise oranla rekombinant viriiste anlamli (4 kat) bir artis oldugu goriilmektedir.



4. TARTISMA

Poksviriisler oldukca genis bir viriis gurubu olup insandan bocege kadar cesitli
organizmalar1 enfekte edip hastalanmalarina hatta oliimlerine sebep olurlar. Insanlarda
cicek hastaliina sebep olan variola viriisii asirlarca biiylik felaketlere sebep olmustur.
Ancak bu viriise kars1 gelistirilen asilarla, hastaligin yeryiiziinden elimine edildigi Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan bildirilmis ve bdylece cicek hastaligina karsi asilama
1980 yil1 itibariyle sona ermistir. Bununla birlikte, ciddi bir biyoterérizim materyali, gen
ifade ve transfer vektorii ve viriis-konak etkilesim mekanizmalarinin anlasilmasi ig¢in
onemli bir model olmalarindan dolay1 poksviriisler lizerinde halen daha yogun arastirmalar
stirdiiriilmektedir.

Boceklerde enfeksiyon olusturan poksvirlisler (entomopoksviriisler) diger
poksviriislerde oldugu gibi diinyanin pekcok yerinde flizerinde Onemli c¢aligmalarin
yiiriitiildigli bir viriis grubudur (Thézé vd., 2013; Muratoglu vd., 2016; Nakai vd., 2016).
Gen ifade ve gen transfer vektorii olma potansiyelinin yanisira tarim ve ormanlarda énemli
kayiplara sebep olan zararli bdoceklerin kontrollerinde ©onemli bir materyal olarak
kullanilma potansiyeline sahiptirler. Bu potansiyellerinden dolayr entomopoksviriislerin
onemli bir tip tiirii olan Amsacta moorei entomopoxvirus (AMEV) {lizerinde yogun
caligsmalar siirdiiriilmektedir. Viriisiin konak seciciligini ve enfeksiyonun nasil basladigini
anlayabilmek ve amaca uygun olarak degistirebilmek icin enfeksiyonunun baslamasinda
rol alan proteinlerin neler oldugunun anlagilmasi biiyiikk 6nem tagimaktadir. Daha once
yapilan AMEV’in DNA dizi ¢alismalarinda, amv248 agik okuma zincirinin vaksinya viriis
h3l geni homologu oldugu ileri siiriilmiistiir (Bawden vd., 2000). Boylece, bu tez
calismasinda /43! geni hakkinda bilinenlerden yola ¢ikarak AMV248 acik okuma zincirinin
molekiiler yapisinin ve virlis replikasyonundaki roliiniin aydinlatilmasina yonelik
arastirmalar gerceklestirilmistir.

Viriislerin hiicreye giris mekanizmalari incelendiginde ilk adimin viral proteinlerin
konak hiicre yiizey glikozaminoglikanlarina (GAG) ya da diger cesitli reseptorlere
tutunmasi oldugu goriilmektedir. Yapilan calismalarda hedeflenen GAG’larin hiicre tipine,
virlis ¢esidine ve deneysel caligmalara gore farklilik gosterdigi ileri siiriilmektedir (Moss
2016). Poksviriislerin hiicreye girisi incelendiginde temel olarak vaksinya viriisler (VACV)

model organizma olarak oOne c¢ikmaktadir. VACV tutunma proteinlerinden H3 ve
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A27’nin hiicresel GAG’lardan heparan siilfat, D8 proteininin ise kondroitin siilfat ile
baglandig1 ayn1 zamanda antikorlarca hedeflenebildikleri belirlenmistir. Bir diger tutunma
proteini olan A26’nin ise ekstraseliiler matriks proteini laminin ile etkilestigi gosterilmistir
(Schmidt vd., 2012; Moss 2012). Ayrica VACV’de dort farkli tutunma proteini
bulunmasina ragmen bu tutunma proteinlerinden sadece bir tanesinin (H3) tiim
poksviriisler arasinda korunmus oldugu belirtilmistir (Moss 2012). Literatiirde
entomopoksviriis tutunma proteinleri ile su ana kadar yapilan bir c¢alismaya
rastlanamamustir.

Amsacta moorei entomopoxvirus (AMEV) genomunda H3 protein ortologu bu tezin
konusu olan amv248 kodlu agik okuma zinciri tarafindan kodlanmaktadir. Bawden vd.,
(2000) bu ORF’nin bir muhtemel glikozil transferaz genini kodladigini belirtmistir.

AMV248 proteininin tahmini pl noktas1 8,97 olarak goriilmektedir (ExPASy
Bioinformatics Resource Portal http://web.expasy.org/cgi-
bin/compute_pi/pi_tool1 7Q9EMFS). Ayni zamanda hiicresel GAG’larin biiyilk negatif
yiikli polisakkaritlerden olustugu belirtilmistir (Salvador vd., 2013). GAG tutunma
motiflerininde bazik bolgeler icerdigi goz oniline alindiginda viral enfeksiyon sirasinda
hiicresel GAG’lar ile AMV248 proteini arasinda uygun bir etkilesimden s6z etmek
miimkiindiir. Bu sayede AMEV’in hiicreye ilk tutunmasi ve fiizyon kompleksinin olusumu
icin ilk adimin saglandig: diistiniilmektedir.

AMV248’in dizi analizi yapildiginda intraseliiler olgun viriyon (IMV) membran
proteinlerine ve glikozil transferazlara benzeyen farkli iki korunmus bolge igerdigi
goriilmektedir (Sekil 26). O’Reilly ve Miller (1989) Autographa californica multiply
embedded nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) ile yaptiklart bir calismada, iiretilen
ekdisteroid UDP-glukoz transferaz (EGT) adi1 verilen bir proteinin hiicresel ekdisteroid
hormon miktarinda degisimlere yol acarak bodcegin instarlar arasi gegisini ve pupaya
girisinin  Onlendigini gostermislerdir. 2016 yilinda H3 proteininin 3 boyutlu yapisi
olusturulmus ve ayni zamanda UDP-glukoza baglanan glikozil transferaz bolge icerdigi
belirtilmistir (Singh vd., 2016). Yine 2016 yilinda entomopoksviriisler ile yapilan bir
calismada (Nakai vd., 2016) Mythimna separata larvalarinda entomopoksviriis
enfeksiyonu sonucunda jiivenil hormon ve ekdisteroid seviyelerinde degisimler oldugu
gosterilmistir. Biitin  bu veriler AMV248 proteininin entomopoksviriislerde bu
degisikliklerden sorumlu olabilecegini diisiindliirmektedir. Ancak, literatiir taramalarinda

entomopoksviriis glikozil transferazlari ile yapilan bir calismaya rastlanmamastir.
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Vaksinya viriis (VACV) genleri transkripsiyonel olarak erken, ara ve ge¢ olmak
tizere Ui¢ farkl sinifta ifade edilmektedirler. Buna ragmen Bawden ve arkadaslari (2000)
AMEV tiim genom dizi analizini yaptiklar1 calismalarinda AMEV genlerini erken ve ge¢
olmak iizere iki ana gruba ayrmustir. Ancak, 2014 yilinda Ozsahin ve arkadaslari
tarafindan AMEV lipaz geninin (amvi33) transkripsiyonel analizi yapilmis ve bu genin
DNA sentez inhibitorii (sitozin 3-D-arabinofuranosit, Ara-C) varlifinda transkriptlenmeye
devam etmesine ragmen, protein sentez inhibitorii olan siklohekzimit (CHX) varliginda
transkriptlenemedigi belirlenmistir. Boylece, lipaz geninin ara gen smifina ait oldugu ileri
striilmistiir (Ozsahin vd., 2014). Bu sonu¢, AMEV’de de transkripsiyonun 3 farkli grup
altinda ifade edildigini ortaya c¢ikarmigtir. Bu calismada molekiiler o6zellikleri
aydinlatilmaya calisilan amv248’in, lipaz genine benzer olarak DNA sentez inhibitorii
varliginda transkriptlenip protein sentez inhibitorii varlifinda ise transkriptlenmemesi bu
genin de ara gen sinifina ait oldugunu ortaya koymustur (Sekil 18). Vaksinya viriis
(VACV) ara ve geg¢ genlerinin ifadeleri lizerine yapilan bir ¢alismada H3L proteinini
kodlayan genin de ara gen oldugu belirtilmistir (Yang vd., 2011).

amv133 ve amv248 genlerinin transkripsiyon baglangi¢ bolgesine gore -21 ila -82 baz
arasindaki bolgede (T/A)3AT(T/A)TATT(T/A), dizisini igermeleri (Ozsahin vd., 2014)
her iki genin de ayni sinifa dahil olabilecegini gostermektedir. Boylece belirtilen motifin
AMEV ara gen sinifi i¢in korunmus olabilecegi diistiniilmektedir.

Ayrica amv248 gen transkripsiyonunun enfeksiyonu takiben 3 ila 6 saatler arasinda
bagladig1 ve 24. saate kadar artarak devam ettigi tespit edilmistir (Sekil 16). Bu durum bir
baska ara gen olan amvi33 ile karsilagtirildiginda iki genin de transkripsiyonlarinin ayni
zaman araliginda basladigini ve artarak devam ettigini géstermektedir. Boylece, bu ve daha
once yapilan ¢alismalardan, AMEV’in gen ifadesinin, vaksinya virlislerinde oldugu gibi
erken, ara ve ge¢ gen ifade siniflarina ayrildigi, ara sinifa ait genlerin ortak bir korunmus
diziye sahip oldugu ve transkripsiyonlarinin enfeksiyondan sonra 3-6. saatler arasinda
baslayip 24. saate kadar artarak devam ettigi ortaya konulmus oldu.

amv248 geninin transkripsiyon baslangi¢c ve bitis noktalari, 5°/3° RACE analiziyle
belirlendi. 5° RACE analizine gore, transkripsiyon baslangic bdlgesinin 126 bazdan
olustugu belirlendi (Sekil 21). AMEV ara gen siifina ait diger liye amv133 incelendiginde
bu genin transkripsiyon baglangicinin -77 oldugu goriilmektedir. AMEV genomunda 5’
UTR bolgesi belirlenmis bir diger gen ise erken bir protein kodlayan protein kinaz genidir

(pk). Bu genin 5° UTR bolgesinin 54 bazdan olustugu belirtilmistir (Muratoglu vd., 2010).



95

Yang vd., tarafindan bir ¢alismada vaksinya viriis ara genlerinin ise 5° UTR bdlgesinin 0-
97 niikleotid arasinda degistigi belirtilmistir. Ayrica amvi33 icin 3> UTR bolgesi
belirlenememisken (yaymlanmamis bilgi), protein kinaz geninin ise 32 ve 22 niikleotidlik
iki 3> UTR bolgesi icerdigi gosterilmistir (Muratoglu vd., 2010). AMV248 geninin 3° UTR
bolgesinin ise 50-84 niikleotit uzunlugu araliginda oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar hedef
gen olan amv248’in yukar1 ve asag1 translasyona ugramayan bolgelerinin sirasiyla 126 ve
50-84 niikleotid boyutunda oldugunu gostermistir.

Biitiin bu bilgiler 15183iInda amv248 geninin transkripsiyonu ve klonlama ve gen
ifadesi calismalarinda gerekli olan genin yapis1 hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmis oldu.
Bunun yanisira, AMEV genlerinin ¢ok azinda calisilmis olmasindan dolayr genin
transkripsiyonunun baslama ve bitis yerleri (5> UTR) ile translasyonunun baslama ve bitis
yerleri (3> UTR) arasindaki niikleotit sayis1 ve motiflerinde énemli bir benzerlikten sz
edilemeyecegi goriilmiis oldu.

Proteinlerin 3 boyutlu yapisinin bilinmesi etkilesebilecegi diger proteinler veya daha
kiigiik molekiillerin belirlenmesi icin biliylik 6nem tasimaktadir. Singh ve arkadaslari
(2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada vaksinya viriis H3 proteininin 3 boyutlu yapisi
belirlenmis, heparan siilfat ve UDP-glukoz ile baglandigi gosterilmistir. Bu tez kapsaminda
yiriitiilen caligmalarda AMV248 proteininin 3 boyutlu yapist H3 proteini kalip olarak
kullanilarak cizilmistir (Sekil 29). AMV248 proteini ve hiicresel GAG’larin etkilesim
simiilasyonu otomatize docking server kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 31A).
AMV248’in heparin ile in silico ortamda baglanabilece8i goOsterilmistir. Bu bilgiler
AMV248’in viral enfeksiyon i¢in gerekli ve dnemli bir protein oldugunu gostermektedir.

AMV248 proteininin dizi analizleri sonucunda glikozaminoglikan baglanma
motiflerinin ikincil ya da li¢linciil yapilarda goriilebilecegi 6ngoriilmiistiir. Yapilan docking
analizleri sonucu AMV248 proteini ile heparin molekiilii arasinda lizin (90) aminoasiti ile
Wander vaals etkilesimi, asparajin (141) aminoasiti ile konvensiyonel hidrojen bag ve
lizin (144) aminoasiti ile heparin molekiilii arasinda iyonik ¢ekim giicli sonucu etkilesim
olustugu ve bu bolgelerden baglandigi goriilmektedir (Sekil 31B). Bu aminoasitler
incelendiginde lizin aminoasitinin bazik asparajinin ise polar yiliksliz aminoasit oldugu
XBBBX motifinin BBB bolgesini bu aminoasitlerin olusturabilecegi goriilmektedir. Bu
bilgiler 3 boyutlu yapinin insaasi sirasinda GAG baglanma motiflerinin olusabilecegi
Onerisini Oonemli Olgiide desteklemektedir. Ayrica Xie ve arkadaglart (2002) yapmis

olduklar1 ¢alismada elde edilen sonuglara paralel olarak adeno-associated viriis serotip
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2’nin sahip oldugu heparan siilfat baglanma bolgesinin 4 arjinin ve 1 lizin
aminoasitlerinden olusan bir pozitif yiiklii yiizeyden olustugunu onermislerdir (Xie vd.,
2002). Boylece, biyoinformatik araclar kullanilarak AMV248’in  GAG’lara nasil
baglandig ilk defa bu ¢alismada modellenmis oldu.

In silico baglanma testlerinden elde edilen verileri takiben, amv248 genine ait protein
(AMV248) Bac-to-Bac bakiiloviriis vektor sistemi (BVS) kullanilarak iiretildi (Sekil 37).
BVS bir¢ok yoniiyle dnemli avantajlara sahip olurken, bir bocek viriisii proteini olan
AMV248’in basta antijenik 06zelligi olmak iizere gerekli tiim translasyon sonrasi
degisikliklerinin ger¢eklesmesinin miimkiin oldugu 6nemli bir sistemdir (van Oers 2011).
Bu sistemde {iretilen rekombinant proteinin virlis yapisindaki antijenik ve fonksiyonel
ozelliklerini en 1iyi sekilde korumus oldugu kabul edilmektedir. Bdylece, iiretilen
rekombinant protein daha sonra proteine karsi antikor iiretmede ve in vitro heparin
baglanma deneylerinde kullanildi.

BVS’de iiretilen rekombinant AMV248 proteini kullanilarak viriis yapisinda olan bu
proteine karsi monoklonal antikor iiretimi hizmet alimiyla gerceklestirildi. Uretilen
antikorun rekombinant proteine ve viriise baglandigin1 western blot hibridizasyonu ile
gosterilmesi  (Sekil 40) bu antikorun immiinolojik ¢alismalarda virise karsi
kullanabilecegini gosterdi. Boylece ilk defa bu entomopoksviriise karst bir antikorun
iretimi bu ¢alismayla basarilmis oldu.

Su ana kadar AMV248’in entomopoksviriisler i¢cin korunmus tek tutunma proteini
oldugu bilinmektedir. VACV tutunma proteinleri ile yapilan ¢alismalarda bu proteinlerin
antikorlarca hedeflenebildikleri ve noétralizasyonlart sonucu viral enfeksiyonda
degisikliklere yol agilabildigi goriilmiistiir (Davies vd., 2005; Su vd., 2005; Su vd., 2007,
Nelson vd., 2008; Moss 2012). Bu ¢alisma kapsaminda olusturulan antikor daha sonra viral
stok ile enfeksiyon Oncesi inkiibasyona tabii tutuldu ve bu sayede immiin notralizasyon
gergeklestirilmis oldu. Farkli konsantrasyonlardaki antikorla muamele sonrasi enfeksiyon
miktarinda biiyiik oranda azalma oldugu tespit edildi (Sekil 39). Yiiksek miktarda antikor
kullanilmasiyla viriis iiretiminin tamamen engellendigi belirlendi. Bu durumun daha 6nce
VACYV ile yapilan ¢alismalarla ve AMV248 proteininin viral enfeksiyonda énemli bir rol
aldig1 varsayimina uyumlu oldugu goriilmektedir. Vaksinya viriis H3 proteininin viral
antiserum ile noétralizasyonu sonucu plak olusumunda %60’a varan azalma gorildigi
gosterilmigtir (Lin vd., 2000). AMV248’in antikor ile ndtralizasyonu icin yapilan

calismada da yavru viriis iretiminde %100’e varan azalma oldugu belirlenmistir.
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BVS’de iiretilen rekombinant AMV248 proteini heparin bagli boncuklar ile inkiibe
edildi, heparin boncuklara tutundugu tahmin edilen proteinler heparin boncuklardan
ayristirildiktan sonra western blot analizine tabi tutuldu. Sonug¢ olarak, membranda
AMV248’e ait band proteine 6zgli antikor ile belirlendiginden, bu proteinin heparine
baglanmis oldugu bdylece teyit edildi (Sekil 38). Bu sonuglar, viriise ait AMV248
proteininin konak hiicre yiizeylerinde de bulunan bir molekiil olan heparine basarili bir
bicimde baglanabilecegini gosterdi. Daha oOnce yapilan bircok ¢alismada viral
glikoziltransferazlarin hiicresel GAG’lar1 hedefledigi gosterilmistir (Chung vd., 1998; Lin
vd., 2000; Salvador vd., 2013; O’Hearn vd., 2015; Singh vd., 2016).

Rekombinant AMV248 proteinin heparine baglandigi goz oniline alindiginda,
AMEV’in kendisinin de heparine baglanabilecegi diisiincesi olustu. Viriisiin heparine
tutunma kapasitesini test etmek amaciyla viral stok heparin boncuklar ile inkiibe edilerek
daha sonra heparin boncuklardan geri kazanildi. GFP proteinine 6zgii antikor primer
antikor olarak kullanilarak western blot analizi yapildi ve virlislerin heparine in vitro
kosullarda baglandig1 gosterildi (Sekil 40). Viriisiin heparin ile baglanma gostermesi,
AMEV enfeksiyonu i¢in tutunma mekanizmasinda konak hiicre yiizeyindeki heparinlerin
gorev aldigim géstermektedir. Filoviriislerle yapilan bir ¢alismada 5 farkli viriistin heparin
bagli boncuklara baglandigi gosterilmistir (Salvador vd., 2013; O’Hearn vd., 2015). Elde
edilen bu sonuglarin tez c¢alismasinda elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu
goriinmektedir.

Hiicre yiizeylerinde bulunan glikozaminoglikanlar genel olarak hyaluronan,
heparin/heparan siilfat, kondroitin siilfat/dermatan siilfat ve keratan siilfat olmak tizere 4
aileye ayrilmaktadir (Kambhi vd., 2013). Hiicresel glikozaminoglikanlarin viral enfeksiyon
icin hedef olabildikleri bilinmektedir. Yapilan calismalarda bir¢ok hastalik yapict viriisiin
GAG’lar1 hedefleyerek enfeksiyonu baslattiklart gosterilmistir (Kamhi vd., 2013).
Coziinebilir GAG’lar1 hedefleyen proteinlerin doyurulmasi amaciyla viriisler ile pre-
inkiibasyona birakilmalari ve ardindan enfeksiyon miktarindaki degisiklikler ile
karsilagtirma  yapilmasina  literatiirde  sikca  rastlanilmaktadir.  Filoviriislerin
glikozaminoglikanlara baglandig1 gosterildigi bir ¢alismada, enfeksiyon yapilan viriislere
ve hedef hiicrelere gore enfeksiyonun inhibisyonunun farklilik gosterdigi belirlenmistir
(Salvador vd., 2013). Bununla birlikte, ¢6ziilebilir heparinin en diisiik konsantrasyonda bile
belirgin bir inhibisyona yol agtig1 bu tez calismasinda gosterilmistir. Yine herpesviriislerin

hiicresel GAG’lardan heparan siilfat1 hedefledigi bilinmektedir (Shieh ve Spear 1994).
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Vaksinya viriis enfeksiyonunun GAG’lar ile etkilesimi ile ilgili yapilan bir ¢calismada A27
proteininin heparan siilfata baglandig1 ve ayrica cowpox, rabbitpox, shope fibroma viriis ve
myxoma virlisiin heparan siilfata baglandig1 gosterilmistir (Chung vd., 1998). Ld652 bocek
hiicrelerinin yiizeyinde bu GAG’lardan hangilerinin bulundugu ve AMEV’niin bunlardan
hangisine ne dl¢iide baglandig1 konusunda literatiirde herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.
Bu calismada AMEV enfeksiyonunun tiim ¢6ziinebilir glikozaminoglikanlarin varliginda
diisiikk doz uygulamasinda dahi viriis iiretiminin biiylik oranda azalis gosterdigi belirlendi
(Sekil 41). Yine tez calismasina paralel olarak VACV ile yapilan bir calismada da
¢Oziinebilir heparin ve heparan siilfatin 50 pg/ml konsantrasyonda nétral pH kosullarinda
viral enfeksiyonu sirasiyla %90 ve %60 azalttig1 belirlenmistir (Bengali vd., 2009). Bu
veriler, AMEV’in yiizeyinde en azindan heparine baglanma proteinlerini icerdigi ve
viriisiin bu GAG’lar ile doyurulmasi sonucunda enfeksiyon baslatma kapasitesinin ortadan
kalktig1 gosterilmistir.

Dizi analizi sonuglarina géore AMEV genomundaki tek tutunma proteininin AMV?248
oldugu o6ne c¢ikmaktadir (Bawden vd., 2000; Moss 2012). Hiicresel GAG’larin enzimatik
olarak hiicre yiizeyinden uzaklastirilmasi sonucu enfeksiyonun inhibisyonu hem viral
enfeksiyonda GAG bagimli yolagin onemini belirlemek hem de alternatif yollarin olup
olmadiginin arastirilmasi bakimindan 6nemlidir. Filoviriisler ile yapilan bir ¢aligmada
(Salvador vd., 2013) sadece heparan siilfatlar1 ¢ikaran heparinaz III ve hem heparan siilfat
hem de heparinleri ¢ikaran heparinaz I enzimleri uygulanan hiicrelerin viriis tipine gore
farkl1 inhibisyon oranlarina sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu dogrultuda Ld652
hiicrelerinin yiizeyinden heparin ve heparan siilfatin heparinaz I ve III enzimleriyle
uzaklastirilmasinin  AMEV  replikasyonuna etkisi arastirildi. Elde edilen bulgular
incelendiginde AMEV enfeksiyonunun inhibisyon oraninin heparinaz [ ile hiicresel
GAG’lar1 ¢ikarilan hiicrelerde uygulanan enzim miktarina gore artis gosterdigi tespit edildi
(Sekil 42). Heparinaz III uygulamasi yapilan hiicrelerde ise enfeksiyon miktarinda azalig
goriilmedi (Sekil 43). Bu da Amsacta moorei entomopoxvirus enfeksiyonunun, hiicresel
GAG’lardan olan ve heparinaz I ile enzimatik olarak ¢ikarilabilen heparin ile etkilesim
sonucu basladig1 6nerisini dogrulamaktadir.

Elde edilen tiim bulgular incelendiginde AMV248 proteininin viral enfeksiyonda
onemli bir rol oynadig yiiriitiilen mevcut ¢alismalarla belirlenmistir. Ayrica AMEV’in ve
AMV248 proteininin antikorlarca hedeflenebilir oldugu gosterilmistir. AMV248

proteininin heparin ile baglanmasi hem in silico hem de in vitro ortamlarda test edilmis ve
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benzer sonuglar alinmistir. Hem ¢6ziinebilir GAG’lar varliginda hem de enzimatik yolla
GAG’lart ¢ikarilan hiicrelerin enfeksiyonu sonucu elde edilen bulgular AMEV
enfeksiyonunun heparin bagimli basladigini a¢ik¢a ortaya koymaktadir.

Bu asamaya kadar yiriitiilen calismalarda amv248 geninin AMEV’in Ld652
hiicrelerinde replikasyonun baslamasinda 6nemli rol oynadigi, bu roliinii hiicre yiizey
GAG’larindan olan heparine baglanarak baslattig1 sonucuna varilmistir. Ancak, AMV248
proteininden baska virlis protein(ler)inin herhangi birinin bu rolii iistlenip tstlenmedigi
hususunda literatiirde herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Bu durumu arastirmak igin
amv248 geninin genomdan silinmesi sonucunda viriis replikasyonunun ne boyutta
olabileceginin test edilmesi gerekirdi. Boylece, AMEV genomundan amv248 geni silinerek
yerine homolog rekombinasyonla gfp isaret geni dizisi eklenmis olan rekombinant viriis
(AmAgt/gfp) basarili bir sekilde olusturuldu (Sekil 47 — 49). Olusturulan viriis hem
mikroskobik olarak, hem de dizi analizi yapilarak ve qPCR metodu ile molekiiler olarak
dogrulandi. Olusturulan rekombinant virlisiin Ld652 hiicrelerini enfeksiyonu sonucu
tiretilen plaklarin morfolojilerinin kontrol viriis plak olusumuyla farkliliklar (daha kiigiik
plak) gosterdigi belirlendi. Elde edilen bu sonu¢ vaksinya H3L proteinini igermeyen
mutant virlis ile yapilan ¢alismada olusan plaklarin yaban tipten daha kiiciik boyutlu
oldugu verisi ile de benzerlik gostermektedir.

Olusturulan rekombinant virlisiin replikasyonunun arastirilmasi amaciyla tez
kapsaminda, enfekte Ld652 hiicrelerinde rekombinant viriisiin DNA replikasyonu, kontrol
viriis ile karsilastirildi. Bu calismada, AmAgt/gfp rekombinant viriisii ile kontrol viriis
(AmAsph/gfp) DNA replikasyonlarinin enfeksiyon sonrasi 12. saatte baslayip 72. saate
kadar devam ettigi ve iki virlis arasinda herhangi bir fark olmadig1 gosterildi (Sekil 52).
Boylece, amv248 geninin viriis genomundan silinmesinin virlis DNA replikasyonunda
herhangi bir azalmaya sebep olmadig1 goriildii.

Ayrica, rekombinant AmAgt/gfp viriisiin enfektivitesinin kontrol viriis (AmAsph/gfp)
ile karsilastirilmast yapildi. Bu sonuglar da kontrol viriis replikasyonu ile rekombinant
virlis replikasyonu arasinda 6nemli bir farkliligin olmadigini gosterdi (Sekil 53). Bu durum
AMEV enfeksiyonunda, viral tutunma i¢in AMV248 disinda baska protein veya
proteinlerin de gorevli olabilecegini diisiindiirmektedir. Vaksinya viriis (VACV) ile yapilan
caligmalarda enfeksiyonun H3, A27 ve D8’in GAG’lar ile tutunmasi sonucu basladigi
biliniyor olsa da bu proteinlerce tutunma viral enfeksiyon i¢cin mutlaka olmak zorunda

degildir. AMV248 proteinini igermeyen AMEV’in hala enfektif olmasina benzer olarak
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H3, A27 ve DS proteinlerinin genomdan silinmis olan mutant viriislerin de hala enfektif
olduklar1 rapor edilmistir (Carter vd., 2005; Moss 2006; Singh vd., 2016).

Ayni zamanda amv248 geninin genomdan silinmesinin protein profiline etkisini
arastirmak amaciyla iiretilen viral stoklardan (AmAsph/gfp ve AmAgt/gfp) esit miktarda
virlis SDS-PAGE elektroforezine tabii tutulmus ve ardindan olusan protein bant profilleri
giimiis boyama yapilarak karsilastirilmistir (Sekil 54). Elde edilen sonuglar protein
profillerinde birtakim farkliliklar olusmakla birlikte genel itibariyle kontrol virlis ve
AmAgt/gfp bant profillerinin benzer oldugunu gostermistir. Protein profillerinin daha
detayl arastirilmasi ile ortaya ¢ikan bu farkliliklarin belirlenebilecegi diisiintilmektedir.

Diger bir c¢aligmada ise, olusturulan rekombinant viriis ile yaban tip viriisiin
transkripsiyonel seviyede karsilastirilmast diisiiniildii. qPCR metoduyla bu amag
dogrultusunda yapilan deneyde, GAPDH geni (gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz)
referans olarak alinmis, rekombinant viriis olusumunun teyidi amaciyla glikozil transferaz
geni (amv248) ve gfp geni kontrol olarak deneye eklenmistir. Yaban tip viriiste glikozil
transferaz gen transkripsiyonu goriiliirken gfp geni eksik oldugu icin bu gene 0zgi
transkripte rastlanmamustir (Sekil 55). Ayrica, rekombinant viriiste ise glikozil transferaz
genine ait transkript gériilmemis buna karsin gfp gen lriinliniin varlig teyit edilmistir.
Sferoidin proteini ve miristilasyonlu membran proteini kodladig belirtilen amv217 geninin
transkripsiyonlar1 karsilagtirilmis sferoidin proteini i¢in viriisler arasi herhangi bir anlaml
fark bulunmaz iken rekombinant virlisiin transkripsiyon seviyesinin amv2l7 geninde
belirgin bir artis gosterdigi belirlenmistir (Sekil 55, Tablo 9). Bu durum, amv248’in
yanisira, amv217 geninin de tutunmada rol oynayabilecegini isaret etmektedir. Elde edilen
bu veriler, AmAgt/gfp’nin rekombinant yavru virlis miktarindaki degismenin olmamasi
AMEV enfeksiyonunda, viral tutunma icin AMV248 disinda baska protein veya
proteinlerin de gorevli olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

AMV217 proteini miristilasyonlu bir membran proteinidir ve ayn1 zamanda vaksinya
virlis ortologu L1 proteininin virlistin hiicreye giris mekanizmasinda rol aldig
bilinmektedir. L1 proteininin hiicre kiiltlirlinde viriis replikasyonu i¢in zorunlu oldugu ve
L1 ifadesinin bloklanmasi durumunda olgunlagmamis virionlarin birikimine yol agtig1 daha
onceki calismalarda belirtilmistir (Franke vd., 1990; Ravanello ve Hruby 1994). Buna
gore, AMV248 proteinin varliginda AMV217°nin kismen baskilanmakta oldugu, ancak
AMV248 yoklugunda bu baskilanma ortadan kalktig1 igin AMV217’nin viriyonlar1 basarilt
bir sekilde iireterek hiicre disina salmakta oldugu hipotezi gelistirilebilir. Bu hipotez,
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AmAgt/gfp’nin rekombinant yavru viriis miktarindaki 6nemli bir farkliligin olmamasini da
aciklamaktadir. Sonug¢ olarak, AMEV’e ait AMV248 proteininin viriisiin enfeksiyonun
baslamasi i¢in hiicre yilizeyinde bulunan heparine tutunmanin yanisira, viriis replikasyonu

sirasinda gergeklesen gen regiilasyonunda da gorev almis olabilecegi diistiniilmektedir.



5. SONUCLAR

Tez kapsaminda AMEV’in konak seciciliginde ve konak hiicreye tutunmasinda rol
oynadig1 ve viriis replikasyonun baslamasi i¢in zorunlu oldugu varsayilan bir yapisal
proteini kodladig1 diisiiniilen amv248 kodlu genin viriisiin konaga tutunmasindaki roliiniin
aydinlatilmast amaclanmistir. Bu amacla yapilan ¢alismalar neticesinde elde edilen

sonuglar asagida siralanmistir:

1) amv248 geninin yapisinin aydinlatilmasi amaciyla yapilan ¢alismalar sonucunda;

a) amv248 gen transkripsiyonu viral enfeksiyonu takiben 3. ve 6. saatler arasinda
baslayip enfeksiyonun ilerleyen saatlerinde de devam etmektedir.

b) amv248 geninin transkripsiyonunu protein sentez inhibitorii olan CHX
varliginda gerceklesmezken; DNA sentez inhibitorii olan Ara-C’nin varliginda
ise gerceklesmektedir ve amv248 ara (intermediate) gen sinifina aittir. Elde
edilen veriler AMEV ara gen sinifina ait iiyelerin (T/A)3;AT(T/A),TATT(T/A)>
korunmusg bolgesine sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

c) amv248 geninin 5’ translasyona wugramayan bolgesi (UTR) 126 baz
uzunlugundadir ve gen tranksripsiyonu AMEV genomunun 204704. sirasindaki
guanin bazi itibariyle baslamaktadir.

d) amv248 geninin 3’ translasyona ugramayan bolgesi (UTR) gen stop kodonundan
itibaren 50 — 84. bazlar arasina denk gelmektedir ve muhtemel transkripsiyon
sonlanma noktast AMEV genomundaki 205750 — 205784. sirasindaki bazlar

arasindadir.

Transkripsiyonel ¢aligmalar sonucunda amv248 geninin yapisi aydinlatilmis oldu, bu
bilgilerin daha 6nce ¢alisilmis amvi33 geni bilgileriyle uyumlu oldugu goriildii, boylece
virlistin ara genlerinin yapisal ve transkripsiyonel ozellikleri ve muhtemel korunmus

bolgeleri hakkinda genel bir sonuca varilmis oldu.

2) AMV248 ektodomeinini igeren 3 boyutlu protein yapisi olusturulmustur. Bu yap1 in
silico ortamda proteinin hiicre yiizey GAG’larindan heparin ile baglandigin1 gostermistir.

Bu baglanmanin GAG tutunma motifine (XBBBX) benzedigi, motifi ise AMV248’in 90.
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141. ve 144. sirada bulunan lizin, asparajin ve lizin aminoasitlerinin olusturdugu
gortilmektedir.

Bu caligmalar sonucunda diger viral tutunma proteinlerinde oldugu gibi pozitif yiiklii
(bazik) aminoasitlerden olusan, AMEV heparin baglanma motifi ilk kez calisilmis ve

belirlenmis oldu.

3) Rekombinant AMV248 protein olusturulmasi ve bu proteine 6zgii antikor iirettirilerek
virlisiin immiin ndtralizasyonunun saglanmasi amaciyla yapilan ¢aligmalar sonucunda;

a) AMV248 ektodomeinini iceren rekombinant AMV248 proteini bakiiloviriis
vektor sisteminde basariyla ifade edilerek 30 kDa’luk protein saflagtirildi ve
western blot analizi ile dogrulandi.

b) AMV248 proteinine oOzgii {iretilen antikor ile AmAsph/gfp virlisiin pre
inkiibasyonu sonucu en diisiik miktarda antikor iceren seyreltikte bile yavru
viriis iiretiminde belirgin bir diislis oldugu belirlendi.

Bu durum AMEV enfeksiyonunun AMV248 proteini hedeflenerek inhibe
edilebilecegini gostermektedir. Bu calismalar sonucunda VACV tutunma proteinlerinden
elde edilen sonuglara benzer olarak AMEV enfeksiyonunun viral tutunma proteini
hedeflenerek inhibe edilebilecegi gosterildi. Ayrica bu ¢alisma ile AMEV proteinlerine

kars1 antikor ilk kez iiretilmis oldu.

4) Virislerin hiicre ylizeylerine baglanma 6zellikleri arastirildi ve bu ¢aligmalarda;

a) Rekombinant AMV?248 proteininin hiicre ylizey matriks elemanlarindan heparin
ile baglandig1 heparin bagli boncuklar yardimiyla gosterildi.

b) AmAsph/gfp viriisiin hiicre ylizey matriks elemanlarindan heparin ile baglandigi
heparin bagli boncuklar ile etkilesim sonucu viriisiin tasidigi GFP proteinine
0zgli antikor yardimi ile western blot analizi ile gosterildi.

b) AmAsph/gfp virlis enfeksiyonunun ¢oziilebilir glikozaminoglikanlar varliginda
inhibe edildigi gosterildi. Bu amagla cesitli seyreltikler olarak hazirlanan
¢oziilebilir heparin, heparan siilfat, kondroitin siilfat A ve kondroitin siilfat B
virlis ile enfeksiyon Oncesi inkiibasyona birakilarak en diisiik seyreltikte dahi

viral enfeksiyonun inhibe edildigi belirlendi.
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c) AmAsph/gfp virlislerin enzimatik olarak yiizey GAG’lart ¢ikarilan hiicrelere
baglanma etkileri arastirildi. Sadece hiicre yiizeyindeki heparan stilfatlar1 kiran
heparinaz III ve hiicre ylizeyindeki hem heparan siilfatlar1 hem de heparin
molekiiliinii kiran heparinaz 1 enzimleri Ld652 hiicrelerine farkli seyreltikler
halinde ayr1 ayri uygulanmis ve heparinaz III muamelesi sonrasi viral
enfeksiyonun inhibe edilemedigi buna karsin heparinaz I muamelesi sonrasi ise
enfeksiyon miktarinda azalma oldugu tespit edilmistir.

Viral enfeksiyonlarin GAG’lar hedeflenerek baglatildigt bir ¢ok ¢alismada

gosterilmistir. Yine bu g¢alismada elde edilen bulgular sonucu AMEV enfeksiyonunun

hiicresel GAG’lardan heparin molekiilii ile tutunma ile basladig: ilk defa gosterilmis oldu.

5) Homolog rekombinasyonla glikozil transferaz geni (amv248) g¢ikartilmis rekombinant
virls olusturuldu. Bu ¢alismalar sonucunda;

a) Olusturulan rekombinant virlisiin (AmAgt/gfp) replikasyon ozellikleri ¢aligiimig
ve DNA replikasyonunun kontrol viriis (AmAsph/gfp) ile benzer olarak
enfeksiyonu takiben 12. saatte baslayip 72. saate kadar devam ettigi belirlenmistir.
Bu bilgiler rekombinant viriis ile kontrol viriisiin DNA replikasyonu bakimindan
farklarinin olmadigini gostermektedir.

b) Rekombinant viriisiin  enfektivitesi  kontrol  virlis (AmAsph/gfp) ile
karsilastirildiginda dnemli bir farkliligin olmadig belirlendi.

¢) Rekombinant viriisiin protein profili kontrol viriis (AmAsph/gfp) ile karsilastirildi
ve her iki viriislin benzer protein profiline sahip oldugu belirlendi.

d) Rekombinant viriis ile yaban tip viriis transkripsiyonel olarak karsilastirilarak
amv248 geninin rekombinant virliste transkribe edilmedigi, buna karsin yaban
tipte transkripsiyonu gerceklesmeyen gfp geninin transkribe oldugu goriildi.
Ayrica sferoidin gen (sph) transkripsiyonu her iki viriis i¢in fark olusturmazken;
amv217 geninin transkripsiyonunun rekombinant virliste 4 kat artis gosterdigi

belirlendi.

Bu sonuglar amv248 proteinin viriisiin hiicreye tutunmasi roliiniin yaninda gen
regiilasyonunda da rol oynayabilecegi ve hiicresel tutunmada AMV248 proteininin yanisira

baska protein(ler)in de gorev alabilecegi diisiincesini dogurdu.



6. ONERILER

Yapilan bu calismada, AMEV yapisinin ve enfeksiyon mekanizmasinin
aydinlatilmasi bakimindan 6nemli sonuglara varilmis olmanin yanisira, yeni aragtirmalarin
yapilmasina Onciiliik edebilecek bir takim soru ve Onerilerin ortaya ¢ikmasina imkan
saglamistir. Bu Oneriler kisaca asagidaki sekilde siralanmistir:

1) Yapilan bu c¢alismayla ve amvI33 geni ile yapilan ¢alisma sonucunda AMEV gen
ifadesinin 3 farkli sinifa ayrildigi ve ara genlerin (T/A);AT(T/A)TATT(T/A)> motifini
icerebilecekleri sonucuna varilmistir. Bodylece AMEV genomunda bulunan tiim genlerin
ifade siiflarinin ve bu siniflamaya yardimci olabilecek ortak dizilerin belirlenmesi viriisiin
replikasyon mekanizmasinin molekiiler seviyede anlasilmasi bakimindan literatiire 6nemli

katkilar saglayacaktir.

2) Bu c¢alismada olusturulan rekombinant viriistin (AmAgt/gfp) transkripsiyonel ve
enfeksiyonel Ozelliginin yaban tip virlis (AMEV) ile karsilagtirilmasi sonucu AMEV
genomunda birden fazla tutunma proteini olabilecegi sonucuna varilmistir. Rekombinant
viriiste amv217 geninin transkripsiyonunun artmasi, amv248 gibi membran baglanma
domeini ve mristilasyon bolgesi i¢cermesi ve heparine baglanma potansiyelinin olmast bu
geni alternatif viriis tutunma proteini olabilecegini gostermektedir. Bu yiizden amv217
geninin yapist ve fonksiyonu arastirilmasi viriis replikasyonunun erken basamaginin

anlasilmasina 6nemli katki saglayacaktir.

3) VACV h3 genini igermeyen viriisiin elektron mikroskopi caligmalari sonucunda
morfolojik farkliliklar belirlenmis, morfogeneziste rol alabilecegi One siiriilmiistiir.
Boylece AmAgt/gfp viriis yaban tip virlis ile elektron mikroskopi calismalariyla
karsilastirilmali ve  AMV248 proteininin AMEV  morfogenezisindeki olas1 roli

incelenmelidir.
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