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1. OZET
Bu ¢alismanin amaci siir vebasi (SV) viriisit RBOK ag1 susu matriks
(M) geninin klonlanmas: ve 6karyotik hiicrelerde agiklatiimasidir. Bu amagla, SV
RBOK ag1 susu ile infekte Vero hiicrelerinden toplam RNA elde edildi. Matriks
DNA amplikonlan tersine transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (TT-PZR)
ile olusturuldu. Matriks genine 6zgii primerler kullanilarak 1038 bazlik M geni
kodlama bolgesi c¢ogaltildi. Daha sonra, matriks geni pTOPO XL klonlama
vektoriinde klonland:. Matriks geninin varligi PZR-tarama (PZR-T) ve enzim
kesim deneyleriyle gosterildi. Elde edilen plasmid EcoRI ve Sall enzimleriyle
kesilerek M geni pCl-neo agiklama vektoriine yerlestirildi. pCI-neo Matrix
vektoriinde M geninin varligim teyit etmek amaciyla PZR-T ve enzim kesim
deneyleri yapildi. Olusturulan rekombinant plazmid, pCI-neo Matrix vektodri
olarak adlandirildi. Sonrasinda, rekombinant pCI-neo Matrix plazmidi Vero
hiicrelerine gegici olarak transfekte edildi. Matriks proteinin varlii Vestern
immunoblotlama ile gosterilerek Vero hiicrelerinin anti-M antikoruyla reaksiyona

giren 38 kDa’luk bir proteini agikladig gosterildi.
Anahtar Kelimeler: Sigir vebasi, matriks geni, klonlama, protein

aciklanmasi.



2. ABSTRACT

The aim of this study was to cloning and in eucaryotic cells to expression
of matrix (M) gene of RBOK vaccine strain of rinderpest virus (RPV). For this
purpose, total RNA was extracted from Vero cells infected with RBOK vaccine
strain of RPV. Matrix DNA amplicons were obtained with reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR). 1038 bases matrix coding gene region was
amplified by using spesific primers to the matrix gene. Then, the M gepe was
cloned into TOPO XL cloning vector. The presence of M gene was confirmed by
PCR screening and enzyme digestion assays. The recombinant plasmid was cut
with EcoRI and Sall enzymes to obtain the M gene. Then, the M gene was placed
into pCI-neo mammalian expression vector. So, the resulting recombinant plasmid
was named as pCI-neo Matrix. Afterwards, the pCl-neo Matrix vector was
transiently tranfected into Vero cells. The presence of the Matrix proteins was
showed by Western Immunoblotting assay demonstrating that Vero cells express a

38 kDa protein reacting with anti-M antibody.

Key words: Rinderpest, matrix gene, cloning, protein expression.



3.GIRIS

Sigir vebasi (SV) viriisii Dogu Afrika, Ortadogu ve Giiney Asya basta
olmak {izere diinyann birgok yerinde, evcil ve vahsi gevis getirenlerde ekonomik
yonden biiyiik kayiplara sebep olmaktadir (23, 86). Hastalik ilk kez 4. ylizyilda
tammilanmig ve 1711 yihnda Italya’da resmi kayitlara gegmistir. Bu hastabkla
miicadele icin 1762 yiinda, Fransa’mn Lyon kentinde veteriner fakiiltesi
kurulmugtur (96). Tiirkiye’de hastalik en sonuncusu 1991 yilmda olmak iizere, lic
biyiik salgma neden olmustur. Son gbriilen salgm, Dogu Anadolu bolgesinden
baglayarak birkag hafa igerisinde tiim {ilkeye yayimustir (47, 86, 96). Bununla
birlikte hastabk 1998 yilmda Rusya’da da bildirilmigtir (84). Diinya Gida Orgiitii
(DGO) tarafindan 2010 yilna kadar hastalim eradike edilmesi igin ¢aligmalar
planlamugtir  (100). Avrupa, Amerika Birlesik Devletleri, Yeni Zellanda ve
Avustralya’da goriilmemesine ragmen hastalk bu iilkeleri de tehdit etmektedir.
Herhangi bir salgmm ise bugiine kadar yapilan tim cabalar1 bosa ¢ikaracafi

agikardir (44).

Rekombinant DNA teknolojisinin 1970’k yillarda tanimlanmas: bir devrim
olarak nitelendirilmigtir. Rekombinant DNA teknolojisi gen lizerinde yapilmak
istenilen mitidahaleleri son derece kolaylagtrrmg ve bir ¢ok genin yapisal,
fonksiyonel dzelliginin ortaya ¢ikarimasmi saglamstir. Ayni zamanda istenilen
miktarda ve farkh Gzelliklere sahip proteinlerin iiretilmesine de olanak vermigtir.
Ayrica rekombinant DNA teknolofisi kullamlarak pox, herpes ve adeno virfislerin
vektor olarak kullanldigs viral agilar insan immun yetmezlifi, herpes virlis
infeksiyonlar ve SV hastaligmda bir umut olarak goriilmektedir. Pozitif sarmallt

RNA viriislerinden elde edilen genomik RNA  infeksiydz olarak



kullanifabilmesine kargm negatif sarmalli viriislerden elde edilen genomik
RNA’lar infektif degildir. Bu zorluk kurtarma sistemlerinin tanimlanmasi ile
agilmigtir. Boylece negatif sarmalli RNA viriislerin genomu hakkmda bilinmeyen
bir ¢ok soruyu cevaplayacak yeni bir metot olarak gdriilmektedir (10, 24, 28, 35).

Ingiltere Pirbight Hayvan Saghg: Enstitiisinde 15 dakika gibi kisa siirede
somug veren tam kitleri ve agili hayvanlarm, infekte hayvanlardan ayirt edilmesini
saglayan marker agiar geligtirilmigtir. Fransa’da ise pelet formunda agizdan
agilama icin ¢abalarm oldugu bildirilmigtir (26, 44, 100).

Giiniimiize kadar SV viriisti matriks (M) geni hakkinda az sayida ¢ahgma
yapilmugtir. Sigir vebasi viriisi RBOK agt susu ile agianan hayvanlarda M
proteinine karsi gelisen CD4" T hiicre cevabmnm, viriisiin niikleoprotein (NP),
fiizyon (F), hemaglutinin (H) proteinlerine kars1 gelisen CD4™ T hiicre ile aym
seviyede oldugu bildirilmistir (67). Kizamik ve kopek genglik hastahklarmda
tanimlanan persiste infeksiyonlar M geninin $nemini ortaya koymugtur (49). Sifir
vebasi viriisiiniin farelerin sinir sistemlerine yerlesebildigi deneysel ¢aligmalarla
ispatlanmugtr (39). Bu gibi sebeplerden dolayr SV virlisi M geninin infekte
hayvanlarm bagigiklik sisteminde, patojenitesinde ve virlis biyolojisinin de

oynadig1 roliin daha iyi anlagitmasi igin galigmalar devam etmektedir (11, 45, 67).

3.1. Sifir vebasi hastalifn

Tiirkiye’de SV virlisii halk arasinda gor, malkiran, sifularm salgmi olarak
bilinen Sliimciil hastahia sebep olmaktadir. Hastalik akut veya subakut seyreden
42°C’ye varan yiksek ateg, dig etleri, dil ve yanakta giddetli doku kaymplar,

gbzyas1 akmntisi, kanh ishal ve 16kopeni ile karakterizedir (23, 37, 45, 67, 81, 86).



Hastahgin morbiditesi % 100’¢ varmakla birlikte, yiiksek viriilense sahip
viriislerle infekte olan duyarh hayvanlarda mortalite % 100°diir. Baglica sigrr,
bufalo ve yaklarda hastalik olugmasma rafmen koyun, kegi ve vahgi ¢ift
tirnakhilarm da hastaliktan etkilenebilecegi bildirilmigtir (45, 101).

Diinya Gida Orgiitii ve Uluslararas: Salgin Komitesini (USK)’de igerisine
alan ilgili kuruluglar Dinya Sifir Vebast Organizasyonunu baglatrogtir (Global
Rinderpest Organization). Bu organizasyon Oncelikle SV hastalifinm ortaya
¢iktifn bblgelere gbre smflandrma yapnugtr. Boylece ii¢ biiyiikk bdlgesel
kampanya baglatilmugtir. Bunlar Afrika siir vebast kampanyas: (Pan African
Rinderpest Campaign: PARC) Bat1 Asya eradikasyon kampanyasi (West Asia
Rinderpest Eradication Campaign: WAREC) ve Giiney Asya eradikasyon
kampanyalaridir (86). Programda hastalikla miicadele igin belli bagh prensipler
ortaya konmugtur. Bunlardan Plowright RBOK ast sugundan iiretilen hiicre
kiiltlirti agilar1 kullaniimasi savagimda 6ne ¢ikomstir, Ast 1911 yimda izole edilen
orjinal SV viriisti virulent Kabete O sugunun birgok kez pasajlanmas: sonucu elde
edilmis olup, olduk¢a etkili ve giivenlidir (29). Kullandlan RBOK agilari immun
sistemi baskilamamaktadir, Fakat az miktarda bir 16kosit diigiigiine sebep oldugu
yapilan c¢abgmalarda bildirilmigtir. Agmin bagarisi sofuk zincirin tam olarak
saflanmasina  baghdwr., Sicak iklime sahip olan bdlgelerde agmmn
uygulanmasmdaki zorluklar bilinmektedir. Agilamanmn uygun goriildiigii tilkelerde
sifir varbgmm tamamm agilanmah, agth ve agisiz hayvanlarm birbirinden aywrt
edilebilmesi igin igaret konulmast kararlagtrilougtir. Agilama sonrasi ise
hayvanlarm bagigikhk durumlan enzim bagh immunosorbent deneyi (Enzyme

Linked Immunosorbent Assay, ELISA) gibi testlerle kontrol altinda tutulmasi



Onerilmektedir (86). Sifrr vebasi hastalifimin tamsinda ik olarak hasta
hayvanlardan elde edilen marazi maddelerle viriis izolasyonlar: yapilmugtir. Viriis
izolasyonlar1 g6z, burun ve erozyonlu bdlgelerden alman dokularla yada svaplarla
yapilmaktadir. Teshis amaciyla agar jel difiizyon ve lateks aggliitinasyon testleri
yillarca kullanilan tekniklerdir. Diinyamn birgok iilkesinde rekabet¢i ELISA, strip
testi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yiriirliikte kullamlan tam

yontemleridir (26, 38, 63).

3.2. Sigar vebas viriisiiniin genel dzellikleri

Mononegavirales siiper ailesinin, Paramyxoviridae ailesi paramyxovirinae
ve pneumovirinae alt aileleri olmak {izere iki gruba ayrimaktadir. Bu siiper aile
ise baglica Respiroviriis, Morbilliviriis, Rubulaviriis, Pneumoviriis, Filoviriis diye
bes cinse aynhr. Sigir vebasi hastah@ina yol agan etken Morbilliviriisler igerisinde
yer almaktadir (37, 57). Bu bes grup igerisinde morbilliviriis ve respiroviriislerin
daha yakimn iligkili oldugu gen ve protein analizi ¢aligmalan ile gosterilmistir. SV
viriistinlin, kizamik, kiiclik ruminat vebasi, kdpeklerin ve ay1 baliklarmm genglik
hastah@ viriisleri ile antijenik yakh@ vardir (37, 102).

Sigir vebas viriisii kiiresel bir morfolojiye sahip olup yaklagik 100-200 nm
capindadir. Virlis zarh bir yapida olup lizerinde 10-15 nm uzonlugunda igmnsal
cikintilar mevcuttur, Antijenik olarak tek serotiptir, fakat farkh virlilense sahip
farkli izolatlart mevcuttur. Viriis ¢evre sartlarina oldukg¢a duyarhdir ve tropikal

sartlar atinda birkag saat igerisinde ¢abukga inaktive olmaktadir (37,102 ).



3.3. Genom yapisi

Sigir vebas: viriisii RBOK agt susu 15882 niikleotid uzunlufunda negatif
anlamht RNA viriistidiir. Diger morbilliviriislerde oldugu gibi iist iiste gelmeyen
(non-overlapping) 6 gen bolgesi vardir. Bu genler 3' N-Fosfoprotein (P)-M-F-H-
Large (L) 5' seklinde dizilmigtir. Her bir gen kisa polimeraz baglanma bilgesi,
kapsidlenme sinyalleri, baglangic ve bitig kodonlar1 icermektedir (12). Ayrica her
genin mRNA’sma viral polimerazlar tarafindan eklenen poli A rezidileri
mevcuttur. Genler arasinda kodlama olmayan bblgelerde smir olugturan CTT iigli
niikleotidleri bulunmaktadir. Genom ilk 55 bazhk 8ncii dizilim (Leader Sequnce)
ile baglar (12, 57, 71). Ellibeginci ve 108’inci niikleotidler arasinda NP geninin
kodlama yapmayan mRNA dizilimini igerit ve 1747°nci niikleotidde NP geni
sonlamr (8, 78). Bu geni 1807. ve 3323(incii nilkleotidler arasmda kodlanan
fosfoprotein (P) geni takip eder. Fosfoprotein geni igerisinde V ve C genleri
mevcuttur. C proteinini kodlayan kisim 1750. ve 2283°iincii niikleotidler, V
proteinini kodlayan kisim ise 1728. ve 2626’nc1 niikleotidler arasmdadir (13).

Matriks geni 3405’inci niikleotidde baglaylp, 3438. ve 4445’inci
niikleotidler arasmmda M proteini kodlama b8lgesini bulundurur (11). Fiizyon geni
4868’inci niikleotidde baglamakta, 5458. ve 7098’inci niikleotidler arasmda ise
protein kodlama bdlgesini icermektedir. Filzyon geni kodlama yapimayan
bolgesinde 630 nilkleotid vardir (97). Boylelikle F geni en uzun kodlama
yapimayan bdlgeyi icermektedir ve yaklagk olarak bu genin % 27’si
kodlanmamaktadir. Matriks geninde ise 556 niikleotid protein kodlama bolgesi
digmda olup genin yaklagk % 38°ini olugturmaktadir, Kizamik, insan

parainfluenza 3 viriisii ve respirotoral sinsitiyal viriislerinin (RSV) kodlama



yapilmayan bolgelerinde onemli cis elementlerinin oldugu bilinmektedir (78).
Hemaglutinin geni 7259. ve 9088’inci niikleotidler arasindadir. Genomun en
blytik kismum temsil eden 6652 niikleotidlik bir bolgeyi kapsayan L geni, H
genini takip etmektedir. Genin 9222. ve 15773%Uncii niikleotidleri arasinda
kodlama yapan dizilim mevcut olup 15643. ve 15882°nci niikleotidler arasinda
(trailer sequence) dizilimini bulunmaktadir (8, 71, 98).

Biitin viral genomlarda bulunan cis-acting diizenleme dizilimleri viral
yasam dongusiniin strekliligi igin Onemlidir. Kizanmk virisii gibi diger birgok
paramiksoviriis de cis rol oynayan diizenleme dizilimlerinin genom replikasyonu,
paketlenme, mRNA sentezi, translasyon, editleme ve agamalarinda sahip olduklan
rol bilinmektedir. Morbilliviriislerin genomunun 3' ucundaki kodlama yapilmayan
yaklagik 107 mnikleotid iki farkh RNA sentezini baglatan promotor dizilimini
igermektedir. Bu bélge oncii okuma kontrol bolgesi (leader transcriptional control
region) diye tammianmgtir (71). Bolgelerden bir tanesi replikasyon igin genomun
bir ucundan diger ucuna kadar pozitif iplik dretir. Digeri ise uzama (elongation),
sonlandirma (termination) ve yeniden baglama (reinitation) transkripsiyon
bolgesidir. mRNA sentezi boyunca transkripsiyonun sonlandirlmasi ve yeniden
baglatiimasi her bir gen arasi bolgedeki korunmug dizilim sinyalleri tarafindan
yonetilir. Aym zamanda bu korunmug dizilimler poliadenilasyon sinyallerinden de
sorumhudur. Pozitif sarmialli genomun 3' ucunda sonlandirma bolgesi bulunur. Bu
bolge primer RNA polimeraz tamima bolgesi, G (N)s, B kutusu igermektedir.
Fosfoprotein geninin sistronlarindaki cis elementi bazn P transkriptlerine G
rezidiisii lave edilmesine izin verir ve translasyonal frameshift mekanizmas ile V

proteinin sentezini gergeklestirir (57, 71, 78).



Paramiksoviriisler 6zellikle kendileri gibi segmentsiz rhabdoviriislere
benzer genom organizasyona ve agiklanma mekanizmalarma sahiptir (57). Negatif
sarmalli viriislerin replikasyon yollari ise bir paramiksoviriis olan newcastle
virisii ile infekte hiicrelerdeki RNA sentezi ¢aligmalartyla bulunmustur, Her bir
paramiksoviriis geni infeksiyon boyunca farkh mRNA’lardan sentezlenmektedir.
Infeksiyon, H proteininin hiicredeki siyalik asit reseptdrlerine tutunmasi ve F
proteini yardim ile hiicre zarmi degigtirerck iceri girmesi ile baglar. Sifir vebast
virlisii baghica primer sifir hiicre kiiltiirii, Afrika Yesil Maymun Bobrek hiicresi
(Vero), lenfoblastoid hiicreler (B95a), sigir fibroblast hiicrelerinde tretilmistir
(58). Genetik materyal hiicre sitoplazmasinda serbest hale geger. Her gen
transkripsiyondan sonra ilgili proteinleri sentezlenmektedir. Bu arada negatif
sarmalh genomdan viriis iligkili RNA’ya bagli RNA polimeraz tarafindan tam
uzunlukta RNA sentezlenir ve negatif sarmalh RNA i¢in kalip olarak
kullamimaktadir. Genin 3' ve 5' ucu arasinda ki bdlgesi uzun urasil rezidiilerini
icermektedir. Bu rezidiiler genomik, antigenomik ve mRNA transkriptlerinin
sentezini biiylik Slgiide degistirmektedirler. RNA polimeraz iligkili I proteini ve
onun kofaktdrleri, P, viral RNA niikloproteinleri RNA protein kompleksi yada
riboniikleoprotein partikeli (RNP)’yi olugturur ve polimeraz aktivitesini saglarlar.
Polimeraz aktivitesi genin sonuna dogru azalr. Bagka bir deyigle, NP
transkriptleri alt ugtaki I gen transkriptlerinden daha fazla sentezlenmektedir.
Yeterli protein sentezi olduktan sonra replikasyon baglar. Matriks ve digier
glikolize olmamig proteinler degismis konak¢r zarma dogru tagmirlar. Konakgt

membranma H ve F proteinleri girerek, membranm kompozisyonunu degigtirirler.



Bu bolgenin altinda M, RNP birlesir ve tomurcuklanma yardimiyla yeni viriisier

serbest hale gecer (37, 41, 42, 57).

3.4. Hemagliitinin proteini

Sifir vebasi viriisinde viral zar baghca ii¢ proteinden olugmaktadir, Bu
viral proteinlerden iki tamesi glikoproteindir. Biitiin paramiksoviriislerde bu
glikoproteinler hiicre ylizeyine tutunmak igin aracilik ederler. Sifir vebas: viriisii
acik okuma bolgesinden 1827 niikleotidlik mRNA sifresi okunarak, 609 amino
asitten meydana gelen glikolize H proteini sentezletilir. Gikolize formdaki H
proteini 77000 daltonluk molekiiler agirlifa sahiptir (45, 57, 104).

Paramyxoviridae ailesine mensup viriislerde H proteini adlandirilirken
hemagliitinasyon ve nSrominidaz etkileri g6z 8niinde bulundurulmustur. Bu iki
Ozellifi birden tagiyorsa protein hemagliitinin ndrominidaz (HN), sadece
hemagliitinasyon ozelligi tagiyorsa (H), her iki Ozellifi de tagmuyor ise
glikoprotein (G) olarak adlandmimugtir (12, 57). Sifir vebas: viriisiiniin
hemagliitinasyon 6zellifi yoktur. Buna karsm, SV virlisine kargt olusan
antikorlar, kizamik virlisii tarafindan maymun eritrositlerinin hemagliitinasyonunu
engellemektedir (56). Sigir vebast ve kiigiik ruminant vebas: viriisleri H
proteininin sifir gene alti bezlerinden salgilanan musin tipl’ler {izerinde
nbrominidaz ~ etkisi = gOsterdigi  bildirilmigtir. =~ NOrominidaz  etkisi
paramiksovirlislerde oldugu gibi kalsiyumdan bagmsiz ve geni pH dilimi
icerisinde etki gGstermektedir (62).

Viriilent Kabete O ve RBOK ag1 sugu analizlerinde goriilen degigiklikler

N-bagh glikolizasyon bdlgesi ve tahmini hemagliitinin ilmek (loop) bdlgeleri
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lizerindedir. Kabete O sugu H proteininde 35. ve 58’inci amino asitler arasmda
hidrofobik bir bdige meveuttur. Sifir vebasi H proteininde 168, 187, 200, 215,
395’inci amino asitleri glikolizasyondan sorumludur. Kizamik virlisii H
proteininde sadece 395’inci amino asit {izerinde glikolizasyon bolgesi
bulunmamaktadir, Bununla birlikte, kizamik virlisi H proteininin 238,
glikolizasyon bolgesi sifir vebas1 H proteininde yoktur. Kizamik ve SV
virlislerinin, H proteini transmembran bolgesinde aym sistein rezidiilerini
icerisinde barmdirr (62, 104). Rekabetgi baglanma deneyleri ile SV viriisti H
proteini {izerinde en az yedi farkh antijenik bSlge gsterilmigtir. Bu bdlgelerden 6
tanesinin notralizan antikor olugturma aktivitesi vardir. Sigir vebast H proteini
nbtralizan antikorlar1 uyarma yeteneginden dolayr bagigiklik olugturma da temel
bir antijen olarak kabul edilmektedir (104).

3.5. Matriks proteini

Sigir vebas: viriisii M geni 1457 niikleotid uzunlugunda olup iki tane agik
okuma bolgesi icermektedir. Ik agik okuma bolgesi 335 amino asit kodlayp
38289 dalton molekiiler agrliga sahip protein sentezler. Ikinci agik okuma bolgesi
genin 991’inci niikkleotidinden genomun son kismma kadar devam eder (11, 33,
83). Bu bdlge kizamik viriisii diziliminde bulunmasma rafmen, kGpek genclik
hastahs viriisii dizitimde yoktur (17). Matriks geninin ATG baglama kodonunun
—3’lincli pozisyonunda piirin (A:Adenin) ve +4’{incli pozisyonunda primidin
(G:Guananin) bulunmaktadir. ATG kodonu verimli protein sentezi igin birgok

Skaryotik mRNA’da bulunan korunmusg bir dizilimi i¢erir (60).
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Matriks proteinleri morbilliviriislerin viral unsurlan igerisinde en ¢ok
korunmug olan proteinlerdendir. Sifir vebast viriisii M proteini % 78,2 kizamuk
virisii, % 77,6 kopek genclik hastaligi viriisiiniin, % 56 ay1 balig: genglik viriisii
(phocid distemper) M proteinlerine benzemektedir. Sifir vebas: viriistiniin farkl
izolatlaninda yapilan in vivo ve in vitro translasyon galigmalarinda Kuveyt
(Kuwait strain) sugunun RBOK agt susundan daha biyikk oldugu ortaya
konmugtur (11, 12, 33, 64, 89).

Glikolize olmayan M proteininin lipid zar ve niikleokapsid arasinda
bulunmasi viriise ﬁayamkhhk kazandirmaktadir. Zarh viriislerin kurgusu ve
tomurcuklanmasinda M proteinleri 6nemli rol oynar. Paramiksoviriislerde M
proteininin viral RNA sentezi ve agamalanm diizenledigi, hem hiicresel aktin ve
zarla hem de nikleokapsid ile etkilestigi gosterilmistir (45, 106). Vesikiiler
stomatitis viris (VSV) M proteini ve influenza viriis tip A M1 proteini tizerine
yapilan galigmalarda ilgili proteinin viral RNA polimeraz aktivitesini engelledigi
bildirilmigtir. Fakat M proteini yalin halde bulunan RNA’ya baglanmadifi RNA-
nitkleoprotein kompleksine baglandi: ifade edilmigtir (72).

Matriks proteininin tomurcuklanmadaki rolii ya da hicrenin iist yiizeyine
(apical) taginmasinda baglica iki teori vardir. (i); Sendai viriislerde oldugu gibi M
proteininin viral glikoproteinlerle (i) VSV’de oldugu gibi viral glikoproteinlerden
bagmsiz olarak tagindigadir (1, 82). Tomurcuklanmanin verimli olabilmesi igin
hiicrelerin {ist yiizeye diizenli agamalarla tagmmasi gerekir. Matriks proteinin
olusturulmasi ve tagpinmasi viral integral zar proteinlerinden farklidir. Bunun
baglica sebebi | M proteininin sitoplazmada golgi vezikiilleriyle birlesmeyen

ribozomlardan sentezlenmesidir (82). Proteinin yiizeye taginmasinda ntikleokapsid
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ve diger viral proteinlerin rolii oldugu diigiiniilmektedir. Matriks proteini viriisiin
kurgusuy sirasinda, konak hiicrenin zan igerisinde bulunan H ve F proteinlerinin
sitoplazmik kuyruklarryla etkilegim halindedir. Matriks proteininin bu bolgeye
glikoproteinlerin kuyruklarma tutunarak geldigi farz edilmektedir (85). Diger bir
gorii ise tagmmanin bilingli sinyallerle degil de rastgele oldufudur. Bu gériige
gdre ise M proteininin hiicre iskelet sistemi ile kurmmg oldugu iligki 6n plana
ctkmustir (82). Hiicre {ist ylizeyi ile yan (basolateral) yiizeyi arasmnda iskelet
yapmnm farkhihf: bilinmektedir (66). Kizamik viriisii ile infekte hiicrelerde ki aktin
yikimlandifi zaman, tomurcuklanmanin engellendigi gériilmiistiir (93). Aktin
proteini epitel hiicrelerin {ist mikrovillileri icerisinde yogun olarak bulunmas1 ve
Sendai viriis M proteininde de bu iligkinin tammlanmas: bu fikre ayn bir dnem
kazandiromgtir, Hiicre iskelet sisteminde bulunan moesin ve ezrin proteinlerinin M
proteininin tagmmasma eglik ettifi diisiiniilmektedir (82). Matriks proteininin
tagmmasmda difer ilgi ¢ekici model rafilar icerisinde tagmmadir. Raft golgide
olusturulan, hiicre zan iizerindeki kolesterol ve glikosifingolipidlerce zengin
bolgelerdir. Golgide olugturulan bu yapilar daha sonra zara gdgerler. Kizamik
virlistintin epitel, lenfosit, ve HelLa hiicrelerinde raftlarla iligkisi gBsteritmigtir,
Vezikiiler stomatitis -virlis G geninin kizanmk viriisi H ve F genlerinin yerine
yerlegtirilmesi ile kizamuk viriisiinde M proteininin kurgulanma esnasinda
organizatér bir rol oynadifn bildirilmigtir. Matriks proteini ve F proteininin
sitoplazmik kuyrugu ile birleserek membran rafima, RNP ile birlikte stiriiklenir
(25, 82, 99). Power ve arkadaglarn M proteinlerini baglica 5 grup altnda
toplamiglar. Kizamik, kSpek genglik hastahfi ve SV viriislerinin M proteinlerini
2. grup ierisinde smflandirmuslardir (80).
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Sifir vebast ve ayt bah virlisi M proteinlerinin +7, kopek genglik
hastaligx viriisiiniin +8,5, kizanuk viriisiiniin +10,5 net ylike sahip oldugu
bilinmektedir, Matriks proteininde baghca iki korunmug blge vardir. Proteinin N-
ucu alfa heliks (a-heliks), beta-yaprak (B-sheet) yapmaksizin bil"g:ok biiylik kivrim
olugturan birgok sayida prolin ve glisin amino asitlerini icermektedir, Korunmusg
prolin ve glisin amino asit b8lgeleri proteinin ikincil ve iiglinciil yapilatm 6nemli
derecede etkiler ve M proteini igerisinde 6nemli elementler olarak kabul edilirler.
Karboksil ucunda ise viriisiin olgunlagmasinda iyonik etkilegsimde rol oynadif
farz. edilen bazik rezidiller vardir. Baghca bu bazk rezidiiler niikleokapsidie
elektrostatik olarak etkilesmektedir. 'Aym bolgede membran ile etkilestigi
diigiiniilen yiiksiiz amino asit bdlgeleri mevcuttur. Biitiin negatif sarmalh
virlislerde matriks proteini lipidlere etkili bir bigimde hidrofobik olarak baglamr.
Vezikiller stomatitis virlislerin elektrostatik olarak da etkilegebilmesi bir
istisnadir. Matriks proteininin, ay1 bali1 genclik viriistinde % 11,9, SV viriisiinde
% 14,3, kdpek genglik hastah: virlisiinde % 13,1, kizamuk virlistinde %14°{
bazik rezidiilerden olugmaktadir. Morbilliviriislerde 16 prolin rezidiisiniin 14°G,
24 glisin rezidiisiniin ise 20’si korunmugtur. Bitiin morbillivirlislerde M
proteininin en gok korunmus dizilimi 99 uncu amino asitten 114*fincli amino asite
kadar olan bdlgedir. Bu bdlgede korunmug bazik amino asitlerin kritik bir rol
oynadift diigiiniilmektedir. Yapilan bilgisayar analizlerinde matriks proteininin
yilksek arjinin (Arg, R), lizin (Lys, K), histidin (His, H), icerdifi ortaya
konmugtur. Bu sebeple, M proteininin tripsin benzeri enzimlere son derece duyarh

oldugu ve tripsin enzim ile 43 ayr1 par¢aya ayrildig: bildirilmigtir (11, 40, 64, 89).
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3.6. Niikleoprotein

Niikleokapsid baghca iki yapisal bolgeye ayrilmaktadir. Birinci kisim RNA
ile etkilegebilen molekiiliin tigte ikilik kismim olugturan amino (N) ucu, diger
kismu ise miikleokapsidleri olugturacak yizeyde bulunan karboksil ucudur. Ikinci
kisimda niikleokapsidin baglandifi ve mentese gorevi yapan bolge, proteazlara
duyarhdir ve komplekse esneklik kazandumaktadir (57). Elektron mikroskop
gorintiileri bu esnek yapilarin NP-NP ya da NP-RNA etkilesiminde ki hidrofobik
kuvvetler yardimiyla oldugunu géstermigtir. Paramiksoviriislerin RNA sentezinde,
kalip olarak ¢iplak RNA kullamlamaz. Alti niikleotidin iligkili oldugu tahmin
edilen her bir NP, viriisiin niikleokapsid korunu olugturur. Paramiksoviriisler de
bu iligkinin bir sonucu olarak yalmz 6 niikleotidden olusan bolge replikasyonu
diizenler ve bu alti kural diye adlandirilir. Negatif sarmalh virislerde NP-RNA
iligkisi RNA sentez igin gereklidir. Sendai viriislerde transkripsiyon aktivitesi igin
nitkleokapsid 300 P ve 50 L proteinleri ile birlikte viral polimeraz aktivitesini
meydana getirirler. Fosfoprotein homotrimeri ve L proteini ise hem katalitik hem
de baimsiz olarak bulunur. Bu yap1 neticesinde NP-RNA ve 3P-L kompleksi
mRNA sentezi i¢in gereklidir. Niikleokapsidle birlikte bulunan RNA, RNase
sindirimine kargt dayamkhdir (59).

Negatif sarmalli viriislerde RNA’nmn kapsitlenmig olmas: hiicreden yoksun
sistemlerde kalip goérevi yapmasina izin verir. Niikleoprotein negatif sarmalh
viriislerin RNA’lanyla etkilesmesi replikasyon ve transkripsiyon aktiviteleri igin
zorunluluktur., Aym zamanda paramiksoviriislerdeki NP, diger yardimci

niikleokapsid proteinleri olan P ve L proteinleri ile de etkilesmektedir (70).
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Sigir vebast viriisit NP’si 1683 niikleotidden olusan tek agik okuma
bolgesine sahip genden kodlanmaktadw. Bu protein 525 amino asitten olugan
fosforilize yaklagtk 65000 dalton molekiiler agirliga sahiptir (45, 55).

Morbilliviris  infeksiyonlarinda nétralizan  antikorlarin  iiretilmesinde
yiuzey glikoproteinlerinin korumada ¢nemli role sahip oldukian bilinmektedir.
Diger yandan sitotoksik lenfositleri ve yardima T hiicrelerini igeren hiicresel
bagigikligin viriisiin temizlenmesinde gerekli oldugu bilinir. Sigir vebast NP geni
igeren rekombinant vaccinia viriislerle agih hayvanlarda, siir vebast NP’ye 6zgii
lenfosit gofalmasi ve sitotoksik lenfosit cevabi goriilmiigtiir. Yardma T
hiicreleri, B hiicre aktivasyonu ve sitotoksik T hiicre cevab: i¢in gereklidir. Sigir
vebast NP’ye karsi olugan yardimer T hiicre cevab:r veren bolge 45-510. amino
asitleri arasinda tammlanmgtir. Niikleoproteinin beg antijenik bolgesinden en az
dort tanesi morbilliviriisler arasinda tamamen korunmustur (16). Niikleoprotein
viriisin i¢ proteini olmasina kargin tamda biiyiik ilgi uyandiran olumiu cevaplar

vermistir (54).

3.7. Fiizyon proteini

Fizyon proteini hiicreden hiicreye yayilmada, viriisin konak hiicre ile
kaynagmasinda ve virGisiin infektivitesinde temel rol oynamaktadir. Zarh
viriislerin hiicreye girebilmesi igin bir ya da daba fazla reseptore tutunmasi ve
hiicre zar ile virisin kaynagmasi gerckmektedir. Influenza, alfaviriis,
thabdoviriis, flaviviris gibi zarh virtisler reseptér aracih endositoz ile hiicre
igerisine girerler. Endozomlar igerisinde asidik bir pH’ya maruz kaldiktan sonra F

proteini de bir kisim konformasyonal degisikliklere ugrar ve endozomlarla viral
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zar kaynagir. Paramiksoviriis, coronaviris, retroviriislerde ise ndtr pH bu olaya
aracthk etmektedir (61, 98). Niikleokapsidler, paramiksoviriislerin konakgi
hiicreye tutunmasindan sonra sitoplazma igerisinde dagihr. Bu admm F
glikoproteinin araciifi ile gergeklesir. Fiizyon proteininde iki 6nemli hidrofobik
bolge daha mevcuttur. Bunlar endoplazmik retikulum igerisinde olgunlagmaya
baglayan polipeptid sinyal bolgesi ve hiicre zarina fiizyon proteinin karboksil ucu
tutunma bolgeleridir. Fiizyon proteini aktif olmayan bir protein olarak sentezlenir
ve Fy olarak adlandinilir. Fy konakg1 hiicrenin proteolitik enzimleri ile notr pH’da
birbirlerine disiilfid baglartyla bagl olan F; ve F; proteinlerine aynlr. F, proteini
tizerinde tutunma bolgesi bulunmaktadir. F; proteinin amino asit dizilimi, simian
viris 5, sendai, newcastle, parainfluenza ve kizamik viriislerinde korunmustur. Fo
proteini 546 amino asitten olugan, 62000 dalton molekiiler agirh@a sahip olan bir
proteindir. Fo proteazlarla kesildikten sonra, ortaya gikan F; proteini 49500 dalton
ve F, proteini ise 21500 dalton molekiiler agirhiga sahiptir. Fo ve F proteinleri
glikolize halde bulunmaktadir. Sifir vebas: fiizyon proteini Arg-Arg-His-Lsy-Arg
(104-108’inci amino asitleri arasi) kesilme bolgesi olarak tahmin edilmektedir. F
proteinin 1-19, 109-133, 418-513"{incii amino asitleri hidrofobik bolgeler olarak
tespit edilnﬁsﬁr (27, 45, 57, 98).

Fuzyon proteininin viriis patolojisinde oynadig rol proteinin sentezlenme
miktar: ile ilgilidir. Okaryotik mRNA’lar da protein aciklanmast 5' ucuna en yakm
baslangic kodonundan baglar. Sifir vebasi viriis F geninin 5' ucunda ii¢ tane
baslangic kodonu vardir. Ugiincii baglangig kodonu 587’inci nitkleotidde baslayip
Fo mRNA’sim sentezlemektedir. Bu baslangic kodonun segiminde korunmusg

kozak dizilimi onemli rol oynamaktadir. Fiizyon geninin 5' ucu protein
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agtklanmayan bolgesi (untranslated regioﬁ: UTR) SV viriisiinde % 65, kizanmk
virisinde % 67, kopek genclik hastalif: viriisinde % 57 GC’den zengin
bolgelerin mRNA’sim igermektedir. GC’den zengin bélgeler mRNA’min bu olay
sirasinda olugan ikincil yapilar ise protein agiklanmasi tizerinde onemli rol
oynarlar. Kizamk viriisinde protein agiklamayan bolgelerin tavsan retikulosit
sistemlerinde protein agiklanmasim engelledigi bildirilmigtir. Kopek genglik
hastalin ve SV viriislerinde bu bolgeler genden ¢ikaridigimda F proteinin

{iretiminin arttif1 gorilmistr (36, 98).

3.8. Fosfoprotein

Sigir vebas: virlisii Kabete O sugunda P geni, 49’uncu niikleotidden
baglayip 1570%inci nitkleotidde sonlanarak, 507 amino asit biyiikliiginde, 92500
dalton molekiller agwhga sahip olan P proteinini kodlamaktadir (45).
Fosfoproteinlerin paramiksoviriislerde polimeraz aktivitesi bilinmesine karsin,
morbillivirislerde bu 6zellik tammlanmamgtir. Sigir vebast viriisiinde P geni V,
C diye adlandinlan iki tane yapisal olmayan protein daha sentezlemektedir (57,
88). Negatif sarmalli viriislerde P proteininin bir gok fonksiyonu tanimlanmstir.
Ornegin NP-P kompleksi NP proteininin kurgusunu engeflemektedir. Benzer
sekilde VSV°de kurgulanmamig NP, P’ye baBlanmay: tercih ettigi igin, RNA’ya
baglanmas: ozgiil olmayén bigimde engellenir. Fosfoproteinin L proteini ile
etkilesimi kizanmk, vezikiiler stomatitis ve sendai viriislerde L proteininin
proteolitik aktivitesini engeller. Sifir vebasi P’nin kendisi ile etkilesiminde 316.
ve 508’inci amino asitlerinin karboksil uglan énemli rol oynar. Fosfoproteinin bu

etkilesmesinde 316. ve 347°nci amino asitler arasmdaki bolge birinci derecede
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sorumlu olup coiled coil bdlge olarak tammlanmmgtir. Mevcut bdlgede sistein
rezidiileri bulunmamaktadir. Protein kendisi ile ¢ok giighi bir bigimde
etkilegmektedir. Bu ylizden P-P etkilesimine disiilfit baglari katkida bulunmaz.
Aymi zamanda P’nin amino ucundaki 59’uncu amino asite kadar ve karboksil
ucunda ki 316. ve 347’nci amino asitleri arasi P, NP etkilegiminin uyarilmasmnda
gerekli olduklar belirlenmigtir (88).

Sendai viriis ve insan parainfluenza viriis tip 1 P geni, kendisinden hari¢
iist {iste gelen bigimde, karboksil ucundan ddrt protein daha kodlar. Bunlar C, C'
ve Y1, Y2 proteinleridir (22, 32). Morbilliviriisler bir C proteini agiklarken
rubulaviriisler, kabakulak ve simian viriis 5 gibi viriisler ise C proteini agiklamaz.
Kizamik ve sendai viriislerde C proteinin NP ve P ile iligkide oldugu goriilmiigtiir.
C proteini yapisal olamayan bir protein olarak bilinmesine karsm, saflagtiriinug
sendai viriis partikellerinde C proteini tesbit edilmigtir. Sendai viriisde C proteinin
genom promotorunda L proteini ile etkilegerek transkripsiyonu azalttig
gOriilmiigtiir. Sendai viriis C yada C' genleri eksik kurtarilmug viriislerde biiyiime
yabani tip gibi olmasma kargin viral mRNA az derecede agiklanmigtir. Her iki
genide icermeyen kurtarilmg viriislerde biiyilime tamamen durmugtur. Bu
deneylerde virlistin farelerdeki patojenitesinin ortadan kalktify da gOriilmiigtii
(14, 17, 18, 19, 51, 103). Siir vebas: viriisiinde P ilk agik okuma bdlgesinden
sentezlenir. Bununla birlikte okuma bdlgesinin +1 kaymasiyla 20 niikleotid ileride
ki ikinci agtk okuma bdlgesine yonlenmesi sonucunda 21500 dalton molekiiler
agirha sahip olan C proteinin sentezlenir. P ve C okuma béilgesi ribozomal
secimle aciklamr, Sifr vebasi virlisiinde ikinci okuma hdlgesinde yapilan

mutasyonlarla, kurtarilmug sistemlerde C proteini eksik viriisler elde edilmistir. Bu
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viriislerin yabani tip viriislere gore doku kiiltiirlerinde daha az iireme kapasitesine
sahip olduklan go6zlenmigtir. C proteini agiklamayan viriislgrde, H ve P’nin
transkripsiyonunun baskdandif: goriilmistiir (14, 95).

Sigir vebast viriisii P mRNA’st bisistronik olarak gorev yapar. V proteini,
editleme bolgesi diye adlandinlan 6zel bir bolgeye G rezidiisii eklenmesi ile
olusur. V proteinin agiklanmas: icin UUAAAAAGGGCACAGA dizilimindeki tig
G yammna bir G daha eklenmesi gerekir. V geni icermeyen kurtanlnug viriislerde
Vero, B95a hiicrelerinde viral titrasyon ¢ok fazla etkilenmemistir. Bununla
birlikte SV genom replikasyonu daha hizli bir gekillenmigtir. Bu da V proteininin
NP’ ?e baglanarak, P ile NP arasindaki etkilegimini engelledifini gostermektedir
(14). Sigir vebasi V proteini aym zamanda L proteini ile de etkilegmektedir (95).
V proteini her zaman P proteinin amino u¢ kismumin yansim paylagr. V
proteininin sistein rezidiileri SV, képek genglik hastalifa ve kizamik virtislerinde
korunmugtur ve g¢inko-parmak benzeri motifleri olusturur (73). DNA zarar
proteinleriyle V proteinin iligkisi biyolojik mekanizmalar igin gerekli
goriilmiigtiir, V proteini de yapisal bir protein olmamasina kargin purifiye
kabakulak ve simian viriis 5 viral partikiillerinde bulunmugtur. Fakat kizamk ve
sendai viris partikiillerinde V proteinine rastlanmamustir. Insan parainfluenza
viriis 2 ve simian viriis 5 de V proteinin ¢ekirdek lokalizasyon sinyalleri icerdigi

de gorilmigtir (32, 43, 65, 79).

3.9. Large proteini
Large proteini ribopoliniikleotid polimerizasyonunun baglamasi, uzamas,

sonlandinimasi, mRNA’ya metil grubu, baghk kazanma (cap) ve A rezidiilerinin
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eklenmesi gibi fonksiyonel gorevlere sahiptir. Large proteini baghca 6 bolgeye
aynlmigtir. Bu bolgelerden ikinci bélge RNA baglanma bolgesi, tigiincii bolge
kalip tamuma ve fosfodiester baglama, altinci bolge ise piirin niikleotidleri baglama
bolgesidir (91). Morbilliviriislerde RNA polimerazin sayilan bu aktiviteleri yerine
getirebilmesi igin P ve niikleokapsid ile iligkiye girmesi gereklidir. Polimeraz
aktivitesinde viral polimeraz genomun 3' ucuna tutunarak 5' ucuna kadar gider.
Boylece transkripsiyon icin gerekli RNA ortaya gikmaktadir (9).

Kizanuk viriisii L geni atasal RNA polimerazin farkh elementlerini igerir.
RNA viral polimerazda niikleikasit tanima bolgesi glisin-aspartik asit-gspartik asit
(GDD) merkezli hidrofobik bir bolge olarak tammlanmugtir. Kizamik viristinde
ise dordiincii bir D ilavesi ile GDDD ve bagka bir niikleokapsit tanima bolgesi
l6sin-aspartik asit-aspartik asit (LDD) tammlanmgtir. Kizammk viriisinde L
geninin polimeraz aktivitesi pozitif iplikli viriislerdeki viral polimeraz aktivitesi
ve tersine transkriptaz aktivitesinden farklilik gostermektedir (21). Sifir vebasi
viriisii L proteini 212 kDa molekiiler agirha sahip glikolize yada fosforilize halde
bulunmayan bir proteindir (45). Sifir vebas: viriisii L proteini negatif sarmalh
viriislerde tammlanmig olan baghca motifler igermektedir. Bu protein piirin
niikleotid baglanma ve polimeraz aktif bolgesi olarak tasarlanan bolgeleri

icermektedir (9).
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4.GEREC ve YONTEM

4.1. pTOPO XL plazmidi

pTOPO XL vektorii, PZR sonras: elde edilen driinlerin direkt olarak
klonlanmasinda kullanilan 3519 baz ¢ifti uzunlugunda bir vektordir. Plazmid,
prokaryotik hiicrelere transformasyonundan sonra rekombinant plazmidlerin
segiminde kullanilan kanamisin ve zeosin antibiyotik direng genlerinin yam sira
pUC orjin ve lac promotor operator bélgelerini de bulundurur. Lacza gen bolgesi
igerisine yabanci genler yerlestirilmektedir. Plazmidin 3' uglart asili pozisyonda
timidin (T) rezidiileri igermektedir. Boylece Taq polimerazla 3' ucuna adenozin
(A) rezidiisii eklenen PZR iiriinleri direkt olarak klonlanmaktadir. Bununla birlikte

plazmidde T7 promotor bolgesi ve ccdB letal gen baglangi¢ bolgeleride meveuttur

3).

4.2. pCI-neo memeli aciklama vektorii

Memeli hiicrelerinde, DNA’lar1 gegici ve siirekli olarak agiklayabilen 5472
baz ¢ifti uvzunlugunda bir vektordir (Promega, Co, Madison, WI, AB.D.). Bu
plazmidin olusturulmasinda pGEM-3Z(+) (Promega, Co, Madison, WI, AB.D.)
vektorii iskelet gorevi gormiigtiir. Memeli hiicrelerinde, plazmid igerisine
yerlestirilen yabanci genleri agiklayan sitomegalo viris (SMV) ¢ok erken
promotor ve enhansir bulunmaktadir. Vektorde neomisin fosfotransferaz geninin
ist bolimiinde SV40 enhansir ve promotoruda mevcuttur. Rekombinant
plazmidin siirekli transfeksiyonundan sonra, hiicre gekirdeginden episomal olarak

agiklanabilmektedir.
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Vektor, transfekte edilerek olugturulan rekombinant memeli hiicrelerinin
secilmesini saglayan neomisin fosfotransferaz genini igermektedir. Sitomegalo
viriis promotor ve enhansir bolgesinin altinda kimerik bir intron bulunur. Ayni
zamanda SV40 ge¢ poliadenilasyon bolgeside bulunmaktadir. Boylelikle RNA
stabilitesini ve protein agiklanmasint arttirmak igin, RNA transkriptlerinin 3'
ucuna yaklagik 200-250 adenin rezidiisi ilave etmektedir.

Genel olarak pCl-neo, memeli hiicrelerinde aciklama vektéri olarak
kullamilmaktadir. Ayrica pCI-neo vektériinde prokaryotik hiicrelere transforme
edildiginde segici marker olarak kullanilan ampisiline direnglilik geninide
icermektedir. Vektérde faj f1 orjin bolgesi, negatif ve pozitif anlamli RNA
iretilmesine yarayan T7 ve T3 RNA polimeraz prometor bélgeleri de

bulunmaktadir (7).

4.3. Hiicre ve viriis

Afrika yegil maymun bobrek hiicresi (Vero), % 10 fotal sifir serumu
(Sigma, St. Louis, MO, A.B.D.), 100 IU/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin
iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)’da uretildi. Caligmada
viriis olarak Etlik Arastirma Enstitiisiinden temin edilen hiicre kiiltiiriine adapte

SV RBOK ag1 sugu kullamldi (58, 68).

4.4. Toplam RNA izolasyonu
Yirmibeg cm?’lik hiicre kiiltiir kabinin yaklagik % 60-70’i Vero hiicreleri
ile kaplandiktan sonra, Vero hiicreleri SV ag1 susu ile adsorbsiyona bagli metoda

gore infekte edildi (68). Kontrol ve infekte Vero hiicreleri mikroskop altinda
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gbzlendi. infeksiyonun 5. giinfinde hiicrelerin yaklagik % 80’inde sitopatik etki
(CPE) olugtugu dénemde toplam RNA izolasyonu yapildi. Kisaca; hiicre iiretme
kabmdaki vasat dokiildii ve 1 ml steril sartlar altmda TRI-Reagent (Sigma, St.
Louis, MO, A.B.D.) eklendi. Hiicreler 5-6 kez pipete edilip 1,5 ml’lik steril
mikrosantrifiij tilipline karigim aktarildi. Hiicreler 12000 rpm +4°C’de 10 dakika
boyunca santrifiij yapidiktan sonra st faz yeni bir mikrosantrifiij tiipline
aktaridi. Tip oda isismda 7 dakika bekletilip fizerine 0,2 ml kloroform ilave
edildi. Tip elle birkag kez sallandiktan sonra tekrar 10 dakika oda ismda
bekletilip 12000 rpm +4°C’de 10 dakika siiresince santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda en altta protein, ortada DNA ve iistte RNA igeren {i¢ faz olustu. RNA
igeren fist faz yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktaridr. Uzerine esit miktarda
isopropanol ilave edilerek hafifce sallandi. Oda 1sisimda 5 dakika bekletildikten
sonra, tiip 12000 rpm +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Mikrosantrifiij tiipiinde
RNA peleti gorilldii ve {ist stv1 peleti kaldirmadan dikkatlice dokiildii ve % 75°lik
etil alkolden 800 pl eklenip 12000 rpm +4°C’de 10 dakika santrifiij yapildi.
Sonrasinda RNA peleti kurutulmaya brrakilarak icerisine 3 pl RNasin (Promega,
Co, Madison, WI, A.B.D.) bulunan 180 pl steril dH,O ile sulandirihip —80°C’ye

kaldirilds (2).

4.5. Primerlerin olugturulmas:

Primerler olisturulurken gen bankas1 X76186 sigir vebast RBOK ag1 sugu
M geninin protein kodlama bSlgesi goz Oniinde tutuldu. www.srs.ac.uk internet
adresinden X76186 geninin kesim enzim haritas1 elde edildi. PCI-neo memeli

agiklama vektSriinfin polilinker bdlgesindeki kesim enzimleri ile M geninde
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bulunmayan kesim enzimleri karsilagtirilarak uygun kesim enzimleri segildi.
Memeli hiicrelerinde genin agiklanmasinda verimliligini artrmak i¢in genin 5'
ucuna ait ATG baglangi¢ kodonunun Sniine kozak (ACC) dizilimi ilave edildi.

Primer 1 EcoRI kesim enzim bolgesi ve kozak dizilimini P1: 5'-ggg aat tcc cac

cat ggc aga aat t -3' igerecek bigimde olusturuldu. Primer 2 P2:5'-gga agc ttc cgt
cga ccc tta cag gac ctt-3' diziliminde Sall ve HindIll kesim enzim bodlgelerini

igerecek bigimde tasarlands (55, 87).

4.6. Tersine Transkripsiyon (TT) ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR)

Tersine transkripsiyon i¢in, SV virtisii ile infekte edilmig Vero
hiicrelerinden elde edilen toplam RNA kalip olarak kullamldi Mikrosantrifiij
tiiptintin igerisine 10 pl RNA ve 5 pl gene 6zgii tersine primer ilave edilip
55°C’de 10 dakika bekletildi. Oda 1sisma alinan RNA-primer karigiminin {izerine
5 upl RT buffer (Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.), 2.5 pl 2 mM dNTP
(Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.), 1 pl RNasin (Promega, Co, Madison, WI,
AB.D.), 1 uyl MLV-RT (Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.), 1 pl steril dH,O
eklenip, karigim 37°C’de 1 saat tutuldu. Bu islem sonucunda elde edilen kopya
DNA (cDNA)’lar PZR’de kalip olarak kullanildi. Her bir rnekte 2 pl cDNA, 2 ul
10 pmol P1-P2 primer, 4 pl 1,25 Mm dNTP (Promega, Co, Madison, WI,
AB.D.), 5 pl 25 mM MgCl, (Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.), 5 ul 10X PCR
buffer (Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.), 1 pl 2 U Taq DNA polimeraz
(Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.) ve 31 ul dH,O kullamldig1 50 pl’lik PZR

karisimun hazirlandi. 95°C°da 2 dakika on 1stmay1 takiben, 95°C°da 1 dakika,

25



dakika, 72°C’da 3 dakika, 35 dongli ve 72°C’da 8 dakika son uzatma ile
sonlandirilan PZR programi uygulandi. Matriks PZR {irlinfinii gdriintilemek icin
% 1,5°lik agaroz jel hazirland.. Bu amagla, 50 ml Tris-Asetat/EDTA elektroforez
tamponu (TAE; 0,04 M Tris Asetat, 0,0001 M EDTA) igerisinde 0,75 gram (g)
agaroz (Promega, Co, Madison, W1, A.B.D.) kaynatildi. Agarozun 1sis1 yaklagik
50°C’ye diigtiikten sonra eriyige 0,5 pg/ml oranmda etidyum bromid ilave
edilerek donduruldu. Omekler 6X yiikleme tamponu (% 0,35 bromfenol mavisi,
ve % 30 gliserol) ile jele yiiklendi. Elektroforez iglemi 150 volt (V) akimda 40
dakika yapild. Agaroz jelde ultraviole (UV) 1sik kaynagindan bakilarak PZR
firling belirlendi (5, 53, 87).

4.7. Matriks geninin agaroz jelden saflagtiriimas:

Matriks geni PZR ile ¢ogaltilarak etidyum bromidle boyanms % 0,5°lik
TAE agaroz jelde gOriintiilendi. Agaroz jelden matriks geninin saflagtirma islemi
(Wizard, PCR Preps DNA purification system, Promega, Co, Madison, WI,
AB.D.) yardmmyla yapildi. Matriks genini iceren agaroz jel bolgesi steril bisturi
yardmm ile kesilerek 1,5 mP’lik mikrosantrifijj tiipiine alindi. Tiipe 1 ml resin ilave
edilip, 65°C’deki su banyosunda yaklagik 5 dakika agaroz jel tamamen eriyene
kadar tutuldu. Eriyik, oda 1sisma almip ucunda kitte bulunan $zel kolon takih 5
ml’lik plastik enjektdre aktarildi ve piston ile itilerek kolondan gegirildi. Boylece
rezin-DNA karigimm kolonda kaldi. Aym kolon, pistonu ¢ikarilan enjekttre tekrar
takilip fizerine 2 ml % 80 isopraponol aktarildi ve DNA’nin yikanmasi salanch.
Kolondan isopropanolu tamamen uzaklagtirmak i¢in kolon mikrosantrifiij tiipiine

takidarak 7000 rpm +4°C’de 1 dakika santrifiij edildi, Kolon buradan bagka bir




mikrosantrifiij tiipline takilip {izerine 80 pl steril dH,O ilave edildi. Oda isinda 5
dakika bekletildikten sonra 13500 rpm +4°C’de 1 dakika santrifiij yapildi. Elde

edilen DNA pelleti -20°C’de muhafaza edildi (4).

4.8. Kompetan Escherichia coli (E. coli) hiicrelerinin hazrianmas:

Bu ¢alismada kompetan Escherichia coli (E.coli) DHS5a ve IM109 sglar
kullanildi. Kompetan hiicrelerin  hazirlanmasinda rubidyum klorid (RbCI)
metodundan yararlanild: (48, 87). Bu amagla Lurie-Bertani (LB) kat1 besi yerine
(1 it dH,O’da 10 g Bakto-tryptone, 5 g Bakto-yeast extract, 10 g NaCl, 15 g agar
eritildi ve pleytlere dokiildii) tek koloni ekimi yapidi ve 37°C’de 1 gece
bekletildi. Kat1 besi yerinde {iireyen kolonilerden bir tanesi steril bir &ze
yardmmyla 5 ml’lik LB siv1 besi yerine (1 It dH,0’da 10 g Bakto-tryptone, 5 g
Bakto-yeast extract, 10 g NaCl eritilip ve pH 7,4 ayarlamak i¢in 5 M NaOH’dan
300 pl ilave edildi. Besi yeri otoklavda steril edildi.) ekildi. Tki saat 37°C’de
iiredikten sonra, kompetan E. coli ekili LB besi yeri aym 1sida bulunan 100 ml’lik
LB svi yerine aktanildi ve yaklagik 4 saat iremesi saglandi. Bu karigim 15 ml
santrifiij tliplerine aktarildi ve 3000 rpm +4°C’de 15 dakika santrifiij edildi.
Sonrasinda {ist kisim dokiilerek dipte kalan pelet hiicre 35 ml RF1 ¢Ozeltisi (100
mM rubidyum klorid, 50 mM mangan klorit, 30 mM potasyum asetat, 30 mM
kalsiyum klorid ve % 15 gliserol) icerisinde pipete edildi. Buzlu su igerisinde 20
dakika bekletilen hiicrelere tekrar 3000 rpm +4°C’de 15 dakika santrifij
uygulandi, Ust sv1 dokiilerek pelet hiicrelerin fizerine 5 ml RF2 (10 mM MOPS,
10 mM RbCL, % 75 CaClo.2H,0 ve % 15 gliserol) igerisinde pipete edildi. Buzlu

su igerisinde 10 dakika bekletilen hiicreler 1,5 mlP’lik steril mikrosantrifiij
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tiiplerinde 100 pl olacak miktarda dagitildiktan sonra 80°C’de bulunan % 100’1k
etil alkol igerisinde ani olarak donmasi saglandi. Alkol igerisinden 15 dakika
sonra alman kompetan hiicreler transformasyonda kullamlincaya kadar —80°C’de
muhafaza edildi (48, 87).

4.9. Rekombinant pTOPO XL Matriks plazmidinin olusturulmas

Saflagtirilmig matriks geninin 4 pl’si ile 1 pl PCR®-XL-TOPO® vektorii
(Invitrogen Co, Carlsbad, CA, ABD.) 1,5 ml’'lik mikrosantrifiij tiipiine konularak
pipete edildi. Kangm oda isisinda, ligasyon gergekiesmesi amaciyla, 5 dakika
tutuldu. Sonrasinda, reaksiyon 1 pl 6X TOPO® stop soliisyonu (0.3 M NaCl, 0,06

mM MgCly) ilave edilerek durduruldu (3).

4.10. Rekombinant pTOPO XI. Matriks plazmidinin transformasyonu

Kompetan JM109 hiicrelerinin 100 pl’sine 6 pl rekombinant pTOPO XL
ilave edildi ve yarim saat buzlu su igerisinde bekletildi. Buradan alnan hiicreler
42°C’de ki su banyosunda 2 dakika tutuldu ve ardindan tekrar buzlu su icerisinde
80 saniye bekletildi. Daha Snceden 37°C’e getirilen 400 ul LB sivi besi yeri
transforme edilen bu hiicrelerin {izerine eklendi. Sallayici {izerinde 37°C’de 1,5
saat bekletildikten sonra transforme hiicreler 50 pg/ml kanamisin igeren kat1 besi
yerine (LB kat: besi yeri icerisinde 50 pg/ml olacak oranda kanamisin katilarak

hazirlandi) ekildi ve 37°C’de 1 gece tutuldu (87).
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4.11. Rekombinant pTOPO XL Matriks seciminde PZR tarama (PZR-
T)

Kanamisinli kat: besi yerinde fireyen kolonilerin matriks genini tagyip
tagimadifrm anlamak amaciyla PZR-T yapildi Kisaca 2 pl 25 mMhk MgCl,
(Promega, Co, Madison, WI, AB.D.), 2 ul 10X PCR buffer (Promega, Co,
Madison, WI, A.B.D.), 3 pl 1,25 mM dNTP (Promega, Co, Madison, WI,
AB.D.), 4 pl 10 pmol/pl matriks genine 6zgii primerler ve 4 pl dH,0 igeren 15
ul'lik karigim 500 pblik mikrosantrifiij tiipline konuldu. Karigma, besi yerindeki
koloni kiirdan vasttastyla ilave edilip 95°C’de 10 dakika tutuldu. Kat1 besi yerinde
gOritlen her koloninin bir kismu kiirdan yardimyla ilk Snce bagka kanamisinli
pleyte, sonrada koloninin dier kalan kisrm ise hazirlanan kangima temas ettirildi.
Polimeraz zincir reaksiyonu cithazmda 95°C’de 10 dakika tutulan Srnekler, 3000
tpm de kisa sfireli santrififj edildi. Uzerine icerisinde 0,3 U Taq polimeraz
(Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.) bulunan 5 ul dH,0O eklenip mineral yag
damiatiidi. 95°C’de 5 dakika 6n isitma, 94°C’de 1 dakika, 55°C°de 1 dakika,
72°C’de 1 dakika 25 dongiilik PZR-T yapildi Polimeraz zincir reaksiyonu
firtinleri % 1,5°lik agaroz jelde yiiriitiilerek UV 151k altmda gériintiilendi ve pozitif

koloniler isaretlendi (50, 76, 87).

4.12, Rekombinant pTOPO XL Matriks plazmidinin elde edilmesi

Polimeraz zincir reaksiyonu tarama ile pozitif bulunan kolonilerden
plazmid DNA’sim elde etrmek icin alkali lizis metodu kullamidi (87). Steril cam
tiiplere icerisinde 50 pg/ml kanamisin bulunan 10 ml LB sv1 besi yeri konuldu ve

koloniler 8ze ile ekildi. Sallayic: fizerinde 37°C’de bir gece bekletilip tiremesi
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saglanan bakteriler 3000 rpm +4°C’de 10 dakika santrifij edildi. Ust sivi
dokiildiikten sonra hiicrelerin tizerine 1 ml STE ¢bzeltisi (0,1 M NaCl, 10 mM
Tris.Cl pH 8, 0,01 mM EDTA pH 8) eklendi ve hiicreler homojen olana kadar
pipete edildi. Karigim cam tliplerden 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tliplerine aktarildi
ve tizerine sofutulmus 100 ul Sol I (50 mM glukoz, 25 mM Tris.Cl pH 8, 10 mM
EDTA pH 8) ilavesi ile pellet iyice homojen hale getirildi. Buzlu su tizerinde 10
dakika bekletilen karigimin {izerine taze olarak hazirlanmig 200 pl Sol II (0.2 N
NaOH, % 1 sodium dodesil siilfat) eklendi ve 5 dakika buzlu su igerisinde
bekletildi. Karigima 150 ul Sol I (3 M potasyum asetat, % 10 glisero! asetik asit)
ilave edilip, 10 dakika buzlu su igerisinde bekletildikten sonra 12000 rpm de
+4°C’de 10 dakika sanmﬁij edildi. Bagka bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
aktarilan tist sivi miktar1 kadar fenol-kloroform (Sigma, St. Louis, MO, A.B.D.)
ilave edildi ve 30 saniye vortekslendikten sonra santrifiij tekrarlandi
Mikrosantrifiij tiiplerine aktarilan iist siviya % 10°u kadar DNase free panreatik
RNase (Sigma, St. Louis, MO, A.B.D.10 pg/ml stok konsantrasyonu) ilave edilip
37°C’de ki su banyosunda 2 saat bekletildi. Fenol-kloroform iglemi tekrarlands.
Plazmid DNA’sm ¢Sktiirmek igin mikrosantrifiij tlipiine ahnan tist sivinin % 10°u
kadar 3 M Na-asetat pH 5,2, iist stvinin 2,5 kat1 soguk % 100°lik etil alkol ilave
edilip —20°C°de 1 gece bekletildi. Buradan alinan mikrosantrifiij tiipleri 12000
rpm +4°C’de 10 dakika santriftij yapild. Ust siv1 dokiilerek lizerine 800 ul soguk
% 75°lik metil alkol konulduktan sonra santrifiij tekrarlandi. Elde edilen plazmid
DNA’s1 oda 1sinda kurutuldu ve 40 pl steril dH,O ile sulandirihp —20°C’de
muhafaza edildi (87).
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4.13, Rekombinant pTOPO XL Matriks vektSriiniin kesim
enzimleriyle degrulanmas:.

Bu amagla bir tiipe plazmid DNA’s1 elde edilerek saklanan rekombinant
pTOPO XL matriks DNA soliisyonundan 20 pl, 14 pul YX™ Tango kesim enzim
soliisyonu (MBI Fermentas, Graiciuno, Vilnius, Lithuania) 10 IU/pl
konsantrasyonudaki EcoRI ve Sall (MBI Fermentas, Graiciuno, Vilnius,
Lithuania) enzimlerinin her birinden 3 pl ve 30 pl dH;O ilave edildi. Kesim
deneyi kanigimin 6 saat 37°C’de ki su banyosunda bekletilmesi ile
gergeklestirildi. Kesim deneyleri % 1,5’lik agaroz jelde yiiriitlilerek UV 151k
kaynaZinda g6riintiilendi (87).

4.14. Rekombinant pCI-neo Matrix plazmidinin olugturulmas:

Rekombinant pTOPO XL Matrix ve pCl-neo plazmid DNA’lar1 EcoRI ve
Sall kesim enzimleri ile kesildi. Kesim firiinleri % 1°’lik agaroz jelde ytirfitiildii.
Rekombinant pTOPO XL Matriks plazmid DNA’sindan gikarilan matriks geni ve
pCI-neo plazmidi agaroz jelden daha Onceden belirtilen y6ntemle saflagtirildi.
Aym1 yapiskan uglara sahip olan 0,5 pl igerisinde yaklagik 100 ng pCI-Neo
(Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.) ve 1 ul igerisinde yaklagik 200 ng matriks
500 pl’lik mikrosantrifiij ttiptine konuldular. Uzerlerine 1 ul bakteriyofaj T4 DNA
ligaz 5 U/pl enzimi (MBI Fermentas, Graiciuno, Vilnius, Lithuania), 1,5 ul 10X
bakteriyofaj T4 DNA ligaz tamponu (MBI Fermentas, Graiciuno, Vilnius,
Lithuania) ve 11 pl dH,O eklendi. Ligasyon i¢in 16°C’de 17 saat ve +4°C’de bir
giin bekletildi (87).
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4.15. Rekombinant pCI-Neo Matrix plazmidlerinin se¢imi

Escherichia coli DH5a hucrelerine ligasyon urinlerinin transformasyonu
daha onceden belirtilen metoda uygun olarak yapildi. Transforme hiicrelerin
secimi 60 pg/ml ampisilinli kat1 besi yerinde gergeklestirildi. Kat1 besi yerinde
gorilen kolonilerin matriks genini igerip igermedigini anlamak i¢in PZR-T
standart protokole gore uygulandi. Bu deneyde pozitif kolonilerin plazmid
DNA’lart alkali lizis metoduyla elde edildi. Daha onceden belirtildigi tzere

rekombinant pCl-neo matrix plazmid DNA’lant EcoRI-Sall kesim enzimleri ile

kesildi (87).

4.16. Rekombinant pCI-neo Matrix plazmid DNA’simn  Vero
hiicrelerine transfeksiyonu

Vero hiicrelerine, pCIl-neo ve rekombinant PCl-neo Matrix plazmid
DNA’lari Transfast™ Tranfection (Promega, Co, Madison, WI, AB.D.) kiti
kullanilarak gegici transfekte edildi. SiZir vebasi viriisi ile infekte Vero hiicreleri
pozitif kontrol, Vero hiicresinin kendisi ise negatif kontrol olarak kullanildi.
Transfeksiyondan 1 giin once tranfast transfeksiyon soliisyonu oda 1sisinda 1 mM
konsantrasyonunda sulandirildi ve —20°C’de saklandi. Transfeksiyon oOncesi
tranfast transfeksiyon soliisyonu oda isisinda bekletilerek ¢oziilmesi saglandi.
Onsekiz pl transfast ve 6 pg plazmid DNA’s1 igeren 30 pl soliisyon 1,5 ml’lik
mikrosanrifiij tiipiine konuldu ve vortekslendikten sonra oda sisinda 15 dakika
bekletildi. Bu arada % 80’i Vero hiicreleriyle kaph 25 em? lik hiicre iiretme
kabindaki vasat bosaltilarak hiicreler steril fosfatla tamponlanmig tuzlu su (PBS

gozeltisi 8 gr NaCl, 0,2 gr KEL,PO,, 2,3 gr Na;HPO, 12H,0, 0,1 gr MgSO,7H;0,
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0,132 gr CaCly 1 litre suda ¢oziildii ve otoklav edildi.) ile iki kez yikandi, DNA-
transfast karnigmm 1 ml vasat igerisinde hiicre iiretme kabma ilave edildi ve
37°C’ye tekrar kaldmrildi, Yaklagik 1 saat sonra 3,5 ml vasat ve 0,5 ml ftal sigir
serumu ilave edilen hiicre iiretme kabi 37°C’deki etiivde 3 giin boyunca inkiibe
edildi (6).

4.17. Transfekte Vero hiicrelerinin parcalanmas:

pCl-neo, rekombinant pCl-neo Matrix plazmidlerinin transfekte edildigi
Vero hiicreleri ile pozitif ve negatif kontrollerin bulundugu hiicre {iretme
kaplarmndaki vasat dokildii, Hiicreler 1X PBS ile yikandiktan sonra hiicre-PBS
karigim plastik bir kaziyic1 yardmm ile kazmndi. Hiicre-PBS kangmm 1,5 ml’lik
mikrosanrifilj tiiplerine alinarak 13000 rpm +4°C’de 10 dakika santrifij edildi.
Ust s atildiktan sonra pelet 1X sodium dodesil siilfat yiikleme tamponu ile
sulandmild: (87).

4.18. Sodium-dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-
PAGE)

Transfekte Vero hiicrelerinin protein analizini yapmak amaciyla SDS-
PAGE gergeklestirildi. Elektroforez kasetinin (20X20X0,5) alt ve yan taraflan
stv1 sizdirmayacak bigimde bantlandi Kasetin igerisine 50 ml % 10°luk
aymigtirma jeli (resolving gel: 19,8 ml dH20, 16,7 ml % 30 poliakrilamid, 12,5 ml
1,5 M Tris pH 8,8, 500 pl % 10 SDS, 500 pl amonyom persiilfat, 30 pl N,N,N,-N
tetrametiletilenamin (TEMED) soliisyonu) dokiildii. Jelin {izerine, hava ile temasi

keserek ylizey gerilimini azaltip polimerizasyonu kolaylagtirmak amaciyla, 2 ml
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biitanol (Sigma, St. Louis, MO, A.B.D.) dokiildii. Jel bu sekilde 30 dakika
polimerizasyona birakildi. Daha sonra lizerindeki biitanol dokiilerek, jel birkag
kez dH,O ile yikandi. Bu srrada 20 ml % 5°lik yigmlayic: jel (stacking gel: 12,6
ml dH,0, 3,4 ml % 30 akrilamid karigm, 2,5 mi 1 M Tris pH 6,8, 200 pl % 10
amonyum persiilfat, % 10’likk 0,2 ml SDS, 20 ul TEMED iceren soliisyon)
hazirlandi. Kasete tarak takidarak yigmlastiric: jel dSkiildil. Polimerizasyon i¢in jel
30 dakika bekletildi. Polimerizasyon sonrasi tarak ¢ikarldi Olusan kuyucuklar
dH0 ile yikandi ve jel artiklam temizlendi. Elektroforez kaseti sofutmah
elektroforez tankina yerlestirildi. Tankin 6n ve arka boliimleri 1X Tris glisin
soliisyomu (5X stoktan, 950 ml dH,0O igerisinde 94 gr glisin ve 1,51 gr Tris base
¢oziilerek, 50 ml % 1 SDS ilavesi ile hazirlanir) konuldu. Tankm &n bSlmesi ve
kasetin alt tarafinda olusan hava kabarciklarmm akimu engellememesi igin plastik
enjektdrle uzaklagtirildi, 150 V dogru akimda 10 dakika 6n elektroforez yapildi
Omekler ve molekiiler agirhk markeri igerisine % 00,1 oramnda dithiothretiol
(DTT) eklenmig 2X yiikkleme tamponu (100 mM Tris.Cl pH 6,8, 200 mM
dithiothreitol, % 4 SDS, % 0,2 bromophenol blue, % 20°lik gliserol) ile 3/1
oranmnda sulandiriddi. Ornekler 3 dakika, agirlik markeri ise 20 saniye kaynayan
suda bekletildi. Kuyucuklara 6rnekler 40 pl, molekiiler agrhk markeri 5 pl olmak

fizere yliklendi. Elektroforez iglemi 150 V akimda 8 saatte tamamlandi (87).

4.19, Vestern Inmunoblot Deneyi

SDS-PAGE sonras: elektroforez kaseti icerisindeki yigmlama jeli kesilerek
ortamdan uzaklagtirildi. Aynistirics jel ile aym ebatlarda nitroseliiloz membran ve
6 adet (Whatman 3 mm) kurutma kagid1 kesildi. Kurutma kagitlar: Anot 1 (0,3 M
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Tris pH 10,4, % 20 metil alkol), anot II (0,0025 M Tris pH 10,4, % 20 metil
alkol), katod tamponu (0,025 M Tris pH 9,4, % 20 metil alkol) igeren kaplara
2’ser adet konuldu. Nitroselilloz membran (Sigma, St. Louis, MO, A.B.D.) ise
dH,O igeren bir kaba konuldu. Kagitlar ve membran 10 dakika bekletildi. Bu
arada jel anot tamponu ile islatildi. Transfer islemi semi-dry sisteminde (1 MM
semi-dry blotter, WED Camp, Seattle, WA, AB.D.) 10 miliamperde 2 saat
uygulandi. Transfer iglemi sonrasinda bloklama amaciyla sulandirma soliisyonu
(% 00,2 Tween 20 igeren 1X PBS) igerisinde % 5’lik yagsiz siit tozu hazirland:.
Nitroseliloz membran % 5°lik yagsiz siit tozu igerisine konuldu ve +4°C’de
sallayict tizerinde 1 gece bekletildi. Stt tozu igerisinden alinan membran yikama
soliisyonu (% 0,1 Tween20 igeren 1X PBS) ile birkag kez yikandi. Primer serum
1/50 oraninda sulandirilma soliisyonu ile sulandirildi. Bu oranda sulandirilmig
serumu igeren kaba membran konuldu. Membran sallayici iizerinde 37°C’de 1
saat bekletildikten sonra yikama soliisyonu ile 5 dakika olmak iizere 5 kez
yikandi. Membram igeren kaba sulandirma soliisyonu ile 1/1000 oraminda
sulandinlan anti-bovine immunoglobulin G peroksidaz (Sigma, St. Louis, MO,
AB.D)) eklendi. Sallayici iizerinde 37°C’de 1 saat bekletildi. Yikama soliisyonu
ile yikama iglemi aym sekilde tekrarlandi. Membran 151k gegirmeyen bir kapta
kromojen DAB soliisyonu (0,5 mg/ml diaminobenzidin tablet, 15 ml 0,05 M Tris
pH 7,6 igerisinde eritildi ve siiziildii. Son olarak % 3’liikk H2O; den 25 pl eklendi.)
igerisinde birka¢ dakika bekletildi. Gorinti olustuktan sonra membran su ile

yikanip kurutma kagidi igerisinde kurutuldu (87).
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S.BULGULAR

5.1. Matriks geninin ¢ogaltilmas:
Matriks geninin elde edilebilmesi igin Vero hiicreleri sigir vebas1 RBOK
as1 susu ile infekte edildi. Tersine mikroskop yardimiyla hem kontrol hem de

infekte Vero hiicreleri gozlenerek infeksiyonun 5°inci giiniinde Vero hiicrelerinin

yaklasik % 80 oraninda CPE olusurken, kontrol grubunda CPE gézlenmedi (Sekil

Sekil 1 : A- Tek tabaka halinde infekte edilmemis Vero hiicrelerinin
gorilintlist, B- Sifir vebasi RBOK ag1 susu ile infekte edilmis olan Vero
hiicrelerinin 5. giiniinde ki CPE gériintiisii (100X).
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hiicrelerinin 5. giiniinde ki CPE gdriintiisii (100X).

36



Bu agamada infekte Vero hiicrelerinden RNA izolasyonu yapild: ve tersine
transkripsiyon gergeklestirildi. Elde edilen kopya DNA’lar ve matriks genine dzgil
primerler kullamilarak yapilan PZR neticesinde yaklagik 1038 bazlik matriks geni
% 1,5’lik agaroz jelde etidyum bromid boyama ile gériintiilendi (Sekil 2 Hat 2).

Yukarida anlatilan islemler Sekil 3°de kisaca dzetlendi.

Sekil 2 : % 1,5’1ik agaroz jelde matriks geninin gosterilmesi.
Hat 1; 100 baz’lik ladder DNA, Hat 2; Matriks geni, Hat 3; Lambda DNA HindIII

marker .
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Sekil 3 : Siir vebas: matriks geninin PZR ile gogaltiimasinin sematize
olarak gsterilmesi.




5.2. Sigir vebasi viriisii RBOK ag1 susu matriks geninin Topo XL
vektoriinde klonlanmas:

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucu gogaltilan M geni % 0,5°lik agaroz

Jelden saflastirilarak, TOPO XL vektsrii ligasyon isleminde kullamldi. Kompetan

E. coli hiicrelerine rekombinant plazmidler transforme edilerek, kanamisinli kat1

besi yerine ekim gergeklestirildi. Pleytlerde gézlenen kolonilerin matriks geni

igeren koloniler olup olmadigim aragtirmak amaciyla PZR tarama testi yapildi ve

pozitif koloniler gésterildi (Sekil4 Hat 1,2, 3).

Sekil 4 : % 1,5°lik agaroz jelde PZR taramanin gosterilmesi.
Hat 1, 2 ve 3; PZR tarama ile pozitif koloniler. Hat 4; 100 baz’lik ladder DNA.
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Rekombinant plazmid DNA’lart kullanilarak yapilan kesim deneyleri istenilen
gen bdlgesinin varlgim teyit etmek iin uygulandi. Bu amagla EcoRI, Sall kesim
enzimleri kullamlmis olup, kesim sonrasi 1038 bazlik matriks gen bolgesi
gosterildi (Sekil 5 Hat 4). Topo klonlama vektdriinde Sall kesim enzim bolgesi
bulunmamaktadir. Fakat olusturulan rekombinant plazmide primerden gelen Sall
enzim kesim bolgesi de yerlestirildi. Bu bolgenin varligi Sall enzim kesimiyle
gosterildi (Sekil 5 Hat 3).

TOPO XL vektériiniin 277’inci niikleotidinde bir HindIIl kesim blgesi
bulunmaktadir. Bununla birlikte olugturulan primer 2’nin 5' ucunda da Hindlll
kesim bolgesi vardir. Boylece HindIIl enzimi ile yapilan kesim de yaklasik 1100
bazlik kesim iiriinii grikanild: (Sekil 5 Hat 5). Bu biiyiiklikte ¢ikan parga aym
zamanda klonlama vektdriine matriks geninin dogru sekilde yerlestirildigini de
gOstermektedir. Gerek PZR tarama gerekse enzim kesim deneyleri ile M geninin
TOPO-XL vektoriine yerlestirildigi teyit edildi. Boylece yaklagik 4557 baz
uzunlugunda olan rekombinant plazmid, pTOPO Matriks plazmidi olarak
isimlendirildi ($ekil 5 Hat 2). Olusturulan rekombinat plazmid pTOPO XL
Matriks diye adlandinldi. Burada yapilan islemler Sekil 6’da kisaca sematize

edildi.

5.3. Sigar vebas: viriisii RBOK a1 susu matriks geninin pCI-neo
aciklama vektoriinde klonlanmasi ve Vero hiicrelerinde agiklatilmasi

Bu amagla, rekombinant pTOPO Matriks vektdrii EcoRI ve Sall
enzimleriyle kesilmistir. Daha sonra % 1°lik agaroz jelde yiiriitiilen kesim tiriinleri
agaroz jelden saflastirildi. Aym enzimlerle kesilen pCl-neo plazmid DNA’s: ile
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matriks genine ligasyon islemi yapilarak E.coli hiicrelerine transforme edildi.
Ampisilinli kat1 besi yerinde iireyen kolonilere PZR tarama deneyi yapilarak
pozitif koloniler belirlenerek, pozitif kolonilerin plazmid DNA’lar1 kesim deneyi
icin kullanildi. Rekombinant pCl-neo Matrix geni EcoRI-Sall enzimleri ile
kesilerek matriks geni gikarild1 (Sekil 7 Hat 6). Yeni olusan rekombinant pCI-neo
Matrix vektdrii yaklagik 6512 baz uzunlugunda olup PZR tarama ve kesim enzim
deneyleri ile pCl-neo Matrix geninin klonlandig1 teyit edildiAym zamanda

olustulan rekombinant vektér pCI-Neo Matrix olarak adlandirild.

Sekil 5 : % 1,5’lik agaroz jelde pTOPO XL Matriks vektoriiniin kesim
enzimleriyle dogrulanmasi deneyi.
Hat 1; Lambda DNA EcoRI-HindIll marker, Hat 2; Kesilmemis pTOPO XL
Matriks, Hat 3; pTOPO XL Matriks’in Sal// enzim kesimi, Hat 4; pTOPO XL
Matriks’in EcoRI-Sall enzim kesimi, Hat 5; pTOPO XL Matriks’in HindlIl enzim
kesimi, Hat 6; 100 baz’lik ladder DNA.
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Sekil 6 : SV RBOK ag1 sugu matriks geninin TOPO XL klonlama plazmidine

yerlestirilmesinin sematize olarak gosterilmesi.




Sekil 7 : % 1,5’lik agaroz jelde rekombinant pCl-neo Matrix vektériiniin
kesim enzimleriyle dogrulanmas.

Hat 1; SV M geni PZR firiinii, Hat 2 ; Kesilmemis rekombinant pCI-neo Matrix
vektorii, Hat 3; rekombinant pCl-neo Matrix vektériiniin Sall enzim kesimi, Hat
4; rekombinant pCl-neo Matrix vektSriiniin EcoRI enzimi ile kesimi, Hat 5;

rekombinant pCI-neo Matrix vektériiniin EcoRI-Sall kesim enzimleri ile kesimi,
Hat 6; 100 baz’lik ladder DNA.

Agiklama vektoriine yerlestirilen matriks geninin Vero hiicrelerinde
aciklatilmas: amaciyla rekombinant pCI-neo Matrix vektérii Vero hiicrelerine
gegici olarak transfekte edilmistir. Elde edilen hiicre lizatlar1 % 10’luk
poliakrilamid jel de yiiritiildi ve nitroselilloz membrana transfer edildi.

Transfekte Vero hiicrelerinin matriks proteinini agikladigmi géstermek amaciyla
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Vestern Immunoblotlama deneyi yapildi. Sonug olarak rekombinant Vero-pCI-
neo Matrix hiicrelerinde, sifir vebas: pozitif serumlarla yapilan deneyde 38 kDa
agirhigina sahip proteinin varhg: tespit edildi (Sekil 8 Hat 4). Ayn1 agirliga sahip
olan protein sigir vebasi infekte edilmis Vero hiicre lizatlarinda da goriildii (Sekil
8 Hat 3). Fakat bu bantlara Vero ve rekombinant Vero-pCl-neo hiicre lizatlarinda
rastlanmadi ($ekil 8 Hat 1, 2). Sigir vebast viriisiit RBOK ag1 susu matriks geninin
pClI-neo agiklama vektériinde klonlanmas: ve VERO hiicrelerinde agiklatilmas:

Sekil 9°da sematize edilerek gosterildi.

Sekil 8 : Rekombinant SV matriks proteinin Vestern blotlama ile
gosterilmesi.
Hat 1; Vero, Hat 2; pCl-neo transfekte edilmis Vero hiicre lizati, Hat 3; SV-
infekte Vero hiicre lizati, Hat 4; Recombinant pClI-neo Matrix transfekte edilmis
olan Vero lizati, Hat 5; Marker , Ok; yaklagik 38 kDa’luk Matriks proteini.
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Sekii 9 : pCl-neo memeli aciklama plazmidine Matriks geninin
yerlestirilmesi ve 38 kDa’luk M proteinin agiklatilmasmin sematize edilmesi.
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6. TARTISMA

Bu galgmada rekombinant DNA teknolojisi kullanarak, SV RBOK as1
susu M geni kodlama yapan bélgesi TOPO-XL klonlama vektoriine yerlestirildi.
Matriks geninin pCl-neo Gkaryotik plazmidinde klonlanmasindan sonra hiicre
kiiltiirinde M proteini agiklatildi. Rekombinant hiicrelerden yaklasik 38 kDa
agirhginda M proteinin agiklandig1 vestern immunublotlama deneyi ile gosterildi.

Sigir  vebasi hastahgi ile ilgili cahgmalar gok eski zamanlara
dayanmaktadir (31). Geligtirilen yeni tekniklerle viriis biyolojisinin karanlikta
kalan birgok kismu aydmlatilmaya cahgimistir. Molekiiler tekniklerin
ilerlemesiyle genler iizerinde yapilan maniplasyonlarda kolaylagmistir (15, 77).
ilk kez SV viriisiinin H geni, sonrasinda ise F geninde rekombinant DNA
teknolojisi kullanarak DNA dizilimi ve klonlama ¢ahsmalari gerceklestirilmistir.
Bu calsmalarm sonrasmda F ve H genlerini igeren rekombinant plazmidlerle
hazirlanan DNA agilar1 olumlu yanit vermistir. Hemagliitinin proteini bagisiklama
ve tam1 ¢ahigmalarinda giincelligini korumaktadir (24, 52, 92, 97, 104, 105).

Matriks geninin klonlanmas: ilk kez 1990 yilinda gergeklestirilmistir. Bu
calismay: takiben 1994 yilinda in vitro transkripsiyon ve translasyon galigmalar1
yaplmistir. in  vitro  transkripsiyon deneyi T7  promotoru altinda
gergeklestirilmistir (11, 64). Bu galismada SV RBOK agt susu M geni pCl-neo
vektorii igerisinde bulunan T7 promotorunun yamstra T3 promotorunda da
agiklatilabilecek pozisyonda yerlestirilmigtir. Aym zamanda ik kez SMV
promotoru  altmda Vero hiicrelerinde M  proteininin agiklatifmasida

gerceklestirilmigtir.
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Sifir vebast virlisinde M proteini baglica tomurcuklanmada rol
oynamaktadir. Sifir vebasi viriis antijenlerine kargi olusan antikorlar,
olgunlagmaya bagmmh ve bagimsiz olmalarma gore ayrilmuslardr. Olgunlasma
esnasmda meydana gelen i¢ proteinlerin agiklanmasinda M proteinine kars1 olugan
monoklonal antikor epitop diizeyinde ortaya konulmustur (75).

Siir vebast RBOK ag1 susu ve Kabete O susu M geninin tamam
klonlanmig ve DNA dizilimleri yapilmigtir. Son olarak Shiotoni ve arkadaglar1 SV
lapinize susu M geninin molekiiler &zelliklerini ortaya koymuslardir (11, 90).
Kendi tasarladigimiz primerlerle sadece SV RBOK susu M geninin kodlama
yapan kismu iizerinde bu ¢alisma gergeklestirildi. Kizamik viriisii Edmonston agi
susunda yapilan DNA dizilimi ¢alismalarnda kodlama yapmayan bélgelerin cis
rol oynayan elementleri barndirdigindan bahsetmiglerdir (30). Bu elementlerin
mRNA stabilitesini ve transkripsiyonunun verimliligini etkiledigi bilinmektedir.
Fakat Sigir vebast M geni kodlama yapmayan bdlgesinin verimliligi ne kadar
etkileyip etkilemedigi heniiz tam olarak bilinmemektedir.

Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda bir ok klonlama vektrii SV viriisii
genlerinin klonlanmasi i¢in kullanitmigtir, Kullamlan bu vektorlerin biiyiik bir
kismmnda kesim enzimleri sonucunda ligasyonlar sonucu ortaya ¢ikan klonlar
kullanilmustir (15, 34, 74, 88). Fakat klonlamada kullandigimz PCR-XL-TOPO
vektoriiniin diger vektorlerden baslica iki fark: vardir. Bunlar 3' ucunda bir timidin
(T) bulunmast ve plazmide bagh olarak bulunan topoisiomeraz enzimini
bulundurmasidir (Invitrogene Topo® XL PCR cloning kit Version F Tech.
Bulletion). Matriks genini ¢ogaltmada kullandigmmiz Taq polimeraz enzimi ise

PZR iiriinlerinin 3' uglarma adenozin rezidiileri eklemektedir. Boylece plazmid ve
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ligasyon triinlerinde bulunan, A ve T’ler topoisomeraz enzimi sayesinde oda
1sinda 5 dakika gibi kisa bir siirede birlesmektedir.

Sigir  vebast transkripsiyon g¢aligmalarinda basglica N, P, M,
mRNA’larinin fazla miktarda bulundugu gosterilmistir. Sigir vebas transkriptleri
arasinda en az P geni, en fazla ise N geni mRNA’sinin varligini bildirmistir.
Sitomegalo viriis-1 (CMV-1) gibi maymun bobrek hiicre hatlarinin bol miktarda
riboniikleaz igerdigi bilinmektedir (41). Bu sebeple SV infekte Vero hiicrelerinden
elde edilen RNA’larin bir kismmnin sindirilecegi olasidir. Elbette ki boyle bir
sindirimin mRNA seviyesini haliyle agiklatilabilen protein miktarini azaltacagi bir
gergektir. Aym zamanda SV’nin B9Sa hiicrelerinde yiksek verimlilik gosterdigi
belirtilmistir (58). Ele alinan sebeplerden dolay: transfeksiyonda bu tip hiicrelerin
kullanilmasinin verimliligi artirabilecegi diisiiniilmektedir.

Caligmamizda okaryotik hiicrelere transfekte edilen SV RBOK M
geninin protein agiklandigim gostermek igin Vestern immonublotlama deneyi
gergeklestirildi. Deneyde primer serum olarak ELISA testi ile SV yoniinden
pozitifligi teyit edilmis sigir serumlart kullanildi. Barett ve arkadaglari sigir vebast
M proteini gostermek igin yaptiklari ¢aligmalarda immunopresipitasyon deneyleri
ile M proteinin varligini gostermislerdir. Kizamik viriisiit M proteini 35. ve 48’inci
amino asitlerine karg1 olusturulan serumlari ve SV tavsan hiperimmun serumlarini
kullanmiglardir (11).

Sigir vebasi tamisinda N ve H proteinleri énemli yer tutmaktadir.
Paramyxoviridae ailesinin avian pneumoviriisiiniin prokaryotik hiicrelerden elde
edilen M proteini tanida ¢ok olumlu yamt vermistir (46). Ne var ki SV M proteini

Balb/c farelerinde diisik immun yanit olusturdugu rapor edilmistir (94). Matriks
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genini iceren memeli agiklatma vektorleri ile herhangi bir DNA galismas: da
bildirilmemigtir. Rekombinant pCI-neo Matrix plazmidinde DNA agilama
calismalarinda farkh sonuglar ortaya gikaracag diigiiniilmektedir.
Hayvan viriisleri arasmda genetik miihendislikte ilk kurtarma sistemleri
DNA viriislerinde ~ gergeklestirilmigtir. Simian viriis 40 (SV40) viriisiiniin
transfekte hiicrelerde klonlanmasi biiyiik bir zafer olarak gdriilmiistiir. Bumu
pozitif iplikli RNA viriislerinde yapilan ¢alimalar izlemigtir. Son olarak negatif
sarmalh viriislerde kurtarma sistemleri uygulama alam bulmustur. Tersine genetik
caligmalart ile viral proteinlerin yapisal analizlerine kadar, viral RNA’daki
promotor elementlerinin etkinlii cahgilabilmektedir (20, 69, 77). Elbetteki boyle
calismalarin  yapilabilmesi icin viral genleri igeren klonlarn elde edilmesi
gerekmektedir. Bu ¢alisma Tiirkiye’de gen kiitiiphanesi olusturma ¢abalarmm bir
pargas olarak degerlendirilmelidir.
Bu galismada primerleri olustururken 5' ucuna EcoRI enzim kesim b&lgesi,
3' ucuna ise HindIll ve Sall enzim kesim bolgeleri yerlestirildi. Boylelikle
caligmada birgok Skaryotik ve prokaryotik agiklama vektdriiniin kullaniimasma da
olanak saglandi. Yapilan bu calisma ile rekombinant pCl-neo Matrix’i igeren
farkli Skaryotik hiicrelere stabil tranfeksiyonu diigiiniilmektedir.  Affiniti
kromotografik tekniklerle SV viriisii matriks proteinin biiyiik miktarlarda elde
edilmesine olanak saglayacaktir. Béylelikle SV viriisii matriks proteinine karsi
monoklonal antikor elde edilmesi kolaylasacaktir. Olusturulan rekombinant pCI-
neo Matrix vektorii ile DNA immunizasyon calismalarmin yapilmast igin olanak
saglanmigtir. Elde edilecek olan SV viriisii matriks proteininin tamda verecegi

cevabin degerlendirilmesi &nemli goriilmektedir. Sifir vebasi viriisiiniin
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tomurcuklanmasinda esnasinda oynadifi roliin tam anlamiyla ortaya gikarilmasi
agisindan Snemlidir. Bu gibi gelecekte yapilmas: diisiiniilen galigmalara temel

olusturmas: bakimindan yapilan bu galisma biiyiik 6nem arz etmektedir.
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