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Yiksek Lisans Tezi
OZET

CHILO IRIDESCENT VIRUS REPLIKASYONUNUN BASLAMASINDA ROL
OYNAYAN HUCRESEL PROTEINLERIN BELIRLENMESI

Kiibra ZENGIN
Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Remziye NALCACIOGLU
2024, 66 Sayfa

Iridoviridae familyasma ait bir bocek virtisii olan Chilo iridescent virus (CIV), cift
zincirli DNA genoma (212,482 baz cifti) ve ikozahedral morfolojiye sahiptir. DNA genom,
bir lipit tabaka ve bu tabakanin iizerinde protein yapidaki kapsid ile cevrilidir. Enfekte
ettikleri hiicreden ayrilis bigimine gore zarfli (tomurcuklanma ile ayrilma) veya ¢iplak (liziz
ile ayrilma) olabilmektedirler. CIV, ¢ok sayida zararli bocekte 6liimeiil ve 6limciil olmayan
enfeksiyonlar olusturmasindan dolay:r biyopestisit olma potansiyeline sahiptir. Ayrica
CIV’nin memeli hiicrelerine girebilmesi fakat bu hiicrelerde replike olmamasi 6zelligi de
virtistin insan hiicrelerine gen aktarmada kullanilabilecegini gostermektedir. CIV’den bilimsel
olarak etkili bir sekilde faydalanabilmemiz i¢in viriisiin anatomisinin, replikasyonunun ve
molekiiler mekanizmalarinin aydmlatilmasi1 gerekmektedir. Proteomik ¢aligmalar CIV’nin 54
adet yapisal proteine Sahip oldugunu gostermistir. Bu yapisal proteinlerden biri viriis
replikasyon dongiisii i¢in hayati bir dneme sahip olabilecek 118L acik okuma zinciri (ORF)
tarafindan kodlanmaktadir. 118L biitiin iridoviriis ve askoviriislerde homologu bulunan bir
gendir. Homologlar1 ile yapilan arastirmalar, 118L’nin CIV’nin hiicreye giris-flizyon
kompleksinin bir Uyesi olabilecegi ve viriis replikasyonunda 6nemli bir rol tistlenebilecegini
gostermektedir. Bu bilgiler dogrultusunda bu tez ¢alismasmda, CIV’ye ait bir zarf proteini
olan 118L’nin Spodoptera furgiperda (Sf9) konak hiicresinde etkilesime girdigi protein/ler
arastirilmustir. {lk olarak SfO hiicrelerinden izole edilen total membran proteinleri 118L
proteini ile hibridize edildi. Hibridizayon sonucu olusan protein bandi LC-MS analizine tabii
tutuldu. Analiz sonucu protein bandinin, potansiyel olarak Sf9 hicrelerindeki Eukaryotic
translation initiation factor 3  (EuTIF3), Transitional endoplasmic reticulum ATPase
(TER94), Eukaryotic translation elongation factor 2 (TEF2) ve Calcium-transporting ATPase
sarcoplasmic/endoplasmic  reticulum (ctATPser) isimlerinde dort proteine benzer
olabilecegini gosterdi. Yapilan in silico deneylerde TER94 proteininin 118L ile yuksek
oranda etkilestigi goriildi. Bu etkilesim Baculovirus ekspresyon vektor sisteminde uretilen
TER94 proteini ile bakteriyel sistemde iretilmis 118L proteininin in vitro’da pull-down
analizinde etkilesim gostermesi ile dogrulandi.

Anahtar Kelimeler: Chilo iridescent virls (11VV6), Spodoptera frugiperda, TER94 proteini
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Master Thesis
SUMMARY

DETERMINATION OF CELLULAR PROTEINS PLAYING A ROLE IN THE START OF
CHILO IRIDESCENT VIRUS REPLICATION

Kiibra ZENGIN
Karadeniz Technical University
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Biology Graduate Program

Supervisor: Prof. Remziye NALCACIOGLU
2024, 66 Pages

Chilo iridescent virus (CIV), an insect virus belonging to the Iridoviridae family, has a
double-stranded DNA genome (212,482 base pairs) and icosahedral morphology. The DNA
genome is surrounded by a lipid layer and a protein capsid on top of this layer. They can be
enveloped (separation by budding) or naked (separation by lysis) depending on the way they
leave the infected cell. CIV has the potential to be a biopesticide because it causes deadly and
non-lethal infections in a large number of pests. In addition, the ability of CIV to enter
mammalian cells but not replicate in these cells indicates that the virus can be used to transfer
genes to human cells. In order to make effective use of CIV scientifically, it is necessary to
elucidate the anatomy, replication and molecular mechanisms of the virus. Proteomic studies
have shown that CIV has 54 structural proteins. One of these structural proteins is encoded by
the 118L open reading chain (ORF), which may be vital to the virus replication cycle. 118L is
a gene homologous to all iridoviruses and ascoviruses. Studies with its homologues indicate
that 118L may be a member of the entry-fusion complex of CIV and play an important role in
virus replication. In line with this information, in this thesis study, the protein/s with which
118L, an envelope protein of CIV, interacts in the host cell of Spodoptera furgiperda (Sf9)
were investigated. First, total membrane proteins isolated from Sf9 cells were hybridized with
118L protein. The protein band formed as a result of hybridization was subjected to LC-MS
analysis. Analyse results showed that the protein band potentially resembles four proteins in
Sf9 cells, namely Eukaryotic translation initiation factor 3  (EuUTIF3), Transitional
endoplasmic reticulum ATPase (TER94), Eukaryotic translation elongation factor 2 (TEF2)
and Calcium-transporting ATPase sarcoplasmic/endoplasmic reticulum (ctATPser). In-silico
experiments showed that TER94 protein interacted with 118L at a high rate. This interaction
was confirmed by the interaction of TER94 protein produced in the Baculovirus expression
vector system and 118L protein produced in the bacterial system in-vitro at pull-down
analysis.

Key Words: Chilo iridescent virus (11V6), Spodoptera frugiperda, TER94 protein
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1. GENEL BILGIi

1.1. Giris

Viriisler, prokaryotlardan bitki ve hayvanlara kadar her tiir yasam formunda bulunabilen
hiicresel olmayan zorunlu hiicre igi parazitlerdir. Viriis terimi “zehir” anlamina gelen Latince
bir kelimeden koken almaktadir.

IIk olarak 1886 yilinda tiitiin bitkisinin yapraklarinda olusan mozayik hastaliginin
karakterize edilmesiyle kesfedilmislerdir. Cesitli morfolojilere sahip olup boyutlar1
nanometreden mikrometreye kadar degiskenlik gostermektedir. Yapisal olarak, niikleik asit ve
onu cevreleyen protein bir Ortiiden olusurlar. Niikleik asit DNA veya RNA yapisinda
olabilmektedir. Bazilarinda protein Ortiiniin tizerinde lipid yapida bir zarf bulunmaktadir.
Viriisler hiicresel olmadiklar1 ve zorunlu hiicre ici paraziti olduklar: i¢cin replikasyonlar1 ve
yayilimlar1 i¢in konak hiicreye bagimlidirlar. Simdiye kadar binlerce viriis kesfedilmis ve
tanimlanmistir. Viriislerin yalnizca kiigiik bir azinlig1 tlim canlilarda enfeksiyon sonucunda
yasami tehdit eden ciddi hastaliklara veya 6liimlere neden olmaktadir. Fakat, bu enfeksiyonlar
bliyiik capli ekonomik kayiplara yol acabilmektedir. Bununla birlikte baz1 viral
enfeksiyonlarin insanlarmn yararma kullanimlar1 s6z konusudur. Zararli bocekleri enfekte eden
viriisler bu amag dogrultusunda kullanilmaktadir.

Glinlimiizde zararlilarla miicadelede dogal diismanlarin kullanilmas1 seklinde
tanimlanan biyolojik miicadele kapsaminda, zararli bocekleri enfekte edebilen viriisler de yer
almaktadir. Tarim ve ormancilikta kayiplara neden olan zararli boceklerin kontroliinde bu
virlslerde kullanilmaktadir. Bugiine kadar ¢ok sayida bocek viriisii izole edilmis ve
tanimlanmistir. Entomopatojen viriislerden Cydia pomonella granilovirist, elma i¢ kurduna
kars1 lilkemizde ruhsat almis bir entomopatojendir. Bocek viriisleri uzun zamandan beri tibbi,
ekonomik ve endiistriyel bakimdan onemli ¢esitli proteinlerin iiretildigi gen ekspresyon
vektorleri olarak biyoteknolojide kullanilmaktadir (Demirbag vd. 1998, Beljelarskaya 2002).

Baculoviridae, Iridoviridae, = Entomopoxvirinae, = Densovirinae,  Reoviridae,
Polydnaviridae ve Ascoviridae familyalarma ait farkli  bocek virtisleri, bdcek
populasyonlarinda enfeksiyonlara neden olurlar. Iridoviridae familyasina ait Iridovirus

cinsinin tip tiirli olan omurgasiz yanardoner viriis 6 (Invertebrate iridescent virus 6, 11V6), kok



kurdu Chilo supressalis (Lepidoptera) boceginden izole edilmistir. 11V6, tarima dnemli
zararlar veren otgul boceklerin ¢ogunu enfekte ettigi icin 6zel ekonomik ve ekolojik degere
sahiptir. Bu otcul bdceklerden biri de Spodoptera furigiperda’dir. Misir, piring, sorgum, seker
kamisi, sebzeler ve pamuk gibi bitkilerle beslenen bu otcul bécek yogun oldugu durumda
mahsuliiniin hizla tiikenmesine neden olmaktadir.

Bu caligmada, IIV6'nin konagi olan Spodoptera furigiperda’y: enfeksiyonu sirasinda
hiicre yuzeyinde etkilesime girdigi proteinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda calismada IIV6’ya ait ve potansiyel bir zarf proteini olan 118L proteini
Spodoptera furigiperda 9 (Sf9) hiicre hattindan izole edilen membran proteinleri ile

etkilesime sokulmus ve viriisiin konak hiicreye girigindeki roli arastirilmistir.

1.2 Iridoviridae Familyasi

Iridoviridae familyas1 mensuplar1 ikozahedral yapida, niikleo-sitoplazmik blyik DNA
virtsleridir (NCLDV) (Marschang ve Rachel, 2011). “Irido” kelimesi, gokkusagi anlamina
gelmekte olup bir Yunan tanrigasmim ad1 olan Iris'ten tiiremistir. Familyanm ismi, virtislerin
enfekte ettikleri hiicrelerin sitoplazmasi i¢ginde birikerek olusturduklar1 gokkusagi benzeri
yanarddner (iridescent) renkten gelmektedir (Papp ve Marschang, 2019).

Mevcut taksonomiye gore, Iridoviridae familyas1 Alphairidovirinae ve Betairidovirinae
olmak Uzere iki alt familyaya ayrilmistir (Chinchar vd., 2017). Alphairidovirinae Uyeleri,
baslica ektotermik omurgalilar1 enfekte eden Ranavirus, Megalocytivirus ve Lymphocystivirus
cinslerini icerirken Betairidovirinae Uyeleri ise bdcekler ve kabuklular gibi esas olarak
omurgasizlar1 enfekte eden Iridovirus, Chloriridovirus ve Decapodiridovirus cinslerini
icermektedir (Papp ve Marschang, 2019). Betairidovirinae alt familyasinin tiyeleri, omurgasiz
iridescent virusler (11\V'ler) olarak bilinir. Iridoviridae familyasi mensuplarmin genel ismi
onceleri iridovirtsler olarak belirtilirken, daha sonra Iridovirus cinsi iiyeleri ile karigikliklar
yasandigi i¢in “iridoviridler” olarak degistirilmistir.

Iridoviridler virion pargacik boyutuna, konak tercihine, DNA metiltransferazi kodlayan
genin varhigina, amino asit dizisine ve major kapsid proteininin GC igerigine gore
smiflandirilmistir (Tablo 1) (Chinchar vd., 2005; King vd., 2011).



Tablo 1. Iridoviridae familyasi tiyeleri ve 6zellikleri (Chinchar vd, 2005; King vd, 2011)

Alt familyas1 Cins Virion Konak GC DNA
boyutu icerigi metilasyonu
Iridovirus 120-130 Eklembacaklilar, 29-32% Mevcut
nm oOzellikle bocekler degil

Betairidovirinae

Decapodiridovirus 158 nm Karides, 1stakoz 35% Mevcut
degil
Suda yasayan larva
Chloriridovirus 180 nm asamasindaki 48% Mevcut
dipteralar, baglica degil
sivri sinekler
Lymphocystivirus 198-227 Pisi baligi 29.1- Mevcut
nm 33%
Alphairidovirinae | Ranavirus 150 nm Surlngenler, 54% Mevcut
amfibiler ve
kemikli baliklar
Megalocytivirus 140-200 Deniz baliklar1 54.8% Mevcut
nm

Yeni iridoviridler siirekli olarak kesfedilmektedir. Ancak smirli sayida IV genomu
dizilenmistir ve bu nedenle genetik heterojenligi kesin olarak 6lgmek veya tahmin etmek
zordur (Ince vd., 2018).

Iridoviridlerin filogenetik olarak smiflandiriimasinda korunmus iridovirid genleri (26
gen) kullanilmaktir. Bununla birlikte, tam genom dizilerine dayali filogenetik analiz daha
iistiin bir siniflandirma saglamaktadir (Ince vd., 2018). Genomlar1 tamamen dizin analizi
yapilmig 15 iridoviridin, 26 korunmus gene gore filogenetik analizi, Iridoviridae familyasi
icindeki cinsler arasinda net bir ayrim oldugunu gdstermektedir (Eaton vd., 2010).

Asfarviridae,  Ascoviridae, = Phycodnaviridae, = Mimiviridea ve  Poxviridae
familyalarindaki niikleositoplazmik biylik DNA virlslerinin (NCLDV) Iridoviridae
familyasindaki viriisler ile yakinligi arastirilmis ve bir filogenetik agaci olusturulmustur.
(Sekil 1). Bu filogenetik agaca gore iridovirid proteinlerinden DS tip ATPaz, A32 ATPaz,
A2L/VLTR3 transkripsiyon faktoru, major kapsid proteini (MCP) ve DNA polimeraz B, diger

nikleositoplazmik  biyik DNA virGslerinin  Oyeleri ile  0Ozellikle  Ascoviridae,



Phycodnaviridae, Marseilleviridae, Mimiviridae, Poxviridae, Iridoviridae ve Asfarviridae
familyalar1 tiyeleri ile yliksek aminoasit benzerlikleri gostermistir (King vd, 2011; Boyer vd.,
2009).

Heliothis virescens 3e

Spodoptera frugiperda 1a Ascoviridae
Trichoplusia ni 2¢
Invertebrate iridovirus 3 (IIV3)

Invertebrate iridovirus 6 (II'V6)

Lymphocystis disease virus - C (LCDV-C)

* «JAmbrystoma tigrinum virus (ATV)
o _E'Frog virus 3 (FV3)
Singapore grouper virus (SGIV)

gg ——Marseillevirus
Acanthamoeba polyphaga Mimiviridae

Acanthocystis turfacea Clorrella virus 1
|:| *
o4 5 Paramecium bursaria Clorella virus 1
Ostreococcus virus OsV5

183 o : Phycodnaviridae
r:—Ec!ocarpus siliculosus virus 1

Iridoviridae

b——Feldmannia species virus
Emiliania huxleyi virus 86

African swine fever virus Asfarviridae
Amsacta moorei entomopoxvirus

_:Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus

Bovine papular stomatitis

oatpox virus Pellor

Mule deer poxvirus Poxviridae

Vaccinia virus

Molluscum contagiosum virus
* =100%

Crocodilepox virus

05 Fowlpox virus

Sekil 1. Iridoviridlerin diger niikleositoplazmik biiyiikk DNA viriisleri (NLCDV) ile
filogenetik iliskileri (Ince vd., 2018; Boyer vd., 2009).

1.2.1. Virion Morfolojisi

[1V'ler, ikosahedral simetri gosterirler ve ¢aplart 110-300 nm arasindadir. 11V'lerin cift
zincirli DNA (dsDNA) genomlarinin uzunluklar1 100 ile 210 kb araligindadir (Fauquet vd.,
2005). Genomlari, hayvan viriisleri arasinda benzersiz olup dairesel olarak permiitasyon ve
terminal olarak tekrarlar gosterir (Papp ve Marschang, 2019). Viriis partikiilii, dis protein
kapsid tabakasi, ara lipid zar1 ile iliskili polipeptitler ve niikleositoplazmik dsSDNA genomu
iceren ti¢c merkezli alandan olusmaktadir (Chinchar vd., 2005; Williams 1998; Yan vd., 2009)
(Sekil 2).



Intramembranéz
proteinler

Kapsomerler L ______ I¢ membran

............

Sekil 2. Iridovirid par¢aciginin enine kesitinin sematik diyagrami (Darcy-Tripier vd., 1984).

1.2.2. Viral Replikasyon

Alphairidovirinae alt familyasinin Ranavirus cinsine ait olan Frog virus 3 (FV-3)
omurgali iridoviridler i¢cin model organizmadwr ve iridoviral genom replikasyonu,
transkripsiyonu ve virlis aracili konakgi istilasini agiklamak igin kullanilmistir (Granoff,
1984). Buna gore iridoviridlerde virionun hiicreye girisi, reseptor aracili endositoz ile zarfli
virtislerin alinmasi (Braunwald vd., 1985) veya plazma zarinda viriisiin zarfinin agilip ¢iplak
viron seklinde konak hiicre igerisine girmesi ile ger¢eklesmektedir (Chinchar, 2002). Zarfin
kaldirilmasmin ardindan viral DNA c¢ekirdege girer ve burada birinci asama erken
(IE=immediate early) ve gecikmeli erken (DE= delayed early) transkriptler, viral genomik
DNA’dan hiicresel RNA polimeraz II (Pol II) aracilig: ile sentezlenir (Goorha, 1981; Goorha
vd., 1978) (Sekil 3). IE ve DE viral transkriptleri tarafindan kodlanan gen drtnleri hem
dizenleyici hem de katalitik proteinleri icermektedir (Murphy vd., 2012).

Viral DNA sentezinin ikinci asamasi sitoplazmada gergeklesir. Viral DNA; uzun, pes
pese eklenmis, konkatamerler halinde sentezlenir (Goorha, 1982; Goorha ve Dixit, 1984). Gec
viral transkriptlerin sentezi, sitoplazmada meydana gelir ve ge¢ genlerin tamaminin
transkripsiyonu, 6nceden DNA sentezi gerektirir (Sekil 3). RNA polimeraz [I'nin en biiyiik iki
alt biriminin homologlar, tiim iridoviridler tarafindan kodlanir (Murphy vd., 2012).

Virion olusumu, sitoplazmada morfolojik olarak farkli virlis toplanma bdlgeleri i¢inde
gerceklesir. Viral alt yapilarin birlesmesini takiben virionlar, sitoplazmada biiylik parakristal
diziler i¢inde birikir veya plazma zarindan tomurcuklanarak bir zarf kazanirlar (Chinchar,
2002) (Sekil 3). Hicre kdlturiinde ise ¢ogu virion, hiicre iginde kalir ve yalnizca enfekte

hiicrelerin par¢alanmasinin ardindan salir (Goorha ve Granoff, 1978).
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Sekil 3. Frog virus 3 (FV-3) replikasyon dongisi (Chinchar, 2002).
1.2.3. Invertebrate Iridescent Virus 6 (11V6)

Iridoviridae familyasinm Iridoviris cinsine ait bir tir olan Invertebrate iridescent viris
6 (11V6), Chilo iridescent virlis (CIV) olarak da isimlendirilmektedir. IIV6, ¢ok cesitli bocek
larvalarini enfekte edebilmektedir. Virionlar, dairesel olarak permiitasyonlu, bir adet dogrusal
dsDNA molekuli icermektedir (Jakob vd., 2001). 11V6, ilk olarak lepidoptera’ya ait Chilo
supresalis'ten (piring sap kurdu) izole edilmistir (Fukaya ve Nasu, 1966). 11V6 ile enfekte
olmus hiicrelerde yogun bir sekilde kiimelenen virionlar, mavi ile mor karigimi karakteristik
yanardoner bir renk olusturur (Yan vd., 2009).

16, yaprak zararlilarini ve bazi eklembacaklilar1 igeren genis bir konukgu yelpazesine
sahiptir (Devauchelle vd., 1985). Biyolojik agidan I1V6, piringte ve sert cekirdekli

meyvelerde biiyiik zararlara neden olan bir dizi otgul bocegi enfekte ettiginden, 6zel



ekonomik ve ekolojik 6neme sahiptir (Smith, 1976). Bu nedenle 11V6, biyolojik micadele
icin potansiyel bir kontrol ajani olarak kabul edilebilir.

[1V6; fibriller ile kapli, ikosahedral simetriye sahip biiyilk DNA virGsudir. Virs
pargacig1 li¢ kistmdan olusur; dista protein yapida bir kapsid, polipeptitler ile baglantili bir ara
lipid zar ve merkezde genomu igeren bir DNA-protein merkezli kompleksi. Virionlarin
hiicreden tomurcuklanarak ¢iktigi durumlarda, kapsid iizerinde bir dig zarf igerebilmektedir
(Williams vd., 2005; Williams, 1998). Virion ¢ap1 120-200 nm arasindadir (Ince, 2012). 11V6
kapsidi (¢iplak virion) tizerinde yapilan kriyo-elektron mikroskobisi ve U¢ boyutlu
goriintilleme ¢aligmalarinda, virion ylizeyinden digari ¢ikan fibriller ile birlikte virionun
capmin maksimum 185 nm oldugu gosterilmistir. Her virion 12 pentasimetron ve 20
trisimetronun olusturdugu ikozahedral yapiya sahiptir. Trisimetronlarin her birinde 55

kapsomer vardir (Yan vd., 2009) (Sekil 4).

Sekil 4. Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6)’daki trimerik kapsomerlerin
organizasyonu. a: 20 yizli (a¢ik mavi ve koyu mavi renkler) ve 12 besli
simetriye sahiptir (pembe renk). ikosahedronun bir iiggen yiizeyi yesil
cizgiler ile gosterilmistir. b: Bir asimetrik birim igindeki kapsid
proteinleri interaksiyonlarinin sematik diyagrami. Siyah elips, liggen ve
besgen sembolleri, sirasiyla 2°1i, 3°li ve 5°1i eksende katlanma yerlerini
gostermektedir (Yan vd., 2009).



[1V6 major kapsid proteini (MCP), toplam protein kiitlesinin neredeyse yarisini
olusturur (Balange-Orange vd., 1982; Bamford vd., 2005). I¢ lipid membran ile iliskili ve
MCP ile beraber en az i¢ minor kapsid proteininin varlig1 bildirilmistir. Bu proteinler parmak
(finger, 19.7 kDa), fermuar (zip, 11.9 kDa) ve tutunma (anchor, 32.4 kDa) proteinleri olarak
isimlendirilmistir (Yan vd., 2009 ve Ince, 2012). Virion, kesiksiz bir i¢ lipid ¢ift tabakasi
olusturmaya yetecek kadar % 9 lipid igerir. Viral zarda, fosfatidilinositol ve digliseritlerde bol
miktarda bulunur ve onu konakg¢1 hiicreden ayiran bir bilesime sahiptir; bu da I[IV6'nin onu
asemblesi sirasinda elde etmis olabilecegini diistindiiriir (Balange-Orange vd., 1982). Virds,
ikosahedral yap1 iginde 212.482-bp uzunlugunda bir dsDNA genomu bulundurur
(Devauchelle vd., 1985). Genom, viriis kiitlesinin yaklasik % 12'sini olusturur (Yan vd., 2009)
ve dongiisel olarak degisiklik gostermekte olup yaklasik %12 fazlalik igerebilmektedir
(Schnitzler vd., 1987).

1.2.4. 11V6 Yapisal Proteinleri

ITV6 virion proteinlerini tanimlamak i¢in LC-MS/MS ile birlestirilmis bir ve iki boyutlu
SDS-PAGE kullanilarak kapsamli bir proteomik analiz yapilmis ve virion yapisinda 54
proteinin varhigi tespit edilmistir. Varsayilan IIV6 proteinlerin on besinin olasi fonksiyonlari,
blast arastirmalar1 sonucunda ortaya konulmustur. Bunlar serin-treonin kinazlar (209R, 380R,
439R), fosfatazlar (123R, 355R), viral DNA polimeraz N-terminal domainine sahip protein
(232R), NTPaz (22L), fasiklin domaini (96L), ribonlikleaz 111 (142R), tirozin protein kinaz
(179R), katepsin (361L), HMG proteini (401R), protein disulfid izomeraz (453L), lizozomla
iliskili membran glikoproteini (061R) ve transmembran proteini (118L). Bunlarin disindaki
diger 39 protein, literatiirdeki proteinler ile benzerlik gdstermemistir (Ince vd., 2010) (Tablo
1).



Tablo 2. iki veya daha fazla farkli peptite gére LC_MS/MS analizi ile tanimlanan 11V6
yapisal proteinleri (Ince, 2010).

Karsihk gelen | Tlk sirada | Nispi
ORF | Erisim no Mol. kiitle | protein _y[,'lzdesi karsihk yogunluk OngerIen
(kDA) (% amino gelen (%) domeyn/islev
asitlere gore) | peptitler

443R | AAK82303 | 237.22 8.10 15 0.3 -

295L | AAKS82156 156.42 24.70 24.70 0.22 Bipartite nikleer
lokalizasyon sinyali

179R | AAB94478 137.93 14.70 24 0.06 Varsayilan
lipopolisakarit
degistirici enzim,
tirozin protein kinaz

022L | AAD48148 135.34 32.20 34 0.20 Varsayilan niikleosid
trifosfataz |, DEXDc;
DEAD-benzeri
sarmal slper ailesi

261R | AAK82122 129.06 2.70 30 2.20 Potansiyel

209R | AAK82071 118.34 39.20 52 0.69 Serin/treonin protein
kinaz

396L | AAK82256 111.28 21.90 29 0.16 Potansiyel
tekrarlayan protein

268L | AAKS82129 83.22 46.10 74 2.06 -

149L | AAB94464 76.41 36.60 72 0.91 -

232R | AAK82093 75.56 49.00 75 1.63 DNA polimeraz N-
terminal domeyni

439L | AAKS82299 63.45 12.10 8 0.02 Protein kinaz
domeyni

361L | AAKB2221 60.58 50.70 55 1.06 Kathepsin B

380R | AAKS82240 | 59.91 54.50 73 2.05 Serin veya treonine
0zgu kinaz

213R | AAKB2075 | 58.42 29.70 22 0.16 Varsayilan
peptidoglikan bagl
protein

118L | AAB94444 55.29 55.10 65 1.77 Varsayilan zarf
proteini

198R | AAKB82060 | 52.15 42.60 26 0.32 -

274L | AAK82135 | 51.29 63.20 157 17.97 Baslica yapisal
protein

229L | AAKB82090 | 50.64 22.30 15 0.25 -

337L | AAKS82199 | 46.13 27.20 25 0.21 Fonksiyonu
bilinmeyen Poxvirus
proteini

159L | AAB94468 45.76 34.90 58 3.98 -

329R | AAKB2190 | 42.74 28.80 16 0.29 -

219L | AAKS82081 34.64 19.00 5 0.01 -

142R | AAB94459 33.64 33.60 16 0.25 dsRNA_spesifik
riboniikleaz

457L | AAKS82317 33.13 25.90 47 2.97 -

155L | AAB94465 29.81 39.20 23 0.40 -

401R | AAKS82261 28.23 25.50 11 0.04 DNA_baglayici
proteinlerin
HMG_box stiper
ailesi

117L | AAB94443 27.45 29.70 43 0.93 -




10

Tablo 2’nin devami

415R | AAKB2275 26.66 63.20 70 1.34 -

309L | AAKS82170 24.83 70.00 12 0.10 -

4221 | AAKB2282 22.73 49.50 19 0.20 Cydia pomonella
graniloviris ORF34

378R | AAKB82238 22.21 47.70 12 0.10 2-sistein adaptor
domeyni

355R | AAKB82216 22.01 52.70 10 0.02 Ctd- benzeri
fosfatazlarin katalitik
domeyni

234R | AAK82095 21.09 62.70 63 3.07 -

111R | AAB94438 20.01 35.40 9 0.05 -

096L | AAB94430 19.69 33.30 11 0.05 Fasiklin domeyni

374R | AAK82234 | 19.12 22.40 3 0.00 Yarasa koronaviris
spike proteini

325L | AAKB82186 18.91 24.50 5 0.08 -

203L | AAKB82065 18.53 18.80 7 0.02 -

084L | AAB94426 18.40 25.50 15 0.04 -

061R | AAB94416 17.91 31.60 17 0.01 Lizozom ortak zar
glikoproteinleri

123R | AAB94448 16.38 7.70 3 0.00 Cift 6zl0 fosfatazlar

453L | AAK82313 15.91 26.10 12 0.05 _Protein disdlfid
izomeraz

034R | AAK81969 14.63 16.40 5 0.03 -

366R | AAK82226 13.66 17.50 2 0.01 -

138R | AAB94455 13.03 16.70 7 0.02 -

312R | AAKS82173 10.60 20.70 3 0.01 -

1.2.5. Konak Cesitliligi ve Patoloji

Insecta smifinda, I[IV6'nin konukgu araligi, alti takima ait 100'den fazla tiir igerir.
Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera ve Orthoptera, ordolarina
mensup dogal konukgular1 arastirilmistir (Williams, 2008).

Omurgasiz iridoviridlerinin (11V) enfekte ettikleri konaklarinda olusturduklar iridescent
renk, ozellikle yag dokusu basta olmak {izere hemen hemen tiim dokularin hiicrelerinde para-
kristal yapilarin varligma baglh olarak ortaya ¢ikan acik enfeksiyonlarla iliskilendirildi
(Hunter vd., 2003). Agir derecede enfekte olmus omurgasizlarin bu iridescent rengi, 11V
enfeksiyonunun en bariz isaretidir (Williams, 1998). 11V6, Drosophila line 2 (DL2),
Drosophila line 1 (DR1), A. albopictus, Aedes aegypti, Anticarsia gemmatalis (BCIRL-AG-
AM),) Helicoverpa zea (BCIRL-Hz-AML1), Heliothis virescens (BCIRL-HV-AML1), Pieris
rapae (PR-5), Plutella xylostella (BCIRL-PX2-HNV3), Spodoptera frugiperda line 21 (Sf21),
Sf9 ve Trichoplusia ni (TN-CL1) dahil olmak tizere on iki farkli bdcek hiicre hattinda

cogaltilabilmistir. Tiim bu hiicrelerin enfeksiyona duyarli olmasina ragmen, analizler, iKi
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Drosophila soyunun, DL.2 ve DR1'in [IV6'ya kars1 en yiiksek duyarliliga sahip oldugunu,
Aedes albopictus ve Plutella xylostella'dan gelen hiicre suglarmin ise dort kat daha az duyarl
oldugunu gostermistir (Constantino vd., 2001). Bu hucrelerin timunin genom dizi analizleri
yapilmistir ve bu hiicrelerin timi gen bankasinda bulunmaktadir.

Ilging bir sekilde, 11V ile enfekte boceklerle beslenen siiriingenler ve amfibiler enfekte
olmus gibi gérinmektedir (Just vd., 2001; Weinmann vd., 2007; Papp vd., 2014; Marschang,
2011; Stohr vd., 2016). Laboratuvar kosullarinda ve yiiksek dozlarda bu omurgalilar 11\V'lerle
enfekte olabilse ve oldariculikte gozlemlenebilse dahi dogal enfeksiyonlar nadiren
semptomatik veya Oldiirticiidiir. Bu da IIV replikasyonunun omurgali konakgilarda daha
smirli oldugunu ve konak bagisiklik sisteminin viral replikasyonu inhibe edebildigini

diisiindiirmektedir (Ince vd., 2018).
1.2. Viruslerin Konak Hiicreye Girisi

Virusler zorunlu hiicre ic¢i parazitlerdir ve viruslerin yasam dongiileri, cogalmalarini ve
yayilmalarini tesvik etmek icin tamamen hiicresel islevlerin ele gegirilmesine baghdir.
Virusiin hucreye girisi, viral enfeksiyonun ilk admmidir. Viriisiin igeri alinmasina aracilik eden
hiicresel reseptorleri ve giris yollarmi karakterize etmek igin bircok calisma yapilmistir
(Boulant vd., 2015).

Virilislerin hiicre yiizeyine baglanmasi, viral niikleik asitin hiicre sitoplazmasina
verilmesine yol agan yayilimm ilk asamasidir. Zarfli viriislerde bu siire¢, viral membran
glikoproteinlerinin spesifik hiicre yuzey reseptorleri ile etkilesimiyle baslatilir. Viriislerin hem
duyarli hem de duyarli olmayan hiicrelerin yiizeyine tutunmasi gergeklesse de (Piraino, 1967)
viral penetrasyon, hedef hiicre yiizeyinde ayni kokenli bir reseptoriin ekspresyonunu
gerektirir. Sonug olarak, reseptdr se¢imi ve tiirler arasindaki yogunlugu, bu reseptdre 6zgii
viriisiin konak araliginin belirlenmesinde biiyiik bir etkiye sahiptir. Ayrica, bir organizmada
reseptorii ifade eden hiicrelerin doku dagilimi da viral patogenezi etkileyebilir (Schneider-
Schaulies, 2000). Reseptor baglanmasindan sonra viris enfeksiyonu, zarf glikoproteininin,
viral ve hiicresel zarlarin flizyonuna ve viral genomun hiicreye girmesine yol agan karmasik

bir dizi konformasyonel degisiklik yoluyla ilerler (Barnard ve Young, 2003).
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Viriisler hiicreye girmek i¢in iki farkli strateji kullanabilir. Bunlardan ilki, klasik viral
endositoz modelidir (Sekil 5A). Bu mekanizmaya gore, bir veya daha fazla hiicresel reseptére
baglanmay1 takiben, viriis partikiilleri, endositik hiicresel mekanizma tarafindan fiziksel
olarak iceri alinir. Ikinci stratejide ise hiicresel reseptdrlere viriis baglanmasi, endositik
mekanizmay1 atlayarak virlis partikiillerinin plazma zarmdan dogrudan penetrasyonuna yol
acar. Bu siirece endositozdan bagimsiz reseptor aracili giris denir (Boulant vd., 2015) (Sekil
5B).

A. Reseptor aracili endositoz B. Endositozdan bagimsiz reseptor aracih

’ Ba!,m'l pram
- "J L‘ 0) —— ,»uu.ﬁm

Xy !mm ; é —

— lﬁ)l — IJ"v

-
.....

Hijere igi 11etun] Vigzt
4 replikzsyon
\
pH bagimlt vads \’ \
| begumsiz fiizyon ' ; Baglavic Ektdr(ler),
SIS STTEIRS AT e T I ﬂw r2septon(ler),
seplikzsyon korzseptor(lar)

Sekil 5. Viriislerin konak hiicreye giris stratejileri. Konak hiicrelerin sitoplazmasina
erismek icin virlisler iki ana strateji kullanabilir. Bu stratejilerden biri (A)
endositoz yoluyla ve reseptdr aracili endositoz olarak adlandirilan bir siiregte
endozomal vezikiiller araciligi ile olurken, digeri ise (B) plazma zarindan
dogrudan penetrasyon yoluyla, endositozdan bagimsiz reseptor aracili giris ile

olur ( Boulant vd., 2015).
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1.4. Virus-Reseptor Etkilesimleri

Yeni viral reseptorlerin tanimlanmast ve virlis-reseptor etkilesim mekanizmalarinin
aydinlatilmasi, virlis aracili konakg¢i hiicre istilasmin ve viral hastalik sonuglarinin
bilinmesine yonelik sundugu katkilar sayesinde heyecan verici bir arastrma alani
olusturmustur. Ayrica, virlislerin ve reseptorlerinin ayrmtili molekiiler etkilesimlerinin
tanimlanmasi, yeni antiviral tedavilerin ve asi1 teknolojilerinin gelistirilmesi i¢cin de onemli
bilgiler saglamistir (Maginnis, 2018).

Hiicresel reseptori tanima ve etkilesim, enfektif viral yasam dongiisiinde kritik bir ilk
admmdir ve konak spektrumu, doku tropizmi ve viral patogenezde diizenleyici olarak 6énemli
bir rol oynamaktadir (Grove ve Marsh, 2011).

Bilindigi iizere virlisler, enfeksiy6z bir yasam dongiisii yliriitmek ve nihayetinde yeni
konak hiicrelere yayilmak i¢in konak hiicre mekanizmasma ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle
viriisler, plazma zarmi gegmek ve hiicre mekanizmasina erismek i¢in bir veya daha fazla
reseptore baglanabilecekleri ¢esitli stratejiler kullanirlar. Viral baglanma proteini (viral
reseptor), konakei1 hiicre yiizeyindeki “kilit” (reseptdr tanima proteini) ile etkilesime girerek
hicrelerin Kilidini agan ve viral yasam dongiisiinii takip eden adimlar1 baslatan “anahtar”
olarak gorulebilir (Maginnis, 2018). Viral reseptorler sadece baglanma yapilar1 olarak degil,
ayn1 zamanda giris faktorleri, viral kacakciligmm koordinatorleri ve sinyal olaylarinin
aktivatorleri olarak da islev goriirler. Cogu durumda viriisler, viral yasam dongiisii iginde
farkli islevleri yerine getirmek i¢in birden fazla reseptor kullanirlar (Marsh ve Helenius,
2006).

Viral reseptorlerin bazilar1 kendi baslarina viral partikiillerin hiicreye girisini tetikleme
yetenegine sahipken bazilar1 da viral partikiillerin hiicreye girisinden sorumlu olan ikincil
yuzey molekdlleri ile etkilesime girerek viral partikiillerin hiicreye girigini desteklerler
(Boulant vd., 2015). Viral reseptorler ile etkilesimlere genellikle eksprese edilen spesifik viral
baglanma proteinleri aracilik eder. Viral yapilarin sekil (ikosahedral veya sarmal) ve
bilesimindeki (zarfli veya zarfsiz) farkliliklar viral baglanma proteinlerinin genel mimarisini
etkiler (Maginnis, 2018). Zarfli viriislerin baglanma proteinleri genellikle sivri uglu olup
viryonun yiizeyinden uzanirlar ve baglanma proteininin plazma zar1 iizerindeki reseptdr ile ilk

temas noktasi olarak gorev yaparlar (Grove ve Marsh, 2011). Zarfsiz viriisler, poliovirlsler
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(Neu vd., 2013) gibi uzantilar1 olmadan kiiresel olabilir veya reoviriisler (Guglielmi vd.,

2006) gibi virion yizeyinden uzanan viral proteinlerle dekore edilebilirler.

1.5. Hucre Yuzeyindeki Yaygin Viral Reseptorler

Viral reseptor ve hiicre tutunma proteini arasindaki ilk etkilesimler gesitlidir ve spesifik
olmayandan oldukga spesifik olana kadar degisebilir. Cogu durumda, viriis once diisiik
afiniteli, yliksek aviditeli etkilesimle bir reseptore baglanir ve ardindan yiiksek afiniteli bir
etkilesimle ikincil veya {iglinciil bir reseptorle etkilesime girer (Yamauchi vd., 2013). Viral ve
hiicresel reseptor etkilesimleri viral doku tropizmi ve enfeksiyonunda 6nemli bir diizenleyici
adim oldugundan, konake1 hiicre ile ilk etkilesim, diisiik veya yiiksek afiniteli baglanma olay1
olup olmadigina bakilmaksizin detayli sekilde incelenmektedir. Genel olarak, yiksek afiniteli
reseptorlerle viral etkilesimler, diisiik afiniteli baglanma olaylarindan sonra daha 6zellesmis
bir reseptorle gerceklesir (Dermody vd., 2009; Barton vd., 2001).

Virls-reseptor etkilesimleri, viral baglanma proteinlerindeki konformasyonel
degisikliklere aracilik edebilir, giriste islev gorebilir veya viriisiin enfeksiydz yasam dongiisii
icin gerekli olan sinyal yollarmi aktive edebilir (Grove ve Marsh, 2011). Bir¢ok virtisiin
konakge1 hiicrelerle ilk diisiik afiniteli etkilesimleri, siyalillenmis glikanlar veya sialik asitler
(SA’lar) gibi karbonhidratlarla etkilesimleriyle gerceklesir (Stencel-Baerenwald vd., 2014).
Viriisler i¢in tanimlanan hiicresel reseptorlerin ¢ogu, hiicresel adezyon molekiilleri (CAM'ler)
(Barton vd., 2001; Bergelson vd., 1997; Tomko vd., 1997; Bhella, 2015) ve fosfatidilserin
(PtdSer) reseptor ailesi kategorisine dahil edilebilir (Morizono vd., 2011; Meertens vd., 2012;
Moller-Tank ve Maury, 2014).

1.5.1. Sialik Asit (SA) Reseptorleri

Cesitli virtslerin, konake1 hiicre ylizeyine ilk baglanmada SA reseptorleri ile etkilestigi
gosterilmistir. Bazi durumlarda, bu etkilesimler, viral yapinim hiicre i¢ine alinmasi veya sinyal
olaylarinin aktivasyonu gibi virlis yasam dongiisiindeki ek adimlar1 igerir (Neu vd., 2011,
Stehle ve Khan, 2014). SA’lar, asparajin (N-) veya serin/treonin (O-) baglantili

glikoproteinler ve glikolipidlerin glikan zincirlerini sonlandiran ve net negatif yiiklii dokuz
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karbonlu bir omurgaya sahip bir monosakkarit olan néraminik asit tarevleridir (Varki vd.,
2009; Li ve Chen, 2012; Schauer, 2009). SA’lar, 2-karbon konumundan glikoprotein veya
glikolipidin ana seker zincirine kadar farkli baglantilar yoluyla daha da cesitlendirilir. En
yaygin baglantilar, 02,3 veya a2,6-bagli SA olarak adlandirilan Gal veya GalNAc kalintisina
a2,3- veya 02,6- baglanmasidir. SA’lar ayrica diger Sia kalintilarina da baglanabilir ve bu da
02,8 baglantili bir SA olusturur (Varki vd., 2009). Gangliositler ise bir veya daha fazla SA
iceren hiicre dis1 bir oligosakaritten ve plazma zarina gomiilmiis bir zincirinden olusan SA
iceren glikosfingolipidlerdir (Maginnis, 2018) (Sekil 6).

Okaryotik hiicrelerin yiizeyindeki dalli SA yapilarmnin ¢ok fazla ifadesi, cesitliligi ve
konumlandirilmasi, onlar1 konak hiicrelere patojen baglanmasi i¢in ¢ekici bir hedef haline
getirmektedir. Bu nedenle viris-SA etkilesimleri, girise aracilik eden ikincil proteinli
reseptorlerle ek etkilesimlere yol acan ilk hiicre temasi noktasi olarak hizmet edebilir veya
SA, konformasyonel degisiklikleri ve sonraki fiizyon olaylarini indiikleyebilen tek reseptor

olabilir (Grove ve Marsh, 2011; Stehle ve Khan, 2014).

1.5.2. Adezyon Molekdlleri (CAM)

Bugiine kadar tanimlanan viris baglanma reseptorlerinin ¢ogu, hiicreden hiicreye ve
hiicreden hiicre dis1 matrise yapismada islev goren CAM’lardir (Sekil 6). CAM’ler gelisme,
hiicresel yapmin siirdiiriilmesi, hiicre sinyali gibi hiicresel siireclerin temel aracilaridir
(Bhella, 2015; Farahani vd., 2014). CAM’larin ligand baglama, endositoz ve sinyallesmedeki
her yerde bulunan ekspresyonu ve ¢ok faktorlii islevi, virtislerin CAM’larla birlesmesi i¢in
cok sayida olasilik saglar (Maginnis, 2018). CAM ailesi selektinleri, kadherinleri, integrinleri
ve IgSF dyelerini icerir (Farahani vd., 2014). HIV (Maddnon vd., 1986), kizamik viriisii
(Tatsua vd., 2000), reoviris ( Barton vd., 2001), adenovirls (Bergelson vd., 1997), rinovirus
(Staunton vd., 1989) ve cocuk felci virusii (Mendelsohn vd., 1989) gibi virtsler reseptor
olarak hiicre adezyon molekullerinden biri olan IgSF (imminoglobulin stiper ailesi) Uyelerini
kullanir. Bir IgSF Uyesi olan JAM-A hem memeli reovirisi (Barton vd., 2001) hem de
caliciviris (Makino vd., 2006) icin hicresel bir reseptérdir. Bu homodimerik protein, iki
monomer (Prota vd., 2003) tarafindan olusturulur ve D1 alanlar1 arasindaki etkilesimler, bir

dimer arayiizii olusturur. integrinler, hiicre adezyonu ve sinyal olaylar1 dahil olmak iizere
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cesitli fonksiyonlara aracilik eden integral membran proteinleridir (Campbell ve Humphries,
2011). integrinler, a ve B olarak adlandirilan iki transmembran alt birimden olusup hiicre
yiizeyinde heterodimerler olarak bulunurlar (Sekil 6).

CAM’lar, konak¢r hiicrenin viral istilasin1  miimkiin kilan baglanma, giris,
sinyallesmeye veya ¢oklu adimlara aracihk etme islevi goriir. Ornegin; adhezyon
proteinlerinden biri olan E-kadherin hepatit C viriisii igin bir reseptor olarak kullanilir. Bu
kullanim kronik karaciger hastaliginin 6nemli bir nedeni oldugu yakin zamanda gdsterilmistir

(Li vd., 2016).

1.5.3. Fosfatidilserin (PtdSer) Reseptorleri

PtdSer normalde canli hiicrelerin plazma zarinm i¢ kisminda ifade edilmektedir. T-
hiicresi, immunoglobiilin ve musin domeyni (TIM) ve TYRO3, AXL ve MERTK reseptor
tirozin kinaz ailesi (TAM’lar) dahil olmak tizere PtdSer reseptorlerinin her ikisinin de (Sekil
6), ¢oklu viriis ailelerinden zarfli viriisler i¢in reseptor gérevi gordiigii gosterilmistir (Moller-
Tank ve Maury, 2014). PtdSer reseptorlerinin, pokviris ailesine ait olan vaksinya virus
(Mercer ve Helenius, 2008) ve Marburg viris (MARV) (Kondratowicz vd., 2011) dahil olmak
tizere bir dizi zarfli viriisiin viral girigsine aracilik ettigi rapor edilmistir. Bu reseptor aileleri
farkli olmakla birlikte tiimii, zarfli virtislerin viral zarfi tizerindeki PtdSer’i tanir ve viral
baglanma, giris ve/veya sinyal olaylarmin aktivasyonuna aracilik eder (Meertens vd., 2012;
Moller-Tank ve Maury, 2014; Bhattacharyya vd., 2013; Meertens vd., 2017).
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Sialik Asit Hiicre Adezyon Molekiilleri PtdSer reseptorleri

I£SF dyeleri Integrinler

D1 domeyin

Gasé
Tarminal SA se—
Glikoprotein
ya da —_—
Glikolipid
|
a2, 3-a2, 6,
veal, 8-3A TIM
; CD4 JAM-A/CAR
Gangliosidler o TAM

Sekil 6. Yaygin viral reseptor smiflari. Yaygin viral reseptorler, SA’lar ve SA gibi
siyalillenmis glikanlar1 igerir. Gangliyozidler, CD4, JAM-A, CAR dahil
olmak tzere IgSF lyeleri gibi CAM’lar ve avPB3 gibi integrinler ve PtdSer
reseptorleri, hiicre immiinoglobulin ve miisin alan1 (TIM) ve Tyro3, Axl
ve Mer (TAM) reseptorleri. Viriis IgSF iiyelerine baglanmaya D1 alam
aracilik eder (Maginnis, M.S., 2018).

1.5.4. Heparan Siilfat ve Diger Glikozaminoglikanlar

Glikozaminoglikanlar (GAG’ler) (heparan, kondroitin ve dermatan silfat dahil), herpes
simpleks virlisii (HSV), enteroviriisler, flaviviriisler gibi ¢esitli viriislerin baglanmasinda

genis ¢apta yer alan negatif yiiklii siilfatlanmis sekerlerdir (Evans, 2008).

1.5.5. Histo-Grup Antijenleri

HBGA’lar hem serbest oligosakkaritler olarak hem de mukozal epitelin yiizeyine
yapisik olarak bulunan kompleks karbonhidratlardir. Viriisler tarafindan baglanmak i¢in
kullanilan protein olmayan molekiiller, akut gastro enterite neden olan pozitif sarmalli RNA
virsleri olan noro virtsleri igin reseptor gorevi goren histo-kan grubu antijenlerini
(HBGA'’lar) de icerir (Evans, 2008).
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1.6. Calismanin Amaci

Invertebrate iridescent viriis 6 (IIV6), biyoteknolojik kullanim potansiyeli olan dnemli
bir bocek virtisiidiir. Viriisiin konak spesifikligi ve viriilansi ile ilgili molekiiler mekanizmalar1
anlamak ig¢in virlisiin konak hiicreye girisinde rol oynayan proteinlerin belirlenmesi blyuk
onem tasimaktadir. Laboratuvarimizda daha Once yaptigimiz ¢alismalarda, viriisiin konak
hiicreye girisinde 118L proteininin énemli bir rol oynadigini bulmustuk. Bu tez ¢caligmasinda
ise IIV6’nin konak hiicreye girisinde hiicreye ait hangi protein veya proteinlerin rol aldigi
belirlenmesi amaglanmistir. Virlisiin tasidigi énem géz Oniinde bulunduruldugunda, viral
membran proteininin hangi hiicresel protein ile etkilesime girdiginin belirlenmesi 6nem arz
etmektedir. Tez kapsaminda ITV6 'nin konagi olan Spodoptera furgiperda 9 (Sf9) hiicrelerine
ait membran protein(ler)inden hangisinin viriis enfeksiyonunu baslatmak {iizere viriise ait

118L proteini ile etkilesime girdigi arastirilacaktir.



2. Yapilan Cahsmalar

2.1. Cahismada Kullanilan Hucreler

Okaryotik hiicre olarak Spodoptera frugiperda (Sf9) bocek hiicre susu kullanildi.
Prokaryotik hiicre olarak E.coli DH10p susu klonlama asamalarinda, E.coli DH10Bac susu
bacmid DNA olusturulmasinda ve E.coli BL21-pLysS susu da protein ekspresyonunda
kullanild1.

2.2. Cahsmada Kullanilan Plazmid ve Kitler

Klonlama igin pJET1.2 Blunt (Thermo) ekspresyon i¢cin pGEX-2T, transfeksiyon igin
pFastBackHTA plazmidi kullanildi. Ayrica ¢alismada ¢ok gesitli kitler kullanilmistir. Bunlar
klonlamada kullanilan, pJET1.2 Blunt (Thermo) kiti plazmit izolasyonu ic¢in plazmit
izolasyon (Fermentas) Kiti, DNA’lar1 jelden temizlemek igin Nucleospin Extract 11 DNA
Saflastirma (Macherey-Nagel) Kiti, 6karyotik ekspresyon i¢in Bakuloviriis ekspresyon sistemi
(Bac-to-bac, Invitrogen) kiti ve protein saflastirmak i¢in MagneHisTM Protein Purification

System (Promega) kiti kullanilda.

2.3. Membran Protein Izolasyonu

IIV6’ya ait potansiyel zarf proteini 118L nin konak hiicre membraninda hangi protein
ile etkilesime girdigini belirleyebilmek igin IIV6’ nin replike oldugu Spodoptera frugiperda
(S) hiicrelerinden membran protein izolasyonu yapildi. Sf9 hiicreleri, 28°C’lik inkiibatorde
%5 Fetal Bovin Serum (FBS, Sigma, Cat No: F-0643) iceren SF900I1-SFM (Gibco, Cat No:
10902088) besi ortaminda g¢ogaltildi. Belli bir yogunluga ulasan hiicreler hemositometre
lammda sayildi. 4,26x10° hiicre/ml olarak sayilan Sf9 hiicrelerinden Mem-PER™ Plus
Membran Protein Ekstraksiyon kiti ve kitin igerisindeki prosediir kullanilarak membran

protein izolasyonu yapildi.
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2.4. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Proteinlerin konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in Bradford’un (1976) gelistirdigi metot
kullanildi. Bradford standardinin hazirlanmasi i¢in sigir serum albiimini (BSA, Promega)
kullanildi. Standart grafigi icin 0, 50, 100, 150, 200, 250 ve 300 pg BSA iceren solusyonlar
ddH20 ile 500 pl son hacme getirildi. Farkli BSA konsantrasyonlarini igeren ¢ozeltilerden u¢
tekrarli olacak sekilde 96 gozlii kaba aktarildi. Ornekler, 37°C’de 15 dakika inkiibasyondan
sonra SpectraMax M2 (Moleculer Devices) cihazi kullanilarak 595°nm dalga boyunda 6l¢iim
yapild1.

2.5. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Membran proteinlerinin gorintilenmesi i¢in SDS poliakrilamid jel elektroforez metodu
kullanildi. Ayn1 anda birbirinin kopyasi iki adet jel eleltroforez yapildi. Bunun i¢in membran
protein 6rnekleri (bir kuyu igin 40 pg) 2X muamele tamponu (2x Laemmli Sample Buffer,
BioRad) (tampon ve ornekten 1:1 oraninda olacak sekilde) ile karistirildiktan sonra 6rnekler
95°C’de 5 dakika kaynatildi. Protein ornekleri %10°luk SDS-PAGE’e yiiklendi (Laemmli,
1970). Jeldeki proteinler 40 mA akim uygulanarak elektroforez edildi.

Yiiritme islemi tamamlandiktan sonra jelin bir tanesi protein bantlarinin
gorintulenmesi icin boyama islemine tabi tutulurken diger jel, hibridizasyon igin kullanildu.
Boyama yapilacak jel, 2 saat fiksasyon cozeltisi (250 ml %99,5’1lik izopropanol, 100 ml
%100’lik Asetik asit, 650 ml ddH20) igerisinde bekletildi. Ardindan 3 kez 5’er dakika
ddH20 ile yikandi. Daha sonra Coommassie Brillant Blue (%0,125 Coommassie Brillant
Blue R-250, %10 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 1 saat boyandi. Boyamanin ardindan
jel 3 defa 5’er dakika ddH2O ile yikandi. Jeldeki fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in jel, hizh
yikama cozeltisi (250 ml %100’lik asetik asit, 200 ml %96’lik metanol, 2250 ml ddH20)

icerisinde boya uzaklastirilana kadar bekletildi.
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2.6. Hucre Membran Proteinleri ile Viral Potansiyel Zarf Proteini

118L’nin Hibridizasyonu

Viriise ait potansiyel zarf proteini 118L’nin konaga ait hangi protein ile etkilesime
girdigini belirleyebilmek i¢in hibridizasyon deneyi yapildi. Laboratuvarimizda tamamlanan
bir yiiksek lisans tez calismasi (Yayl, 2022) kapsaminda, Invertebrate iridescent viriis 6
(IIV-6)’ya ait potansiyel bir membran proteinini kodlayan 118L ORF’si Bakiiloviriis
ekspresyon sisteminde (Bac-to-bac) eksprese edildi. Uretilen protein hibridizasyon isleminde
kullanildi. Hibridizasyon islemi Sf9 hiicrelerinin membran proteinleri ile yapildi. Blotlama
icin 2.5.°de yapilan membran proteinlerine ait jellerden boyama yapilmayan kullanildi.
Jeldeki proteinler 6nce membrana aktarildi ardindan membrandaki proteinler, ¢oziiniir
haldeki 118L proteini ile hibridize edildi.

Jeldeki proteinlerin membrana aktarilmasi yapildi. Bunun i¢in nitroseliiloz membran ve
Whatman kagitlar1 jel boyutunda kesildi. 3 Whatman kagidi elektroblotlama tamponu (48 mM
Tris, 39 mM Glycine, %0,0375-w/v SDS) ve %20 metanol i¢eren soliisyonda 1slatilip cihaza
konuldu. Jel boyutunda kesilmis nitroseliiloz membran %100 metanolde islatildi ve whatman
kagitlarinin iizerine yerlestirildi. Uzerine jel ve jelin Uizerine de yine elektroblotlama tamponu
ve %20 metanol igeren soliisyonda 1slatilan 3 Whatman kagidi cihaza yerlestirildi. Bir saatlik
blotlama islemi sonunda membran PBS’de hazirlanmis %0,51ik siit tozunda (1X PBS, 0,5 ¢
siit tozu, %0,05°lik Tween 20) 2 dakika yikandi. Daha sonra 2 saat yine PBS’de hazirlanmis
%5°lik siit tozu (1X PBS, 5 g siit tozu, %0,05°1ik Tween 20) igerisinde bloke edildi. Takiben 3
defa 5’er dakika %0,5’lik siit tozunda yikandu.

Bu islemlerin ardindan membrandaki proteinler ile ¢6ziiniir haldeki 118L proteininin
hibridizasyonu asamasina ge¢ildi. Bu isleme, protein membran overlay deneyi de
denilmektedir. Bunun i¢in membran, 10 ml 1X PBS icerisinde ¢oziinmiis 118L (80 pg)
proteini ile +4°C’de 1 gece hibridize edildi. Hibridizasyon isleminden sonra membran
%0,5’lik siit tozu ile 2 dakika yikand1 ve %S5’lik siit tozunda 2 saat bekletilerek blotlama
islemi yapild1. Takiben %0,5°lik siit tozunda 3 defa 10’ar dakika yikandi. Daha sonra 1 gece
anti-poly Histidine antikoru (1:1000 sulandirma) (Sigma, H-1029) iceren %0,5°lik siit tozunda
oda sicakliginda hafifce calkalanarak inkiibe edildi ve bu siirenin sonunda tekrar 3 defa 10’ar

dakika %0,5’lik siit tozunda yikandi. Ardindan 1 saat Anti IgG-Alkalin Fosfataz antikoru
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(1:1000 sulandirma) (Sigma, A-3562) iceren %0,5’lik siit tozu i¢cinde oda sicakliginda hafifce
calkalanarak inkiibe edildi. Sonra %0,5’lik siit tozu icerisinde 3 defa 10’ar dakika takiben AP
(0.1 M Tris-HCI, 0.1 M NaCl, 5 mM MgCI2, pH 9.5, 1X) tamponu igerisinde 2 kez 10’ar
dakika yikama gergeklestirildi. Bandin goriinmesi icin membran substrat (NBT/BCIP, Roche,
11681451001) igeren 10 ml AP tamponu i¢inde inkiibe edildi. Renk gelismeye baslayinca
reaksiyon, membranin bolca ddH2O ile yikanmasi ile durduruldu.

Hibridizyan sonucunda agiga ¢ikan protein bandinin konaga ait hangi protein oldugunun
belirlenmesi i¢in, coomassie ile boyanmis jelde karsilik gelen protein bandi kesilip mili-Q’lu
su icerisinde LC-MS (Sivi kromotografisi- kiitle spektrometresi) analizi yapilmasi igin
Kocaeli Universitesi, Tip Fakiiltesi’ndeki Prof. Dr. Murat KASAP’a gonderildi.

2.7. LC-MS Sonuclarimin Biyoinformatik Analizleri

LC-MS analizi sonuglari, jelden keserek gonderdigimiz protein bandinin olasi
muhtemel proteinlerin isimlerinin ve olasiliklarmin yer aldigi bir liste halinde elimize ulasti.
Bu sonuglar degerlendirildi ve muhtemel proteinlerden deney sonucu elde edip sekanslamaya
gonderdigimiz proteinin agirh@ina karsihik gelebilecek ve en yiiksek skorlara sahip olan
proteinler belirlendi. Bu proteinler NCBI veri tabaninda Spodoptera frugiperda nin genomu
ile Protein-BLAST analizi yapildi. BLAST sonucu 118L proteini ile hibridize olabilecegi
diistiniilen S. frugiperda’ya ait Eukaryotic translation initiation factor 3 (EuTIF3),
Transitional endoplasmic reticulum ATPase (TER94), Eukaryotic translation elongation
factor 2 (TEF2) ve Calcium-transporting ATPase sarcoplasmic/ endoplasmic reticulum

(ctATPser) isimli dort farkli protein tespit edildi.

2.8. Protein-Protein Docking

Protein-BLAST sonucu belirlenen ve 118L ile hibritlesmis olmasi muhtemel S.
frugiperda’ya ait dort farkli proteinin in silico olarak 118L ile etkilesimlerini gérebilmek icin
protein-protein docking ¢aligmasi yapildi. Bu islem i¢in dncelikle [IV6’ya ait 118L°de dahil
olmak tiizere hibritlesmis olmasi muhtemel S. frugiperda proteinlerinin ii¢ boyutlu yapilari

AlphaFold ve ColabFold programi kullanilarak olusturuldu. HADDOCK v2.4 programi
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kullanilarak konaga ait muhtemel dort farkli protein ile virlise ait 118L proteininin U¢ boyutlu
yapilarinin etkilesimlerine bakildi. Docking sonucunda 118L ile en iyi etkilesim gdsteren

protein (TER94) ile ¢alismaya devam edildi.

2.9. Bocek Hiicrelerinden Total RNA Izolasyonu

Konaga ait belirlenen proteininin 118L ile etkilesimi in silico olarak teyit edildikten
sonra, bu etkilesimin in vitro olarak da g0sterilebilmesi elde edilen sonucu daha da
kuvvetlendirecektir. Bunun i¢in de belirlenen genin ¢ogaltilmasi, proteininin ekspresyonu,
saflagtirilmasi ve 118L ile etkilesimlerinin in vitro ortamda pull-down analizi ile gosterilmesi
islemleri yapilacaktir.

Belirlenen proteine ait genin ¢ogaltilmasi igin mRNA’ya ihtiyag vardir. Bu nedenle
once Spodoptera frugiperda (Sf9) hucrelerinden total RNA izolasyonu gergeklestirildi.
Onceden T25 flask icinde %5 FBS iceren Sf-900 SFM (Gibco ®) besiyerinde buyitilen Sf9
hiicrelerinden 2x10¢ hiicre/ml olacak sekilde 5 ml hiicre alindi. Hiicreler 15 ml’lik tiipe
aktarildi. 10 dakika 1000 x rpm’de santrifiij edildi ve stipernatant uzaklastirildi. Olusan hiicre
pelleti 500 mikrolitre Trizol i¢inde ¢6ziildii. Karisim mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve oda
sicakhiginda 5 dakika bekletildi. Karisima 100 pl kloroform eklendi. Nazikge alt-Ust edilip
yine oda sicakliginda 2-3 dakika bekletildi. Karigim bu siire sonunda 12000 x g’de 15 dakika
+4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonucunda iki faz olustu. RNA’larin oldugu iist faz dikkatli
bir sekilde alinip yeni bir tiipe aktarildi. Alinan faza 250 pl izopropanol eklendi ve alt-(ist
edilip oda sicakliginda 10 dakika inkube edildi. 12000 x g’de 10 dakika +4°C’de santrifij
edildi. Stipernatant uzaklastirildi ve pellet 500 ul %70’lik ethanol icerisinde 8000 x rpm’de 5
dakika +4°C’de santrifij edildi. Olusan RNA pelleti, ethanolii uzaklastirmak i¢in oda
sicakhigimda 10-15 dakika kurutuldu. Pellet 50 pl RNaz icermeyen steril ddH20’da ¢oziildii.
Izole edilen RNA’lar1 ¢dziiniir hale getirmek icin 10 dakika 55°C’de bekletildi. RNA’larin

saflig1 ve konsantrasyonu nanodropla tespit edildi.
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2.10. Reverse Transkripsiyon-PCR (RT-PCR)

SO hiicre hattindan izole edilen total RNA’dan belirledigimiz hiicresel gene (TER94)
0zgli cDNA olusturmak i¢in revers transkripsiyon PCR (RT-PCR) yapildi. Bunun i¢in 2 pg
total RNA, 1,5 pl genin mRNA sekansina 6zgii tasarlanmis geri yondeki primer (Tablo 2) bir
araya getirilerek ddH2O ile 15 pl hacme tamamlandi. Karigim 70°C’de 5 dakika bekletildi ve
ardindan buza birakildi. Reaksiyona M-MLV 5X tamponundan 5 pl, dNTP (10 mM)
karigimmdan 1,5 pl ve M-MLV RT (200 unite/pl) enziminden 1 pl eklendi ve hacim niikleaz
icermeyen ddH20 ile 25 mikrolitreye tamamlandi. Reaksiyon 42°C’de 1 saat bekletilerek

gergeklestirildi.
Tablo 3. TER94 genine ait primer dizileri
Primer adi Primer dizisi (5°-3”)
MRNA 5-TTAGCTGTACAGGTCGTCGTCGCCGCCCTCC?
Trans-R
Trans-Fw 5’-GGATCCGGCAGATAGTAAAGGTAATCC-3’
Trans-Rv 5’-AGGCCTTTAGCTGTACAGGTCGTCG-3’

*Enzimler i¢in restriksiyon bdlgeleri kalin harflerle belirtilmistir. BamHI, kalin
harflerle, Stul, kalin ve alt1 ¢izili harflerle gosterilmistir.

Tek zincirli olarak sentezlenen konak genine ait cDNA’y1 klonlanabilmesi ig¢in
oncelikle bu cDNA’y1 ¢ift zincirli hale getirmemiz gerekmektedir. Bunun i¢in de tek zincirli

cDNA kalip olarak kullanilarak gene 6zgu tasarlanan ileri ve geri primerler ile PCR yapild1.

Reaksiyon icerigi asagidaki gibi hazirlandi.
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PCR Reaksiyonu PCR Do6nqgusu
PReaksiyon bilesenleri Miktarlan

5X Green Tampon 10 pl

MgCl, (50mM) 2.5 pl (2.5 mM) 95°C —> 1dk

dNTP 1 pl (10 uM) 95°C — > 0.50sn

Ileri Primer 1 ul (10 M) 58°C —> 1dk X35
Geri Primer 1 pl (10 pM) 72°C —> 3dk dongu
Kalip cDNA 9 ul (<0.5ug/50ul) 72°C —> 2dk

GoTaq DNA polimeraz ~ 0.25 pl (1.25 u) 4°C —> o

ddH.0 25.25 pl

PCR reaksiyonu sonucu g¢ogaltilan DNA fragmentleri %1 yogunluktaki agaroz jelde
yuritulerek jel gorintileme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile gorintilendi. Jelde istenilen
boyutta goriilen DNA fragmentleri jelden kesilip Nucleospin Extract II DNA Saflastirma kiti
jelden temizlendi.

Gene ait DNA fragmenti pJET1.2 Blunt klonlama vektoriine 3 DNA fragmenti: 1 vektor
oraninda (0.3 ug DNA fragmenti ve 0.1 pg pJET1.2 blunt) klonlandi. PCR reaksiyonu i¢in
kullanilan Go-taq polimeraz enzimi 6zelligi itibariyle DNA fragmentinin 3’ ucuna sarkik poli
A kuyrugu eklediginden dolayr klonlamadan 6nce PCR f{iriinii kiit uclu hale getirildi.

Klonlama i¢in hazirlanan ligasyon reaksiyonu asagidaki gibi olusturuldu.

Ligasyon bilesenleri ~ Miktarlar
2X reaksiyon tamponu 10 pl

Blunting enzim 1l
PCR Urund 4.5 ul
pJET1.2 Blunt 1l
T4 DNA ligaz 1l

ddH20 35l
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2.11. Kompetent Bakteri Hiicrelerinin Hazirlanmasi ve Transformasyon

Ligasyon reaksiyonunu transform etmek i¢in kompotent hiicrelere ihtiya¢ vardir. Bunun
icin Escherichia coli DH10p hiicreleri kullanildi. Kompotent hiicre hazirlamak i¢in Luria
Bertani (LB) Agar besiyerinde biyiitiilmiis E. coli DH10p hiicrelerinden koloni almip LB
Broth besiyerine asilama yapildi ve hiicreler 37°C’de 200 x rpm’de 16 saat buyutdldd.
Kompotent hiicre hazirlamak igin CaCl, metodu kullamldi. Inkiibasyon sonrast LB Broth
besiyeri ile 1/10 oraninda seyreltilen gece kiiltiiriiniin absorbansi spektrofotometrede 600 nm
dalga boyunda 6l¢iildii. 30 ml LB Broth ortamu igerisine 0.1 optik yogunlukta (OD) olacak
sekilde bu gece kiiltiiri ortamimdan asilama yapildi. OD’si 0.4-0.5’¢ ulasana kadar yaklasik
1,5 saat boyunca 37°C, 200 x rpm’de inkiibe edildi. Kultlr daha sonra 50 ml’lik tlpe
aktarildi ve 4500 x rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 uzaklastirildi ve pellete 10
mililitre 100 milimolar soguk CaCl, ilave edilip pellet hafifce calkalanarak bu soliisyon
icerisinde ¢oziildii ve karisim 30 dakika buz iizerinde tutuldu. Tekrar 4500 devirde 5 dakika
santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirildi ve pellet 2 mililitre soguk CaCl, ile yavasca
calkalanarak c¢oziildii. Bu sekilde hazirlanan komponent hiicreler kullanilincaya kadar
+4°C’de muhafaza edildi. Kompetent E.coli DH10B hiicrelerinden 100 pl alinip steril
ependorf tiipe aktarildi. Uzerine ligasyon iiriiniinden 3 pl eklenerek iyice karistirildi ve 30
dakika boyunca buzda bekletildi. Sonraki islemde karisim 42°C’de 2 dakika soklanip buz
iizerine alind1. Tiipiin lizerine 1 ml LB Broth besiyeri eklendi ve 37°C’de 200 x rpm’ de 1 saat
boyunca biiyiimeye birakildi. Inkiibasyondan sonra kiiltiir 6000 x g’de 3 dakika santrifiij
edildi. Geride 100 mikrolitre kalacak sekilde tist sivi dokiildii ve pellet kalan sivi iginde
¢ozildikten sonra 50 pg/ml ampisilin iceren LB Agar petrisine yayildi. Gece boyu 37°C’de

inkiibasyona birakild1.

2.12. Rekombinant Plazmitlerin Belirlenmesi

Trasformasyon sonucu petride olusan kolonilerin hedef geni icerdigini teyit etmek
amaciyla kolonilerden kiiltiir yapilmasi, bu kiiltiirlerden plazmid izolasyonu ve plazmitlerin

restriksiyon enzimleri ile kesilmesi islemleri yapilacaktir.
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Bunun i¢in kolonilerden 50 pg/ml ampisilin iceren LB besiyerine inakiilasyon yapildi
ve kiiltiirler 37°C’de 200 x rpm’de 16 saat inkiibe edildi. Plazmid DNA izolasyonu i¢in hizli
miniprep metotu kullanildi. Gece kiiltiirleri 14000 x rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek
hlcreler ¢oktiruldi. Supernatant geride yaklasik 50 pl kalacak sekilde uzaklastirildi ve
cokeltiler kalan siv1 igerisinde vortekslenerek ¢oziildi. Uzerlerine 300 pl TENS tamponu
ilave edildi ve 5-6 kez alt-iist edilerek karistirildi. Bir sonraki adimda karisimlarin iizerlerine 3
M sodyum asetat (pH 5.2) ilave edilip tekrar 5-6 kez alt-iist edilerek karistirildi ve 10 dakika
boyunca buz iizerinde (her bes dakikada bir alt-iist edilip karistirilarak) bekletildi. 14000 x
rpm’de 10 dakika santriftij edildi. Siipernatantlar temiz tiiplere aktarild1 ve lizerlerine 900 pl
%100’Lik etanol eklenerek 3 dakika 14000 x rpm’de santrifiij edildi. Pelletler 500 pul %70’lik
etanol ile 14000 x rpm’de 2 dakika santriflij edilerek yikandi ve 37°C’de etiivde 10 dakika
bekletilerek kurutuldu. Kuruyan plazmit pelletleri 30 pul TE tamponunda (0.1 M Tris-HCI,
0.01 M EDTA) ¢ozuldu.

Izole edilen plazmid DNA’larmin klon olup olmadigini tespit etmek icin bu plazmid
DNA’lar1 gene ait primerlerin 5° u¢larma eklenen restriksiyon endonikleaz enzimlerinden biri
ile muamele edildiler. Bunun igin 10 ul plazmid DNA’s1, 1 pl Stul (Thermo), 2 ul enzime ait
reaksiyon tamponu ve 4 ul RNaz’li ddH20 bir araya getirilerek 20 pl’lik reaksiyon hazirland1
ve 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi &rnekler enzim inaktivasyonu igin
65°C’de 10 dakika bekletildi. Ardindan %1°’lik agaroz jelde elektroforez yapildi ve hedef geni
tastyan rekombinant plazmitleri iceren klonlar tespit edildi. Bu gende PCR kaynakli herhangi
bir mutasyon olup olmadigini belirlemek i¢in genin dizi analizi yapildi. Geni igerdigini
restriksiyon enzim muamelesi ile dogruladigimiz iki klondan plazmit izolasyon kiti
kullanilarak ve kitin dnerdigi prosediire gére plazmid DNA’lar1 izole edildi. Plazmidler dizi
analizi yaptirilmak iizere Macrogen firmasina (Hollanda) gonderildi. Analiz sonucunda elde
edilen niikleotit siras1 gen bankasindaki bu gene ait siralar ile NCBI web adresindeki Blast

programi kullanilarak karsilastirildi.
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2.13. cDNA’min Ara Transfer Vektérine (pFastBacHTA) Klonlanmasi

TER94 genine ait cDNA’y1 pJET1.2 vektoriinden primerlerin uglarmma biraktigimiz
enzimler ile kesip alarak ayni enzimler ile kesilmis transfer vektorii pFastBackHTA’ya
yerlestirmemiz gerekmektedir. Bunun i¢in TER94 cDNA’sinin  klonlandigi pJET1/2
vektorinu iceren E.coli DH10B hiicrelerinden ve pFastBackHTA vektoriiniin bulundugu
E.coli DH10p hiicrelerinden LB besiyerine (+50 pg/ml ampisilin) ekim yapildi ve 37°C’de
200 x rpm’de 16 saat inkiibe edildi. Bulyuyen kiiltirler 14000 x rpm’de 2 dakika
¢oktiiriildiikten sonra bu hiicre pelletlerinden plazmid izolasyonu yapildi. izole edilen
rekombinant plazmit DNA’lardan 500 ng, 1’er ul BamHI ve Stul restriksiyon enzimleri ve her
bir enzime ait 2’ser pul 10X reaksiyon tamponu bir araya getirilerek toplam 30 ul’lik hacimde
reaksiyonlar hazirland1 ve 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi reaksiyonlar
enzim inaktivasyonu i¢in 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Ardindan %1 lik agaroz jelde
elektroforez yapildi. pJET1.2 Blunt vektoriinden restriksiyon enzimleriyle kesilerek ayrilmis
olan TER94 gen bolgesi agaroz jelden kesilerek alindi. Yine ayni restriksiyon
endoniikleazlarla lineer hale getirilen pFastBacHTA vektori jelden kesilerek alindi. Her iki
DNA fragman1 DNA temizleme kiti kullanilarak jelden temizlendi. Ilgili enzimlerle kesilen
TER94 genine ait DNA ve pFastBacHTA vektorii 3 vektor: 1 DNA oraninda bir araya
getirilerek asagida belirtildigi gibi ligasyon reaksiyonu hazirlandi.

Ligasyon Reaksiyonu

Reaksiyon bilesenleri Miktarlan

10X T4 DNA Ligaz Tamponu 2 ul

T4 DNA Ligaz 1l (Bu/ )
Insert (TER94) 2.5 ul (27 ng/ul)
Vektor (pFastBacHTA) 0.7l (73 ng/ ul)

ddH20 13.8
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Reaksiyon 45 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra +4°C’de gece boyu
bekletildi. Ligasyon urininin transformasyonu 2.11.’de agiklandig1 gibi gergeklestirildi. Yine
2.12.’de agiklandig1 gibi transformasyon sonucu olusan kolonilerden TER94 genini igeren

rekombinant pFastBacHTA plazmitinin se¢ilmesi gergeklestirildi.
2.14. TER94 Geninin Bac-To-Bac® Bakilovirts Ekspresyon Sisteminde ifadesi

TER94 geninin Okaryotik bir sistemde ifadesini gerceklestirmek igin bakllovirus
ekspresyon vektor sistemi (Bac-to-Bac) kullanildi. Genin bu sistemde ifadesi Sekil 7°de

gosterilmektedir.
2.14.1. E.coli DH10Bac Kompetent Hiicrelerinin Hazirlanisi

Hazirlanan ara transfer vektoriiniin bakiiloviriis sistemine aktarilmasi icin E.coli
DH10Bac bakteri hiicreleri kullanildi. Bu hiicreler 6zel hiicrelerdir ve transpozisyon icin
gerekli enzimin kayanagi olan yardimci plazmide ve bakteriyal replikasyon orijinine sahip
Autographa californica multi niikleopolihedroviriis (AcNPV) viral DNA’sina (bakmid)
sahiptirler.

Transformasyon islemi i¢in 6nce E.coli DH10Bac hiicreleri kompetent hale getirildi.
Bunun i¢in LB agar ortaminda biiyiitiilmiis olan bu hiicrelerden alinip kanamisin (50 pg/ml)
ve tetrasiklin (10 pg/ml) iceren 3 ml LB besiyerinde 16 saat buydtildi. Ertesi gun bu
kiiltlirden LB Broth besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi. Hiicreler 37°C’de 600 nm
dalga boyunda yogunluklar1 0.6-0.9 olacak sekilde biiyiitiildii. Istenilen yogunluga ulasan
hiicreler 15 dakika buz iizerinde bekletildi. Ardindan 4°C’de 4000 x rpm’de 5 dakika
santrifij edildi. Siipernatant kismi dokiildii ve pellet 1 ml soguk CaCl, (100 mM)’de
¢oziilerek ayn1 CaClz solusyonuyla hacmi 10 ml’ye tamamlandi. Karigim buz icerisinde 1.5
saat bekletildikten sonra 4°C’de 4000 x rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kism1
uzaklastirildi ve pellet 1 ml %15 gliserol igeren 100 mM’lik CaCl> solisyonunda ¢Oziilerek
100’er pl seklinde ependorf tiiplere dagitilip -80°C’ye kaldirildi.



30

2.14.2. Rekombinant pFastBacHTA Vektorunin E.coli DH10Bac Kompetent

Hucrelerine Transformasyonu ve Transpozisyonu

Onceden hazirlanmis 1,5 ml’lik tiiplerde bulunan 100’er pl iki adet DHI10Bac
kompetent hiicre tiipli alindi. Bir tiipe 0.8 pl (200 pg) rekombinant vektorden ilave edildi.
Diger tiipe hi¢bir sey eklenmeyip kontrol amaclh kullanildi. Her iki tiip buz lizerinde 30
dakika bekletildi. Daha sonra tlpler 45°C’de 45 saniye tutularak 1s1-sok islemi
gerceklestirildi ve ardindan buz icerisine alinip 2 dakika sogutma islemi uygulandi. TUplere
900 ul LB besiyeri eklendi ve 37°C’de 225 x rpm’de 4 saat inkiibe edilerek transformasyon
islemi gergeklestirildi. Bu stire sonunda hiicreler, gentamisin (7 pg/ml), kanamisin, tetrasiklin,
IPTG ve X-Gal iceren besiyerinde 48 saat bily(tildi. Inkiibasyon sonucu olusan beyaz
koloniler, yine ayni icerige sahip besi ortamina, kolonilerin tamamen saf ve beyaz renkte

oldugundan emin olmak i¢in ¢izgi ekim yapildi ve 48 saat 37°C’de inkiibe edildi.

2.14.3. Rekombinant Bakmid DNA’larin Izolasyonu ve PCR ile Dogrulanmasi

Beyaz fenotipe sahip koloniler kanamisin, tektrasiklin ve gentamisin igeren 2 ml LB s1v1
besiyerine inokile edildi. Hiicreler 37°C’de 225 x rpm’de 16 saat biiyiitiildi. Kiiltiirlerin 1.5
ml’lik kism1 14000 x rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Pellet kism1 300 pl Soliisyon I (15 mM
Tris-HCI pH 8.0, 10mM EDTA, 100 pg/ml RNaz A)’de hafif vorteks yapilarak ¢oziildii ve
uzerine 300 pl Soliisyon 11 (0.2 N NaOH, %1 SDS) eklenerek karistirildi. Karigim hiicrelerin
liziz olmasi i¢in oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Uzerine 300 pl 3M Potasyum asetat (pH
5.5) ilave edilerek karistirildi. Ornekler buz iizerinde 10 dakika bekletildikten sonra 14000 x
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatant kismi igerisinde 800 pl izopropanol iceren
tiiplere aktarildi ve tiipler alt-Ust edilerek 10 dakika buzda bekletildi. 14000 x rpm’de 15
dakika santrifiij edilip tist siv1 dikkatli bir sekilde dokiildii. Tiiplere 500 pl etanol (%70) ilave
edilip alt-tist edildi ve 14000 x rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrarlandi.
Supernatant dokuldu ve pelletler oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruma igleminden
sonra pellet halindeki bakmid DNA 40 ul TE tamponunda ¢oziilip +4°C’ye kaldirildi.



31

Bakmid DNA’larin TER94 genini igerip icermedigi PCR ile analiz edildi. Bunun i¢in
M13Fw - M13Rv primer ¢ifti ve M13Fw - GentaRv primer ¢ifti kullanilarak PCR reaksiyonu
yapildi. Dogrulugu teyit edilen klonlardan bir tanesi se¢ildi ve bu transfeksiyon isleminde

kullanildi.

2.14.4. Rekombinant Bakmid DNA’sinin Bocek Hiicrelerine Transfeksiyonu ve

Rekombinant Viriisiin Cogaltilmasi

Sf9 hiiclerinden her bir gézde 2x10° hiicre olacak sekilde 6 gozlii hiicre kiiltiir kaplarina
brrakild1 ve hiicrelerin tabana tutunmasi icin 28°C’de 2 saat bekletildi. 200 pg rekombinant
bakmid DNA ile 100 pl katkisiz Grace’s Insect Medium (Gibco®) karistirildi. Diger taraftan
8 pl Cellfectin® Reagent (Invitrogen) ile 100 pl katkisiz Grace’s Insect Medium homojen bir
sekilde karistirildi ve bu iki soliisyon polystyrene tiipte birbirine karistirihp 30 dakika
boyunca her 5 dakikada bir alt-iist edilerek oda sicakliginda bekletildi. 6 gozlii kaptaki
tutunan hiicreler, tlizerinde 2 ml katkisiz Grace’s Insect yavasca gezdirilerek yikandi. Diger
yandan polystyrene i¢inde bulunan Lipid-DNA karisimimin {izerine 800 ul katkisiz Grace’s
Insect eklendi, nazik¢e karistirildi ve yikanan hiicrelerin {izerine yavasca ilave edildi.
Hiicreler bu sekilde 28°C’lik etiivde 5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi transfeksiyon
stvist hiicrelerin lizerinden uzaklastirildi ve iizerlerine %5 FBS (Fetal Bovine Serum) igeren 2
ml Sf-900™ |1 SFM (Gibco®) besiyeri eklendi. Hicreler 72 saat 28°C’de inkiibasyona
brrakildi. Olusan rekombinant virlislerin eldesi, hiicrelerin toplanmasi ve 500 x g’de 5 dakika
santriflij edilmesi ile gergeklestirildi. Elde edilen {ist sivi, Al viral stok olarak adlandirildi. Al
viral stogun konsantrasyonunu arttirmak icin bu viral stok kullanilarak tekrardan enfeksiyon
yapildi ve ¢ogaltilan rekombinant viriisler toplandi. Bu viriisler A2 stogu olarak adlandirildi.
T75 flasklere birakilan 9x10° hiicre A2 viral stoktan 500 pl kullanilarak enfekte edildi.
28°C’de inkiibasyona birakilan enfekteli hiicreler 3 giiniin sonunda toplandi ve rekombinant
bakmid DNA’lar1 tagtyan bakiiloviriisleri igeren siipernatant kismi bir sonraki enfeksiyonlarda
kullanilmak i¢in +4°C’ye kaldirildi.



32

2.14.5. TER94 Proteininin Hicre Kiltirinde Uretilmesi

Iigili gene ait proteini hiicre kiiltiiriinde iiretmek i¢in Oncelikle Sf9 hiicreleri T75
flasklere 9x106 hiicre/flask olacak sekilde birakildi. Bu hiicreler 2.13.4.’de anlatilan
cogaltilmis rekombinant bakiiloviriisler ile enfekte edildi. 2 ml hacimde olacak sekilde
hazirlanan enfeksiyon sivis1 T75 flasklerde bulunan hiicrelerin iizerine yavasca ilave edilip
2.5 x rpm hizda 2 saat sallandi. Viriislerin hiicrelere tutunmasi saglandiktan sonra flasklere
%5 FBS igceren Sf-900 II SFM besiyeri ilave edilerek son hacim 10 ml’ye tamamlandi.
Enfeksiyonlar 28°C’de 72 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasi hiicreler besiyeri ile
birlikte toplandi ve 4°C’de 500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicrelerin olusturdugu
pelletten SDS-PAGE yapmak i¢in bir miktar alinarak 2.5 ve 2.6’da anlatildig1 gibi protein jeli
yapild1 ve westen blot analizi ile beklenilen proteinin {iiretildigi teyit edildi. Hiicrelerin geri

kalani ise diger deneylerde kullanilmak tizere -80°C’de saklanda.

Rekombinant
Dondr Plazmid

\__ Bakmid

Kompetent DH10Bac'™ E.coli Hicreleri _
Rekombinant Bakmid Igeren
E.coli (LacZ-)

DNA
Izolasyonu

K von Tayini
Bocsk Hscrzlerinin \ \ T / / B Py v vy = v e
Enfeksivonu
000000 0 000

Rekombinant Bakiloviris

Partikilleri Rekombinant Bakmid DNA
000000 0 ©0O|

Rekombinant Gen Eksprasyonu
veya Viral Amplifikasyon

Sekil 7. Bac-to-Bac ekspresyon vektor sistemi.
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2.15. 118L Proteininin Bakteriyal Sistemde Uretilmesi

118L proteininin ifadesi i¢cin mikrobiyoloji laboratuvarinda daha 6nceden klonlanmis
olan pGEX-2T/118L vektorii (Ozsahin, 2016) kullanildi. Genin ifadesi igin E. coli BL21-
pLysS susu kullanildi. Bunun i¢in ilk 6nce BL21-pLysS hiicreleri kompetent hale getirildi.

2.15.1. E.coli BL21-pLysS Kompetent Hiicrelerinin Hazirlanmasi ve

Transformasyon

E.coli BL21-pLysS hiicreleri 2.11 numarali baslik altinda anlatildig1 sekilde kompetent
hale getirildi. pGEX-2T/118L vektorii bu hiicrelere transform edildi. Bunun i¢in hazirlanan
kompetent hiicrelerden 200 ul alindi ve {izerine pGEX-2T/118L vektoriinden 5 pl eklenip
2.11°de belirtildigi gibi vektoriin hiicrelere transformasyonu gerceklestirildi. Transformasyon
sonucu olusan hiicreler 50 pg/ml kanamisin iceren LB Agar petrilerine yayildi. Gece boyu

37°C’de inkiibasyona birakildi.
2.15.2. Protein Ifadesi

PGEX-2T vektoruni iceren E.coli BL21-pLysS hiicrelerinden tek bir koloni alinarak 50
pg/ml kanamisin igeren 2 ml LB besiyerine asilama yapildi ve 37°C’de 225 x rpm’de gece
boyu inklbe edildi. Buydtilen kalturden 50 pg/ml kanamisin iceren LB Broth besiyerine
1:100 oraninda asilama yapildi. Hiicreler 600 nm’de OD degeri 0.6-0.8 oluncaya kadar
37°C’de 140 x rpm’de biiyiitiildii. Hiicreler istenilen yogunluga ulastiktan sonra ortama 1mM
olacak sekilde IPTG ilave edildi ve bdylece protein ekspresyonu indiiklendi. Ekspresyon
diisiik sicaklik (25°C) ve diisiik rpm’de (140 x rpm) 5 saat inkiibe edilerek gerceklestirildi.
Daha sonra hucreler 4500 x rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek coOkturuldli ve stpernatant
kismi uzaklagtirildi. Protein iiretiminin gergeklestigini teyit etmek igin pelletten bir miktar
alinarak 2.1.2°de belirtildigi gibi SDS-PAGE yapildi ve jel Coommassie Brillant Blue boyas1
ile boyandi. Pelletin geri kalan1 diger islemlerde kullanilmak tizere -80°C’ye kaldirild1.



34

2.16. Pul-down Analizi

His-TER94 ve GST-118L proteinlerinin ifade edildikleri dogrulandiktan sonra, daha
once elde ettigimiz ve ifade edilen proteinleri iceren 5 ml’lik hiicre soliisyonlar1 6000 x g’de 5
dakika santrifiij edilerek olusan pelletler ayr1 ayri tiiplerde 500°er ul PBS (Phosphate buffered
Saline, 1X) igerisinde ¢oziildiiler. Hiicreler sonikasyon islemi ile patlatildi ve ardindan 6000 x
g’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatantlar yeni tiiplere aktarildi. His-TER94 ve GST-
118L nin iiretildigi hiicrelerin siipernatantlar biraraya getirildi. Karigim 3 saat +4°C’de
yavasca sallandi. Bu karisimdan histidin kuyrugu aracilig ile protein saflastirildi. Coziinebilir
lizatlardan TER94 proteini saflastirildi. Her bir 1 ml 6rnek i¢in 30 pl Ni boncuk eklendi ve
proteinin bu boncuklara baglanmasi i¢in 2 dakika oda sicakliginda bekletildi. Magnetik standa
konulan Ni partikiillerinin ¢ekilmesi saglandi ve sivi kisim boncuklardan uzaklastirildi. 500
mM NaCl igeren Yikima/Baglama tamponuyla Ni partikiilleri siispanse edilip tekrar Magnetik
standa konularak yikandi. Bu islem ii¢ kez tekrarlandi. Ornege 150 pl ¢dziicii tamponu
eklenip 2 dakika oda sicakliginda bekletildi. Tekrar standa yerlestirilip protein igeren sivi
kisim alindi. Ornekten 20 pl almip %10’ luk SDS-PAGE’de vyiiriitiildii ve His-taq kuyruk ile
saflastirilan TER94 proteini ile 118L proteininin de birlikte saflastigini goriintiileyebilmek
icin GST kuyruguna 6zgii antikorlar kullanilarak western blot hibridizasyonu yapildi. Western
blot islemi 2.6’da belirtildigi gibi yapildi.



3. BULGULAR
3.1. Spodoptera Frugiperda (S9) Hiicrelerinden Membran Protein izolasyonu

Spodoptera frugiperda (Sf9 hicreleri, 28°C 'de %10 Fetal Bovin Serum (FBS) iceren
SFI00II-SFM  besi ortaminda ¢ogaltildi. Kiiltiir kabinin tabanmi dolduran hiicreler
hemositometrede sayildi ve 4,26x10¢ hiicre/ml olarak sayilan Sf9 hiicrelerinden membran
protein izolasyonu yapildi. izole edilen proteinlerin konsantrasyonu Bradford metodu temel
alinarak hazirlanan BSA standardina gore belirlendi ve konsantrasyon 1700 pg/ml olarak
belirlendi.

3.1.2. Sodyum Dodesil Stilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Sf9 hiicrelerinden izole edilen membran proteinleri SDS-PAGE’ne tabi tutuldu.

Proteinler jel iizerinde Coommassie Brillant Blue boyasi ile goriintiilendi (Sekil 8).

Sekil 8. Sf9 hiicrelerine ait membran proteinlerin Coomassie boyama yontemi ile
boyanmigs SDS-PAGE jelindeki gorlntusi. M, marker (prestained,
Thermo); 1- Sf9 membran proteinleri
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3.2. Spodoptera Frugiperda (Sf9) Hiicre Membran Proteinleri ile Viral 118L

Proteininin Hibridizasyonu

Laboratuvarimizda daha oOnce yapilan ¢aligmalarda Invertebrate iridescent virus 6
(ITV6)’ya ait bir membran proteinini kodladig1 disiiniilen 118L ORF’si Bakiiloviriis
ekspresyon vektor sisteminde ifade edildi. Ifade edilen 118L proteini, nitroseliiloz membrana
aktarilmis Sf9 hiicre membran proteinleri ile hibridize edildi. Membran sonucunun
gorlintiilenmesi 118L proteininin sonuna eklenmis histidin kuyruguna baglanabilen ve alkalin
fosfataz enzimi ile isaretli antikor kullanilarak yapildi. Hibridizasyon sonucunda I1V-6’ya ait
118L proteinin Sf9 hlicre membran proteinlerinden yaklasik 110 kDa’luk bir protein ile
hibridize oldugu tespit edildi.

Sekil 9. Sf9 hiicre membran proteinleri ile 118L proteininin hibridizasyonu. M,
marker (prestained Thermo); 1- 118L proteininin hibridize oldugu

membran proteini.

3.3. LC-MS Sonuclarimin Biyoinformatik Analizleri

Spodoptera frugiperda membran proteinleri ile 116 118L proteininin hibridizasyonu
sonucu belirlenen banta karsilik gelen membran proteini, comassie ile boyanmis jelde tespit

edildi ve bu bant jelden kesilerek LC-MS (S1vi kromotografisi-kutle spektrometresi) analizine
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gonderildi. Bu analiz yapilirken S. frugiperda genomu ile ilgili bilgi heniiz gen bankasinda

bulunmuyordu. Bu nedenle kesip gonderdigimiz protein bantinin benzerligi gen bankasinda

mevcut diger bocek genomlari arasinda arastirildi. LC-MS sonucu elimize ulasan potansiyel

proteinler (Tablo 4 ve 5) score, peptid ve coverege degerlerine bakilarak degerlendirildi. Bu

degerler agisindan en yiiksek olan proteinler belirlendi.

Tablo 4. Spodoptera frugiperda’ya ait hiicresel protein bandinin gen bankasidaki

diger organizmalara ait proteinler ile olan benzerligi.

Peptidler

P98092 |Hemocytin 0 1 3133 343,1 j,67 1
P31398 Hemolin 2 1 413 457 [7,78 1
Elongation
factor 1-
P84317 jlpha 2 1 413 ¥451 8,48 1
H9JU86  [Poxin 3 1 255 P81 [7,25 1
Elongation
factor 1-
P29520 jlpha 2 1 463 H0,3 9,19 1
Tubulin
017449 |eta-1 chain| 10 1 447 50,2 14,86 1
Elongation
factor 1-
Q26487 jlpha 2 1 413 @451 8,48 1
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Tablo 5. Drosophila melanogaster’e ait proteinlere benzerlik oranlari.

Eukaryotic
translation initiation
B4J789 (factor 3 1 1 2 1 1 928 [107,6/6,045,08 1

IADP,ATP carrier
Q26365 |protein 7 2 2 2 1 312 34,2 .8 415 | 2
Eukaryotic
translation
P13060 [longation factor 2 2 2 2 2 1 844 94,4 6,6 1,9 2
Ubiquitin-40S

ribosomal protein
P15357 |[S27a 16 2 2 2 1 156 [17,9 9,770 2
QIVWAIClathrin light chain 4 1 1 1 1 219 23,8 4,780 1
Alanine--tRNA
QIVLMB8 [ligase, cytoplasmic 1 1 1 1 1 966 (107,766,130 1
Moesin/ezrin/radixin
homolog 1 2 593 69,9 6,370

Q29GR8

LC-MS analizinin ardindan S. frugiperda genomunun dizi bilgisi gen bankasma
yiiklendi. Dolayis1 ile belirlemis oldugumuz, 118L ile hibridize olan ve konaga ait muhtemel
proteinlerin, S. frugiperda genomunda hangi proteine daha yiiksek oranda benzedigini bulmak
icin NCBI-Protein Blast programi kullanilarak protein blast1 yapildi. Blast sonucu ve LC-MS
sonuclar1 birlikte degerlendirildiginde, proteinlerin benzerlik oranlari, aminoasit uzunluklari
ve transmembran domaini igerip igermedikleri géz Oniinde bulundurularak dort farkh

potansiyel protein belirlendi (Tablo 5).
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Tablo 6. Viruse ait 118L proteinin baglandigi muhtemel Spodoptera frugiperda membran

proteinleri.
Gen no. Gen ad1
118274724 Eukaryotic translation initiation factor 3 (EUTIF3)
118265900 Transitional endoplasmic reticulum ATPase (TER94)
118265757 Eukaryotic translation elongation factor 2 (TEF2)
118266866 Calcium-transporting ATPase sarcoplasmic/ endoplasmic reticulum (CtATPser)

3.4. In Silico Protein etkilesim Analizleri

Secilen dort proteinin, in vitro deneylerde kullanilmadan once in silico ortamda 118L
proteini ile etkilesim oranlar1 analiz edildi. Bunun i¢in belirlenen proteinlere ait genlerin
niikleotit dizileri gen bankasindan temin edildi. Temin edilen bu diziler proteine
doniistiiriildii. Elde edilen protein siralarinin AlphaFold ve ColabFold programi kullanilarak

ii¢ boyutlu yapilar1 olusturuldu (Sekil 10).

Sekil 10. 11V6 118L icin AlphaFold progranmi ve Spodoptera frugiperda 9 (Sf9) konak
hucresine ait proteinleri i¢in ColabFold programi kullanilarak olusturulmus
3 boyutlu (3D) yapilari. 11V6 118L (a), ctATPser (b), EUTIF3 (c),TER94
(d), TEF2 (e).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/118274724
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/118265900
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/118265757
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/118266866
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Ug boyutlu yapisi olusturulan viral 118L proteini ile hiicreye ait dort proteinin
aralarindaki etkilesimler in silico ortamda arastirildi. Bunun i¢in ilk 6nce HADDOCK v2.4
programiyla viriise ait 118L geninin aktif ve pasif amino asit rezidiileri tespit edildi. Buna
gore 118L’nin 29 aktif ve 55 tane pasif rezidiiye sahip oldugu belirlendi (Sekil 11). Ayni
sekilde, 118L ile etkilestigi diisiiniilen dort hiicresel proteinin de aktif ve pasif amino asitleri
belirlendi (Sekil 12). Hiicresel proteinlerin 118L ile etkilesimleri yine ayni programda
olusturuldu. Bu analiz sonucunda etkilesime konulan proteinlerin etkilesen amino asitleri ve
etkilesim dereceleri belirlendi (Sekil 7). Tiim analiz sonuglar1 degerlendirildiginde 118L ile en
yiiksek etkilesim (13 amino asit) gosteren hiicresel proteinin TER94 oldugu belirlendi (Sekil

13). In vitro deneylere bu protein ile calisilmaya karar verildi.

Tahmin edilen kalintilar (HADDOCKdaki aktif kalintilar):

193, 197, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211,
215,316, 318, 321, 356, 359, 360, 361, 362, 363, 364, 365, 366, 500, 501,

Cevreleyen kalintilar (HADDOCK’daki pasif kalintilar):

185, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 194, 195, 196, 198, 199, 212, 213,
214,216, 217, 218, 219, 220, 242, 243, 311, 314, 315, 317, 319, 320, 322,
323,324, 337, 353, 354, 355, 357, 358, 367, 368, 374, 390, 461, 463, 464,
465.466. 469. 495. 496. 498. 499. 502. 503. 504. 505.

Sekil 11. Viral 118L proteininin aktif ve pasif aminoasit rezidilerinin HADDOCK

programiu ile elde edilmis numaralar1
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CtATPser

Tahmin edilen kalintilar (HADDOCK’daki aktif kalintilar):

50, 53, 54, 57, 66, 70, 71, 73, 74, 75, 77, 78, 88, 92, 95, 99, 100, 103, 104, 106, 107, 293, 296, 913,
927,928, 931, 932, 934

Cevreleyen kalmtilar (HADDOCK daki pasif kalintilar):

47, 48, 49, 51, 52, 55, 56, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 67, 79, 80, 81, 83, 84, 85, 86, 87, 89, 93, 96,
101, 102, 105, 108, 109, 110, 111, 272, 288, 289, 290, 292, 294, 297, 298, 313, 316, 325, 802, 805,
809, 910, 922, 923, 925, 926, 929, 935, 938, 939, 978

Eutif3

Tahmin edilen kalintilar (HADDOCK ’daki aktif kalintilar):

4,6, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 29, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 235, 236, 238, 239, 823, 834, 837,
838, 841, 844, 845, 848, 849

Cevreleyen kalintilar (HADDOCK daki pasif kalintilar):

2,3,5 7,8, 19, 20, 28, 30, 31, 32, 207, 208, 215, 216, 232, 233, 234, 237, 240, 241, 242, 819, 820,
821, 822, 824, 825, 826, 827,828, 829, 830, 831, 832, 833, 835, 836, 839, 840, 842, 843, 846, 847,
850,851

TEF2

Tahmin edilen kalintilar (HADDOCK daki aktif kalintilar):

2,4,5,6, 28, 29, 31, 44, 45, 54, 55, 56, 67, 71, 72, 73, 78, 111, 112, 440, 441, 442, 443, 700, 701,
702, 703, 704, 706

Cevreleyen kalintilar (HADDOCKdaki pasif kalintilar):

1,3,7,8, 10, 11, 41, 42, 47, 50, 51, 52, 53, 59, 60, 64, 65, 66, 74, 80, 99, 100, 163, 166, 221, 388,
444, 445, 446, 518,538, 580, 582, 583, 584, 585, 656, 657, 660, 664, 695, 696, 697, 698, 699,705,
708, 709, 795, 796, 797, 798

TER9%4

Tahmin edilen kalintilar (HADDOCK ’daki aktif kalmtilar):

547, 550, 551, 552, 553, 554, 555, 556, 596, 598, 630, 631, 634, 635, 766,767, 768, 769, 770, 771,
772,773, 774,775, 776, 780, 783, 793, 795

Cevreleyen kalintilar (HADDOCK ’daki pasif kalintilar):

314, 350, 542, 544, 545, 548, 549, 557, 559, 560, 563, 580, 583, 584, 585,591, 592, 593, 594, 597,
601, 608, 627, 628, 633, 636, 637, 639, 640, 641,761, 762, 763, 764, 765, 777, 778, 779, 781, 782,

Sekil 12. Hicresel proteinlerin aktif ve pasif aminoasit rezidtlerinin HADDOCK

programi ile elde edilmis numaralar1.




118L ile EUTIF3 arasindaki etkilesim

118L EuTIF3 Doluluk orani
TYR209-Side  ASN834-Side  200.00%
THR405-Side  HIS620-Side 100.00%
GLN179-Side GLU686-Main  100.00%
ALA210-Side GLNB841-Side  100.00%
GLY?206-Main LYS840-Side 100.00%
ILE197-Side ARG3-Side 100.00%
LEU190-Side ARG24-Side 100.00%
GLU184-Side ARG683-Side  200.00%
SER183-Side  ARG687-Side  100.00%
GLN204-Side LEU375-Side 200.00%

118L ile TER94 arasindaki etkilesim

118L TER94 Doluluk oram
THR417-Side SER588-Main 100.00%
THR417-Side SER588-Side 100.00%
THR415-Side SER588-Side 100.00%
ARG404-Side THR548-Side 100.00%
SER189-Side GLY586-Main 100.00%
LEU190-Main SER584-Main 100.00%
LYS508-Side GLU797-Side 100.00%
GLY?204-Main GLN765-Side 200.00%
THR417-Side SER588-Main 100.00%
THR417-Side GLY586-Main 100.00%
THR415-Side SER588-Side 100.00%
PHE447-Side ASNG623-Side 100.00%
PHES500-Main GLN796-Side 100.00%

118L ile ctATPser arasindaki etkilesim

118L ctATPser  Doluluk orani
THR203-Side  PHE73-Side 200.00%
SER418-Main TRP107-Side  100.00%
GLU421-Side ARG324-Side  200.00%

118L ile TEF2 arasindaki etkilesim

118L TEF2 Doluluk orani
GLY204-Main  GLU445-Side  200.00%
TYR209-Main  THR5-Main 100.00%
VAL205-Main  MET440-Main  100.00%
TYR209-Side VAL2-Main 200.00%
GLY187-Main GLNG64-Side 100.00%
LYS512-Side GLY306-Main  300.00%
LYS393-Side GLY445-Main  200.00%
LYS393-Side GLY446-Main  100.00%
ALA181-Main  ARG50-Side 100.00%
GLU184-Side THR54-Side 100.00%

Sekil 13. Viral 118L proteini ile hiicresel proteinler arasinda etkilesen amino asitler
ve etkilesim dereceleri; Mavi: Gen aktif bdlgesi, Kirmizi: pasif bolge,
Yesil: transmembran domaini.
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Sekil 14. 118L (sar1) viriis proteini ile TER94 hiicresel protein arasindaki
etkilesimin HADDOCK v2.4 programi ile belirlenmesi ve etkilesim
modelinin ii¢ boyutlu yapisi.

3.5. Spodoptera frugiperda (Sf9) Hiicrelerinden Total RNA Izolasyonu

T25 flask icinde Sf-900 SFM besiyerinde biyiitiilen Sf9 hiicrelerinden (2x10°
hiicre/ml) olacak sekilde hiicre alindi ve bu hiicrelerden total RNA izolasyonu

gerceklestirildi. Izole edilen RNA %]1°lik agoroz jelde elektroforez edildi (Sekil 15).

Sekil 15. Spodoptera frugiperda 9 hiicrelerinden izole edilmis total RNA’smin

agaroz jel gorintisa.



44

30.6. cDNA Sentezi ve cDNA’nin Klonlanmasi

Sf9 hiicrelerine ait TER94 genine 6zgii mRNA sekansina uygun tasarlanmis geri primer
kullanilarak total RNA’dan genin cDNA’s1 olusturuldu. TER94 ¢ift zincir cDNA’s1, uglarina
uygun restriksiyon enzim (BamHlI, Stul) bolgeleri eklenmis primerler kullanarak tek zincir
cDNA’dan PCR ile cogaltildi. Istenilen biiyiikliikteki (2420 bp) PCR iiriinii 0,5 pg/ml
etidyum bromiir igeren %1°lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 16).

bp M TER94

3000
2500
2000

1500

2420 bp

1000

Sekil 16. Spodoptera frugiperda hiicrelerine ait TER94 geninin PCR ile ¢ogaltilmis
¢ift zincir cDNA’smin goriintiisii. M: Marker (1 kb, Thermo).

3.7. TER94 Cift Zincir cDNA’sinin pJET1.2/blunt Vektoriine Klonlanmasi

TER94 genine ait ¢ift zincir cDNA pJET1.2 vektoriine klonlandi ve ardindan E.coli
DHI10 hiicrelerine transforme edildi. Olusan kolonilerden plazmid DNA izolasyonu yapildi

ve klon olup olmadiklarini belirlemek igin restriksiyon enzimleri ile kesim yapildi. Kesim
sonuclari jelde goriintiilendi (Sekil 17).
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Sekil 17. TER94 ¢ift zincir cDNA’smin pJET1.2 vektoriine klonlandigmi gosteren
agaroz jel goruntiisu. M: Marker (1 kb, abm); 1: pJET1.2/TER94
rekombinant plazmidinin BamHI ve Stul restriksiyon enzimleri ile

muamele edilmis gorintusu.

Restriksiyon enzimler ile TER94 c¢DNA’sinin pJET1.2 vektoriine klonlandigini
dogruladiktan sonra genin niikleotit diziliminde mutasyon olup olmadigmi belirlemek igin
pJET1.2/TER94 klonunu dizin analizi yaptirildi. Analiz sonucunda ¢cDNA’nmn niikleotit

diziliminde mutasyon olmadig: belirlendi.

3.8. TERY94 Cift Zincir cDNA’sinin pFastBacHTA Ara Transfer Vektoriine

Klonlanmasi

pJET1.2/TER94 klonundaki TER94 geni cDNA’s;, BamHI ve Stul enzimleri ile
kesilerek alindi ve yine ayni enzimler ile dogrusal hale getirilmis baklloviris ekspresyon
vektorii pFastBacHTA (Invitrogen)’ya (Sekil 18A) klonlandi. Olusan rekombinant plazmidler
E.coli DH10B hiicrelerine transforme edildi. Transform edilen rekombinant plazmidin
hiicredeki varlig1 plazmid DNA izolasyonu ve ardindan restriksiyon enzimi ile kesilerek
dogrulandi. Enzim muamelesinde sadece Stul enzimi kullanildi. Kesim sonucunda elde edilen
7276 bp biyikligindeki lineer DNA fragmani bize 2420 bp biiyiikligiindeki TER94
cDNA’smin 4856 bp biiyiikliiglindeki transfer vektoriine klonlandigini dogruladi (Sekil 18B).



46

4856bp 7276 bp

(pFastBacHTA-TERY4)

3000

3000~

1500

§00 —

Sekil 18. pFastBacHTA transfer vektorinin (A) ve rekombinant pFastBacHTA/TER94
rekobinant plazmidlerinin restriksiyon endoniikleazlarla muamelesi. M:
Marker (1kb, abm); A1, A2, A3: Bos pFastBacHTA plazmidin BamHI ve Stul
restriksiyon enzimleri ile muamale sonucu, A4: Kesilmemis pFastBacHTA
plazmidi, Bl, B2: pFastBacHTA/TER94 rekombinant plazmidinin Stul
restriksiyon enzimi ile muamele sonucu; B3: Halkasal pFastBacHTA/TER94

plazmidi.

3.9. Rekombinant Transfer Vektérinin Tasiyic1 Hiicreye Aktarilmasi ve

Transpozisyon

Rekombinant transfer vektori, pFastBacHTA/TER9, E.coli DH10p hiicrelerinden izole
edildi. Plazmid DNA’lar rekombinant bakiiloviriis (AcNPV) DNA’s1 (bakmid) ve
transpozisyonun olmasma aracilik eden yardimci plazmidi bulunduran E.coli DH10Bac
hiicrelerine transforme edildi. E.coli DH10Bac hiicreleri igerisinde bulunan bakmid DNA’s1
ile TER94 ¢cDNA’sini igeren transfer vektorii arasinda iizerlerinde ortak olarak bulunan Tn7R
ve Tn7L rekombinasyon bdlgeleri sayesinde transpozisyon gergeklesti ve bdylece TER94
cDNA’st bakmid DNA’smna aktarilmis oldu. Olusan beyaz kolonilerden (Sekil 19)
rekombinant bakmid DNA’lar1 izole edildi ve TER94 ¢cDNA’sin1 igerip icermedikleri yapilan
iki farkli PCR ile dogrulandi.
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Sekil 19. E.coli DH10Bac hiicrelerinin pFastBacHTA/TERY ile transformasyonu
sonucu olusan petri gorintiisii. Rekombinant vektéri icermesi

muhtemel beyaz koloniler kirmizi daireler igerisinde gdsterilmistir.

Transformasyon sonucu olusan beyaz koloniler, beyaz renkte olduklarindan emin olmak
amaciyla tekrar yeni besiyeri (zerine inokile edildi ve inkiibasyon sonucunda yine beyaz
olduklar1 goriiliince bu kolonilerin, potansiyel rekombinant bakmid DNA’larin1 icerdigi
dogrulandi. Rekombinant bakmid DNA’larmin dogrulanmasinda ilave olarak PCR kullanildi.
Once beyaz kolonilerden bakmid DNA’s1 izole edildi ve ardindan bu DNA’lardan iki farkli
PCR yapildi. Birinci PCR’da M13Fw ve M13Rv primer ¢ifti kullanildi. Bu PCR sonucunda
eger pFastBacHTA vektorii ile bos bakmid DNA’s1 arasinda transpozisyon gergeklesmis ise
2430 bp uzunlugundaki bakmidden gelen bir bdlgeye ilave olarak bakmid genomuna
yerlestirilen DNA’nm (2420 bp) biiylikligii kadar bir {iriin olusmasi beklenmektedir. Eger
bakmid bos ise 300 bp uzunlugunda bir fragman olusumu beklenmektedir. PCR sonuglar1 da
bu sekilde olustu ve 4850 bp biiylikliigiinde DNA fragmenti ¢ogaltildi. Bu sonu¢ TER94
cDNA’smin bakmid DNA’sina aktarildigini gosterdi (Sekil 20A). TER94 cDNA’sinin
bakmid icerisine klonlandigmi teyit etmek amaciyla yapilan diger PCR’da ise M13Fw ve
GentaRv primer c¢ifti kullanildi. Bu PCR analizinde de eger klonlanilan gen bakmid DNA’s1
icerisinde ise 500 bp’lik bir iirlin olusturmasi gerekmektedir. Bakmid DNA’s1 bos ise
herhangi bir spesifik bant olusumu beklenmemektedir. PCR sonucu beklenildigi gibi oldu ve

500 bp uzunlugunda bir fragman elde edildi (Sekil 20B).
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Sekil 20. TER94 ¢cDNA’smin AcNPV bakmid DNA’s1 igerisine klonlandigin1 gosteren
PCR gorlntlsi. M13Fw ve M13Rv primerleriyle yapilan PCR (A), M13Fw
ve GentaRv primerleriyle yapilan PCR (B). M: Marker (1kb, abm); 1: Bos
bakmid DNA’sindan yapilan PCR, 2: Rekombinant bakmid DNA’sindan
yapilan PCR.

3.10. Rekombinant Bakmid DNA’sinin Bocek Hiicre Kiiltiiriine Transfeksiyonu

TER94 c¢DNA’smi igeren bakmid DNA’s1 Spodoptera frugiperda (Sf9) hicrelerine
transfekte edildi. Bakiiloviriis DNA’s1 enfektif oldugu i¢in hiicrelere transfekte edilen
rekombinant bakmid DNA’s1, Sf9 hiicresel proteini TER94 ¢cDNA’smi1 tagiyan rekombinant
AcNPV viruslerinin (AcNPV/TER94) olusumunu sagladi. Olusan viral siispansiyon ile yeni
enfeksiyonlar yapildi. Bu enfeksiyonlarda, Sf9 hiicrelerinin niikleuslarinin biiylimesi,
hiicrelerin sitoplazmasinda granullerin olusmasi ve viriislerin yatay bir sekilde yayildigmin

gostergesi olan hiicrelerin uzayisi seklinde enfeksiyon belirtileri gozlendi (Sekil 21).
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Sekil 21. Spodoptera frugiperda (Sf9) hicrelerinin  rekombinant  virls
(ACNPV/TER94) ile enfeksiyon gortintiileri. A: Enfekte olmamuis hiicreler, B:

Enfekte olmus hiicreler.

3.11. TER94 Proteininin Spodoptera frugiperda Hiicrelerinde Uretilmesi

Rekombinant viriisler (AcNPV/TER94) kullanilarak T75 kiiltir kaplarindaki Sf9
hicreleri enfekte edildi. Enfeksiyondan 4 gun sonra hiicreler toplandi, santrifiij edildi ve
olusan hiicre pelletinden bir miktar alinip western blot analizi yapildi. Western blot sonucu
TER94 proteininin {iretildigi, proteinin N-terminaline eklenmis histidin amino asitine 0zgii

antikorlar kullanilarak dogrulandi (Sekil 22).
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Sekil 22. Bakiiloviriis ekspresyon vektor sisteminde Uretilen Spodoptera frugiperda
TER94 proteininin Western-blot analizi. M: Marker (prestained, Thermo);
1: AcNPVTERY94 ile enfekte olmus Sf9 hiicrelerinden 4. giin sonunda

alinmis hiicre ekstrakti.
3.12. 118L Proteininin Bakteriyal Sistemde Uretilmesi

Laboratuvarimizda yapilmis Onceki ¢alismalarda pGEX-2T klonlama vektérine
klonlanmig olan Invertebrate irisedecnt virus 6 (IIV6)’ya ait 118L geninin ifade edilebilmesi
icin E.coli BL21-pLysS susu kullanildi. Bakteriyal sistemde GST kuyruga sahip 118L

proteinin ifadesi gergeklestirildikten sonra proteinin iiretildigi SDS-PAGE ile dogrulandi
(Sekil 23).

kDA M 1 2 3

Sekil 23. IIV6 118L geninin bakteriyal sistemde ifadesi. M: Marker (prestained,
Thermo); 1: Bos E.coli BL21-pLysS hiicre ekstrakti; 2 - 3: pGEX-2T118L
vektorund iceren E.coli BL21-pLysS hiicre ekstraktlari.
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3.13. Pull-down Analizi

Elde edilen TER94 ve 118L proteinlerinin birbirleri ile etkilesimlerini gdstermek i¢in
pull-down analizi yapildi. 118L proteini pGEX-2T vektorinde GST uzantisi ile ifade
edilirken, TER94 geni pFastBacHTA vektorinde His-taq kuyruk ile ifade edildi. Farkli
ekspresyon sistemlerinde iiretilen proteinler, hiicrelerin parcalanmasi ve olusan ekstraktlarin
¢oziinebilir kisimlarinin alinmasi ile elde edildi. Bu sekilde elde edilen proteinler birbirlerine
karigtirildi ve His-taq uzantisindan faydalanarak protein saflagtrma islemi yapildi. His-taq
kuyruk ile saflastirilan proteinler SDS-PAGE’de ayristirildi ve GST kuyruguna 6zgii antikor
kullanilarak western blot hibridizasyon analizine tabi tutuldu. GST antikoru ile yapilan
western sonucunda 118L protein bantinin goriilmesi bize, His-taq kuyruk ile saflastirilan
TER94 proteininin GST kuyruk ile ifade edilen 118L ile baglandigin1 géstermis oldu (Sekil
24).

[
o

Sekil 24. Invertebrate iridescent virus 6 (I11V6) 118L (GST kuyruklu) ile Spodoptera
frugiperda (Sf9) TER94 (Histidin kuyruklu) proteinlerinin GST-pull down
analizi. 1: Histidin antikoru ile saflastirilmis TER94-118L proteinlerinin
GST antikoru ile Western blot sonucu; M: Marker; GST: 26 kDA,
118L+GST: 54 kD



4. TARTISMA

Glinlimiizde artan niifus ile birlikte tiiketim de bu dogrultuda artmaktadir. Kaliteli
meyve ve sebzenin yani sira bu meyve ve sebzelerin iretim miktar1 da arttirilmak
istenmektedir. Tarimda kaliteyi arttirmak adina yapilabilecek iyilestirmelerin basinda, tarim
bitkilerine zarar veren bdceklerin kontrol altina alinmast gelmektedir. Bu ihtiyag
dogrultusunda biyolojik miicadele kavrami 6n plana ¢ikmaktadir. Biyolojik miicadele, zararli
bocek popiilasyonlarini azaltarak bu zarari en aza indirmek i¢in canli organizmalardan veya
onlarin iiriinlerinden faydalanilarak yapilan ekonomik, giivenilir ve basarili bir miicadele
yontemidir. Bu yontemin ana unsurlar1 zararhilarmm miicadelesinde kullanilan parazitoitler,
predatorler ve entomopatojenlerdir.

Entomopatojenlerin, mikrobiyal miicadele etmeni olarak kullanimi; besinler (zerinde
kalint1 olusturmamasi, ekosistemdeki biyolojik ¢esitlilige tehdit olusturmamasi, insanlar ve
hedeflenmemis diger organizmalar agisindan giivenli olmasi gibi birgok avantajlara sahiptir.
Dogadaki boceklerin hastalanmalarma ve Olmelerine neden olan bakteri, viriis, mantar,
nematod veya protozoa orijinli pek ¢ok entomopatojen mevcuttur. Bu entomopatojenlerden
biri olan viriislerin, biyolojik miicadele kapsaminda bdcekleri enfekte ederek bocek kaynakli
salgimlar1 kontrol altina aldiklar1 bilinmektedir (Steinhaus, 1956). Zararli boceklerle miicadele
kapsaminda viriisler igerisinde en ¢ok kullanilan bakiiloviriislerdir. Bakiiloviriislerin yanisira
cypoviriisler, reoviriisler, entomopoxviriisler ve iridovirlisler de =zararli bocekler ile
miicadelede kullanilma potansiyeline sahiptirler. Iridoviridae familyasmin Iridoviriis cinsine
ait bir tir olan Invertebrate iridescent viriis 6 (IIV6), biyolojik miicadele agisindan potansiyeli
yuksek virtslerden biridir.

I1V6, ikosahedral simetriye sahip niukleositoplazmik blyik DNA virasudir (Williams
vd., 2005 ). dsDNA genomu 212.482-bp uzunlugundadir (Devauchelle vd., 1985). IIV6’nin
konak spektrumu olduk¢a genistir. Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
Hemiptera ve Orthoptera ordolarma mensup ¢ok sayida bocegin IIV6’ya duyarli oldugu
bilinmektedir (Williams vd., 2008). IIV6’nIn enfekte ettigi bocekler arasinda bazi 6nemli
zararli boceklerin bulunmasi, bu viriisii potansiyel biyolojik miicadele ajani olarak 6n plana

cikarmaktadir ( Kleespies vd., 1999; Hernandez vd., 2000).
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IIV6 virion yapisinda 54 proteinin varlig1 tespit edilmistir. [IV6 proteomunda bulunan
bes ORF (022L, 118L, 142L, 274L ve 295L) tuim iridoviridlerde ortak olarak tespit edilmistir.
Dolayisi ile bu bes ORF su an i¢in sayilar1 26 olarak bildirilen iridoviriis kor genleri
arasindadir (Earton vd., 2007; Ince vd., 2010). IIV6 118L ORF’sinin, Rana gryliovirus
(RGV)’deki homologu olan ORF 53R’nin viral bir zarf proteinini kodladigi gosterilmistir
(Zhao ve digerleri, 2008). 118L tiim iridoviriis ve askoviriislerde homologu bulunan bir
gendir. Bu genin Singapore grouper iridoviriisde homologu olan VP088 proteini ile yapilan
bir ¢calismada proteinin viriise ait yapisal proteinlerden biri oldugu ve bu proteinin viriis
konaginda 94kDA’luk bir hiicre membran proteini ile etkilesime girdigi gosterilmistir (Zhou
vd., 2011). Baska bir calismada Frog virlis-3’e ait ve yine 118L’nin homologu olan 53R
geninin virls replikasyonu icin hayati 6neme sahip miristilasyonlu bir membran proteini
kodladig1 belirlenmistir (Whitley vd., 2010). Ayrica, Rana grylio viriise ait 53R geninin viriis
insas1 i¢in Onemli oldugu, genin susturulmasi durumunda %358 oraninda enfeksiyonun
azaldig tespit edilmistir (Kim vd., 2010). IIV6 118L ORF’sinin homologlar1 ile yapilan bu
calismalar 118L’nin, viriisiin hiicreye giris-flizyon kompleksinin bir iiyesi olabilecegini
disiindiirmektedir. Yapilan bir tez ¢calismasinda, 118L nin dokuz fakli viral proteinle (117L,
229L, 355R, 366R, 374R, 307L, 415R, 422L, 378R) etkilestigi tespit edilmistir (Ozsahin,
2015). Bunlardan biri 374R proteini olup Koronaviriiste smif I viriis flizyon proteini olarak
smiflandirilan bir protein ile homoloji gostermektedir. Bu durum da 118L’nin viriisiin giris-
flizyon kompleksinin bir {iyesi olma ihtimalini kuvvetlendirmektedir. Viriisiin hiicreye giris-
flizyon kompleksinin anlasilmasi, viral enfeksiyonun baslangicini anlamak i¢in 6nemli bir
bilgidir.

Bu ¢aligmada 118L proteini bakteriyal sistemde eksprese edilmis ve daha sonra konagi
oldugu S hiicrelerinin membran proteinleriyle hibridize edilmistir. Hibridizasyon sonucunda
CIV’nin hiicreye girisinde muhtemel reseptor gorevi goéren TER94 proteini bakuloviriis
ekspresyon sisteminde eksprese edilmistir. Uretilen proteinin viral 118L ile etkilesime girip
girmedigini belirlemek adma 118L proteini ile TER94 proteini pull-down deneyi ile in vitro
ortamda etkilesime konulmustur ve proteinlerin birbirleri ile etkilestigi tespit edilmistir.

TERY94, dkaryotik hiicrelerde bol miktarda bulunan ve temel islevleri bilinen, evrimsel
olarak korunmus AAA ATPaz ailesinin bir iiyesidir (Lyupina ve digerleri, 2018). Bu gen

urdnd sitozolik olmasma ragmen bircok virlisiin giris flizyonunda, replikasyonunda ve
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cogalmasinda 6nemli etkilerinin oldugu gosterilmistir. Koronaviriis (WongHH, vd., 2015) ve
Influenza viris (Bhowmick, vd., 2017) dahil olmak Uzere birgok virus, optimal viral
enfeksiyon ve replikasyon igin konak hiicresine ait TER94’0 se¢cmektedir. Yapilan bir
calismada TER94’0n, model bakiilovirus olan Autographa californica nikleopolihedrovirls
(AcMNPV) Replikasyonundaki rolii aragtirilmigtir. TER94 ATPaz aktivitesinin inhibisyonu,
virtisin DNA replikasyonunu ve BV iiretimini 6nemli Olgiide azalttigr belirlenmistir.
TERO94'lin bakuloviriis yasam dongiisiiniin ¢oklu adimlarinda, genom replikasyonu, ¢iplak
viriis (BV) ve gomiili viriis (ODV) olusumu dahil olmak iizere ¢gok 6nemli islevlere sahip
oldugu gosterilmistir (Li, Y. vd., 2019). Bir diger ¢alismada ise sivrisinek hlcrelerinin Zika
viris (ZIKV) ile enfeksiyonu sirasinda transisyonel endoplazmik retikulum proteini olan
TER94'iin susturulmasi, ZIKV kapsid bozulmasmi o6nledigi ve viral replikasyonu énemli
Olciide azalttig1 goriilmiistiir (Gestuveo, 2021).

Virlis enfeksiyonunun yani swra TER94 bazi sinyal yolaklarinda pozitif yonde
duizenleyiClI rol iistlenmektedir. Ornegin, Drosophila iizerinde yapilan bir ¢alismada ATPase
TER94’iin, kanat gelisimi sirasinda Notch sinyalinin pozitif bir dizenleyicisi olarak hareket
ettigi ve boylece TER94’{in kanat gelisimindeki yeni aydinlatilmistir (Li, Y. vd., 2019).

TER94 proteininin herhangi bir transmembran domeyni icermedigi ve sitozolik bir
protein oldugu bilinmektedir. Viriislerin konak hiicreye girislerinde ilk olarak hiicre
membraninda bir molekiil ile etkilesime ge¢ip ardindan konak hiicre igerisine alindigi
bilinmektedir. Fakat TER94 proteinin sitozolik olmasi ve transmembran domeinine sahip
olmamasi, bu proteinin viral zarf proteini 118L ile etkilesime girmesine engel degildir. Bu iki
proteinin etkilesimindeki olas1 bir neden, TER94’lin viriisiin giris flizyonundaki asagi akis
sinyal yolaklarini diizenleyen bir protein olabilme ihtimalidir.

Bu bilgiler 1s18inda TER94 proteininin, virlisin hiicreye giris-flizyonunda ve
replikasyonunda Onemli bir protein oldugu disiiniilmektedir. Dolayist ile viriis

enfeksiyonunda olas1 bir araci reseptdr olarak gorev yapabilmesi miimkiindiir.



5. SONUCLAR

Bu tezde; Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6)’ya ait membran proteini olan 118L’nin
konak hiicre, Spodoptera frugiperda, yiizeyinde hangi protein ile etkilestigini bulmak
amactyla ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢aligmalar sirasiyla protein membran overlay deneyi, LC-
MS analizi, in silico protein protein etkilesimleri, protein ekspresyonu ve pull down
analizidir. Calismalarin sonuglarinit maddeler halinde su sekilde siralayabiliriz:

1) Spodoptera frugiperda (Sf9) bdcek htcrelerinin membran proteinlerinin izolasyonu
gerceklestirildi. Membran proteinleri SDS-PAGE ile ayristirildi ve takiben jelden nitroseliiloz
membrana aktarildi.

2) IIV6 viriisiine ait saflagtirilmis 118L proteini ile membran aktarilan Sf9 hiicrelerinin
membran proteinleri hidridize edildi. 118L proteininin membran proteinlerinden yaklasik 110
kDa biiytikliiglinde bir protein ile hibridize oldugu, 118L’nin N-terminaline eklenmis histidin
kuyruguna 6zgii antikorlar kullanilarak belirlendi.

3) Belirlenen protein bandi jelden kesilip tanimlanmak {izere LC-MS’e gonderildi.
Drosophila melanogaster ve diger bazi bocek hiicreleri ile kiyaslama yapilarak protein
tanimlanmaya caligildi.

4) LC-MS sonucu 118L ile etkilesime girebilmesi muhtemel 4 protein belirlendi.
Bunlar; Eukaryotic translation initiation factor 3 (Eutif3), Transitional endoplasmic reticulum
ATPase (TER94), Eukaryotic translation elongation factor 2 (TEF2) ve Calcium-transporting
ATPase sarcoplasmic/ endoplasmic reticulum (ctATPser)’dur.

5) Bu proteinlerin, IIV6 118L proteini ile etkilesimleri (docking) in silico ortamda
calisildi. Sonug olarak bunlar arasindan TER94 konak proteininin 118L ile en iyi etkilestigi
belirlendi.

6) TER94 proteini kodlayan gen bolgesi, Sf9 hiicrelerinden izole edilen total RNA’dan
reverse transkripsiyon-PCR ile elde edildi.

7) Cogaltilan TER94 geni once pJET1.2 klonlama vektoriine klonlandi. Klonlandiktan
sonra vektordeki baz dizilimleri dogrulanda.

8) TER94 geni bakiiloviriis ekspresyon vektor sistemine aktarilmak iizere ara transfer
vektorii olan pFastBacHTA ’ya klonland1 ve hiicre igerisinde gergeklesen transpozisyon islemi

ile bakmid genomuna dahil edildi.
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9) Bakmid DNA’s1 hiicre kiiltliri ortaminda, Sf9 hiicrelerine virlis olusturulmasi
amaciyla transfekte edildi. Olusan viriisler cogaltild1 ve klonlanan gene ait proteininin hiicre
kilturiinde genis gapli tiretimi gergeklestirildi.

10) Uretilen proteinin western blot analizi sonucu TER94 genine ait proteinin yaklasik
110 kDA oldugu gozlemlendi. Bu agirliklar beklenen protein sirasi ile uyumludur.

11) Onceki ¢alismalarda pGEX-2T klonlama vektoriine klonlanmis olan 118L geninin,
bakteriyal sistemde (E.coli BL21-Lys) ekspresyonu gergeklestirildi. GST kuyrugu ile iiretilen
118L proteininin 54 kDa biiyiikliigiinde oldugu gozlendi.

12) TER94 ve 118L proteinlerini ifade eden hucrelerden elde edilen ekstraktlarin
¢Oziinebilir lizatlar1 birbirlerine karistirilip +4°C’de 3 saat inkiibe edilerek pull-down islemi
gerceklestirildi.

13) Pull-down solisyonundan histidin kuyruk kullanilarak protein saflastirilmasi
yapildi. Saflastirilan proteinler SDS-PAGE’de ayristirilip nitroseliiloz membrana aktarildi.
GST kuyruga 6zgii antikorlar kullanilarak membrana western blot islemi uygulandi.

14) Histidin antikoru ile saflastirilan TER94 - 118L protein ikilisinin GST antikoru ile
western blot analizinde tespit edilmesi, bu iki proteininin etkilestiklerini in vitro ortamda

kanitlamistir.



6. ONERILER

Biyolojik miicadelede kimyasal ajanlar1 kullanmak yerine bocek patojeni
mikroorganizmalar1 (bakteri, viriis, fungus, protpzoa) ve bu mikroorganizmalardan elde edilen
bazi insektisidal triinleri kullanmak hem yararli bocekleri hem de ¢evreyi korumak adina
onemli bir avantajdir.

Invertebrate iridescent viriis 6 (IIV6), biyoteknolojik kullanim potansiyeli olan 6nemli
bir bocek virlisiidiir. Viriisiin etkili oldugu bocekler lizerindeki etkisini arttirmak, konak
spesifikligi ve viriilans ile ilgili molekiiler mekanizmalar1 aydmlatmak i¢in viriisiin konak
hiicreye giriginde rol oynayan proteinlerin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Yapilan onceki
calismalarda, virlisiin konak hiicreye girisinde kapsid proteini olan 118L proteininin énemli
bir rol oynadig1r bulunmustu. Bu tez calismasinda ise [IV6’nin konak hiicreye girisinde
hiicreye ait hangi protein veya proteinlerin rol aldigmin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amagcla yapilan calismalar neticesinde viral zarf proteini 118L nin konaga ait TER94 adinda
bir proteinle etkilestigi belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasmin devami niteliginde olabilecek bir calismada ise konaga ait TER94
proteininin inaktivasyonu yapilarak 1IV6’nin konagi, enfeksiyonunun bu durumdan nasil
etkilendigi arastirilabilir.

Alternatif bir ¢alismada ise 1IV6 ile enfekte olmus hiicrelerdeki TER94 ekspresyon
seviyesi ile enfekte olmamis hiicrelerdeki TER94 ekspresyon seviyesinin karsilastiriimasi
yapilarak, bu proteinin viral enfeksiyon durumunda ekspresyon seviyesindeki degisiklik
belirlenebilir.

Bunlarin diginda IIV6 ile enfekte olan hiicrelerde enfeksiyonun gergeklestigi siire
boyunca TER94 proteinin hiicredeki lokalizasyonu ve virls ile proteinin hiicre ylizeyinde
veya hiicre icinde etkilesimlerini gostermek adina her iki proteinin floresans isaretlemeler ile

isaretlenerek takip edilmesi yapilabilir.
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	SUMMARY
	Membran proteinlerinin görüntülenmesi için SDS poliakrilamid jel elektroforez metodu kullanıldı. Aynı anda birbirinin kopyası iki adet jel eleltroforez yapıldı. Bunun için membran protein örnekleri (bir kuyu için 40 µg) 2X muamele tamponu (2x Laemmli ...
	Yürütme işlemi tamamlandıktan sonra jelin bir tanesi protein bantlarının görüntülenmesi için boyama işlemine tabi tutulurken diğer jel, hibridizasyon için kullanıldı. Boyama yapılacak jel, 2 saat fiksasyon çözeltisi (250 ml %99,5’lik izopropanol, 100 ...
	2.6. Hücre Membran Proteinleri ile Viral Potansiyel Zarf Proteini
	118L’nin Hibridizasyonu
	Virüse ait potansiyel zarf proteini 118L’nin konağa ait hangi protein ile etkileşime girdiğini belirleyebilmek için hibridizasyon deneyi yapıldı. Laboratuvarımızda tamamlanan bir yüksek lisans tez çalışması (Yaylı, 2022) kapsamında, Invertebrate iride...
	Jeldeki proteinlerin membrana aktarılması yapıldı. Bunun için nitroselülöz membran ve Whatman kağıtları jel boyutunda kesildi. 3 Whatman kağıdı elektroblotlama tamponu (48 mM Tris, 39 mM Glycine, %0,0375-w/v SDS) ve %20 metanol içeren solüsyonda ıslat...
	Bu işlemlerin ardından membrandaki proteinler ile çözünür haldeki 118L proteininin hibridizasyonu aşamasına geçildi. Bu işleme, protein membran overlay deneyi de denilmektedir.  Bunun için membran, 10 ml 1X PBS içerisinde çözünmüş 118L (80 µg) protein...
	Hibridizyan sonucunda açığa çıkan protein bandının konağa ait hangi protein olduğunun belirlenmesi için, coomassie ile boyanmış jelde karşılık gelen protein bandı kesilip mili-Q’lu su içerisinde LC-MS (Sıvı kromotografisi- kütle spektrometresi) analiz...
	2.7. LC-MS Sonuçlarının Biyoinformatik Analizleri
	2.8. Protein-Protein Docking
	Protein-BLAST sonucu belirlenen ve 118L ile hibritleşmiş olması muhtemel S. frugiperda’ya ait dört farklı proteinin in silico olarak 118L ile etkileşimlerini görebilmek için protein-protein docking çalışması yapıldı. Bu işlem için öncelikle IIV6’ya ai...
	2.9. Böcek Hücrelerinden Total RNA İzolasyonu
	Konağa ait belirlenen proteininin 118L ile etkileşimi in silico olarak teyit edildikten sonra, bu etkileşimin in vitro olarak da gösterilebilmesi elde edilen sonucu daha da kuvvetlendirecektir. Bunun için de belirlenen genin çoğaltılması, proteininin ...
	Belirlenen proteine ait genin çoğaltılması için mRNA’ya ihtiyaç vardır. Bu nedenle önce Spodoptera frugiperda (Sf9) hücrelerinden total RNA izolasyonu gerçekleştirildi. Önceden T25 flask içinde %5 FBS içeren Sf-900 SFM (Gibco ®) besiyerinde büyütüle...
	2.10. Reverse Transkripsiyon-PCR (RT-PCR)
	Sf9 hücre hattından izole edilen total RNA’dan belirlediğimiz hücresel gene (TER94) özgü cDNA oluşturmak için revers transkripsiyon PCR (RT-PCR) yapıldı. Bunun için 2 µg total RNA, 1,5 µl genin mRNA sekansına özgü tasarlanmış geri yöndeki primer (Tabl...
	Tablo 3. TER94 genine ait primer dizileri
	*Enzimler için restriksiyon bölgeleri kalın harflerle belirtilmiştir. BamHI, kalın
	harflerle, StuI, kalın ve altı çizili harflerle gösterilmiştir.
	Tek zincirli olarak sentezlenen konak genine ait cDNA’yı klonlanabilmesi için öncelikle bu cDNA’yı çift zincirli hale getirmemiz gerekmektedir. Bunun için de tek zincirli cDNA kalıp olarak kullanılarak gene özgü tasarlanan ileri ve geri primerler ile ...
	P
	PCR reaksiyonu sonucu çoğaltılan DNA fragmentleri %1 yoğunluktaki agaroz jelde yürütülerek jel görüntüleme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile görüntülendi. Jelde istenilen boyutta görülen DNA fragmentleri jelden kesilip Nucleospin Extract II DNA Saflaştır...
	Gene ait DNA fragmenti pJET1.2 Blunt klonlama vektörüne 3 DNA fragmenti: 1 vektör oranında (0.3 µg DNA fragmenti ve 0.1 µg pJET1.2 blunt) klonlandı. PCR reaksiyonu için kullanılan Go-taq polimeraz enzimi özelliği itibariyle DNA fragmentinin 3’ ucuna s...
	2.11. Kompetent Bakteri Hücrelerinin Hazırlanması ve Transformasyon
	Ligasyon reaksiyonunu transform etmek için kompotent hücrelere ihtiyaç vardır. Bunun için Escherichia coli DH10β hücreleri kullanıldı. Kompotent hücre hazırlamak için Luria Bertani (LB) Agar besiyerinde büyütülmüş E. coli DH10β hücrelerinden koloni al...
	2.12. Rekombinant Plazmitlerin Belirlenmesi
	Trasformasyon sonucu petride oluşan kolonilerin hedef geni içerdiğini teyit etmek amacıyla kolonilerden kültür yapılması, bu kültürlerden plazmid izolasyonu ve plazmitlerin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi işlemleri yapılacaktır.
	Bunun için kolonilerden 50 µg/ml ampisilin içeren LB besiyerine inakülasyon yapıldı ve kültürler 37 C’de 200 x rpm’de 16 saat inkübe edildi. Plazmid DNA izolasyonu için hızlı miniprep metotu kullanıldı. Gece kültürleri 14000 x rpm’de 3 dakika santrifü...
	İzole edilen plazmid DNA’larının klon olup olmadığını tespit etmek için bu plazmid DNA’ları gene ait primerlerin 5’ uçlarına eklenen restriksiyon endonükleaz enzimlerinden biri ile muamele edildiler. Bunun için 10 µl plazmid DNA’sı, 1 µl StuI (Thermo)...
	2.13. cDNA’nın Ara Transfer Vektörüne (pFastBacHTA) Klonlanması
	TER94 genine ait cDNA’yı pJET1.2 vektöründen primerlerin uçlarına bıraktığımız enzimler ile kesip alarak aynı enzimler ile kesilmiş transfer vektörü pFastBackHTA’ya yerleştirmemiz gerekmektedir. Bunun için TER94 cDNA’sının klonlandığı pJET1/2 vektörün...
	Reaksiyon 45 dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra +4 C’de gece boyu bekletildi. Ligasyon ürününün transformasyonu 2.11.’de açıklandığı gibi gerçekleştirildi. Yine 2.12.’de açıklandığı gibi transformasyon sonucu oluşan kolonilerden TER94 genini...
	2.14. TER94 Geninin Bac-To-Bac® Bakülovirüs Ekspresyon Sisteminde ifadesi
	TER94 geninin ökaryotik bir sistemde ifadesini gerçekleştirmek için bakülovirüs ekspresyon vektör sistemi (Bac-to-Bac) kullanıldı. Genin bu sistemde ifadesi Şekil 7’de gösterilmektedir.
	2.14.1. E.coli DH10Bac Kompetent Hücrelerinin Hazırlanışı
	Hazırlanan ara transfer vektörünün bakülovirüs sistemine aktarılması için E.coli DH10Bac bakteri hücreleri kullanıldı. Bu hücreler özel hücrelerdir ve transpozisyon için gerekli enzimin kayanağı olan yardımcı plazmide ve bakteriyal replikasyon orijini...
	Transformasyon işlemi için önce E.coli DH10Bac hücreleri kompetent hale getirildi. Bunun için LB agar ortamında büyütülmüş olan bu hücrelerden alınıp kanamisin (50 µg/ml) ve tetrasiklin (10 µg/ml) içeren 3 ml LB besiyerinde 16 saat büyütüldü. Ertesi ...
	2.14.2. Rekombinant pFastBacHTA Vektörünün E.coli DH10Bac Kompetent
	Hücrelerine Transformasyonu ve Transpozisyonu
	Önceden hazırlanmış 1,5 ml’lik tüplerde bulunan 100’er µl iki adet DH10Bac kompetent hücre tüpü alındı. Bir tüpe 0.8 µl (200 pg) rekombinant vektörden ilave edildi. Diğer tüpe hiçbir şey eklenmeyip kontrol amaçlı kullanıldı. Her iki tüp buz üzerinde ...
	2.14.3. Rekombinant Bakmid DNA’ların İzolasyonu ve PCR ile Doğrulanması
	Beyaz fenotipe sahip koloniler kanamisin, tektrasiklin ve gentamisin içeren 2 ml LB sıvı besiyerine inoküle edildi. Hücreler 37 C’de 225 ( rpm’de 16 saat büyütüldü. Kültürlerin 1.5 ml’lik kısmı 14000 ( rpm’de 1 dakika santrifüj edildi. Pellet kısmı 30...
	Bakmid DNA’ların TER94 genini içerip içermediği PCR ile analiz edildi. Bunun için M13Fw - M13Rv primer çifti ve M13Fw - GentaRv primer çifti kullanılarak PCR reaksiyonu yapıldı. Doğruluğu teyit edilen klonlardan bir tanesi seçildi ve bu transfeksiyon...
	2.14.4. Rekombinant Bakmid DNA’sının Böcek Hücrelerine Transfeksiyonu ve
	Rekombinant Virüsün Çoğaltılması
	Sf9 hüclerinden her bir gözde 2x106 hücre olacak şekilde 6 gözlü hücre kültür kaplarına bırakıldı ve hücrelerin tabana tutunması için 28 C’de 2 saat bekletildi. 200 pg rekombinant bakmid DNA ile 100 µl katkısız Grace’s Insect Medium (Gibco®) karıştırı...
	2.14.5. TER94 Proteininin Hücre Kültüründe Üretilmesi
	İlgili gene ait proteini hücre kültüründe üretmek için öncelikle Sf9 hücreleri T75 flasklere 9x106 hücre/flask olacak şekilde bırakıldı. Bu hücreler 2.13.4.’de anlatılan çoğaltılmış rekombinant bakülovirüsler ile enfekte edildi. 2 ml hacimde olacak şe...
	Şekil 7. Bac-to-Bac ekspresyon vektör sistemi.
	2.15. 118L Proteininin Bakteriyal Sistemde Üretilmesi
	118L proteininin ifadesi için mikrobiyoloji laboratuvarında daha önceden klonlanmış olan pGEX-2T/118L vektörü (Özşahin, 2016) kullanıldı. Genin ifadesi için E. coli BL21-pLysS suşu kullanıldı. Bunun için ilk önce BL21-pLysS hücreleri kompetent hale ge...
	2.15.1. E.coli BL21-pLysS Kompetent Hücrelerinin Hazırlanması ve
	Transformasyon
	E.coli BL21-pLysS hücreleri 2.11 numaralı başlık altında anlatıldığı şekilde kompetent hale getirildi. pGEX-2T/118L vektörü bu hücrelere transform edildi. Bunun için hazırlanan kompetent hücrelerden 200 µl alındı ve üzerine pGEX-2T/118L vektöründen 5 ...
	2.15.2. Protein İfadesi
	pGEX-2T vektörünü içeren E.coli BL21-pLysS hücrelerinden tek bir koloni alınarak 50 µg/ml kanamisin içeren 2 ml LB besiyerine aşılama yapıldı ve 37 C’de 225 ( rpm’de gece boyu inkübe edildi. Büyütülen kültürden 50 µg/ml kanamisin içeren LB Broth besiy...
	2.16. Pul-down Analizi
	His-TER94 ve GST-118L proteinlerinin ifade edildikleri doğrulandıktan sonra, daha önce elde ettiğimiz ve ifade edilen proteinleri içeren 5 ml’lik hücre solüsyonları 6000 x g’de 5 dakika santrifüj edilerek oluşan pelletler ayrı ayrı tüplerde 500’er µl ...
	3.2. Spodoptera Frugiperda (Sf9) Hücre Membran Proteinleri ile Viral 118L
	Proteininin Hibridizasyonu
	3.3. LC-MS Sonuçlarının Biyoinformatik Analizleri
	Spodoptera frugiperda membran proteinleri ile IIV6 118L proteininin hibridizasyonu sonucu belirlenen banta karşılık gelen membran proteini, comassie ile boyanmış jelde tespit edildi ve bu bant jelden kesilerek LC-MS (Sıvı kromotografisi-kütle spektrom...
	LC-MS analizinin ardından S. frugiperda genomunun dizi bilgisi gen bankasına yüklendi. Dolayısı ile belirlemiş olduğumuz, 118L ile hibridize olan ve konağa ait muhtemel proteinlerin, S. frugiperda genomunda hangi proteine daha yüksek oranda benzediğin...
	3.4. In Silico Protein etkileşim Analizleri
	Seçilen dört proteinin, in vitro deneylerde kullanılmadan önce in silico ortamda 118L proteini ile etkileşim oranları analiz edildi. Bunun için belirlenen proteinlere ait genlerin nükleotit dizileri gen bankasından temin edildi. Temin edilen bu dizile...
	Şekil 10. IIV6 118L için AlphaFold programı ve Spodoptera frugiperda 9 (Sf9) konak hücresine ait proteinleri için ColabFold programı kullanılarak oluşturulmuş 3 boyutlu (3D) yapıları. IIV6 118L (a), ctATPser (b), EuTIF3 (c),TER94 (d), TEF2 (e).
	Üç boyutlu yapısı oluşturulan viral 118L proteini ile hücreye ait dört proteinin aralarındaki etkileşimler in silico ortamda araştırıldı. Bunun için ilk önce HADDOCK v2.4 programıyla virüse ait 118L geninin aktif ve pasif amino asit rezidüleri tespit ...
	Şekil 12. Hücresel proteinlerin aktif ve pasif aminoasit rezidülerinin HADDOCK programı ile elde edilmiş numaraları.
	30.6. cDNA Sentezi ve cDNA’nın Klonlanması
	Sf9 hücrelerine ait TER94 genine özgü mRNA sekansına uygun tasarlanmış geri primer kullanılarak total RNA’dan genin cDNA’sı oluşturuldu. TER94 çift zincir cDNA’sı, uçlarına uygun restriksiyon enzim (BamHI, StuI) bölgeleri eklenmiş primerler kullanarak...
	Şekil 16. Spodoptera frugiperda hücrelerine ait TER94 geninin PCR ile çoğaltılmış çift zincir cDNA’sının görüntüsü. M: Marker (1 kb, Thermo).
	3.7. TER94 Çift Zincir cDNA’sının pJET1.2/blunt Vektörüne Klonlanması
	TER94 genine ait çift zincir cDNA pJET1.2 vektörüne klonlandı ve ardından E.coli DH10β hücrelerine transforme edildi. Oluşan kolonilerden plazmid DNA izolasyonu yapıldı ve klon olup olmadıklarını belirlemek için restriksiyon enzimleri ile kesim yapıld...
	Şekil 17. TER94 çift zincir cDNA’sının pJET1.2 vektörüne klonlandığını gösteren agaroz jel görüntüsü. M: Marker (1 kb, abm); 1: pJET1.2/TER94 rekombinant plazmidinin BamHI ve StuI restriksiyon enzimleri ile muamele edilmiş görüntüsü.

