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1. ÖZET 

CRISPR aracılı hassas gen düzenleme, prokaryotik konakçı-virüs ilişkisi 

üzerine yapılan araştırmalar neticesinde keşfedilmiş, devrim niteliği taşıyan, önemli 

bir teknoloji olarak kabul edilmiştir. Biyoloji biliminin birçok alanında olduğu 

üzere günümüzde viroloji ve antiviral terapide sıklıkla başvurulan, güvenilir ve 

etkin bir araç haline gelmiş, özellikle viral gen knockout ve knock-in çalışmalarında 

kullanım alanı bulmasıyla öne çıkmıştır. Bu tez çalışmasında, Alphaherpesvirinae 

familyasına mensup Bovine alphaherpesvirus 1 (BHV-1) ve Gallid 

alphaherpesvirus 1 (GaHV-1) model olarak alınmış, bu virüsler için sırasıyla 

timidin kinaz (tk) ve dUTPaz genleri CRISPR hedef bölgesi olarak seçilmiştir. 

Sözkonusu bölgelere BHV-1 için bir kırmızı floresan protein geni (rfp) olan DsRed, 

GaHV-1 için ise DsRed ve Newcastle hastalığı virüsüne ait füzyon (F) geninin 

insersiyonu hedeflenmiş, bu amaçla insersiyon kasetleri donör plazmid üzerine 

yerleştirilen tuzak sekansları üzerinden aynı yöntem ile kesilerek serbest 

bırakılmıştır. Neticede GaHV-1 için DsRed ve F insersiyonu gerçekleştirilmiştir. 

Ardından Cre-Lox Rekombinasyon metotu kullanılarak reporter geni çıkarılmış, 

geriye kalan heterolog F gen kasedinin başarılı bir biçimde eksprese olduğu 

ispatlanmıştır. Ayrıca son ürün rekombinant virüsün, tk defektif ve çift heterolog 

gen taşıyan virüslere göre plak oluşturma ve zamana bağlı çoğalma kapasitesinde 

azalmanın olmadığı ortaya konulmuştur. Sonuç olarak çalışmada CRISPR-Cre-Lox 

metodolojisi birlikte kullanılarak, GaHV-1 üzerinde eşzamanlı gen delesyon ve 

insersiyon gerçekleştirilmiş, böylelikle virüsün virülens faktörü silinerek attenüe 

edilirken aynı zamanda heterolog gen (F geni) taşıyan bir multivalan viral vektör 

elde edilmiştir. Bununla beraber BHV-1’de CRISPR aracılı gen düzenlemenin 



 

xv 
 

gerçekleştirilebilmesi için yöntemin geliştirilerek uyarlanacağı yeni çalışmalara 

ihtiyaç olduğu ortaya çıkmıştır. 

Anahtar Kelimeler: aşı, BHV-1, bivalan aşı, Cre-Lox, CRISPR, gen düzenleme, 

ILTV 
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2. ABSTRACT 

Simultaneous Deletion of Virulence Genes and Heterologous Gene Insertions 

into the Viruses Belonging to Alphaherpesvirinae Subfamily Using 

CRISPR/Cas9 System 

CRISPR-mediated precision genome editing is considered as a revolutionary 

technology, which was discovered as a result of intensive studies on prokaryotic 

host-bacteriophage interactions. Along with other branches in biology science, 

CRISPR comes forward a highly efficient, versatile tool frequently implementing 

in virology and antiviral therapy, especially in gene knock-out and knock-in studies. 

The main goal of this thesis study was to modify two members of 

alphaherpesvirinae subfamily, Bovine alphaherpesvirus 1 (BHV-1) and Gallid 

alphaherpesvirus 1 (GaHV-1). For this purpose, thymidine kinase (tk) and 

dUTPase genes were targeted for BHV-1 and GaHV-1, respectively. A red 

fluorescent protein (rfp) gene, DsRed was aimed to insert in tk position of BHV-1, 

while DsRed and fusion (F) gene of Newcastle disease virus were chosen for the 

insertion of GaHV-1. A donor plasmid construction carrying desired gene 

sequences was excised via CRISPR bait sequences to release linear expression 

cassettes. As a result, both DsRed and F genes were successfully inserted into 

desired position of GaHV-1 genome. Next, DsRed reporter gene was erased from 

the viral genome with using Cre-Lox recombination system, and the F gene 

expression was proven to remain intact and functional. Finally, obtained 

recombinant virus possessed insignificant features in the aspects of plaque forming 

capacity and growth properties than tk deleted and double heterologous gene 
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carrying versions of GaHV-1.  As a result, an attenuated, recombinant multivalent 

virus vector was successfully obtained by using CRISPR and Cre-Lox-directed 

simultaneous deletion of virulence factor and heterologous gene insertion (F gene) 

methodology. On the other hand, this methodology needs to be improved for 

optimally editing BHV-1 strain by further extensive studies on the methodology. 

Keywords: bivalent vaccine, BHV-1, Cre-Lox, CRISPR, ILTV, gene editing, 

vaccine.  
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3. GİRİŞ 

Çiçek hastalığına karşı ilk kez 1796 yılında Edward Jenner tarafından 

geliştirilen aşıdan bu yana aşı teknolojisi oldukça yavaş ilerlemiş, ancak bilimsel 

çalışmalardaki artış ve buna paralel olarak yeni teknolojilerin bulunması, virolojide, 

moleküler biyolojide ve aşı bilminde yeni yaklaşımların ortaya çıkmasını 

sağlamıştır. İlk olarak Louis Pasteur tarafından tanımlanan, etken mikrobun 

zayıflatılarak immun yanıtı tetiklemek üzere canlıya uygulanması prensibi, kuduz, 

kolera, antraks, Bacillus Calmette-Guérin (BCG) tüberkülozu gibi hastalıklara karşı 

üretilen aşıların temelini oluşturmuştur. Bu aşılar günümüzde “birinci nesil” aşılar 

olarak adlandırılmış olup bu gün hala kullanılan aşı kaynağının %95’ini 

kapsamaktadır (1, 2, 3). Gerek canlı-attenüe aşıların tekrar doğal enfeksiyöz 

formuna dönmesi sorununa çözüm arayışı, gerekse tersine genetik çalışmaları ile 

genlerin fonksiyonlarının anlaşılması “ikinci nesil” aşıların geliştirilmesine ön ayak 

olmuştur. Bu aşılar subunit elementler, rekombinant ya da sentetik proteinler; 

protein olmayan antijenler ve çeşitli türlere ve suşlara ait molekül ve epitoplardan 

oluşan bakteriyel ya da viral immunojenlerin açıklatılması temeline dayanmaktadır. 

Subunit aşılar, konjuge aşılar ve DNA aşıları bu ikinci nesil aşılara dahil 

edilmektedir (2, 4, 5).  

Viroloji disiplininde “rekombinant aşı teknolojisi”, viral vektöre ait proteinler 

ile birlikte istenilen bir proteinin rekombinant ekspresyonuna dayanan bir aşı 

geliştirme yöntemidir. Bu sayede hücre kültürü çalışması sınırlı olan ya da 

yapılamayan virüslere karşı aşı geliştirmeyi mümkün kılmaktadır. Ayrıca yapılacak 

biyoişlemin türüne göre değişiklik gösteren güvenlik risklerini en alt seviyeye 
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indirerek özellikle pandemi durumlarında acil bir ihtiyaca karşılık olarak aşı üretim 

süresini azaltmaktadır (6, 7). 

3.1. Rekombinant DNA Teknolojisi ile Aşı Üretimi 

Rekombinant aşı, rekombinant DNA teknolojisi ile üretilen aşılar için 

kullanılan genel bir tanımdır. Rekombinant DNA’nın üretimi şu adımları takip 

etmektedir (8): 

• İlgilenilen DNA (klonlanmış DNA, insert DNA, hedef DNA ya da 

yabancı DNA) ekstrakt olarak elde edilir, enzimatik olarak ayrıştırılır 

(kesim ya da dijesyon) ve başka bir DNA yapısı ile (klonlama vektörü) 

birleştirilmesi (ligasyon) sağlanır. Böylece yeni, rekombinant DNA 

molekülü (klonlama vektörü, insert DNA yapısı ya da DNA yapısı) elde 

edilir.  

• Bu klonlama vektörü-insert DNA yapısı bir konak hücreye transfer 

edilerek burada çoğaltılması sağlanmaktadır. DNA yapısının bakteri 

konak hücresi içine aktarılması işlemine “transformasyon” adı verilir. 

• Bu konakçı hücreler içerisinde istenilen geni taşıyan DNA yapısını 

bulunduranlar tespit edilerek seleksiyon ile (seperasyon ya da izolasyon) 

bulundurmayan hücrelerden ayrıştırılır.  

• Bazı durumlarda vektör DNA’lar, konakçı hücrelerinde istenilen geni 

direkt olarak açıklatabilecek şekilde düzenlenebilmektedir. 

Rekombinant aşılar DNA aşıları, subunit aşılar ve konjuge aşılar olarak 

gruplandırılmakta ve bunların her biri canlı ya da cansız aşı özelliğinde 

olabilmektedir (Tablo 1) (9). 
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Tablo 1: Aşıların genel sınıflandırılmasını gösteren şema. Üretilen tüm aşıların 

ortak prensibi: attenüasyon, inaktivasyon ve rekombinasyon (9). 

3.1.1. Rekombinant Subunit Aşılar 

Bakteri yüzey proteini ya da viral yapı proteini gibi vücutta immun yanıt 

oluşturabilen bir antijeni kodlayan DNA sekansının memeli hücresine ya da 

bakteriye aktarılması, bu bakteride genin açıklatılarak proteine dönüştürülmesi ve 

bu proteinin yüksek saflıkla saflaştırılması esasına dayanan aşılar “rekombinant 

subunit” aşılardır (5). Bu teknoloji ile 1984 yılında üretilen ilk lisanslı aşı olan 

Hepatitis B (HBV) aşısı, virüsün yüzey antijen geni (HBsAg), alkol dehidrojenaz I 

enzimi promotoruna bağlı plazmide aktarılması, daha sonra Saccharomyces 

cerevisiae’nin bu plazmid ile transfekte edilerek genin açıklatılması ile üretilmiştir. 

Canlı Attenüe 
Aşılar

Örnek 
Çiçek hastalığı virüsü
Brucellosis (BCG) 

İnaktif Aşılar

Örnek
Kuduz aşısı
Şap aşısı

Rekombinant 
Aşılar

Subunit Aşı: Protein, 
Karbonhidratlar

DNA, RNA aşıları

Konjuge Aşılar
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Bu aşı, hasta bireylerin kan serumundan saflaştırılan virüse ait S proteininin 

kullanıldığı aşılardan sonra önemli başarı sağlamıştır (10, 11). Daha sonra Fikrig ve 

ark. (1990) tarafından Lyme hastalığı etkeni Borrelia burgdorferi’ye ait dış yüzey 

proteinini kodlayan OspA genini Escherichia coli’de açıklatarak elde edilen protein 

ile aşı üretimi gerçekleştirmiştir (12).  

İnsan sitomegalovirüsü (HCMV) için oluşan nötralizan antikor yanıtın %70’i 

glikoprotein B (gB) yüzey proteinine karşı şekillenmektedir (13). HCMV için 

geliştirilen subunit aşı, yapılan bir dizi modifikasyon ile salgılanabilir forma 

kavuşturulan gB antijeninin Çin hamsteri ovaryumu (CHO) hücre hattında 

açıklatılması ile rekombinant olarak elde edilmiştir (14).  

Subunit aşılar genel itibariyle hastalık oluşturmaz, pürifiye antijen içeriği 

dolayısıyla yan etkisi sınırlıdır ve immunsupresif canlılarda da kullanımı güvenli 

olarak kabul edilmektedir. Öte yandan subunit aşılar canlı attenüe aşılara göre daha 

az immunojeniktir. Bu nedenle subunit aşıların geliştirilmesinde immunojenitesi 

yüksek ve nötralizan antikor oluşturma yeteneği olan antijen(ler)in seçilmesi aşı 

başarısını direkt etkileyen önemli bir faktör olarak öne çıkmaktadır (9, 15). 

3.1.2. Rekombinant DNA Aşıları 

Rekombinant DNA aşıları, antijenik niteliği olan bir proteinin genetik kodunu 

taşıyan ökaryotik ekspresyon vektörünün E. coli gibi bir vektörde çoğaltılıp 

kromatografik metotlar ile saflaştırıldıktan sonra doğrudan (in situ) canlıya 

uygulanması esasına dayanır (9). Rekombinant aşılarında vektör DNA’nın bazı 

biyolojik bariyerleri aşarak mRNA’ya transkripte olabilmesi gerekmektedir. Bu 
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amaçla vektörlerin lipozom ile kaplanması ya da dendrimerlere bağlanması gibi 

çeşitli yöntemler geliştirilmiştir (16).  

Veteriner hekimlikte ilk rekombinant DNA aşı örnekleri, atlarda West Nile 

virüsü (WNV) ve atların arteritis virüsüne (EAV) karşı geliştirilen aşılardır. Davis 

ve ark. (2001), sitomegalovirüs promotoruna bağlanmış WNV’ye ait premembrane 

(prM) ve zarf (E) genleri klonlanmış CVBN plazmidi tek doz halinde 

elektroporasyon yöntemi ile deri yoluyla atlara uygulamış ve aşının etkinliğini 

serolojik ve klinik olarak kanıtlamıştır (17). Aynı yöntem ile EAV’ye ait 

glikoprotein ve nükleokapsid genlerini taşıyan ekspresyon plazmidleri, at 

interlöykin 2 (hIL-2) taşıyan başka bir ekspresyon plazmidi ile kombine edilerek 

aynı yöntem ile altı adet ata uygulanmış ve sonuçta uzun süreli koruyucu humoral 

bağışıklığın meydana geldiği gösterilmiştir (18). Son olarak yine flaviviridae 

ailesine mensup, son yıllarda önem kazanan bir hastalık etkeni olan Zika virüs için 

de WNV ile aynı vektör platformunun kullanıldığı DNA aşı çalışması mevcuttur 

(19). 

DNA aşılarının temel avantajı, canlı vektör ya da karmaşık biyokimyasal 

teknik gerektirmeksizin hem humoral hem de hücresel seviyede bağışıklığı 

uyarabilmesidir. Ayrıca yüksek özgünlükte, orjinal konformasyona sahip (aynı 

glikozilasyon ve post translasyonal modifikasyonu sağlayan) antijeni üretme 

imkanı sunabilmesidir. Öte yandan plazmid DNA’nın sadece %1’i fagositoz ve 

pinositoz yoluyla hücreye alınmakta, bunun da ancak onda biri nükleus por 

membranından geçebilmektedir. Ayrıca ender de olsa DNA aşıları onkogenlerin 

aktivasyonuna neden olmaktadır. DNA aşıları immunizasyon etkinliği düşük 

olduğundan adjuvantlar ile birlikte kullanılmaktadır (9, 20). 
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3.1.3. Rekombinant Konjuge Aşılar 

Konjuge aşılar, temelde zayıf antijenik özellikteki bir antijen ile kuvvetli bir 

antijenin birleştirilerek zayıf antijene karşı immun yanıtın oluşturulması esasına 

dayanmaktadır. Protein alt üniteler fagosite olduktan sonra endozomal olarak 

yıkımlanır ve MHC II aracılığıyla antijenik peptid olarak sunulur. Ancak 

glikoprotein yapısındaki antijenler T hücresinden bağımsız B hücre yanıtını 

tetiklemektedir. Dolayısıyla güçlü bir immun yanıtın oluşabilmesi için bir proteine 

bağlanmaktadır (konjugasyon) (21).  

İlk konjuge aşı, Ward ve ark. (1984) tarafından Haemophilus influenza tip b 

(Hib)’e ait kapsüler polisakkaritin (poliribozilribitol fosfat) difteri toksoidine (D) 

kimyasal metot ile kovalent olarak bağlanması neticesinde oluşturulmuştur (22). 

Konjugasyon kimyası oldukça karmaşık olup bazen kontrol dışı sebeplerden dolayı 

üretilen partilerde farklılıklar meydana gelebilmekte, ya da oluşturulan 

glikoproteinde beklenilenden farklı formasyonlar oluşabilmektedir (9, 15) 

Campylobacter jejuni’nin ökaryotlar dışında N-bağlı glikozile proteinlere 

sahip olduğunun keşfi (23) ile birlikte glikozilasyon mekanizmasını oluşturan gen 

kümesi E. coli’de fonksiyonel olarak eksprese edilmiş, dolayısıyla asıl 

organizmasında glikozile olmayan proteinlerin E. coli aracılığıyla N-bağlı 

glikoprotein şeklini üretmek mümkün olmuştur (24). Örnek olarak, Pore ve ark. 

(2011), Shigella flexneri’ye ait “dış membran proteini A” (OmpA)’yı E. coli’de 

üretmiş, daha sonra farelerde sistemik çelınç denemesiyle koruyuculuğunu 

ispatlamışlardır (25). Aynı şekilde Martinez-Becerra ve ark. (2013) tip 3 sekresyon 

sistemini (T3SS) kontrol eden IpaB ve IpaD proteinlerini rekombinant füzyon 

proteini olarak üreterek farelerde letal doz pulmoner enjeksiyon denemelerinde S. 



 

7 
 

flexneri ve S. sonnei' ye karşı koruma sağladığını bildirmiştir. Shigella alt türlerinde 

bu sistem, bakterinin apoptozis indükleyici unsurlarının makrofajlara enjekte 

edilerek fagositlerden kaçmasını sağlamaktadır (26).   

Konjuge aşılar hastalık oluşturmama özelliğine sahip olmasından dolayı 

immunsuprese hastalarda kullanılabilmekte, yan etki oluşturmamaktadır. Ancak bu 

aşıların seri üretimi diğer aşılara göre daha maliyetlidir. Ayrıca taşıyıcı proteinin 

seçimi de aşının immunojenitesi açısından önemli bir yer teşkil etmektedir (15).  

3.2. Rekombinant Viral Vektörler ve Vektör Aşılar 

Son yıllarda viral vektör temelli rekombinant aşı teknolojisi araştırmaları 

dünya genelinde popülerliği giderek artan bir çalışma alanı haline gelmiştir. Bu 

durum özellikle biyoloji alanında geliştirilen yeni teknolojilerin moleküler viroloji 

disiplinine uyarlanması ile kayda değer biçimde ortaya çıkmıştır. “Canlı” 

rekombinant aşı vektörleri istenilen etkinlikte ve yenilikçi aşıların üretilmesinde 

kilit rol oynamaktadır. Özellikle DNA virüs aileleri; poxviridae, herpesviridae, 

adenoviridae, parvoviridae ve asfarviridae viral vektör olarak sıklıkla tercih 

edilmektedir (27).  

Viral vektörler, hücreleri enfekte edebilme özellikleri sayesinde gen terapisi 

ya da aşılama amacıyla bir genetik materyalin canlıya aktarılmasını sağlayan 

elementlerdir. Viral vektörler etkin bir şekilde gen transdüksiyonunu 

sağlayabilmektedir, hedef hücreye yüksek özgünlüktedir ve hücre aracılı 

immünitenin de dâhil olduğu geniş kapsamlı bir immün yanıtı ortaya 

çıkarabilmektedir (28).  
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Viral vektörler üzerine yürütülen çalışmalar virüsün replikasyon 

kompetanlığı ile virülensi ve bağışıklığı uyarıcı etkisi arasında direk ilişkinin 

olmadığını ortaya koymuştur (29). Dolayısıyla, viral vektör olarak sıklıkla düşük 

patojeniteli ya da apatojenik virüs suşları tercih edilmektedir (28). Örneğin; Ankara 

Modifiye çiçek aşı virüsü (MVA) embriyolu tavuk yumurtasında yapılan birkaç yüz 

nesil pasajdan sonra memeli hücrelerinde üretken enfeksiyon oluşturma yeteneğini 

kaybetmiş bir suş olup, aşı vektörü olmaya uygun olduğu yapılan çalışmalar ile 

gösterilmiştir (30, 31).  

İlk viral vektör, her ikisi de EcoRI ile digeste edilerek linear hale getirilen 

Simian virüs 40 (SV40) genomunun 5ˈ ucuna adenilat ve λdvgal 120 genomunun 

3' ucuna timidinilat kuyruklarının eklenmesi ve birbirine eşlenik bu uçlar 

aracılığıyla iki materyalin birbirine bağlanması ile (SV40-λdvgal 120 kimerik 

DNA) oluşturulmuştur (32). Vaccinia virüse ait esansiyel olmayan timidin kinaz 

(tk) gen pozisyonuna adenovirüs tip 18 E fragmanı eklenerek bromodeoksiüridin 

(BUdR) seleksiyonu ile rekombinant vektör eldesi sağlanmış; aynı çalışmada tk- 

vaccinia virüs genomuna herpesvirüse ait tk geni eklenerek antiviral aracılı 

seleksiyon prensibi kanıtlanmıştır (33). Bu prensip ile üretilen ilk vektör aşı 

Hepatitis B aşısıdır: Hepatitis B yüzey antijen (HBsAg) proteinini kodlayan açık 

okuma penceresi, tk sentezini başlatıcı promotora bağlanarak rekombinant virüs 

üretilmiş, sonra tk- virüs BUdR seleksiyonu ile saflaştırılarak karakterizasyonu 

yapılmıştır (34).  

Vektör olarak kullanılacak her bir virüs, doğası gereği taşıdığı özelliklere 

göre birtakım avantajlara ya da dezavantajlara sahiptir. Örneğin; vaccinia virüs 

attenüe olmasının yanında kuvvetli bir immün uyarıcı olması, özellikle sitotoksik T 
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lenfositleri harekete geçirebilmesi özelliği ile vektör olarak sıklıkla tercih 

edilmektedir. Ayrıca viral vektörler adjuvanta gerek duymaksızın yüksek 

immünojenite gösterirken viral yapısal elementler doğal bağışıklığı uyararak 

interferon ve yangı sitokinlerini aktif hale getirmektedir (28). Günümüzde 

kullanılan bazı viral vektörlerin özellikleri Tablo 2’de gösterilmiştir.  

3.2.1. Herpesviral Vektör Temelli Aşılar 

Herpesvirüsler omurgalı hayvanların çift iplikli DNA virüsü olup 150-240 

kbç. uzunluğunda bir genoma sahiptir. Herpesvirüslerin ortak özellikleri konakçıya 

karşı sıkı bir özgüllükte olmaları, enfekte ettikleri konakçıda ömür boyu latent 

kalabilmeleri ve litik çoğalma göstermeden konakçıda varlığını 

sürdürebilmeleridir. Öte yandan tüm herpesvirüsler nükleik asit metabolizmasını 

düzenleyici, nükleik asit sentezletici ve protein işleyici bir dizi enzimi 

barındırmaktadır (35, 36). 

Herpesvirüsler kullanım alanlarına göre üç temel gruba ayrılabilir: (i) 

onkolitik virüsler, (ii) rekombinant aşı vektörleri ve (iii) yüksek kapasiteli gen 

taşıyıcı vektörler (37).  

3.2.1.1 Herpesviral Vektörlerin Gen Mühendisliği 

Herpesviral vektörlerin rekombine edilmesi temelde mutasyon ve 

fonksiyonel analizler ile belirlendikten sonra alt-klonlanmış genlerin viral genom 

ile buluşturulmasına dayanmaktadır. Herpes Simplex virüs (HSV) genomu bu 

noktada rekombine edilen ilk viral genomdur. Kısaca, HSV genomu BamHI enzimi 

ile kesilerek tk genini de içeren parça pd2 plazmidine klonlanmış, daha sonra bu 

gen üzerinde bulunan PstIC parçası çıkarılarak tk geni üzerinde delesyon 

mutasyonu oluşturulmuştur.
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Virüs Avantaj Dezavantaj Heterolog Gen  
Insersiyon Örneği 

Referans 

Retrovirüs  Uzun süreli gen ekspresyonu. 

 Replikasyon kompetan bir virüsün 
üretilmesi risklidir. 

 Tümörogenez riski vardır. 
 Sadece bölünen hücreleri enfekte edebilir. 

Hantavirüs zarf glikoproteini (38) 

Poxvirüs 
 Güvenli, Yüksek, 
 İmmunojenite, 
 Yüksek miktarda üretilebilir. 

 Canlıda önceden gelişen immün yanıt 
olma ihtimali vardır. 

 Potansiyel sitotoksiktir. 
 Transgenik ekspresyonu kısa sürelidir 

Mavidil virüsü VP2, NS1 ve 
VP7 genleri (39) 

Adenovirüs 

 Güvenli, 
 Yüksek Titrede üretim, 
 Hemen hemen tüm hücreleri her fazda 

enfekte edebilir. 

 Canlıda önceden gelişen immün yanıt 
olma ihtimali çok yüksektir. 

 Transgen ekspresyonu kısa sürelidir. 
Küçük Kuminant Vebası virüsü 
H geni (40) 

Adeno-
associated 
virüs 

 Uzun süreli gen ekspresyonu, 
 Non-patojenik, 
 Sitotoksik T hücre yanıtını 

indükleyebilir. 

 İnsersiyon kapasitesi düşüktür 
 Entegrasyon özelliği tam olarak 

anlaşılamamıştır. 
Hepatitis C virüsü  genotype 1b’ 
ye ait NS3 ya da NS3/4 (41) 

Herpesvirüs 

 Büyük miktarda yabancı antijeni 
taşıyabilir. 

 Hemen hemen tüm hücreleri her fazda 
enfekte edebilir. 

 Nörotropik özelliği sayesinde nöronlara 
gen taşınabilir. 

 Canlıda önceden gelişen immün yanıt 
olma ihtimali çok yüksektir. 

 Latent enfeksiyon oluşturmaktadır. 

 

Bovine Viral Diyare Virüs 
glikoprotein E2 ve Bovine 
Alfhaerpesvirüs 1 glikoprotein 
D 

(42) 

Tablo 2: Aşı çalışmalarında kullanılan bazı viral vektörlerin özellikleri ve örnekleri.
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Daha sonra plazmid ve tk geni taşıyan HSV ile Vero hücre hattı kotransfekte edilmiş 

ve 5-bromodeoksiüridin içeren vasat ile inkübe edilerek virüs-plazmid arasında 

parça değişimi (Crossover) meydana getirilmiş, böylelikle ilk tk- HSV üretilmiştir 

(43). Herpesviridae ailesine dahil sitomegalovirüs ile yapılan başka bir çalışmada 

LacZ geni, β-gen promotoru ve SV40 poliadenilasyon bölgesinden oluşan gen 

kasedi viral genomun majör β gen bölgesine aktarılmıştır (44). Rekombinasyon 

temelli bu metotlarda LacZ ya da tk gibi seleksiyon markırların kullanılması 

zorunludur. Bu metotoloji oldukça fazla laboratuvar pratiği gerektirmekte, ayrıca 

progeni virüsün seleksiyon baskısı nedeniyle rekombinant virüste eş zamanlı 

mutasyonlar ortaya çıkabilmektedir (45). 

Bakteri yapay kromozomunun (Bacterial Artificial Chromosome; BYK) keşfi 

ile birlikte herpesvirüs genomu gibi büyük DNA genomlarında modifikasyon 

meydana getirilmesi oldukça kolaylaşmıştır. BYK, temel olarak genom 

haritalandırma ya da analiz amacıyla plazmid F (fertilite) faktöründen üretilen, 300 

kbç.’ den fazla bir DNA genomunu stabil olarak bulundurabilen bir yapıdır (46). 

Herpesviral BYK’ye ilişkin ilk çalışma Messerle ve ark. (1997) tarafından fare 

sitomegalovirüsünde gerçekleştirilmiştir. Çalışmada viral genom ile birlikte 

BYK’yi ve rekombine edilecek noktanın homolog uçlarını taşıyan plazmid, 

ökaryotik hücreye aktarılarak hücrede rekombinasyon ile mini-F sekansını ve 

seleksiyon markırını (guanin fosforibozil transferaz) taşıyan sirküler ara form 

(CMV-BYK-vt) haline gelmesi sağlanmıştır. Daha sonra CMV-Bac-vt için istenen 

mutasyonu sağlayacak (çalışmada IE-1 geni) taşıyıcı plazmid, elektroporasyon 

yoluyla E.coli’ye aktarılarak IE-1 mutasyonu taşıyan BYK (CMV-Bac-Mut) elde 

edilmiştir. En son mutant BYK tekrar ökaryot hücreye aktarılarak buradan IE-1 
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geni silinmiş CMV virionlarının salınması sağlanmıştır (47). BYK’nin virüs 

üzerindeki istenmeyen etkisinin giderilmesi için BYK üzerine LoxP bölgeleri 

bulundurulmaktadır. Virüsün hücredeki enfeksiyonunun izlenmesi için yeşil 

floresan proteini (gfp) ve memeli hücresindeki seleksiyonu kolaylaştırmak için 

higromisin direnç geni yine BYK’ye ayrı ayrı ya da kombine olarak dahil 

edilebilmektedir (48). BYK’nin en önemli avantajı E.coli kullanılarak herpesvirüs 

genomu üzerinde istenilen bir noktada ya da rastgele mutasyonların 

oluşturulmasına olanak sağlamasıdır. 

Rastgele mutasyon oluşturmada “transpozon aracılı mutagenezis” metodu 

sıklıkla kullanılmaktadır. Yer değiştirebilen genetik elementlerin (transpozonlar; 

Tn) örneğin bir antibiyotik direnç geni ile beraber transpozaz (tnpA) ve resolvaz 

(tnpR) aracılı olarak BYK üzerine rastgele entegrasyonu sayesinde viral genlerde 

veya sekans elementlerinde insersiyon mutagenezi meydana getirilebilmektedir 

(45). Brune ve ark. (1999) fare sitomegalovirüsü üzerindeki esansiyel ve esansiyel 

olmayan genlerin tespiti için viral genomu sirküler BYK haline getirerek sirküler 

genoma affiniteli Tn1721 transpozonu derivelerini taşıyan plazmid ile birlikte 

E.coli’ye transforme etmiş, ardından transformantların kloramfenikol ve ampisillin 

seleksiyonunu gerçekleştirmiştir. Transpozisyonun oluştuğu BYK’ler, Tn ile 

taşınan kanamisin ve BYK’de bulunan kloramfenikol direnç kasetleri aracılığıyla 

42°C’de tekrar selekte edilerek rastgele mutasyon taşıyan viral varyantları elde 

edilmiştir (49). 

“RecA temelli mutagenez” ya da “mekik vektör mutagenezi”; E.coli’de 

meydana getirilen konvansiyonel homolog rekombinasyonun taşıyıcı RecA 

rekombinazı aracılığıyla kolaylaştırılması esasına dayanmaktadır. RecA, donör 
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olarak kullanılmakta, içerisinde pozitif ve negatif seleksiyon markırları, hedef gen 

bölgesinin homolog uçları ve sıcaklığa duyarlı replikasyon orjinini (ori) taşıyan bir 

mekik vektör aracılığıyla bakteriye aktarılmaktadır. Bakteri içerisinde homolog 

rekombinasyon (HR) gerçekleştirilerek pozitif seleksiyon markırı ve ori aracılığıyla 

seleksiyona tabi tutulmaktadır. Böylelikle tüm BYK kasedi viral genoma 

yerleşmiştir. Daha sonra ikinci bir HR işlemi ile bu sefer negatif seleksiyon markırı 

ve ori seleksiyonu ile birlikte eklenen BYK yapısının çıkarılarak geriye sadece 

mutasyonun kalması sağlanmaktadır (45). 

“E/T Rekombinasyon sistemi” λ bakteriyofajından derive alternatif bir 

yöntem olup sadece 30-50 bç. homolog uç ile rekombinasyon oluşturabilmektedir. 

Örneğin, Schumacher ve ark. (2000) tarafından Gallid alphaherpesvirus 2’nin 

(Marek hastalığı virüsü) US2 lokusu üzerine tavuk embriyo fibroblast (CEF) 

hücreleri aracılığıyla kloramfenikol ve gpt eklenerek BYK’ye çevrilmiş daha sonra 

kloramfenikol markırı ile E. coli’de seleksiyonu sağlanmıştır. Daha sonra gB geni 

RecE ve RecT ile katalizlenen HR ile silinerek yerine kanamisin eklenmiştir (45, 

50).  

“Cre/LoxP aracılı rekombinasyon sistemi” ilk kez Hamilton (1981) 

tarafından P1 bakteriyofajında tanımlanmıştır (51). Sistem, adını rekombinasyon 

oluşturan, integraz süperailesine dahil 38 kDa-Cre enzimi ve bu enzimin tanıdığı 

bağlanma bölgesi olan LoxP motifinden almaktadır. LoxP motifi ise P1 fajı için 13 

bç. uzunluğunda iki adet simetrik tanıma bölgesi ve ikisinin arasında 8 bç.’lik ara 

(spacer) sekanstan ibarettir. Eğer bir DNA ipliğinin üzerinde aynı oryantasyonda 

bir çift LoxP motifi mevcut ise, bu iplik Cre ile rekombine edildiğinde iki LoxP 

arasındaki gen parçası kesilerek çıkarılmış olur (52, 53).   
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3.3. CRISPR/Cas9 Teknolojisi 

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR), 

"Düzenli Aralıklarla Dizilmiş Palindromik Tekrarlar Kümesi" ve 

CRISPR ilişkili protein olan "Cas" (CRISPR Associated) birlikte prokaryotların 

yabancı genomlara (faj, plazmid ya da diğer mobil genetik elementler) karşı 

edinilmiş bağışıklık sistemini oluşturan bir RGEN (RNA-guided endonuclease; 

RNA kılavuzlu endonükleaz)’dir (54). RGEN’in keşfi genom düzenlemede devrim 

niteliği taşıyan bir gelişme olup gen müdahalesinde yeni ufukların açılmasını 

sağlamıştır. 

3.3.1. CRISPR Aracılı Bağışıklığın Mekanizması 

CRISPR-Cas aracılı immünite üç basamakta incelenmekte olup bunlar 

sırasıyla “adaptasyon”, “ekspresyon” ve “interferens” olarak adlandırılmaktadır. 

Adaptasyon, konakçıya bulaşan, söz gelimi bir fajın genomundan bir sekansın 

(protospacer) Cas proteini tarafından CRISPR genomuna yeni bir “spacer” olarak 

eklenmesidir. Eklenen bu spacer sayesinde yabancı DNA’nın gelecekteki olası 

enfeksiyonuna karşı bağışıklık edinilmiş olur. Protospacerlerin birçoğu genellikle 

değişkenlik göstermeyen kısa bir sekans ile sonlanmaktadır. Protospacerin 

yakınında başlayan bu motif sekansa “Protospacer Bitişiğindeki Motif” 

(Protospacer Adjacent Motif: PAM) adı verilmekte ve muhtemelen CRISPR 

genetik düzeni üzerinde yeni spacerin eklenirken tanınmasını sağlamaktadır (55, 

56).  

İkinci aşama CRISPR ekspresyonu olarak isimlendirilir. Bu aşamada 

CRISPR gen bölgesi küçük CRISPR RNA’sı (crRNA) oluşturmak üzere 
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transkripte olur. crRNA’nın ilk transkripsiyon haline primer transkript crRNA 

(pre-crRNA) adı verilir. Daha sonra pre-crRNA özel endonükleaz enzimleri ile 

kesilerek küçük CRISPR RNA’larına dönüştürür. Hedeflendirme ya da interferens 

aşaması adı verilen son aşamada ise işlenmiş crRNA Cas nükleazı ile etkileşime 

girerek ribonükleoprotein (RNP) yapısı haline gelir ve istilacı genom üzerindeki 

hedef sekansa yönlenir. Bu yapıya CASCADE (CRISPR-ilişkili Antiviral Savunma 

Mekanizması) adı verilmektedir (55, 56). 

Organizmaların birçoğunda yabancı genomik DNA ya da RNA ile cr-RNA 

neredeyse mükemmel bir şekilde eşleşerek kesim işlemini başlatır. Yabancı 

genom ile CRISPR genomu üzerinde birbiri ile eşleşmeyen nükleotidler varsa, ya 

da PAM motifi üzerinde bir mutasyon mevcutsa kesim gerçekleşmemektedir (55, 

56). 

Günümüzde beş çeşit CRISPR mekanizması (I-V) tanımlanmış olup bunlar 

içerisinde Tip I ve Tip III’ün örtüşen bazı özellikleri mevcuttur: Öncül crRNA’lar 

özelleşmiş bir dizi Cas endonükleazı aracılığıyla olgunlaştırılır. Daha sonra her bir 

crRNA büyük bir multi-Cas yapısıyla birleşerek genom üzerindeki crRNA 

komplementerini tanıyıp kesebilecek forma dönüşür. Ancak Tip II sistemi öncül 

crRNA’ları olgunlaştırmak için farklı bir yol izler: pre-crRNA’nın 3’ ucundaki 

tekrar sekansına komplementer bir “trans-etkinleştirici” crRNA (tracrRNA), Cas9 

(Csn1)’un bulunduğu ortamda çift iplikli RNA işleyebilen RNAz III’ü tetikleyerek 

olgun crRNA’ların oluşmasını sağlamaktadır. Cas9, Tip II CRISPR sisteminde 

yabancı DNA susturucu tek enzim özelliği göstermektedir (57). 
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3.3.2. Tip II CRISPR/Cas Sistemi 

Cas9’un efektör protein olarak kullanıldığı Tip II CRISPR sistemi, 

günümüzde en sık kullanılan ve en iyi anlaşılan sistem olup yapıtaşları 

Streptococcus pyogenes’den izole edilen Cas9 enzimi (spCas9) ve onu yönlendiren 

bir kılavuz RNA (gRNA)’dan ibarettir. gRNA hedef genom üzerindeki 20 bç. 

uzunluğundaki bir gen bölgesini tanırken Cas9 enzimi kılavuzun 3’ ucundaki NGG 

motifini tanıma özelliğine sahiptir. Bu iki unsur beraber çalışarak bağlandığı motif 

üzerinde DSB (Double Stranded Break; Çift iplikte kırılma) meydana getirmekte 

(Şekil 1) ve daha sonra bu bölge canlının onarım mekanizmaları aracılığıyla tamir 

edilmektedir (57, 58). 

 

Şekil 1: S. pyogenes için gRNA-Cas9 yapısının hedef DNA’ya tutunma ve kesme 

işleminin şematik gösterimi. Cas9 proteini PAM sekansını bulurken, kılavuz RNA 

ile genomik DNA arasında baz eşleşmesi (hibritleşme) meydana gelmektedir. Daha 

sonra Cas9 tarafından çift iplikte kırılma oluşmaktadır (59). 

Cas9 proteini biyolojik olarak hedefi tanıma ve nükleaz bölgeleri olmak üzere 

iki kısımdan oluşmaktadır. Hedefi tanıma bölgesi RNA DNA heterodupleks 



 

17 
 

yapısının oluşması için gereklidir. Nükleaz bölgesi ise HNH ve RuvC alt 

ünitelerinden oluşmakta ve yabancı DNA ile eşleşme sırasında HNH 

komplementer, RuvC komplementer olmayan sekansa tutunmaktadır. Ayrıca 

nükleaz bölgesinin PAM motifini tanımaktan sorumlu bir alt ünitesi daha 

mevcuttur. Her bir alt ünite bulunduğu bir ipliği keserek DSB meydana getirir. 

Böylelikle PAM sekansının 5ˈ ucuna doğru yaklaşık 3-4 nükleotid önünden kesim 

gerçekleşmektedir (60). 

3.3.3. DNA Tamir Mekanizmaları 

Kırılan çift iplikli DNA’nın onarımı homoloji aracılı tamir (homology 

dependent repair; HDR) ve homolog olmayan uç birleştirme (Non-Homologous 

End-Joining; NHEJ) olmak üzere iki temel mekanizma ile gerçekleşir (Şekil 2). 

HDR mekanizmasının işlevi için kalıp DNA gerekliyken NHEJ DNA uçlarını bir 

protein aracılığıyla bir araya getirerek homoloji olmaksızın birleştirir. Hangi tamir 

mekanizmasının aktif hale geleceği DSB’nin karakterine göre değişiklik 

göstermektedir. Örneğin HDR’nin temel enzimi Rad52 uzun, tek iplikli DNA 

ipliğine bağlanma eğilimindeyken NHEJ temel enzimi Ku70/80 tüm DSB’lerde 

görülebilmektedir (61). 

Ku70/80 heterodimer proteini kırılan bölgeyi algılamakta ve o bölgede bir 

dizi kinazın (DNA-PKc’leri) ve DNA ligazın iki alt ünitesinin (Ligaz IV: XRCC4 

enzimi), eklenti faktörlerinin (PAXX ve XLF) ve polimeraz µ ve λ’nın 

toplanmasına aracılık eden bir çatı görevi görmektedir. Bu yapı iki DNA parçasını 

bir arada tutarak tamirini sağlamaktadır (62).  
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HDR mekanizması ile tamir ise kırılan DNA parçasının 5ˈ ucundan 

MRX/MRN ve Sae2 aracılı baz eksiltilmesi ile 3ˈ yapışkan ucun açığa çıkması ile 

başlamaktadır. Açıktaki bu parça, DNA’yı tamir etme reaksiyonuna primer görevi 

görürken ipliğin kalıp DNA’ya invaze olmasını sağlayacak enzimler için substrat 

vazifesi görmektedir. İnvaziv iplik ayrılarak kalıp DNA’ya bağlanmakta, hibrit 

DNA oluşturmakta ve böylece D-ilmeği oluşmasıyla tamir mekanizması 

başlamaktadır. Tamir mekanizması; korumasız tek ipliği tavlama (single-strand 

annealing; SSA) metodu, korumalı çift iplik kırılma tamiri (double-strand break 

repair; DSBR) sentez bağımlı iplik tavlama (synthesis-dependent strand annealing; 

SDSA) ya da kırılmayla indüklenen tamir (break-induced replication; BIR) 

metotları ile oluşmaktadır (63). 

  

 

Şekil 2: CRISPR/Cas9 aracılı genom düzenleme ve tamir mekanizması. CRISPR-

Cas9 ribonükleoprotein yapısının DNA üzerinde DSB oluşturmasını takiben HDR 
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ya da NHEJ tamir mekanizması devreye girmektedir. HDR daha yüksek doğrulukta 

tamiri sağlarken NHEJ yolağı insersiyon veya delesyon mutasyonu (indel) meydana 

getirebilmektedir (64). 

Çift iplikte meydana gelen kırılmanın hataya meyilli NHEJ yolağını 

tetiklediği bilinmektedir. Genom üzerindeki iki farklı bölgenin hedeflendirilmiş 

nükleazlar aracılığıyla eş zamanlı olarak kesilmesi NHEJ yolağını tetikleyeceği için 

bu bölgede devasa delesyonlar, inversiyonlar ve translokasyonlar meydana 

gelebilir. Ayrıca, hedef bölgenin ve bir plazmidin eş zamanlı olarak kesilmesi, 

NHEJ aracılı vektör entegrasyonunu mümkün kılar (65). Öte yandan, HDR aracılı 

gen düzenleme mekanizması daha karmaşık işlese de kaybın daha az olduğu 

güvenli bir metottur. Bu metotta, düzenlenecek noktanın 5ˈ ve 3ˈ ucundaki ~1 kbç. 

uzunluğundaki homoloji kollarına ihtiyaç vardır. Ayrıca tek iplikteki kırılmalar 

HDR’yi tetiklemekte, dolayısıyla katalitik bölgelerin düzenlenmesiyle nikaz 

özelliği kazandırılan programlanmış nükleaz HDR yolağını aktif hale getirdiği 

bilinmektedir (65, 66).  

3.4. Bovine Herpesvirüs 1 Enfeksiyonları ve Aşı Stratejileri 

Bovine alphaherpesvirus 1 (BHV-1) enfeksiyonları, sığırlarda solunum 

sistemi hastalığı (Infectious Bovine Rhinotracheitis), genital bozukluklar 

(Infectious Pustular Vulvovaginitis ya da Infectious Pustular Balanoposthitis), 

geçici infertilite ve abort gibi klinik belirtiler ile karakterize, bulaşıcı, akut ve latent 

seyredebilen bir viral hastalıktır. BHV-1'in oluşturduğu semptomlar genç sığırlarda 

yemden yararlanma gücünün azalması ve ölümler, erişkinlerde ise ağırlık kaybı, süt 

veriminde azalma, fötal ölümler ve abortlar ile birlikte seyretmektedir (67). 
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Hastalık etkeni Herpesviridae ailesine ait Alphaherpesvirinae alt ailesinde 

bulunan Varicellovirus genusunda bulunmaktadır. BHV-1 çift iplikli bir DNA 

virüsü olup 135-140 kbç. uzunluğunda linear genoma sahiptir. Virüsün 70 adet 

proteini kodladığı bilinmektedir. Genom, sekans analizine göre kendi içerisinde 

102-104 kbç. uzunluğunda unique long (UL), 10,5-11 kbç. uzunluğunda unique 

short (US) ve 24 kbç. uzunluğunda invert tekrar bölgesi olarak segmentlere 

ayrılmaktadır (68). BHV-1’in toplam 33 adet yapısal proteini mevcut olup 

bunlardan 13 tanesi zarfla ilişkili, 10 tanesi ise glikoprotein kodlamaktadır. 

Glikoproteinlerden 6 adedi UL segmentinde olup gK (UL53), gC (UL44), gB (UL27), 

gH (UL22), gM (UL10) ve gL (UL1) olarak, kalan 4 tanesi ise US segmentinde olup 

gG (US4), gD (US6), gI (US7) ve gE (US8) olarak adlandırılır. Glikoproteinler 

virionun hücre içerisine girmesinden, füzyondan, hücreler arası saçılmalardan 

sorumludur (69). Tüm bu glikoproteinler içerisinde 5 zarf glikoproteini (gB, gD, 

gH, gL ve gK) hücre kültürü içerisinde çoğalmak için gerekliyken, kalan 5 tanesi 

(gC, gE, gG, gI ve gM) esansiyel değildir (70). Ayrıca timidin kinaz (tk), 

ribonükleotid redüktaz (RnR) ve Deoksiuridin 5ˈ-trifosfat nükleotidhidrolaz 

(dUTPaz) enzimleri de virüs için esansiyel değildir (71).  

Günümüzde BHV-1’e karşı canlı-modifiye aşı, inaktif aşı, subunit aşı ve 

markır aşı gibi farklı aşı çeşitleri geliştirilmiştir. Modifiye canlı aşılar sığır ya da 

tavşan doku kültüründe seri pasajlanarak elde edilen mutant virüsler aracılığıyla 

elde edilmiştir (68). Örneğin, Zygraich ve ark. (1988) sıcaklık permisif RLB 106 

suşunu nitröz asit (HNO2) ile seleksiyona tabii tutarak canlı attenüe-mutant virüs 

eldesi sağlamıştır (72). Canlı modifiye aşıların ticari kas içi ve nazal uygulanabilen 

çeşitleri mevcut olup 40-96 saat içerisinde bölgesel interferon üretimi ile 
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koruyuculuğu sağladığı bilinmektedir (73). Nazal yol ile uygulanan aşılar IgA 

salgılanmasını sağlar ve hücre aracılı immüniteyi uyarır. Ayrıca gebe ineklerde 

abort oluşma riski olmadığı için güvenlidir (74). Bu aşıların en önemli 

dezavantajları sahadaki vahşi tip suşlardan ayırımının zor olması, genetik 

rekombinasyon aracılığıyla virülensinin yükselebilmesi ve uygulamayı takiben 

latent hale gelebilmesidir (68, 75, 76).  

Ölü ya da inaktif aşılar modifiye canlı aşıların dezavantajları dolayısıyla 

geliştirilmiştir. Bu aşılar abort veya latentlik oluşturmamakta, ancak saha suşlarının 

latentliğini önlememektedirler (74).  Ölü aşılar hücre kültüründe çoğaltılan BHV-

1’in fiziksel yöntemler ile inaktif edilmesiyle elde edilmektedir. Örneğin, Ruiz-

Sáenz ve ark. (2013), BHV-1 saha izolatını (Córdoba-2) MDBK hücre hattında 

çoğaltarak BEI (binary ethylenimine; ikili etilenimin) ile inaktif hale getirmiştir 

(77). Öte yandan subunit aşılar BHV-1 için gB, gC ve gD gibi immünojenik viral 

yapı taşlarının sentezlenmesiyle üretilen aşılardır. Serum antikor titresi ve deneysel 

olarak saha suşlarına karşı koruma oranı karşılaştırıldığında gB, gD veya gE 

glikoproteinlerinin yalnız birisinin subunit olarak uygulanması, inaktif aşılardan 

daha yüksek koruma sağlamaktadır (78). Örneğin, gD geninin transmembran çapa 

parçasının kesilmiş versiyonu, sığır ısı şok proteini (hsp70) kontrolü altında 

43°C’de MDBK hücre hattında açıklatılarak VSA-3 ile birlikte subunit aşı olarak 

kullanıldığında mukozal immüniteyi uyardığı ve nötralizan antikor oluşumunu 

tetiklediği bildirilmiştir (79).  

BHV-1 markır aşıları, sürülerde aşılı-enfekte ayrımını yapabilmek için 

(DIVA; Differentiation of Infected and Vaccinated Animals) virüse ait bazı 

genlerin silinerek attenüe edilmesi yoluyla elde edilmektedir (Şekil 3). Bazı yapısal 
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protein genlerinin (örn; gC, gE) ya da nükleik asit metabolizmasında rol oynayan 

yapısal olmayan protein genlerinin (örn; tk, dTPUaz) silinmesi virülensi azaltırken 

in vitro viral replikasyona kayda değer bir etki göstermemektedir (74, 75).  

Kaashoek ve ark. (1998) vahşi tip Lam suşundan HR aracılığıyla gC-, gE-, 

gG-, gI-, gI/gE- ve gEf- (frameshift mutantı) varyantlarını oluşturabilmek için 

virüsün her bir geninin homoloji kollarını taşıyan plazmid ile birlikte transfekte 

etmişlerdir. Daha sonra tüm mutant varyantlar sığırlarda patojenik Iowa suşuna 

karşı denenmiş, gC- mutantının yüksek virülent gösterdiği,  gI-/gE- mutantının 

immünojenik olmadığı, gG-’nin güvenli olmadığı ve reaktive olabileceği ve gE-  ve 

gG-’nin en uygun aşı adayı olduğu sonucuna varılmıştır (80). 

 

Şekil 3: gE geni silinen bir BHV-1 markır aşısının enfekte ya da attenüe canlı aşı 

ile aşılanan sığırlardan ayırt edilmesi (DIVA). Saha suşu ve attenüe canlı aşı suşu 

inokule edilen sığırlarda virüs gE geni taşıdığından gB ve gE proteini pozitiftir. 

Ancak gE “markır” bir aşıda gE proteini bulunmadığından negatif olarak 

saptanmaktadır. 
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BHV-1 tk geni virülens belirleyici genlerden birisi olup viral replikasyon için 

gerekli değildir; dolayısıyla gen silme yoluyla üretilen attenüe canlı aşılarda sıklıkla 

hedef gen vazifesi görmektedir (81). Yapılan çalışmalar oluşturulan mutasyonların 

virüsün virülensini azalttığı, virüsün reaktive olma ihtimalini düşürdüğü, virülent 

tk+ suşlara karşı koruyuculuk sağladığı ve bu suşların sensörik gangliyaya 

yerleşmesine engel olduğu fare, gine domuzu ve tavşanlarda yapılan model 

çalışmalar ile gösterilmiştir. Yapılan in vivo çalışmalar, tk- virüs mutantının yüksek 

düzeyde attenüe ve hücre kültüründe stabil olduğunu göstermiştir (82). 

Öte yandan tk/gC- çift delesyonlu mutant virüsün üretimi için saha suşu (Los 

Angeles) önce 1-ß-D arabinofuranoziltimin ve 5-bromodeoksiüridin içeren ortamda 

çoğaltılan tavşan hücre kültüründe pasajlanarak attenüe edilmiş, sonra da tk 

geninden 343 bç. uzunluğunda bir parça silinerek gen nakavtı sağlanmıştır. Elde 

edilen bu suşun gC geni üzerine 1535 bazlık markır kasedi eklenerek bu gen de 

inaktif hale getirilmiştir (83). Mutant tk/gC- çift delesyonlu aşının etkinliği 

(IBRV(NG)dltk), virulensi yüksek Cooper suşu karşısında denenmiş, aşılı 

gruplarda sistemik hastalık oluşturmadığı bildirilmiştir. Ayrıca anti gC spesifik 

blok ELISA çalışması ile aşılı ve hasta hayvanların ayırımı başarılı bir şekilde 

ortaya konulmuştur (84).  

 Glikoprotein E-, tk- ve gE/tk- çift delesyonlu mutant virüsün üretimi için saha 

suşu (Lam) genomunun tk ve gE geninin 5ˈ ve 3ˈ homoloji kolları pUC18 

plazmidine klonlanmıştır. Bu plazmid ile birlikte embriyonik sığır trachea (EBTr) 

hücrelerine birlikte transfekte edilerek rekombinasyon yolu ile istenilen genlerin 

delesyonu sağlanmıştır. Sığırlarda yapılan çalışmalar tk nakavt suşun rezidüal 

virülense sahip olduğunu, ancak gE/tk- mutant varyantın avirülent olduğunu 
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göstermiştir. Ayrıca gE delesyonunun immünojeniteyi koruyarak virülensi oldukça 

düşürdüğü, dolayısıyla önemli bir BHV-1 markır aşı adayı olabileceğini ortaya 

koymuştur (85). Ancak tk nakavtının virülens reversiyonunu ihmal edilebilir 

seviyeye indirdiği bilinmektedir (86). Günümüzde gE/tk- çift nakavt markır aşı 

başta İngiltere olmak üzere birçok ülkede lisanslı olarak kullanılmaktadır. gE- aşılar 

ise ihracatı yapılacak sığırlarda kullanılmamaktadır (87).  

BHV-1 DNA aşıları, güvenli olması, koruma süresinin daha uzun olması ve 

sığırlarda çoğu zaman maternal anti-BHV-1 antikorlarının bulunması gibi 

sorunların üstesinden gelmek için geliştirilmiş alternatif bir yol olup ekspresyon 

plazmidinin konak canlıya direk enjeksiyonu şeklinde uygulanmaktadır (75). 

Örneğin, gD ekspresyon plazmidinin BALB/c farelerde yüksek titrede gD antikor 

yanıtı oluşturabildiği ve sığırlarda virülensi yüksek vahşi tip (strain 108) suşa karşı 

kayda değer koruma sağladığı bildirilmiştir (88).  

BHV-1 multivalan aşıları, farklı ailelere mensup virüslerin antijenik 

genlerinin herpesvirüs genomuna eklenerek açıklatılması yoluyla elde edilir. 

Örneğin, Taylor ve ark. (1998) BHV-1 genomu üzerindeki gE geni pUC18 orjinli 

bir donör plazmidi (p531) aracılığıyla bovine respiratory syncytial virüse (BRSV) 

ait G (glikoprotein) geni ile değiştirilmiş, gE promoteri bu genin ifadesi için 

kullanılmıştır. Üretilen rekombinant virüs intranasal ve intratracheal olarak 

uygulanarak vahşi tip BRSV ile karşılaştırıldığında nazofarengeal ekskret birikimi 

ve pneumonik lezyonların görülmesini kayda değer miktarda azalttığı 

gözlemlenmiştir (89). Aynı şekilde, bovine viral diare virüsü (BVDV)’ye ait E2 

glikoproteini ve domuz yalancı kuduz virüsü (PRV) gC glikoproteini taşıyan 

rekombinant BHV-1 çalışmaları da mevcuttur (90, 91).  



 

25 
 

3.5. Gallid herpesvirüs 1 Enfeksiyonları ve Aşı Stratejileri 

Enfeksiyöz laringotrakeitis (ILT), enfekte piliç ve yetişkin tavuk sürülerinde 

yüksek mortalite ile seyreden, aynı zamanda karkas ağırlığı ve yumurta kaybına yol 

açan viral solunum sistemi hastalığıdır. ILT’nin şiddetli enzootik formu ağır 

solunum güçlüğü ve solunum yetmezliği, kanlı mukus ekspektorasyonu ve yüksek 

mortalite ile seyrederken hafif ve bazen “enzootik” olarak adlandırılan formu 

mukoid trakeitis, sinüzitis, sağlıksız ve zayıf postür ve düşük mortalite ile 

karakterizedir (67). 

Taksonomik olarak enfeksiyoz laringotrakeitis virüsü (ILTV) Herpesviridae 

ailesinin Alpaherpesvirinae alt ailesine mensup, Iltovirus genusu içerisinde, 

Psittacid alphaherpesvirus 1 ile birlikte, Gallid alphaherpesvirus 1 (GaHV-1) 

olarak sınıflandırılmıştır. ILTV, ortalama 80-100 nm boyutundaki ikozahedral 

nükleokapsid ve üzerinde çiviye benzer glikoproteinleri barındıran, toplamda 195-

250 nm boyutunda viral zarf partikülünden ibaret bir yapıdır (36). Ortalama 155 

kbç. uzunluğundaki DNA genomunun 76 adet proteini kodladığı bilinmekte ve 

diğer herpesvirüslerde olduğu üzere bazıları DNA replikasyonunu düzenleyici 

enzimler bazıları da viral yapı proteinleridir. Bu genlerin 63 adedinin gerek 

bulunduğu pozisyonun benzerliği, gerekse translasyon ürününün karakteri 

bakımından prototipik alfaherpesvirüs, herpes simpleks virüs 1 (HSV-1)’e 

benzemektedir. gB, gC, gD, gE, gG, gH, gI, gJ, gK, gL ve gM glikoproteinleri HSV-

1’in homoloğudur. Öte yandan ORF A-E, UL0 ve UL(-1) genleri yalnızca iltovirus 

genusuna ait virüslerde bulunmaktadır (92).  

Yapılan gen mutasyon çalışmaları virüste esansiyel olmayan genleri ortaya 

çıkarmış, bu mutant virüslerin virülensi in vivo ve in vitro olarak test edilmiştir. 
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Örneğin, gG (US4) sekresyon protein genleri; gJ (US5), gN (UL49.5), gM (UL10) 

zarf protein genleri, UL47 majör tegüment protein geni, dUTPaz, tk gibi düzenleyici 

genler, ORF A-E ve UL0 gibi fonksiyonu tam olarak aydınlatılamamış genler 

esansiyel olmayan genler olarak kabul edilmektedir (92). 

Hastalığa karşı koruma ve kontrol amacıyla iki farklı aşı tipi tanımlanarak 

ticarileştirilmiştir. Bunlar “Birinci nesil” canlı attenüe aşılar ve “ikinci nesil” 

rekombinant viral vektör aşılarıdır. İlk canlı attenüe aşılar virüsün embriyolu tavuk 

yumurtasında (Chicken Embryo Origin: CEO) ya da hücre kültüründe seri 

pasajlanarak (Tissue Culture Origin; TCO) attenüe edilmesi yoluyla elde edilmiştir 

(93, 94). Virüsün izolasyonunun ardından, koryoallantoyik zara aktarılarak 

pasajlanması ilk olarak Brandy ve ark. (1935) tarafından tanımlanmıştır. Daha 

sonra özellikle ellili ve altmışlı yıllarda üzerinde çalışılan seri pasajlanmalar 

sonrasında virüste kayda değer miktarda virülens kaybı elde edilmiş, dolayısıyla 

güvenli ve etkin bir aşı eldesi sağlanmıştır  (93, 95). Örneğin, Hudson suşu, saha 

izolatının embriyolu tavuk yumurtasında 191 nesil pasajlanarak attenüasyonu ile 

elde edilerek intranasal, intratrakeal ve oküler uygulanabilirliği tanımlanmıştır (96). 

Öte yandan Cover ve Benton (1958) ilk kez sahadan izole edilen bir virüsün (virus-

146, sonraları “CEO Cover aşı suşu” olarak adlandırılacak) düşük virülens özellik 

gösterdiğini ve inratrakeal uygulamalarda 19 güne kadar koruyuculuğunun 

olduğunu bildirmiştir (97). Gelenczei ve Marty (1964) L-6 suşunu hindi ve tavuk 

kökenli, böbrek veya karaciğer primer hücre hatlarına adapte etmiş en az elli nesil 

pasajlayarak atipik lezyon oluşturan varyant ortaya çıkarmıştır. Bu attenüe virüsün 

oküler ve intranasal yol ile uygulandığında minimum 22 hafta bağışıklık 

oluşturabildiği aynı çalışmada bildirilmiştir (94). Kanatlı endüstrisinin büyümesi, 
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hızla uygulanacak ve ucuz canlı aşı talebini doğurmuş, bu noktada CEO aşılar sprey 

ya da oral forma kavuşurken TCO aşılar ise oküler kullanım ile sınırlı kalmıştır. 

Uzun süre hayvan besleme gerektiren yumurta tavukçuluğunda ILT’ye karşı 

aşılama standart hale gelmiş, broiler sürülerinde ise ancak salgın durumlarında örtü 

(blanket) aşılama uygulanmıştır (98).  

Saha koşullarında CEO temelli aşıların özellikle oral yol ile uygulandığında 

hayvanlarda solunum yetmezliği ve ölümlere neden olduğu, bir aşı başarısızlığı 

olarak ortaya konulmuştur (99). Daha sonra, Guy ve ark. (1990) TCO ve CEO canlı 

attenüe aşıları embriyolu tavuk yumurtasında 20 nesil pasajladıktan sonra virüsleri 

tavuktan tavuğa pasajlayarak CEO tipi canlı attenüe aşıların tekrar yüksek virülens 

özellik kazanarak mortaliteye ve şiddetli solunum sendromuna yol açabildiğini 

bildirmiştir (100). Günümüzde gerek TCO gerekse CEO aşı suşları aşılı canlılardan 

aşısız canlılara temas yoluyla bulaşma göstermekte ve özellikle CEO aşıların gerek 

oküler yolla aşılanan gerekse aşılanmamış canlılarda konjuktiva ve trakeada hızlı 

bir şekilde çoğalabildiği bilinmektedir (101). Öte yandan Avusturalya’da salgın 

meydana getiren ILTV sınıf 8 ve 9 olarak sınıflandırılmış virüsün aslında sınıf 1 

olarak kabul edilen, SA2 ve A20 aşı suşları ve Avrupa kökenli sınıf 7 Serva aşı suşu 

arasında meydana gelen rekombinasyonun bir ürünü olduğu yapılan tam genom 

analizi ve RFLP haritalandırma ile ortaya konulmuştur (102). 

“İkinci nesil” olarak adlandırılan rekombinant aşılar canlıdan canlıya 

bulaşmaması, virülens özelliği tekrar kazanmaması, latent enfeksiyon 

oluşturmaması veya rekombine olmaması gibi özelliklerinden dolayı daha güvenilir 

olduğu bilinmektedir (103). Ayrıca rekombinant aşılar in ovo olarak emniyetle 

uygulama imkanı sunmaktadır (98). Rekombinant aşının üretimi amacıyla 
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kanatlılarda bağışıklık sistemini uyardığı bilinen bazı virüsler vektör omurgası 

olarak kullanılmıştır. Örneğin, ILTV’ye ait gB geninin kanatlı çiçek virüsü (FPV) 

üzerinde açıklatılması denenmiş, bu amaçla gB polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 

ile çoğaltılarak FPV’ye ait erken-geç promotoruna (EP2-LP2), LacZ geni ise FPV 

p11 promotoruna bağlanarak “EP2-LP2-ILTVgB-p11-LacZ” şeklinde uzun bir 

kaset oluşturulmuştur. Bu kaset taşıyıcı plazmid vektör aracılığı ile FPV 017 suşu 

ile enfekte edilmiş, primer tavuk fibroblast hücrelerine transfekte edilerek 

rekombinant virüs elde edilmiştir. Rekombinant virüsler LacZ markırı kullanılarak 

pürifiye edilmiştir. Daha sonra 35 günlük piliçlerde vahşi tip ILTV, ticari kanatlı 

çiçek virüsü ve ILTV aşısı ile denenmiş, virüs saçılımı, klinik hastalık tablosu, 

mortalite ve antikor yanıtı bakımından değerlendirilmiştir. Sonuçta ILTV-gB’nin 

canlı aşıya göre daha uzun süre antikor yanıtı oluşturabildiği, ancak trakeadaki viral 

çoğalmayı azaltamadığı ortaya çıkarılmıştır (104). Benzer şekilde Meleagrid 

alphaherpesvirus 1 (hindilerin herpesvirüsü) vektör olarak kullanılmış, ILTV’ye ait 

US6 (gD) ve US7 (gI) genleri bu vektörde açıklatılmıştır. Vagnozzi ve ark. (2012) 

her iki rekombinant aşıyı TCO ve CEO canlı aşılar ile beraber 35 ve 57 günlük 

broilerlerde ILT vahşi tip suş ile (strain 63140) karşılaştırmalı enfeksiyon 

denemeleriyle test etmiştir. Çalışmada hindi herpesvirüs tabanlı aşıların akut klinik 

tablo oluşumunu engellediği, ancak immün yanıt oluşumunun geciktiği; ayrıca 35 

günlük broiler sürülerinde TCO aşısına göre trakeal viral yükü azaltmakta daha 

etkisiz olduğu bildirilmiştir (105). 

In vitro ve in vivo ortamda stabil, gen silinmiş, canlı attenüe GaHV-1’in 

oluşturulabilmesi için bugüne değin virülens ilişkili 20 farklı gen tanımlanmış, 

bunlardan bazılarının nakavtının potansiyel aşı suşu olabileceği düşünülmüştür  
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(98). Örneğin, konakçı adaptif bağışıklığını düzenleyen kimokin bağlayıcı protein 

(gG) nakavt ILTV suşu (ILTV∆gG) SA2 ve A20 aşı suşları ile beraber saha suşuyla 

karşılaştırmalı olarak 28 günlük tavuklarda test edilmiş, gG negatif suşun klinik 

enfeksiyon tablosu ya da trakeal patolojiye neden olmadığı ve saha suşunun trakeal 

mukozadaki yükünü kayda değer miktarda azalttığı tespit edilmiştir (106). Aynı 

şekilde ORFC nakavt oluşturulmak üzere yfp ve kanamisin direnç gen kaseti HR 

aracılığı ile ORFC pozisyonuna yerleştirmiş, daha sonra yfp ikinci bir HR işlemi ile 

çıkarılmıştır. ILTV∆ORFC suşu tavuklara farklı metotlar ile uygulanarak virülent 

saha suşuna karşı test edildiğinde in vitro zararlı etkisinin olmadığı, trakeal/oküler 

yol ile uygulandığında önemsiz düzeyde trakeal lezyon oluşturduğu, ayrıca oküler 

yol ile uygulandığında saha suşuna karşı TCO tip aşı düzeyinde koruyabildiği 

sonucuna varılmıştır (107). 

GaHV-1 genomu üzerinden silinen gen yerine yabancı bir viral antijenin 

eklenerek açıklatılması prensibi de başarıyla uygulanagelmiştir. Örneğin, Pavlova 

ve ark. (2009) ILTV genomu UL50 (dUTPaz) gen pozisyonuna kuş gribi (H5N1) 

hemaglutinin ve nöroaminidaz genleri yine HR aracılı olarak ayrı ayrı eklenerek 

rekombinant bivalan aşı denemesi gerçekleştirmiştir. Altı haftalık leghorn 

tavuklarında yüksek patojeniteli H5N1 (Vietnam05 ve İtalya 98) suşları ile yapılan 

aşı denemelerinde ∆UL50-H5 ve ∆UL50-N1’in birlikte uygulanmasının hastalığa 

karşı koruduğu ancak sadece UL50 nakavtının yeterli attenüasyonu sağlamadığını 

göstermiştir (108). Aynı şekilde, Newcastle hastalığı virüsüne ait F geni US9 gen 

pozisyonuna yerleştirilmiş, yapılan in vitro ve in vivo testlerde US9 nakavtının 

yeterli attenüasyonu sağladığı, ILTV∆US9-F suşunun da düşük dozlarda tek 
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uygulamada zayıf humoral yanıta rağmen her iki hastalığa karşı yeterli klinik 

korumayı sağlayan bir bivalan aşı olma potansiyeli taşıdığı gösterilmiştir (109). 

Rekombinant gen nakavt tipi aşıların oluşturulmasında aşının güvenliği ile 

etkin koruyuculuğu arasındaki dengenin sağlanması son derece kritik bir öneme 

sahiptir. Virülens ilişkili genler çoğu virüs ailesi için birden fazla gene bağlı 

olmakla beraber dengeli aşının sağlanması için doğru kombinasyonlar 

gerekebilmektedir (98). Öte yandan rekombinant aşı adayını üretecek metotlar çok 

uzun zaman alan ve fazlaca laboratuvar pratiği gerektiren metotlar olup transfer 

vektörüne ihtiyaç duymakta ve birçok kere plak saflaştırması gerektirmektedir. Bu 

bakımdan yeni nesil genom düzenleme yaklaşımları bazı kanatlı hastalıkları (örn; 

Newcastle hastalığı, kuş gribi ve enfeksiyöz bronşitis virüsleri) ya da sığır 

hastalıkları (örn; parainfluenza 3 ve bovine viral diyare virüsleri) koruma 

programları için kullanılacak güvenli ve etkili aşı vektörü üretimini mümkün 

kılmaktadır. Bu noktada CRISPR–Cas9 mekanizmasının keşfi genetik seviyede 

müdahale üzerinde önemli bir dönüm noktası olmuştur. Bu yaklaşım, memeli 

hücrelerinde genom düzenlemede (110), model hayvanların genetik modifikasyon 

çalışmalarında ve herpes simpleks virüs tip 1, adenovirüs, yalancı kuduz virüsü, 

vaccinia virüs, Epstein–Barr virüs, gine domuzu sitomegalovirüsü, hindi 

herpesvirüsü (HVT) ve ördek enteritis virüsü (DEV) gibi çeşitli DNA virüslerinin 

genomik müdahalesinde kullanılmaktadır (111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 

119). CRISPR/Cas9 metotu ile birlikte Cre-Lox rekombinasyon sistemi daha 

önceden tanımlanmış LoxP bölgesinin (34 bazlık DNA sekansı) kesilmesi için 

kullanılabilmekte, dolayısıyla her iki tarafında LoxP motifi bulunan genin 

çıkarılması mümkün olabilmektedir (120).  
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Yürütülen bu çalışmada yüksek verimli, güvenilir ve hızlı NHEJ-

CRISPR/Cas9 ve Cre- Lox aracılı genom düzenleme teknikleri kullanılarak 

belirlenmiş virülens faktörü silinirken aynı anda istenilen bir viral antijen 

yerleştirilerek rekombinant, multivalan ve güvenli aşı vektörünün üretimi 

amaçlanmıştır. Bu yaklaşım için Alphaherpesvirinae alt ailesi içerisinde bulunan, 

hayvan yetiştiriciliğinde önemli sayılan iki hastalığın etkeni olan Bovine 

alphaherpesvirus 1 ve Gallid alphaherpesvirus 1 ajanları model olarak alınmıştır. 

Bovine alfaherpesvirüs için öncelikle tk nakavt edilerek bu pozisyona eklenecek bir 

floresan gen aracılığı ile reporter virüs üretilmesi üzerinde çalışılmıştır. Aynı 

zamanda tk nakavt gfp gen kasedi taşıyan Gallid alphaherpesvirus 1 suşu için ikinci 

bir virülens faktörü olan UL50 geni yerine Newcastle Hastalığı virüsüne ait füzyon 

geni (F) eklenmiştir. Reporter markır gen Cre-Lox sistemi ile virüsün ekspresyon 

kapasitesine veya stabilitesine zarar vermeksizin çıkarılmıştır. Bu potansiyel aşı 

adayı suş, eklenen gen proteininin stabil ekspresyonu, replikasyon kinetiği ve in 

vitro karakteristiği yönünden değerlendirilmiştir. Çalışmanın sonucunda NHEJ-

CRISPR/Cas9 ve Cre-Lox sistemi birlikte ILTV temelli rekombinant aşı üretmede 

oldukça verimli bir yöntem olduğu, geleneksel rekombinasyon tekniklere göre 

avantajlı yönlerinin bulunduğu kanıtlanmıştır. 
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

4.1. Hücre Kültürü ve Virüs 

Gallid Alphaherpesvirus 1 A489 suşu Amerikan Tipi Kültür 

Koleksiyonu’ndan (ATCC; American Type Culture Collection) elde edilmiştir. 

Virüsün çoğaltılabilmesi için Leghorn Male Hepatoma (LMH) hücreleri (ATCC® 

CRL-2117™), %10 fötal sığır serumu (Katalog no: 26140079, ThermoFisher, MA, 

ABD), GlutaMAX (Katalog no: A1286001, ThermoFisher, MA, ABD) ve 100 

u/mL penicillin-streptomycin (Katalog no: 15070063, ThermoFisher, MA, ABD) 

içeren Dulbecco’s Modifiye Eagle Medyumu (D6546, Sigma-Aldrich, MO, USA) 

kullanılarak 37°C sıcaklıkta %5 CO2 altında çoğaltılmıştır. 

Bovine Alphaherpesvirus 1 Cooper suşu Fırat Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Viroloji Anabilimdalı laboratuvarına ait virüs koleksiyonundan temin 

edilmiştir. Virüsün çoğaltılacağı VERO E6 hücre hattı (ATCC® CRL-1586™) 

LMH hücre hattı için hazırlanan vasat formülasyonu kullanılarak, aynı şartlar 

altında çoğaltılmıştır. 

Her iki virüs de üretilen hücre kültürlerinde çoğaltılmış, titresi belirlenmiş ve 

çalışmanın gerçekleştirileceği güne kadar – 80°C dondurucuya kaldırılmıştır. Bu 

amaçla, her iki hücre kültürü de T25 flasklarda üretilmiş, ortalama ~ %90 

yoğunluğa ulaştığında PBS solüsyonu ile 2 kere yıkanmış, 900 µl %2 FBS’li 

medyum ile her birine 100 µl virüs süspansiyonu inokule edilmiştir. Hücreler 37°C 

sıcaklıkta %5 CO2 şartlarında 3 saat inkübasyon sonunda 1 ml inokulum dökülerek 

yerine 5 ml %2 FBS içeren DMEM ilave edilmiş ve inkübasyona bırakılmıştır. 

Hücrelerde 72 saatin sonunda karakteristik olarak görülen yuvarlaklaşma, sinsitya 

https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CRL-2117.aspx?geo_country=tr
https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CRL-2117.aspx?geo_country=tr
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/26140079#/26140079
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A1286001#/A1286001
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/15070063?SID=srch-srp-15070063#/15070063?SID=srch-srp-15070063
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/d6546?lang=en&region=TR
https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CRL-1586.aspx?geo_country=tr#:%7E:text=Cells%20and%20Microorganisms-,VERO%20C1008%20%5BVero%2076%2C%20clone%20E6%2C%20Vero%20E6%5D,MoreLess
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oluşumu ve BHV-1 için karakteristik olan “üzüm salkımı görünümü” 

gözlemlenmiştir. 

Her iki virüsün konsantre miktar tayini plak test ile gerçekleştirilmiş ve “plak 

forming unit” (pfu) olarak hesaplanmıştır. Bu amaçla Baer ve Kehn-Hall (2014) 

tarafından tarif edilen geleneksel agaroz kaplama metotu mevcut iki herpesvirüs 

için uygulanmıştır (121). Kısaca, standard morfoloji gösteren hücre hatları 6 

kuyucuklu pleytlere ekilerek ortalama %90 monolayer olması sağlanmış ardından 

her iki virüs hücre hatlarına inokule edilerek 37ºC’de 2 saat inkübe edilmiştir. 

Hücreler PBS ile yıkanarak %0,6 düşük ısıda eriyen agaroz (Invitrogen, ABD) ve 

2X DMEM ile hazırlanan overlay medyumu ile kaplanarak 37ºC’de 5-7 gün inkübe 

edilmiştir. İnkubasyonun 5-7. gününün sonunda 1 ml. %10 formaldehit solüsyonu 

ile her bir kuyucuktaki hücreler fikse edilmiş ve %1 kristal violet solüsyonu (%20 

etanol ile çözdürülmüş) ile boyanmıştır. Gözlemlenen plak sayısı pfu/ml birimi 

olarak hesaplanmış ve -80ºC’de muhafaza edilmiştir. 

4.2. Donör Plazmidinin ve gRNA Oligolarının in silico Tasarımı 

ILTV A489 suşu UL50 genine ait 1251 bç. uzunluğundaki genetik kod sekansı 

hedef sekans olarak seçilerek bu sekansa uygun CRISPR kılavuz RNA’ların 

tasarımı, çevrimiçi tasarım programları kullanılarak gerçekleştirilmiştir 

(http://crispr.mit.edu/). Bu amaçla UL50 için toplam 128 adet gRNA bağlanma 

bölgesi tespit edilmiş, bunlar içerisinden hedef dahili skoru ve hedef harici skoru, 

GC% oranı, dimerizasyon skoru parametrelerine gözetilerek en uygun iki adedi 

çalışma için belirlenmiştir. 

http://crispr.mit.edu/
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BHV-1 Copper suşu TK genine ait 1080 bç. uzunluğundaki kodlama sekansı 

hedef sekans olarak seçilmiş, bu sekansa uygun CRISPR kılavuz RNA’ların 

tasarımı, aynı yöntem ile gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla hedef olarak göz önünde 

bulundurulacak toplam 128 adet aday kılavuz bağlanma bölgesi tespit edilerek en 

uygun üç adedi çalışma için belirlenmiştir. Çalışmada belirlenen kılavuz RNA 

adayları Tablo 3’de gösterilmiştir. 

# Virüs Ad Sekans PAM 

1 

BHV-1 

sg142-fwd 
sg142-rev 

CACCGATCGTGCGCCAGTACGCCAT 
AAACATGGCGTACTGGCGCACGATC AGG 

2 sg179-fwd 
sg179-rev 

CACCGCGCCGCGAGGATCCCACTTA 
AAACTAAGTGGGATCCTCGCGGCGC AGG 

3 sg435-fwd 
sg435-rev 

CACCGGAGGCAGTAGCGGGCGAAG 
AAACCTTCGCCCGCTACTGCCTCC GGG 

4 
ILTV 

sgUL50-F1 
sgUL50-R1 

CACCGTATTCACGCAGGTGACCGAG 
AAACCTCGGTCACCTGCGTGAATAC TGG 

5 sgUL50-F2 
sgUL50-R2 

CACCGATGATATGGTGTCGCACCT 
AAACAGGTGCGACACCATATCATC GGG 

 
Tablo 3: Çalışmada kullanılan kılavuz RNA çiftleri ve genom üzerindeki PAM 

sekansları. 

Donör plazmidin in silico tasarımı için plazmid veri tabanında mevcut 

plazmidlerin sekansları incelenmiş, gerekli gen ve motiflerin kod sekansları 

edinilerek uygun çevrimdışı program (Geneious Prime® 2019.0.4) aracılığıyla 

birleştirilmiştir (122). Plazmid omurgası olarak pcDNA3.1(+) (Addgene #2093) 

olarak belirlenmiştir. Toplam 810 bç. uzunluğundaki sitomegalovirüs (CMV) 

promoter ve enhancheri ile 225 bç. uzunluğunda sığır büyüme hormonu 

poliadenilasyon bölgesi için pcDNA3.1-mCherry plazmid sekansı (Sequence ID: 

MH325107.1) kaynak olarak kullanılmış, ardından oluşturulan bir polilinker 

bölgesinin 3ˈ ucuna V5 tag sekansı (GKPIPNPLLGLDST) eklenmiştir. Bu kaset 

https://www.geneious.com/
https://www.addgene.org/vector-database/2093/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH325107.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH325107.1
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“MCS1” olarak adlandırılmıştır. İnsan elongation faktörü EF-1-alfa gen promoteri 

(943 bç.) ve tavşan beta globülin poliadenilasyon bölgesi (56 bç.) için pEF-GFP 

sekansı (Addgene #11154) kaynak olarak kullanılmıştır. Bu bölgeye de bir 

polilinker bölgesi eklenerek 3ˈ ucuna FLAG tagı (DYKDDDDK) ilave edilmiştir. 

Bu kaset ise “MCS2” olarak adlandırılmıştır. 

Daha önceden tanımlanmış 34 bç.’lik LoxP sekansı (123) MCS2 kasedinin 5ˈ 

ve 3ˈ uçlarına eklenerek bu kasedin gerektiğinde çıkarılabilir olması sağlanmıştır. 

MCS1 için kılavuz RNA-B adlı tuzak (bait) sekans (124) eklenmiştir. Her iki kasedi 

içeren parçanın plazmidden serbest kalmasını sağlayacak kılavuz RNA-A (125) ise 

tüm tasarımın her iki ucuna birden eklenmiştir. Oluşturulan bu tasarımın ucuna ise 

BsmBI restriksiyon enzim motifi eklenerek pcDNA3.1(+) üzerine klonlanmasına 

olanak sağlanmıştır. In silico tasarımı yapılan bu yapı (1444 bç.) sentezletilerek bu 

işlemi yapan firmaya (Source Bioscience, NH, İngiltere) verilen protokol 

doğrultusunda pcDNA3.1(+) üzerindeki MfeI ve BbsI pozisyonuna klonlanması 

gerçekleştirilmiştir. Sonuçta istenilen genlerin klonlanacağı 6955 bç. 

uzunluğundaki taşıyıcı vektör plazmidi (pcDNA3-CRISPR-Lox) elde edilmiştir. 

4.3. gRNA oligolarının Plazmide Klonlanması ve Transformasyon 

Tasarlanan gRNA oligolarının pX459 (Addgene #62988) plazmidine 

klonlanması için ZhangLab tarafından önerilen standart “Hedef Sekans Klonlama 

Protokolü” esas alınmıştır. 

a. pX459 plazmidi linearize edilmiş ve defosforilazyon işlemi 

gerçekleştirilmiştir. 

 

https://www.addgene.org/11154/
https://www.addgene.org/62988/
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1 µg   pX459 plazmidi  

1 µl BbsI-HF (NEB, MA, ABD) 

1 µl FastDigest Bbsi (NEB, MA, ABD) 

1 µl FastAP Alkali Fosfataz (NEB, MA, ABD) 

1 µl 10X FastDigest Buffer (NEB, MA, ABD) 

X µl ddH2O 

20 µl Toplam 

37 °C 1 sa. inkübe edilmiştir. 

b. Linearize plazmid jel elektroforezi ile elde edilerek jel pürifikasyon kiti 

(QIAEX II Gel Extraction Kit, Qiagen, Almanya) ile saflaştırılmıştır. 

c. Her bir çift oligo (bkz. Tablo 3) anneal edilmiştir: 

1 µl  Forward gRNA (100 µM) 

1 µl Reverse gRNA (100 µM) 

1 µl 10X T4 Ligasyon Buffer (#B0201S, NEB, MA, ABD) 

6.5 µl ddH2O 

0.5 µl T4 Polinükleotid Kinaz (#M0201S, NEB, MA, ABD) 

10 µl Toplam 

37 °C 30 dk, 95 °C 5 dk ardından 25 °C’ye düşürülmüştür (saniyede 5 

C° azaltılmıştır) 

d. Anneal edilen oligonükleotid ve linearize plazmid ligasyon reaksiyonu 

ile klonlanmıştır. Aşağıdaki reaksiyon 25 °C 30 dk inkübe edilmiştir. 

 

 



 

37 
 

50 ng  BbsI ile kesilerek linearize edilen plazmid 

1 µl Anneal edilen gRNA çifti (1/200 seyreltilmiş)  

5 µl 2X Quick Ligation Buffer 

X µl ddH2O 

10 µl Toplam 

+1 µl Quick Ligase (Quick Ligation™ Kit, NEB, İngiltere) 

11 µl Toplam 
 

e. Ligasyon reaksiyonuna PlasmidSafe ekzonükleaz uygulanarak 

istenmeyen rekombinasyon ürünlerinden arındırılmıştır. 

11 µl  Ligasyon Reaksiyonu 

1.5 µl 10X PlasmidSafe Buffer (Plasmid-Safe™ ATP-Dependent 

DNase, Biosearch Technologies, USA) 

1.5 µl 10 mM ATP  

1 µl ddH2O 

15 µl Toplam 

f. Ligasyon ürününün E. coli’ye transformasyonu gerçekleştirilmiştir: 15 

µl Ligasyon reaksiyonu + 50 µl Dh5α kimyasal kompetan E. coli hücre 

hattı (Katalog No: 18258012 ThermoFisher, MA, ABD) buzda 15 dk 

inkübe edilmiş, ardından 42 °C 45 sn. ısı şokuna maruz bırakılmış ve 

tekrar buza alınarak 5 dk inkübe edilmiştir. Ardından 200 µl S.O.C 

medyumu eklenerek 37 °C 150 rpm’de 1 sa. inkübe edilmiştir. 

Ardından 100 µg/ml Ampicillin içeren LB agara yayılarak 37 °C’de 1 

gece inkübasyona bırakılmıştır.  

https://www.lucigen.com/Plasmid-Safe-and-trade-ATP-Dependent-DNase/
https://www.lucigen.com/Plasmid-Safe-and-trade-ATP-Dependent-DNase/
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g. Elde edilen kolonilerden 5 adedi seçilerek 100 µg/ml Ampicillin içeren 

5 ml. LB broth sıvı besiyerine alınarak 37 °C 150 rpm’de 18 sa. inkübe 

edilmiştir. 

h. Elde edilen transforme bakteriler 8000 x g’ de 15 dk santrifüj edilerek 

Plazmid DNA izolasyon Kiti ile (QIAprep Spin Miniprep, Qiagen, 

Almanya) ile üretici firmanın protokolü uyarınca plazmid DNA eldesi 

gerçekleştirilmiştir. Rekombinant DNA, nanodrop (NanoDrop™ 2000, 

Thermo Scientific, ABD) ile ölçülerek değerlendirilmiş, 100 ng/µl 

olacak şekilde ayarlanarak doğrulama primeri ile birlikte 

sekanslatılmıştır (Sekanslama Primeri CBh-Fwd: 

TTTATGGCGAGGCGGCGG). 

i. Doğrulanan koloniler %25 gliserol içeren süspansiyon ile dondurularak 

– 80 °C’de muhafaza edilmiştir. 

4.4. Donör Plazmidin Oluşturulması 

4.4.1. DsRed’in Klonlanması 

a. Kırmızı floresan proteini (rfp) kod sekansı olan DsRed geni pcDNA3.1-

DsRed geninden amplifiye edilmiştir. Bu amaçla proofreading özellikli 

polimeraz (Q5® High-Fidelity DNA Polymerase, NEB, MA, ABD) 

kullanılmıştır. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) aşağıdaki 

parametrelere göre hazırlanmıştır. 

 

 

https://international.neb.com/products/m0491-q5-high-fidelity-dna-polymerase
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5X Q5 Reaksiyon Tamponu (NEB, MA, 

ABD) 
10 µl (1X konsantre) 

10 mM dNTP mix (Invitrogen, ABD) 1 µl (200 µM) 

10 µM DsRedClon2F 2.5 µl (0.5 µM) 

10 µM DsRedClon2R 2.5 µl (0.5 µM) 

Plazmid DNA (pcDNA3.1-DsRed) 500 ng 

High-Fidelity DNA Polimeraz  

(NEB, MA, ABD) 
0.5 µl (0.02 U/µl) 

Nükleaz free ddH2O 50 µl’ye tamamlandı 

Toplam 50 µl 

b. Daha sonra polimeraz zincir reaksiyonunu gerçekleştirmek üzere 

termosiklus cihazı aşağıdaki parametrelere göre ayarlanmıştır. 

Ön Denatürasyon  1 siklus 98°C 30 saniye 

Denatürasyon 

Annealing 

Uzatma 

35 siklus 
98°C 10 saniye 

72°C 40 saniye 

Final Uzatma 1 siklus 72°C 2 dakika 

 

c. Elde edilen amplikon %1 (v/w) agaroz jele yüklenerek 90 voltta 45 dk 

yürütülerek 693 bç. amplikonun elde edildiği gözlemlenmiştir. Ardından 

bistüri yardımıyla amplikon jelden kesilerek saflaştırılmıştır. Bu amaçla 

ticari jelden saflaştırma kiti üretici firmanın standart protokolüne uygun 

olarak yapılmıştır. (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Almanya). 
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d. Elde edilen DsRed geni ve pcDNA3-CRISPR-Lox plazmidi EcoRI ve 

XbaI restriksiyon enzimleri ile muamele edilmiştir. Bu amaçla alttaki 

karışım ayrı ayrı hazırlanıp 37 °C’de 1 saat inkübe edilmiştir. 

EcoRI-HF (NEB, MA, ABD) 1 µl 

XbaI (NEB, MA, ABD) 1 µl 

CutSmart® Buffer (10X) (NEB, MA, ABD) 2 µl (1X) 

+ DsRed amplicon (20 µg/µl) ~ 400 µg 

+ pcDNA3-CRISPR-Lox plazmidi 500 µg 

Nükleaz free ddH2O 25 µl’ye tamamlandı 

Toplam 25 µl 

e. 6862 bç. uzunluğundaki linearize edilmiş plazmid %1 (v/w) agaroz jele 

yüklenerek 90 voltta 60 dk yürütülmüş, ardından bistüri yardımıyla 

amplikon jelden kesilerek aynı ticari kit ile saflaştırılmıştır. Daha sonra 

yapışkan uçlu DsRed amplikonu ve linearize plazmid için ligasyon 

reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. İnkübasyon 25 °C de 3 saat sürdürülmüş, 

ardından 65 °C de 10 dk inkübasyonla enzim inaktif hale getirilmiştir. 

DsRed amplikonu ~ 3 µl (37.5 ng) 

pcDNA3-CRISPR-Lox plazmidi 0.25 µl (50 ng) 

T4 DNA Ligaz Tamponu (10X) 2 µl (1X) 

T4 DNA Ligaz Enzimi 1 µl (1X) 

Nükleaz free ddH2O 20 µl’ye tamamlandı 

Toplam 20 µl 
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f. Elde edilen ligasyon ürünün 10 µl’si 30 µl Dh5α E. coli’ye (Katalog No: 

18258012 ThermoFisher, MA, ABD) transforme edilmiştir. 

Transformasyon metotu için alt başlık 4.3’deki f, g ve h basamakları 

takip edilmiştir. Pleytten seçilen kolonilerin doğrulanması için in silico 

tasarımı yapılmış MCS2 doğrulama primer seti kullanılmıştır. Rastgele 

alınan sekiz koloni elde edilerek bu primerler ile PZR uygulanmıştır. 

Bunun için önce seçilen her bir koloni 500 µl ampicillinli LB medyumu 

içine ekilerek, çalkalamalı inkübatörde ~ 4 saat kadar inkübe edilmiştir. 

g. Her bir koloniden 100 µl örnek alınarak 8000 x g’de 10 dk santrifüj 

edilmiş, dipte kalan hücre peleti 50 µl TE tamponu ile resüspanse 

edilerek blok ısıtıcıda 100 °C de 10 dk inkübe edilmiştir. Ardından 

parçalanan bakteriler derhal buz içine alınarak bir süre inkübe edilmiş, 

Ardından maksimum +4 °C ‘de maksimum hızda 5 dk santrifüj edilerek 

bakteriyel DNA elde edilmiş ve nanodrop ile iki kere ölçülerek 

ortalamaları kaydedilmiştir. 

h. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) aşağıdaki parametrelere göre 

hazırlanmıştır. 

10 µM pEF-MCS2-F 0.5 µl (0.2 µM) 

10 µM pEF-MCS2-R 0.5 µl (0.2 µM) 

Plazmid DNA (pcDNA3.1-DsRed) 1 µl (300 ng) 

Quick-Load Master Mix (2X) 

(NEB, MA, ABD) 
12.5 µl (1X) 

Nükleaz free ddH2O 25 µl’ye tamamlandı 

Toplam 25 µl  
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i. Daha sonra polimeraz zincir reaksiyonunu gerçekleştirmek üzere 

termosiklus cihazı aşağıdaki parametrelere göre ayarlanmıştır. 

Ön Denatürasyon  1 siklus 94°C 1 dakika 

Denatürasyon 

Primer Eşleşmesi 

Polimerizasyon 

35 siklus 

94°C 30 saniye 

56°C 45 saniye 

68°C 60 saniye 

Final Polimerizasyonu 1 siklus 68°C 5 dakika 

j. Amplikonların her birisi %1 (v/w) agaroz jele yüklenerek 95 voltta 30 dk 

yürütülerek 991 bç. amplikon veren kolonilerin plazmid DNA’sı pEF-

MCS2-F primeri ile sekansa gönderilmiştir. Sekans ile onaylanan 

koloniler stoklanarak “pcDNA3-CRISPR-Lox-MCS2-DsRed” adı 

verilmiştir. DsRed geninin klonlanması ve doğrulamasında kullanılan 

primer setleri Tablo 3’de gösterilmiştir. 

4.4.2. NDV füzyon (F) geninin Klonlanması 

a. NDV füzyon geni Mısır kökenli serotip VII suşunun viral genomundan 

proofreading özellikli polimeraz (Q5® High-Fidelity DNA Polymerase, 

NEB, MA, ABD) ile amplifiye edilmiştir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

(PZR) aşağıdaki parametrelere göre hazırlanmıştır. 

5X Q5 Reaksiyon Tamponu  

(NEB, MA, ABD) 
10 µl (1X konsantre) 

10 mM dNTP mix (Invitrogen, ABD) 1 µl (200 µM) 

10 µM FClon1F 2.5 µl (0.5 µM) 

10 µM FClon1R 2.5 µl (0.5 µM) 

Plazmid DNA (pcDNA3.1-DsRed) 500 ng 
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High-Fidelity DNA Polimeraz  

(NEB, MA, ABD) 
0.5 µl (0.02 U/µl) 

Nükleaz free ddH2O 50 µl’ye tamamlandı 

Toplam 50 µl 

b. Daha sonra polimeraz zincir reaksiyonunu gerçekleştirmek üzere 

termosiklus cihazı aşağıdaki parametrelere göre ayarlanmıştır. 

Ön Denatürasyon  1 siklus 98°C 30 saniye 

Denatürasyon 

Primer Bağlanması 

Polimerizasyon 

35 siklus 

98°C 10 saniye 

65°C 30 saniye 

72°C 40 saniye 

Final Polimerizasyonu 1 siklus 72°C 2 dakika 

c. Elde edilen amplikon %0.7 (v/w) agaroz jele yüklenerek 90 voltta 45 dk 

yürütülerek 1693 bç. amplikonun elde edildiği gözlemlenmiştir. Elde 

edilen amplikon aynı ticari kit ile (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, 

Almanya) jelden pürifiye edilmiştir. 

d. Elde edilen F gen amplikonu ve pcDNA3-CRISPR-Lox-MCS2DsRed 

plazmidi NheI ve KpnI restriksiyon enzimleri ile muamele edilmiştir. Bu 

amaçla alttaki karışım ayrı ayrı hazırlanıp 37 °C’de 1 saat inkübe 

edilmiştir. 

NheI-HF (NEB, MA, ABD) 1 µl 

KpnI-HF (NEB, MA, ABD) 1 µl 

CutSmart® Buffer (10X)  

(NEB, MA, ABD) 
2 µl (1X) 
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+ F amplicon (32 µg/µl) ~ 640 µg 

+ pcDNA3-CRISPR-Lox-MCS2DsRed 500 µg 

Nükleaz free ddH2O 25 µl’ye tamamlandı 

Toplam 25 µl 

e. 6879 bç. uzunluğundaki linearize edilmiş plazmid %1 (v/w) agaroz jele 

yüklenerek 90 voltta 60 dk yürütülmüş, ardından bistüri yardımıyla 

amplikon jelden kesilerek ticari kit ile saflaştırılmıştır. Digeste edilen F 

amplikonu KpnI enzimi ısı inaktive olmadığından aynı kit ile 

saflaştırılmıştır. Bu işlemden sonra F amplikonu ve linearize pcDNA3-

CRISPR-Lox-MCS2DsRed için aynı parametreler kullanılarak (alt 

başlık 4.4.1 – e) ligasyon reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. 

f. Ligasyon ürünün 10 µl’si 30 µl Dh5α E. coli’ye (Katalog No: 18258012 

ThermoFisher, MA, ABD) transforme edilmiştir. Transformasyon 

metotu için alt başlık 4.3’deki f, g ve h basamakları takip edilmiştir. 

g. Pleytten seçilen kolonilerin doğrulanması için in silico tasarımı yapılmış 

MCS1 doğrulama primer seti kullanılmıştır. Bu amaçla petriden beş adet 

koloni pipet ucu yardımıyla alınmış, steril ddH2O’da çözdürülmüş ve alt 

başlık 4.4.1’deki g ve h protokolü uygulanarak DNA eldesi sağlanmıştır. 

h. Elde edilen DNA örneklerinin doğrulanması için Polimeraz Zincir 

Reaksiyonu (PZR) şu parametrelere göre hazırlanmıştır. 
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10 µM CMV-MCS1-F 0.5 µl (0.2 µM) 

10 µM CMV-MCS1-R 0.5 µl (0.2 µM) 

Plazmid DNA  

(pcDNA3-CRISPR-Lox-MCS2DsRed) 
1 µl (300 ng) 

Quick-Load Master Mix (2X)  

(NEB, MA, ABD) 
12.5 µl (1X) 

Nükleaz free ddH2O 25 µl’ye tamamlandı 

Toplam 25 µl 

i. Daha sonra polimeraz zincir reaksiyonunu gerçekleştirmek üzere 

termosiklus cihazı şu parametrelere göre ayarlanmıştır. 

Ön Denatürasyon  1 siklus 94°C 1 dakika 

Denatürasyon 

Primer Bağlanması 

Polimerizasyon 

35 siklus 

94°C 45 saniye 

56°C 45 saniye 

68°C 2 dakika 

Final Uzatma 1 siklus 68°C 5 dakika 

j. Amplikonların her birisi %1 (v/w) agaroz jele yüklenerek 95 voltta 45 dk 

yürütülerek 1847 bç. amplikon veren kolonilerin plazmid DNA’sı CMV-

MCS1-F primeri ile sekansa gönderilmiştir. Sekans ile onaylanan 

kolonilerden birisi stoklanarak “pcDNA3-CRISPR-Lox-MCS1-

F/MCS2-DsRed” adını almıştır. Oluşturulan donör plazmid Haritası 

Şekil 4’de gösterilmiştir. F geninin klonlanması ve doğrulanmasında 

kullanılan primer setleri Tablo 4’de gösterilmiştir. 
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Ad Sekans Amaç 

DsRedClon2F CCGGAATTCTCCACCATGGCCTCCTCCGAGGACG 

Klonlama 
DsRedClon2R GTACTCTAGAGGCGCCGGTGGAGTGGC 

FClon1F CTAGCTAGCTCCACCATGGGCTCCAAACTTTCTA 

FClon1R GCCGGTACCTGCTCTTGTAGTGGCTCT 

CMV-MCS1-F AACTAGAAGGCACAGTCGAGGC 

Doğrulama 
CMV-MCS1-R AACTAGAAGGCACAGTCGAGGC 

pEF-MCS2-F TCAAGCCTCAGACAGTGGTTCA 

pEF-MCS2-R TTCCGCCTCAGAAGCCATAGAG 

Tablo 4: DsRed ve NDV-F genlerinin amplifikasyonunda ve amplifikasyonun 

doğrulanmasında kullanılan primer setleri. 
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Şekil 4: NDV F geni ve DsRed reporter gen kasetlerini içeren pcDNA3-CRISPR-

Lox-MCS1-F/MCS2-DsRed plazmid haritası. 

4.5. Rekombinant ILTV ve BHV-1’ in Oluşturulması 

4.5.1. BHV-1 Rekombinasyonunun Oluşturulması 

a. VERO E6 hücre hattı %10 serumlu DMEM kullanılarak T25 flask 

içerisinde üretilerek stok hücre hatları oluşturulmuştur. Ardından her iki 

hücre hattı %0.25 Tripsin-EDTA solüsyonu kullanılarak süspanse hale 

getirilmiş, 6 kuyucuklu pleyte ekilerek 37 °C’de %5 CO2 ortamında 

inkübe edilmiştir.  
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b. 6 kuyucuklu pleytte yetiştirilen VERO E6 hücrelerinin transfeksiyonu 

için pcDNA3-CRISPR-Lox-MCS2-DsRed (donör), pX459sgA, 

pX459sg142, pX459sg179, pX459sg435 plazmidleri kullanılmıştır. Altı 

kuyucuklu pleytteki her bir kuyucuk için deney grupları aşağıdaki gibi 

düzenlenmiştir. 

A1 Donör Plazmid + pX459sgA+ pX459sg142 + pX459sg179 

A2 Donör Plazmid + pX459sgA+ pX459sg142 + pX459sg435 

A3 Donör Plazmid + pX459sgA+ pX459sg179 + pX459sg435 

B1 Donör Plazmid + pX459sgA 

B2 Donör Plazmid  

B3 Negatif Kontrol 

c. Transfeksiyon için her bir kılavuz RNA 500 ng/µl olarak, donör plazmid 

1 µg/µl olarak belirlenmiş, miktarınca Opti-MEM™ (Gibco, ABD) 

medyumu ile karıştırılarak 125 µl’ye tamamlanmıştır. 

d. 6 µl Lipofectamine® Ajanı (Katalog No: 11668019 ThermoFisher, MA, 

ABD) aynı şekilde Opti-MEM™ medyumu ile 125 µl’ye tamamlanarak 

vortekslenmiş (1:3 oran), 5 dk inkübe edilmiştir. Ardından bu iki 

solüsyon birleştirilerek vortekslenmiş ve oda sıcaklığında 30 dk inkübe 

edilmiştir. 

e. Vero hücreleri 1X PBS yıkama solüsyonu (Gibco, ABD) ile 3 kere 

yıkanarak 500 µl Opti-MEM™ medyumu ilave edilmiş, inkübe edilen 

karışım saat yönünde damla damla olarak kuyucuklara bırakılmıştır. 

Negatif kontrol için sadece 750 µl OptiMEM kullanılmıştır. Ardından 37 

°C, %5 CO2 inkübatöre kaldırılarak 36 saat inkübe edilmiştir. 
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f. Otuzaltı saatin sonunda BHV-1 Cooper suşu 100 pfu değerinde inokule 

edilmiştir. Bu amaçla OptiMEM medyumu uzaklaştırılarak hücreler PBS 

yıkama solüsyonu ile 2 kere yıkanmış, ölü hücreler uzaklaştırılmıştır. 

Ardından 200 µl BHV-1, negatif dahil tüm kuyucuklara inokule edilmiş 

ve 300 µl %2 FBS içeren DMEM medyumu ile tamamlanarak 

adsorbsiyon için 37 °C, %5 CO2 inkübatöre kaldırılarak 2 saat inkübe 

edilmiştir. Pleyt 20 dakikada bir yavaşça çalkalanarak virüsün ortamda 

homojen dağılması sağlanmıştır. 

g. İki saatin sonunda inokulum ortamdan uzaklaştırılmış, yıkama işlemi 

olmaksızın kuyucuk başına 2 ml. olacak şekilde %2 FBS ve %1 agaroz 

(Gibco, ABD) içeren DMEM hazırlanarak her bir kuyucuğa ilave edilmiş 

ve 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İlk inkübasyonun ardından her 12 

saatte bir negatif ve pozitif kontroller ile karşılaştırılarak sitopatik etki ve 

ona paralel ilerleyen rfp sinyali takip edilmiştir. 

4.5.2. ILTV Rekombinasyonunun Oluşturulması 

a. LMH hücre hattı %10 serumlu DMEM kullanılarak T25 flask içerisinde 

yetiştirilerek stok hücre hatları oluşturulmuştur. Ardından her iki hücre 

hattı %0.25 Tripsin-EDTA solüsyonu kullanılarak süspanse hale 

getirilmiş, 6 kuyucuklu pleyte ekilerek 37 °C’de %5 CO2 ortamında 

inkübe edilmiştir.  

b. Altı kuyucuklu pleytte yetiştirilen LMH hücrelerinin transfeksiyonu için 

pcDNA3-CRISPR-Lox-MCS1F/MCS2-DsRed (donör) ve pX459sgA, 

plazmidleri kullanılmıştır. Toplam 5 kuyucuk için deney grupları 

aşağıdaki gibi düzenlenmiştir. 
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A1 Donör Plazmid + pX459sgA+ pX459UL501 + pX459UL502 

A2 Donör Plazmid + pX459sgA 

A3 Donör Plazmid 

B1 Negatif Kontrol (+ve) 

B2 Negatif Kontrol (-ve) 

c. Katyonik lipid temelli transfeksiyon için Vero E6 hücreleri için 

uygulanan metotoloji takip edilmiştir (bkz. Alt başlık 4.5.1; c, d ve e) 

d. Otuzaltı saatin sonunda üzerinde yeşil floresan reporter geni bulunan 

ILTV A489 suşu 100 pfu değerinde inokule edilmiştir. Kolaylaştırılmış 

adsorbsiyon tekniğiyle ekim için BHV-1 ile aynı metotoloji 

uygulanmıştır (bkz. Alt başlık 4.5.1; f ve g). Transfeksiyon 

gerçekleştirilmeyen B1 ve B2 kuycuklarından yalnızca bir tanesine (B1) 

virüs inokule edilmiştir. 

e. Dört saatin sonunda inokulum ortamdan uzaklaştırılmış, yıkama işlemi 

olmaksızın kuyucuk başına 2 ml. olacak şekilde %2 FBS ve %1 agaroz 

(Gibco, ABD) içeren DMEM hazırlanarak her bir kuyucuğa ilave edilmiş 

ve 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İlk inkübasyonun ardından 7 gün 

boyunca her 12 saatte bir negatif ve pozitif kontroller ile karşılaştırılarak 

sitopatik etki takip edilmiş, paralel olarak yayılım gösteren rfp ve gfp 

sinyalleri takip edilmiştir.  
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4.5.3. Pozitif Olan Plakların Saflaştırılması ve Kültivasyonu 

a. T25 flask içerisinde yetiştirilen her iki hücre stoğu %0.25 Tripsin-EDTA 

solüsyonu kullanılarak süspanse hale getirilerek bekletilmiştir. Hücre 

süspansiyonu serumsuz DMEM ile oluşturulmuştur. 

b. Pozitif olduğu düşünülen klonlar floresan invert mikroskop (Axio 

Vert.A1, Zeiss, Almanya) altında teyit edilip bulunduğu noktalar her iki 

deney için asetatlı kalem ile işaretlenmiştir. On µl’lik pipet ucu 

yardımıyla işaretlenen her bir koloni ~ 0.5 mm çapında kesilmiş, daha 

sonra içinde 100 µl serumsuz DMEM bulunan mikrosantrifüj tüpünde 

resüspanse edilerek jel parçasının mümkün olduğunca dağıtılması 

sağlanmıştır.  

c. Elde edilen 100 µl süspanse klonlar 24 kuyucuğun her birine ayrı ayrı 

aktarılmış, ardından klonun konakçısı olduğu bilinen süspanse hücre 

hattına ortalama 1 x 105 adet olacak şekilde (400 µl) üzerine 

pasajlanmıştır. BHV-1 ve ILTV klonlarını içeren pasajlar 37 °C’de %5 

CO2 ortamında 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Yirmidört saatin 

sonunda vasatların üzerine ~ 25 µl serum ilave edilerek %5 serumlu hale 

getirilmiştir. 

d. BHV-1 virüsü için CPE odağı ile rfp sinyal çakışması; ILTV için CPE 

odağı, rfp ve gfp sinyalinin çakışması ve bu sinyallerin hücreler arasında 

yayılımı 12 saatte bir invert mikroskop altında takip edilmiştir. 

e. İstenilen yayılımı gösteren her bir virüs klonunun titre artırımı için 6 

kuyucuklu pleyte aktarılmıştır. Bunun için stok hücre hatları tripsinize 

edilerek %5 FBS içeren DMEM ile resüspanse hale getirilmiştir. Seçilen 
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klonun bulunduğu kuyucuktaki hücreler de pipet yardımıyla resüspanse 

edilerek inokulum olarak kullanılmıştır. Her bir klon, 6 kuyucuklu pleyte 

3 x 105 adet hücre ile beraber pasajlanmış, ilk üç pasaj “sıfırıncı pasaj” 

(P0) olarak kabul edilmiştir.  

f. ILTV için pozitiflik saptanan klonlar “ΔTK&ΔUL50-DsRed” olarak 

isimlendirilmiş ve pasajlanması sürdürülmüştür. 

4.6. Reporter Genin Cre Rekombinazı Aracılığıyla Virüs Omurgasından 

Çıkarılması 

a. T25 flask içerisinde yetiştirilen LMH hücre hattı tripsinize edilerek 

süspanse hale getirilmiş, 6 kuyucuklu pleyte 3 x 105 hücre olacak şekilde 

%10 FBS içeren DMEM ile ekilerek 24 saat inkübe edilmiştir. 

b. Ortalama %90 yoğunluğu sağlanan hücreler Lipofectamine® Ajanı 

(Katalog No: 11668019 ThermoFisher, MA, ABD) kullanılarak 2 µg 

pCAG-Cre plazmidiyle (Addgene #13775) standart protokol dahilinde 

transfekte edilmiştir (bkz. Alt başlık 4.5.1; c, d ve e). 

c. Yirmidört saatlik inkübasyonun ardından hücreler 100 pfu ILTV-

ΔTK&ΔUL50-DsRed rekombinant virüsü ile enfekte edilmiştir. 

İnokulasyon için kolaylaştırılmış adsorbsiyon tekniği (Alt başlık 4.5.1-

f) kullanılmış, ardından yarı katı vasat kullanılarak 37 °C’de %5 CO2 

ortamda 12 saat arayla kontrol edilmek kaydıyla 5 gün inkübasyona 

bırakılmıştır (Alt başlık 4.5.1 – g). 

d. Oluşan klonların plaktan toplanması için rfp’nin kayda değer biçimde 

azalması beklenmiş, sadece CPE odağı ve gfp sinyali veren, rfp sinyali 

vermeyen klonlar belirlenmiştir. Bu klonlar plaktan pürifiye edilmiş, stok 

https://www.addgene.org/13775/
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LMH hücre hattı ile birlikte ekilerek titre artırımına gidilmiştir (bkz. 

Başlık 4.5.3; a – e). Elde edilen çift nakavt rekombinant suş 

ΔTK&ΔUL50-F(Cre) olarak adlandırılmıştır. 

4.7. Virüs Klonlarının Doğrulanması 

a. ΔTK&ΔUL50-F(Cre), ΔTK&ΔUL50-DsRed ve ΔTK-GFP suşu bu test 

için kullanılmıştır. Plaktan pürifiye her iki suş için beşer adet 1. pasaj 

(P1) klon ve negatif kontrol vt suşa ait örnekler (hücre inokulum 

süspansiyonu) viral DNA izolasyonu ticari kitin (DNeasy Blood & 

Tissue Kits, Qiagen, Almanya) protokolü doğrultusunda 

gerçekleştirilmiştir. Kasetin viral genom oryantasyonlarının belirlenmesi 

için aşağıdaki pirmer setleri kullanılmıştır.  

UL50ext-F: CCGAACCGACAACGTATTGC 

UL50ext-R: GATGCGTTCATTGCAGGCTG 

Elde edilen viral DNA ile aşağıdaki karışımlar hazırlanmıştır.  
10X Taq Tamponu (NEB, MA, ABD) 2.5 µl (1X konsantre) 

10 mM dNTP mix (Invitrogen, ABD) 0.5 µl (200 µM) 

10 µM Forward Primer 0.5 µl (0.2 µM) 

10 µM Reverse Primer 0.5 µl (0.2 µM) 

DNA ekstraktı 300 ng 

Taq DNA Polimeraz (NEB, MA, ABD) 0.125 µl (0.025 U/µl) 

MgCl2 (25 mM) 1.5 µl (1.5 mM)  

Nükleaz free ddH2O 25 µl’ye tamamlandı 

Toplam 25 µl 
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b. Hazırlanan karışımlar iki virüs için beşer adet klonda ve ILTV-vt suşta 

aşağıdaki parametreler kullanılarak PZR gerçekleştirilmiştir. 

Ön Denatürasyon  1 siklus 95°C 1 dakika 

Denatürasyon 

Primer Bağlanması 

Polimerizasyon 

35 siklus 

95°C 30 saniye 

Alt başlık 4.7 – a 

68°C 1 dakika 

Final Uzatma 1 siklus 68°C 5 dakika 

4.8. Gen Ekspresyonunun Doğrulanması 

4.8.1 SDS PAGE Jel Elektroforezi 

a. ΔTK&ΔUL50-F(Cre) ve ΔTK&ΔUL50-DsRed ILTV virüs suşlarının 

NDV’ye ait heterolog F geni ekspresyonu western blotlama analizi ile 

gösterilmiştir. Bunun için 6 kuyucuklu pleytte monolayer LMH hücre 

hattında iki suş ile beraber vt virüs inokule edilmiş, 72 saatlik 

inkübasyonun ardından hücreler +4 °C’de iki kere yıkanmıştır. Ardından 

her bir kuyucuğa 100 µl NP40 hücre lizis solüsyonu (Thermo Fisher, 

ABD) ilave edilerek rocker üzerinde 60 dakika inkübe edilmiştir.  

b. Kuyucuktaki hücreler hücre kazıyıcı ile kazınarak mikrosantrifüj 

tüplerine alınmış ve 12.000 x g’de 10 dakika +4 °C’de santrifüj edilmiş, 

süpernatantlar alınmıştır.  

c. 25 µl örnek ile %10 Beta-mercaptoethanol içeren 8 µl LDS Örnek 

Tamponu (Novex, Life Technologies, USA) ile karıştırılarak 
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pipetlenmiştir. Bu halde 98 ºC’de 5 dakika inkübe edilerek denature 

edilmiş, ardından derhal buza alınmıştır.  

d. Protein elektroforezi için poliakrilamid jel aşağıdaki oranlara göre 

hazırlanmıştır. Önce ayırma jeli hazırlanarak cam pleytler arasına 

eklenmiş, üzerine 1 ml. 2-propanol ilave edilerek 1 saat inkübe edilmiştir. 

Ardından yükleme jel karışımı hazırlanarak üzerine eklenmiş ve 1 saat 

inkübe edilerek hazırlanmıştır. 

Kimyasal 
Ayırma jeli  

(12%) 

Yükleme Jeli 

(4%) 

30% Akrilamid/Bis 6 ml. 1.98 ml 

1.5M Tris-HCl, pH:8.8 3.75 ml. - 

0.5M Tris-HCl, pH:6.8 - 3.78 ml 

10% SDS 150 µl 150 µl 

ddH2O 5.03 ml 9 ml 

TEMED 7.5 µl 15 µl 

APS 10% 75 µl 75 µl 

Kullanılan miktar 7 ml/jel ~ 2 ml/jel 

e. Protein örnekleri ve protein standard ladder (PageRuler™, Thermo 

Fisher, ABD) Mini-Protean® Jel Elektoforez Sistemi (BIO-RAD, CA, 

ABD) kullanım prosedürüne uygun olarak jele yüklenmiş, güç kaynağı 

önce 80V 30 dakika, ardından 110V 1.5 saat olacak şekilde ayarlanarak 

çalıştırılmıştır. 

4.8.2. Western Blotlama 

a. Proteinlerin membrana aktarılmasında yarı-kuru (semidry) blotlama 

tekniği kullanılmıştır. Poliviniliden diflorid (PVDF) membran 1 dk 
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metanolde aktive edilmiş, ardından distile su ile yıkanarak transfer 

tamponunda 5 dk, SDS jel ise 30 sn tutularak eşitlenmiştir. 

b. Blotlama için Trans-Blot® Turbo (BIO-RAD, CA, ABD) transfer sistemi 

kullanılmıştır. Kasedin içerisine sırasıyla kalın blotlama kağıdı (BIO-

RAD, CA, ABD), PVDF membran, SDS Jel ve tekrar blotlama kağıdı 

şeklinde yerleştirilerek kapatılmış, karışık MW modunda (2.5A, 25V, 15 

min) çalıştırılmıştır. 

c. Membran alınarak %5 Yağsız Süt tozu içeren TBST bloklama tamponu 

ile 1 saat süresince muamele edilmiştir. Bloklama tamponu aşağıdaki gibi 

hazırlanmıştır. 

TBS Tamponu 

(10X) 

Tris baz 1.51 gr 

NaCl  5.48 gr 

ddH2O 62.5 ml 

TBST (1X) 

TBS Tamponu (1X) 25 ml 

Tween 20 125 µl 

ddH2O 225 ml 

TBST Bloklama Tamponu (1X) 
TBST (1X) 

Yağsız Süt Tozu 

10 ml 

0.5 gr 

Toplam 250 ml 

d. Bloklamadan sonra membran TBST ile bir kere yıkanmış, ardından 

1:1000 oranında dilüe edilen anti F monoklonal antikoru (126) ile +4 

°C’de bir gece muamele edilmiştir.  
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e. Ertesi gün, membran TBST ile yıkanarak peroksidaz konjuge anti-fare 

antikoru (1:10000 dilüe, %5 yağsız süt tozu içeren TBST) ile oda 

sıcaklığında iki saat inkübe edilmiştir. 

f. Tekrar TBST ile yıkanarak blotlama substratı ile (Pierce™ ECL, Thermo 

Fisher, ABD) üretici firmanın protokolü doğrultusunda kullanılarak 

sonuçlar görüntüleme sisteminde (ChemiDoc™ MP, BIO-RAD, CA, 

ABD) kaydedilmiştir. 

4.9. İndirekt İmmunofloresan Analizi 

a. F proteininin virüs enfekte hücrelerde ekspresyonunun ortaya çıkarılması 

için immünofloresan boyama tekniği kullanılmış, konfokal mikroskobi 

(LSM900, Zeiss, Almanya) görüntülemesine başvurulmuştur. LMH 

hücre hattı stoğu tripsinizasyon ile süspanse edilmiş, tabanında coverslip 

bulunan 24 kuyucuklu pleytlere ekilmiştir.  

b. ILTV-ΔTK&ΔUL50-F(Cre) ve ILTV ΔTK&ΔUL50-DsRed ve ΔTK-

GFP hücrelere standart protokol ile inokule edilmiş, 48 saatlik 

inkübasyonun ardından protokole geçilmiştir. Hücreler iki kere +4 °C’de 

PBS ile yıkanmış, ardından paraformaldehit (%4 solüsyon, Thermo 

Fisher, ABD) ile fikze edilmiştir. 

c. Glisin-PBS solüsyonu (10 mM glisin) ile üç kere yıkanarak %0.1 Triton 

X-100 (Sigma-Aldrich, MO, ABD) içeren PBS ile 10 dk muamele 

edilmiştir. Ardından derhal glisin-PBS ile yıkanmıştır. 
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d. Fare temelli Anti-FLAG primer antikoru (Sigma-Aldrich, MO, ABD) 

%0,5 BSA içeren PBS ile dilüe edilmiş halde eklenerek +4 °C’de bir gece 

inkübe edilmiştir. 

e. Ertesi gün glisin-PBS ile yıkanarak anti-fare ikincil antikoru da eklenmiş, 

oda sıcaklığında 2 saat inkübe edilmiştir. Hücre çekirdeği boyaması 

yapmak üzere (1:10000) 40,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-

Aldrich, MO, ABD) kullanılmıştır.  

f. Coverslipler mounting medyumu (Vectashield®, Vector Laboratories, 

CA, ABD) ile standart mikroskop lamlarına tutturularak hazır hale 

getirilmiştir. Lamlar immünofloresan invert mikroskop (Axio Vert.A1, 

Zeiss, Almanya) ve konfokal mikroskop (LSM900, Zeiss, Almanya) ile 

analiz edilerek fotoğraflanmıştır. 

4.10. Rekombinant Virüsün Stabilitesinin Saptanması 

a. Eklenen F geninin Rekombinant ILT virüsü üzerindeki stabilitesinin 

araştırılabilmesi için ILTV ΔTK&ΔUL50-F(Cre) en az 8 nesil 

pasajlanarak P1 ve P5’den elde edilen örneklerden DNA ekstraksiyonu 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen ekstraktlardan F geni FClon1F/R primer 

setleri kullanılarak amplifiye edilmiş, amplikonlar agaroz jel 

elektroforezinde yürütülmüş ve jel görüntüleme sisteminde (Gel Doc 

EZ™, BIO-RAD, CA, ABD) görüntülenmiştir. 

4.11. In vitro Çoğalma Karakteristiği ve Plak Testi 

a. Rekombinant virüsün çoğalma karakteristiğinin ortaya çıkarılması için 

önce LMH hücre hattı 6 kuyucuklu pleytte çoğaltılmış, daha sonra 
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kuyucuklara ΔTK-GFP ILTV, ΔTK&ΔUL50-DsRed ILTV, 

ΔTK&ΔUL50-F(Cre) ILTV 0.2 MOI değerinde inokule edilmiştir. Daha 

sonra agaroz içeren DMEM ile kaplanarak 7 gün inkübasyona 

bırakılmıştır. Rastgele seçilen 30 adet plağın çapı floresan mikroskop 

altında program yardımıyla ölçülmüştür (Zeiss ZEN 3.1 Blue Edition, 

Almanya). 

b. Plakların görüntülenmesi için kuyucuklara nötral tamponlu %10 

formalin (Sigma-Aldrich, MO, ABD) eklenerek oda sıcaklığında 1 saat 

inkübe edilmiş, ardından formalin ve kuyucuktaki agarlı yarı-katı 

medyum çeşme suyu yardımıyla uzaklaştırılmıştır. Daha sonra %20 

etanol içeren distile suyla hazırlanmış kristal violet (Sigma-Aldrich, MO, 

ABD) ile tekrar inkübe edilerek çeşme suyu ile tekrar yıkanmış ve 

kurutulmuştur.  

c. Tek adımda çoğalma grafiğinin karşılaştırılması için, LMH hücre hattı 

24 kuyucuklu pleyte ekilerek monolayer haline getirilmiş, aynı virüsler 

0.2 MOI değerinde inokule edilmiştir. Ardından her bir suş için 0, 6, 12, 

24, 48 ve 72. saatte örnekler alınarak DNeasy Kit (Qiagen) ile elde 

edilerek gerçek zamanlı PZR ile ILTV gen kopyasının belirlenen saat 

başına bulunduğu kopya miktarı ölçülerek virüs kinetiği belirlenmiştir. 

Bu amaçla 147 bç. uzunluğunda ürün veren gB gen primer seti 

kullanılmıştır (127). Her bir virüs için PZR örnekleri aşağıdaki gibi 

hazırlanmıştır. 
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2X SYBR® Green PCR Master Mix 10 µl (1X konsantre) 

10 µM Forward Primer 0.5 µl (0.25 µM) 

10 µM Reverse Primer 0.5 µl (0.25 µM) 

DNA ekstraktı 100 ng 

Nükleaz free ddH2O 20 µl’ye tamamlandı 

Toplam 25 µl  

PZR parametreleri alttaki gibidir. 

Ön Denatürasyon  1 siklus 95°C 2 dakika 

Denatürasyon 

Primer Bağlanması 

Polimerizasyon 

30 siklus 

95°C 10 saniye 

54°C 30 saniye 

72°C 30 saniye 

d. Virüs ile enfekte ve kontrol gruplarının arasındaki ikili karşılaştırma 

Student’s T-Testi ile gerçekleştirilmiş, tüm istatistiki analizler ve şekiller 

GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) ile 

oluşturulmuştur. 
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5. BULGULAR 

5.1. NHEJ-CRISPR/Cas9 Yaklaşımı ile Eşzamanlı Genlerin Silinmesi ve 

Ekspresyon Kasedinin Virüs Omurgasına Yerleştirilmesi 

Gerek UL50 (dUTPaz), gerekse tk (timidin kinaz) geni, alphaherpesviridae 

ailesi genelinde viral transkripsiyonun düzenlenmesinde rol alan en önemli yapısal 

olmayan genlerden ikisidir. UL50 geninin ILTV patojenitesinde rol oynayan önemli 

virülent faktörlerinden birisi olup bu genin silinmesinin hücreler arası yayılımı 

azalttığı ve in vitro attenüasyona neden olduğu bilinmektedir (128). Öte yandan tk 

delesyonunun her iki virüsün in vitro ve in vivo çoğalmasında esansiyel olmadığı, 

ayrıca virülensi kayda değer şekilde azalttığı bu güne kadar yapılan çalışmalar ile 

ortaya konulmuştur (82, 129). 

Genom düzenleme yaklaşımının GaHV-1 ve BHV-1’de uygulanmasının 

gerçekleştirilebilmesi için paralel olarak iki çalışma yürütülerek IBR ve ILTV 

suşlarının tk gen pozisyonlarına sırasıyla DsRed ve DsRed ile F genlerinin 

eklenmesi amaçlandı. BHV-1 için üç adet kılavuz RNA tasarlanarak floresan genin 

tk üzerinde üç ayrı pozisyon üzerine insersiyonu çalışılsa da (Şekil 5B) 

neticelendirilemedi. Öte yandan gfp genini taşıyan tk defektif GaHV-1 A489 (ΔTK-

GFP+ ILTV) ILTV suşunun UL50 gen pozisyonuna istenilen heterolog genlerin 

yerleştirilmesi sağlandı. Bu amaçla öncelikle UL50 geni CRISPR/Cas9 aracılı 

bölgeye spesifik iki adet kılavuz RNA aracılığıyla üst ve alt bölgelerden kesilerek 

çıkarıldı (Şekil 5A). İkinci bir nakavta bağlı istenmeyen etkilerin oluşmaması ve 

eklenen ikinci genin varlığının gözlemlenebilmesi için özel olarak tasarlanmış, 

virüsten bağımsız bir donör plazmid kullanıldı. Bu Plazmid; (1) Elongasyon faktör 



 

62 
 

alfa 1 (pEFα) promotoruna bağlı DsRed reporter genini ve en uçta poliA kuyruğunu 

taşıyan kaset ve (2) sitomegalovirüs promotoru (CMV) kontrolündeki Newcastle 

hastalığı virüsüne ait füzyon (F) geni ve poliA kuyruğundan ibaret olan iki kaset 

taşımaktadır. BHV-1 için aynı donör plazmidin sadece DsRed taşıyan versiyonu 

kullanıldı. Reporter geninin eklendiği kasedin her iki ucuna “LoxP” motifi dahil 

edilerek Cre-Lox sistemi aracılığıyla reporter genin virüs omurgasından çıkarılması 

amaçlandı. Ayrıca reporter gen kasedinin muhtelif pozisyonlarında gRNA’ların 

bağlanabileceği, “tuzak” motifler mevcut olacak biçimde tasarlandı (Şekil 5A ve 

5B). Bunlardan sgA tüm kasedin taşıyıcı vektörden serbest kalmasını sağlarken sgB 

ise gerektiği takdirde çevrelediği kasedin çıkarılmasını sağlamak üzere 

konuşlandırılmıştır. Bu iki motifin kesilerek ekspresyon kasedinin serbest 

kalmasını ve her iki kasedin kesilerek çıkarılmasını sağlayacak olan gRNA’lar 

pX459v2 plazmidine yüklendi. Bu plazmid U6 promotoru aracılığıyla gRNA’ları, 

sitomegalovirüs promotoru (CMV) aracılığıyla da Cas9 proteinini bisistronik 

olarak sentezleyebilme özelliğine sahiptir. Donör plazmidin Cas9 ile kesilerek 

ekspresyon plazmidinin çıkarılması, aynı anda da UL50 geninin kesilerek yerine 

DsRed ve F proteininin yerleştirilmesi Şekil 5 ile özetlenmiştir. 

NHEJ, HDR tamir mekanizmasına göre daha önde gelen bir mekanizma olup 

çeşitli araştırmalar ile ökaryotik hücrelerde (130), hayvanlarda (110) ve DNA 

virüslerinde (131) gösterilmiştir. Bu nedenle çalışmada NHEJ mekanizması 

kullanılarak ekspresyon kasedinin viral genoma eklenmesi sağlandı. BHV-1 ve 

GaHV-1 için bu sürecin, yani CRISPR/Cas9 sisteminin donör plazmidi ve virüs 

omurgasını kesecek şekilde çalışmasının gösterilebilmesi için LMH hücre hattı tüm 

plazmidler kullanılarak transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hücrelere 
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ΔTK-GFP+ ILTV ve vahşi tip BHV-1 ile (MOI, 1.0) inokulasonu gerçekleştirildi. 

Bu transfekte ve daha sonra enfekte edilmiş hücreler üç gün inkübe edilerek 

plaklarının tespitinin yapılması sağlandı. BHV-1 için plak formunda reporter 

sinyali elde edilemedi. Ancak ILTV için takribi 72. saat itibariyle rfp reporter 

sinyali başarıyla tespit edildi. Gfp ve DsRed sinyali beraberce alınan progeni 

virüsler toplanarak tekrar sağlıklı hücrelere seri pasajlandı ve elde edilen bu varyant 

“ΔTK/UL50-DsRed+ ILTV” olarak tanımlandı. 

 

Şekil 5: Homoloji-bağımsız olarak GaHV-1 UL50 ve BHV-1 TK genlerinin 

silinerek yerlerine eşzamanlı, ILTV için DsRed ve NDV füzyon, IBR için sadece 

DsRed geninin insersiyonu. (A) ILTV genomunun linear grafiği ve donör plazmidin 

oluşturulma şeması. Donör plazmid 5ˈ ucu promotor, 3ˈ ucu poliadenilasyon 
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bölgesi bulunan iki adet klonlama bölgesi (MCS1 ve MCS2) içermektedir. 

İnsersiyon kasetlerinin oluşturulması için NDV-F geni MCS1’e, DsRed geni ise 

MCS2 pozisyonuna klonlanmıştır. DsRed ekspresyon kasedi LoxP ile çevrili olup 

Cre-Rekombinaz ile çıkarılabilir nitelik taşımaktadır. Kasetlerin dışına yerleştirilen 

Cas9’un keseceği hedef sekanslar (sgA ve sgB) yerleştirilmiş, böylece istenilen 

kaset(ler)in serbest bırakılabilmesi sağlanmıştır. Bütün bu düzen, tüm DNA 

parçasının pcDNA3.1 plazmidine klonlayacak BsmBI parçasını içermektedir. 

Donör plazmidin sgA noktasını ve virüsün UL50 hedefleyen gRNA çiftlerinin 

ekspresyonunu yapacak plazmidler ve donör plazmid ile LMH hücre hatları birlikte 

transfekte edilmiş, 24 saat inkübasyonun ardından daha önce tanımlanmış ΔTK-

GFP+ ILTV inokulasyonu gerçekleştirilmiştir. (B) Aynı prensip, yalnızca DsRed 

taşıyan donör plazmid aracılığıyla BHV-1 için de uygulanmış olup TK geni için üç 

adet gRNA seçilmiş ve deney grupları bunların ikili kombinasyonları şeklinde 

uygulanmıştır. 

DsRed ve F hedef geninin UL50 lokusuna yerleştiğinin doğrulanması in silico 

tasarlanmış, UL50 geninin her iki ucundaki bölgelere spesifik primer setleri 

kullanılarak (UL50ext-F/R) yapılmıştır. Bu amaçla üretilen rekombinant virüs, 

orijinal ΔTK-GFP+ ILTV’de mevcut olmayan, fakat istenilen noktada F ve DsRed 

insersiyonunu taşıdığı ortaya konulmuştur. Ancak bu noktada tasarlanan 

gRNA’ların etkinliğine bağlı olarak UL50 içerisinden bir parçanın çıkarılması 

yerine DSB’nin tek bir noktada gerçekleşerek ekspresyon kasedinin bu bölgeye 

yerleşme ihtimali mevcuttu. Bu nedenle kasedin yerleşeceği noktalar dışında 5ˈ ve 

3ˈ uçlara spesifik primer setleri ile PZR amplifikasyonu gerçekleştirilerek ürün 

uzunluğuna göre UL50 delesyonunu ve ~5 kbç. uzunluğundaki insersiyonun 
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istenilen bölgede gerçekleştiği bant uzunluğuna bağlı olarak gözlemlendi. Ardından 

PZR ürünü aynı primer setleri ile çift yönlü olarak sekanslanarak çalışmada 

amaçlanan insersiyon/delesyon (indel) reaksiyonunun eşzamanlı meydana gelerek 

ve NHEJ aracılı DNA onarım mekanizmalarının gerçekleştiği, bölgelerden UL50 

geninin silindiği ve yerine DsRed reporter ve F genlerinin eklendiği kanıtlandı. 

Ayrıca eklenen DsRed ve F genlerinin replikasyon kinetiği üzerinde kayda değer 

bir fark ortaya çıkarmadığı muhtelif zamanlarda yapılan mikroskop görüntülemesi 

(Şekil 6) ve gerçek zamanlı PZR (Şekil 7) ile gösterildi. 

 

 

 

 

 

Şekil 6: ΔTK&ΔUL50-DsRed ILTV ile enfekte hücrelerin 3 gün içindeki farklı 

zamanlarda her iki reporter gen için immünfloresan mikroskop altında 

görüntülenmesi. 

hpi 
0                   4                     8                  12                  24                 48                    72 
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Şekil 7: LMH hücre hatlarına ΔTK&ΔUL50-F(Cre) ILTV, ΔTK&ΔUL50-dsRED 

ILTV ve ΔTK-GFP inokulasyonu gerçekleştirilerek, enfekte hücreler çeşitli zaman 

dilimlerinde toplanıp her bir örnekten DNA eldesi sağlandı. In vitro çoğalma 

kinetiği gB genine yönelik gerçek zamanlı PZR metotu ile araştırıldı. 

5.2. Ekspresyon Kasedi Olarak Eklenen DsRed’in ΔTK-GFP&ΔUL50-

DsRed+F ILTV’ den Cre-Lox Rekombinaz Aracılı Olarak Çıkarılması 

DsRed ekspresyon kasedinin ΔTK&ΔUL50-DsRed+ ILTV’den 

çıkarılabilmesi için LMH hücre hattı rekombinant virüs inokulasyonundan bir gün 

önce pCAG-Cre plasmidi (Addgene#13775) ile transfekte edildi. DsRed sentezinin 

olmadığı, sadece gfp sentezinin meydana geldiği plaklar belirlenerek kurtarıldı 

(Şekil 8). Kurtarılan bu plaklar pürifiye edilerek “ΔTK&ΔUL50F(Cre) ILTV” 

olarak isimlendirildi. DsRed’in çıkarılması, DsRed’e yönelik PZR primerleri 

(DsRedClon2F/R; bkz. Tablo 4) kullanılarak PZR ile doğrulandı. DsRed 

ekspresyon kasedi sadece ΔTK&ΔUL50-DsRed+ ILTV’de tespit edilirken 

ΔTK&ΔUL50-F(Cre) ILTV’ de bulunamadı. 
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Şekil 8: LMH hücre hattı Cre-Rekombinaz ekspresyon plazmidi ile transfekte 

edilerek, post-transfeksiyon 24. saatte ΔTK&ΔUL50-dsRED’in inokulasyonu 

gerçekleştirildi. Yetmişikinci saatin sonunda Cre rekombinazı aracılığıyla dsRED 

kasedi çıkarılarak ΔTK&ΔUL50-F(Cre) suşunun eldesi sağlandı. 

NDV’ye ait F proteinine yönelik immün boyama gerçekleştirildiğinde DsRed 

eksizyonuna rağmen F proteinin başarılı bir şekilde eksprese olduğu ortaya çıkarıldı 

(Şekil 9). DsRed’i çıkarılan rekombinant virüs plak test (Şekil 10) ve gerçek 

zamanlı PZR (Şekil 6) aracılığıyla ΔTK-GFP+ ILTV ve ΔTK&ΔUL50-DsRed+ 

suşları ile karşılaştırıldı. Tüm bu veriler Cre-Lox sisteminin elde edilen 

rekombinant virüsün çoğalabilme yetkinliğine zarar vermeksizin reporter genin 

viral omurgadan başarıyla çıkarıldığını kanıtlamaktadır.  

 

 

 

 

ILTV ΔTK/UL50-DsRed Cre Rekombinaz Transfekte 72hpi 

ILTV ΔTK/UL50-DsRed Kontrol 72hpi 
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Şekil 9: LMH hücre hattına ΔTK&ΔUL50-F(Cre) inokulasyonu 

gerçekleştirilmesinin ardından anti-FLAG antikoru kullanılarak indirekt 

immünofloresan antikor tekniği ile boyandı. Boyanan preparat konfokal mikroskop 

ile görüntülendi. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 10: 6 kuyucuklu pleytte üretilen monolayer LMH hücre hatları:  Negatif 

kontrol (sol üst), ΔTK-GFP ILTV (sağ üst), ΔTK&ΔUL50-dsRED+ve ILTV (sol 

alt) ve ΔTK&ΔUL50-F(Cre) ILTV (pasaj 8) (sağ alt) ile enfekte edilerek, 2 saat 

inkübasyonun ardından agaroz içeren medyum ile kaplandı. On günün sonunda 

plaklar kristal viyolet ile boyanarak gözlemlendi. 

GFP                                 Tümü                                       DAPI                               Anti-FLAG 
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5.3. ILTV Üzerinde NDV Füzyon Proteininin Stabil Açıklanması  

CRISPR/Cas9 ve Cre-Lox sistemlerini kullanarak etkin, güvenilir ve hızlı bir 

biçimde rekombinant aşı adayının üretimini takiben F geninin rekombinant ILTV 

aracılı olarak açıklanması araştırıldı. Bu amaçla LMH hücre hattı negatif kontrollü 

olarak vt ILTV, ΔTK-GFP+ ILTV ya da ΔTK&ΔUL50-DsRed+ ILTV ile inokule 

edildi, ve daha sonra alınan hücre lizatı F proteinin açıklanmasının kanıtlanmasında 

kullanıldı. Anti-NDV F antikoru kullanılarak blotlama yapılmış, yükleme kontrolü 

olarak alfa tubulin kullanılmıştır. Beklenildiği gibi ΔTK&ΔUL50-DsRed+ ILTV 

enfekte hücreler F proteinini açıklamış (Şekil 11) olup bu vahşi tip ILTV ve ΔTK-

GFP+ enfekte hücrelerde gözlemlenmemiştir. Daha sonra Cre-Lox aracılı olarak 

DsRed geni çıkarılan virüste bu işlemin F geninin açıklanmasına olan etkisi 

araştırılmış, bu amaçla hücreler aynı şekilde ΔTK&ΔUL50-Cre ILTV ile enfekte 

edilerek 5 nesil pasajlanmıştır. Beklenildiği gibi F proteinin stabil olarak viral 

genom üzerinde mevcut olduğu ve pasajlar içerisinde değişim göstermediği 

gözlemlenmiştir (Şekil 12). Bu sonuçlar Cre-Lox sisteminin ILTV virüs 

omurgasından geni istenmeyen bir etki olmaksızın silebildiğini göstermektedir. 

 

 

 

 

 

 

(d) 
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Şekil 11. CRISPR/Cas9 ve Cre-Lox ile oluşturulan rekombinant ILTV suşlarının 

karakterizasyonu (A) LMH hücre hatları birinci pasaj sırasıyla vt ILTV ΔTK-GFP 

ILTV, ΔTK-GFP/UL50-DsRed+ ILTV ve ΔTK-GFP/UL50-F(Cre) ILTV ile 

inokule edildi, ardından 48 saat inkübe edildi. Ardından hücreler lize edilerek F 

proteininin ekspresyonu western blotlama ile doğrulandı. Alfa tubulin yükleme 

kontrolü olarak kullanıldı. (B) Aynı işlem 8. pasaj virüsler için tekrar uygulanarak 

F proteinin stabil ekspresyonu ortaya konuldu.  

5.4. Rekombinant ILTV’ nin In vitro Replikasyonu ve Stabilitesi  

F proteinin başarılı bir şekilde eksprese olduğunun gösterilmesini takiben 

viral gen eklemenin virüs çoğalma kinetiğine olan etkisi araştırıldı. Bu noktada 

LMH hücre hattı parenteral A489 suşu ve rekombinant ILTV varyantları ile enfekte 

edilerek virüs replikasyonu gerçek zamanlı PZR ve floresan mikroskop altında 
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takip edildi. Virüsün in vitro çoğalma kinetiği için ΔTK-GFP, ΔTK&ΔUL50-

DsRed ve ΔTK&ΔUL50-F(Cre) için anlamlı bir fark gözlemlenmedi (Şekil 7).  

Ekspresyon kasedinin stabilitesinin tahmini için genom düzenleme ile 

oluşturulan rekombinant ILTV, LMH hücre hattında 8 nesil pasajlanarak ardından 

eklenen kaset için F genine yönelik PZR analizi yapıldı. Virüsün devamlı 

pasajlanması F gen ürününün kaybına neden olmadığı üzere kasedin ILTV’ye stabil 

bir biçimde entegre olduğu ortaya çıkarıldı. (Şekil 12). İlaveten parenteral ILTV ve 

8 nesilden fazla pasajlanan ILTV’nin plak test sonuçları karşılaştırıldığında 

ortalama plak boyutları ve şekilleri arasında anlamlı bir farklılık gözlemlenmedi 

(Şekil 10).  

Bu iki veri bir arada değerlendirildiğinde ILTV genomuna CRISPR/Cas9 

aracılı transgenik müdahalenin güvenilir ve stabil bir yöntem olduğu ortaya 

çıkarılmıştır. 

 

Şekil 12: F geninin ILTV genomu üzerindeki entegrasyonunun iki farklı nesil için 

ortaya konulması. ΔTK&UL50-F(Cre) suşu 5 nesil pasajlanarak 1. ve 5. nesil virus 
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DNA’sı üzerine yerleştirilen F geni “FClon1F/R” primerleri kullanılarak PZR ile 

çoğaltıldı. Neticede heterolog genin seri pasajlamalar ile kaybedilmeyip stabil 

olarak viral genomda mevcut olduğu ortaya konuldu. 
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6. TARTIŞMA 

Yürütülen bu tez çalışmasında NHEJ-CRISPR/Cas9 aracılı eşzamanlı 

delesyon-insersiyon metodunun seçilen iki alfaherpesvirüs (GaHV-1 ve BHV-1) 

üzerinde bulunan virülens ilişkili genlere uygulanarak, bu genlerin nakavtının, aynı 

zamanda gen pozisyonlarına yerleştirilecek heterolog genin başarıyla 

ekspresyonunun sağlanması amaçlanmıştır.   

Viral gen mühendisliği gerek klinik uygulamalarda gerekse gen 

çalışmalarında son derece önemli olup bugüne kadar geliştirilen metotlar özellikle 

büyük genomların klonlanmasında problem teşkil etmekte, ayrıca rekombinasyon 

etkinliği genelde beklenenden düşük gerçekleşmektedir. Öte yandan E. coli temelli 

homolog rekombinasyonun etkinliği nispeten yüksek olsa da BYK’nın 

oluşturulması uzun zaman alan ve fazlaca laboratuvar uygulaması gerektiren bir 

tekniktir (113). Buna karşın “RNA-kılavuzlu endonükleaz” olarak tanımlanan 

CRISPR/Cas9 sistemi büyük viral DNA genom manüplasyonlarında son yıllarda 

sıklıkla kullanılan başarılı, çok yönlü ve spesifik bir araç haline gelmiştir. CRISPR 

aracılı herpesviral DNA düzenlemenin ilk örneği Bi ve ark. (2015) tarafından 

herpes simpleks 1 virüsüne (HSV-1) uygulanmıştır. Çalışmada enfeksiyonu latent 

olarak taşıyan nazofarengeal karsinoma hücreleri UL23 genine yönelik CRISPR 

plazmid çifti ve her iki ucu HDR’yi indüklemek üzere virüse homolog parçalar ile 

çevrili GFP ekspresyon kasedi taşıyan vektör plazmid ile transfekte edilerek 

reporter gen eksprese edebilen recombinant HSV-1’in eldesi sağlanmıştır (111). 

Ardından bu homolog sekans aracılı, etkinliği artırılmış HDR-CRISPR/Cas9 

yöntemi kullanılarak başka herpesviral genomlar da başarıyla düzenlenmiştir. Luc 

(ateş böceği lusiferazı) ve gfp ekspresyonu taşıyan yalancı kuduz virüsü (Suid 
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alphaherpesvirus 1) (132); yüksek patojeniteli H5N1 hemagglutinin geni ve 

ördeklerin Tembusu virüsü zarf (E) proteini insert edilmiş ördek enterit virüsü 

(Anatid alphaherpesvirus 1; AtHV-1) (118); ve DsRed insert edilmiş Epstein-Barr 

virüsü (Human alphaerpesvirus 4) (133) bu metodun kullanımına örnek olarak 

verilebilir. Öte yandan aynı metot vaccinia virüs MVA suşuna ait N1L ve A46R gen 

pozisyonuna ayrı ayrı rfp reporterinin insersiyonunun gösteriminde de 

uygulanmıştır (115). Daha sonra çift gen kasetlerin insersiyonunda reporter 

genlerin çıkarılabilmesi için MVA’da kullanılacak vektör plazmidler geliştirilerek 

LoxP ve FRT motifleri eklenmiş, böylece reporter genin bölge spesifik 

rekombinazlar aracılığıyla rekombinant virüs omurgasından çıkarılabileceği ortaya 

konulmuştur (134).  

HDR-CRISPR/Cas9 için tasarlanan bir vektörün oluşturulması fazla miktarda 

laboratuvar pratiği gerektirmekte, ve bazı hücre tiplerinde homolog 

rekombinasyonun indüklenmesinin zor olduğu bilinmektedir (135). Ayrıca 

yürütülen çalışmalar NHEJ’in bir hücre siklusunun her aşamasında meydana 

gelirken HDR tamirinin yalnızca S ve G1 fazlarında gerçekleşebildiğini, dolayısıyla 

NHEJ aracılı rekombinasyonun HDR’ye göre daha yüksek etkinliğe sahip olduğunu 

ortaya koymuştur (136). Tüm bu araştırmalar, CRISPR aracılı rekombinasyon için 

alternatif yaklaşımları beraberinde getirmiştir. Homoloji bağımsız CRISPR/Cas9 

(NHEJ-CRISPR/Cas9) ilk olarak Xu ve ark. (2015) tarafından yalancı kuduz 

virüsünde tanımlanmış olup çalışmada düşük transfeksiyon etkinlikli PK-15 hücre 

hattında virüse ait EP0 geni kesilmiş, aynı zamanda tuzak sekanslar ile DsRed 

reporter kasedi serbest bırakılmış ve ardından NHEJ aracılı tamir mekanizmasıyla 

kasedin viral genomun istenilen pozisyonuna insersiyonu gerçekleştirilmiştir (114). 
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Öte yandan Cre-Lox sistemi NHEJ temelli vektörlerde de kullanım bulmuş, 

özellikle ökaryotik hücrelerin düzenlenmesinde kullanılabileceği kanıtlanmıştır 

(137). NHEJ-CRISPR/Cas9 ve Cre-Lox sistemi aracılı viral genomun 

düzenlenmesi ilk olarak Tang ve ark. (2018) tarafından gösterilmiştir. Çalışmada 

MeHV-1’e (Meleagrid alphaherpesvirus 1) ait UL45-UL46 intergenik bölge tek bir 

kılavuz RNA aracılığıyla kesilmiş, bu bölgeye LoxP motifi ile çevrili DsRed 

reporteri ile beraber Newcastle hastalığına ait VP2 geni insert edilmiş ve son 

basamakta Cre rekombinazı sentezleyen bir ekspresyon vektörü kullanılarak 

rekombinant virüs reporter genden arındırılarak heterolog gen kasedi bulunduran 

bir suşun eldesi sağlanmıştır (119). Çift kılavuz RNA kullanılarak eş zamanlı gen 

delesyon ve insersiyonu ilk olarak GaHV-1’e uygulanmış, yürütülen çalışmada 

önce virüse ait tk geni çıkarılarak yerine gfp reporter geni eklenerek konsept 

ispatlanmış, ardından ikinci bir uygulamayla virüse ait US4 (gG) geninin büyük bir 

kısmı silinerek yerine newcastle hastalığına ait F geni ve DsRed reporter geni 

yerleştirilmiştir. Son basamakta da DsRed reporter geni Cre-Lox mekanizması 

kullanılarak başarıyla omurgadan çıkarılmıştır (138). Çift gRNA kotransfeksiyonu 

yapılarak viral gen knockout ve knock-in etkinliğinin kayda değer miktarda 

artırabildiği bilinmektedir (139). Dolayısıyla yürütülen bu çalışmada çift gRNA ile 

eş zamanlı delesyon ve tuzak gRNA aracılı ekspresyon kasedi insersiyon 

metotlarının kullanımı tercih edilerek füzyon geni eksprese edebilen bir 

rekombinant aşı adayı başarıyla üretilmiştir. Böylece NHEJ/CRISPR-Cas9 ve Cre-

Lox sistemlerinin bir arada kullanılarak yeni aşı platformlarının tanımlanmasında 

son derece etkili, hızlı ve güvenilir metotlar olarak doğrulanması sağlanmıştır. Bu 

yaklaşım ile yalnızca viral genom düzenleme değil, ayrıca ökaryotik hücre 
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genomuna da çeşitli amaçlar ile müdahalenin de gerçekleştirilebileceği 

öngörülmektedir. 

Virülensi azaltılmış, aynı zamanda stabil bir GaHV-1 suşunun üretilebilmesi 

için ILTV’ye ait bir dizi gen (tk, gG, UL47, UL0, UL50, ORFC) silinerek 

rekombinant varyant suşların üretimi gerçekleştirilmiş olup bu suşların bazıları 

çeşitli in vivo çoğalma defektleri ortaya çıkardığından aşı adayı olarak göz önünde 

bulundurulmamıştır. Neticede rekombinant, gen delesyonlu GaHV-1 suşunun 

oluşturulmasında güvenlilik ve koruma etkinliği arasındaki dengenin sağlanması 

son derece önem arz etmektedir. GaHV-1 virülensine ilişkin genin silinmesinin aşı 

için birden fazla gene bağlı olan virülens ile immünojenite arasındaki kritik 

dengenin bozulduğu bilinmektedir. Dolayısıyla bu dengenin başarıyla 

sağlanabilmesi için GaHV-1 rekombinant canlı-attenüe aşı stratejisinin birden fazla 

genin silinmesi ya da mutasyona uğratılması üzerine kurulması üzerinde 

durulmaktadır (98). Dolayısıyla bu çalışmada tek bir gene bağımlı kalmak yerine 

ikili gen delesyonu için UL50 hedef gen olarak seçilerek daha öncesinde tanımlanan, 

aynı yöntem ile halihazırda oluşturulmuş tk defektif GaHV-1’e (138) uygulanmış, 

böylece çift delesyonlu varyantın eldesi sağlanmıştır. Sonrasında bu virüsün 

karakterizasyonu gerçekleştirilerek virüsün vahşi tip ile kıyaslandığında in vitro 

çoğalma yeteneğinde önemli bir kayba sahip olmadığı gösterilmiştir.  

Timidin kinaz geni bakteriyel, ökaryotik ve prokaryotik hücrelerde 

bulunabilen, nükleozid kurtarma yolağı ilişkili bir gendir. Hücresel tk’lar sitozolik 

tk1 ve mitokondriyal tk2’nin dahil olduğu temel enzimlerden ibaret olup bu yolak 

içerisinde ATP γ-fosfatının 2' deoksi-timidine (dT) aktarılmasında bir anahtar 

vazifesi göstermekte, magnezyum iyonları (Mg+2) varlığında timidin monofosfat 
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(dTMP) oluşturmaktadır. Bazı DNA virüsleri ve herpesvirüslerin büyük bir 

çoğunluğu viral TK genine sahiptir. Alphaherpesvirinae alt ailesinde, özellikle 

HSV-1 üzerinde yapılan çalışmalar viral TK ekspresyonunun virüsün akut ya da 

latent faz karakterizasyonunda önemli rol oynadığını ortaya çıkarmıştır (81). 

Timidin kinaz delesyonu (tk-) HSV-1 ile yapılan in vivo çalışmalar, sensörik nöron 

hücreleri de dahil olmak üzere virüsün hücre replikasyonunda esansiyel olmadığı, 

ancak immünkompetan farelerin trigeminal gangliyon ve beyninde çoğalması için 

gerekli olduğunu ortaya koymuştur. Bunun sebebinin nöronların postmitotik 

dönemde hücresel kinaz üretmeyi bırakması olduğu düşünülmektedir (140, 141). 

Timidin kinaz protein ekspresyonunun hücrenin G1’den S fazına geçmeden hemen 

önce artış gösterdiği bilinmekte olup hücrenin aktif olarak G1 döneminde olduğunu 

gösteren bir indikatördür (142, 143). Ayrıca bazı herpesvirüslere ait viral kinazların 

DSB durumunda ortaya çıkan H2AX histon proteinini fosforile edebildiği yapılan 

çalışmalar ile gösterilmiştir (144). 

Timidin kinaz delesyonunun virülensi azalttığı alphaherpesvirinae alt 

ailesine mensup birçok virüste ortaya konulmuştur. Örneğin, yalancı kuduz 

üzerinde yapılan bir çalışmada, tk nakavt virüsün bölünmeyen hücrelerde 

kolonizasyonunun azaldığını, bununla beraber gI/gE kompleksi ile birlikte 

silinmesi sonucunda virüsün nörotropik özelliğinin kayda değer miktarda 

düşürülebildiği gösterilmiştir (145). Benzer şekilde HSV-1 ve HSV-2 suşu için tk 

geni nöral dokuda etkili bir virüs replikasyonu ve in vivo patobiyolojik 

potansiyelinin ortaya çıkması için gerekli olduğu bilinmektedir (146). Chowdhury 

(1996), tk delesyonlu BHV-1’in (Gal-TK) tek adımda çoğalma eğrisi parental 

virüse göre farlılık göstermese de sığırlara yapılan nasal uygulamadan sonra 
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virüsün daha düşük titrede çoğaldığı ve progeni virüs saçılımının azaldığını ortaya 

koymuştur (147). Han ve ark. (2002) gfp reporter eksprese edebilen tk- GaHV-1 

virüsünun SPF tavuklarda daha düşük virülens özellik gösterdiğini, mortalite 

oranını yarı yarıya azalttığını ve kısa süreli ve hafif seyirli klinik belirtilere neden 

olduğunu göstermiştir (129).  

Deoksiüridin trifosfataz (dUTPaz; UL50) geni HSV-1 ve HSV-2, VZV, BHV-

1, yalancı kuduz ve EBV gibi herpesvirüs türlerinde mevcut bir diğer nükleotid 

metabolizması ilişkili enzimi olup DNA sentezi sırasında genoma bağlanma 

ihtimali olan dUTP’yi dUMP’ye çevirerek yanlış eşleşmeye bağlı mutasyon 

oluşumuna engel olur (128, 148, 149). Yapılan son çalışmalar bazı insan 

herpesvirüslerine ait dUTPazların immünmodülatör fonksiyonunu ortaya çıkararak 

herpesviral enfeksiyonlarda önemli bir terapötik hedef olabileceğini göstermektedir 

(150). Pyles ve ark. (1992) UL50 geni silinen HSV-1’in farelerde nöroinvazyon ve 

nörovirülens özelliğini yüksek miktarda kaybettiğini, latent enfeksiyon oluştursa da 

reaktivasyon frekansının oldukça azaldığını ortaya koymuştur. Jöns ve ark. (1998), 

yalancı kuduz virüsüne ait UL50 delesyonunu gerçekleştirmiş, UL50 negatif virüsün 

vahşi tip suşa göre progeni virüs oluşturmada geciktiğini, ancak virüs 

attenüasyonunun gerçekleştiği, domuzlar üzerinde yapılan denemeler ile ortaya 

koymuştur (151). Fuchs ve ark. (2000) GaHV-1 UL50 geninin non-esansiyel bir gen 

olduğunu, ancak bir virülens faktörü olmadığını bildirmiştir. Yapılan çalışmada 

ΔUL50, ΔUL50-GFP ve vt ILTV suşlarının in vivo çoğalma eğrisinde fark 

göstermediği, ancak ΔUL50-GFP’nin plak çapının diğerlerine göre küçük olduğu; 

kanatlılara yapılan intratrakeal uygulamada klinik belirti, mortalite ve solunum 

sistemi patolojisi bakımından ΔUL50 ile vt ILTV arasında kayda değer bir fark 
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görülmediği ortaya konulmuştur (151). Bir diğer çalışmada ise üretilen ΔUL50-GFP 

suşunun reporter geni, rekombinasyon aracılı olarak kanatlı influenza virüsüne ait 

hemagglutinin (H5) geni ile değiştirilerek farklı uygulama yolları da dahil olmak 

üzere in vivo olarak test edilmiştir. Neticede H5 insersiyonunun virülensi 

azaltabildiği, ancak virüsün virülentliğini önemli miktarda koruduğu 

gözlemlenmiştir (152). Bu çalışmalar ışığında CRISPR/Cas9 hedef bölgesi olarak 

BHV-1 için tk geni reporter gen için makul bir bölge olarak göz önünde 

bulundurulmuştur. GaHV-1 için ise önceden tanımlanan tk defektif suş temel 

alınarak aynı yöntem ile UL50 gen delesyonu gerçekleştirilmiş, böylece iki geni 

defektif virüs üretilmiştir. Çalışmada TK/UL50 çift delesyonlu virüsün yerleştirilen 

füzyon genini stabil olarak ekspresyonunu sentezleyebildiği ortaya konulmuştur. 

Ayrıca zamana bağlı çoğalma analizi vt-ILTV, ΔTK-ILTV ve ΔTK/UL50 nakavt 

virüsün çoğalma kinetiği arasında fark olmadığını göstermiştir. Bu sonuçlar elde 

edilen varyantların in vitro karakteristikleri bakımından daha önce yapılan 

çalışmalarda elde edilen sonuçlar ile örtüşmektedir. 

BHV-1 üzerinde yapılan çalışmalar virüs adsorbsiyonunun hücredeki 

kaveolin reseptörü ve viral gB ve gC proteinleri aracılı olarak gerçekleştiğini, 

dolayısıyla geniş spektrumlu bir hücre affinitesinin olduğunu göstermektedir. 

BHV-1 sığır böbrek, akciğer, testis, türbinat ve trakeal primer hücre hatları, tavuk 

embriyo fibroblast (CEF) primer hücreleri; MDBK, BHK-21 gibi devamlı hücre 

hatlarında çoğalabilmektedir (74, 153, 154). VERO E6 hücre hattı köken aldığı 

hücrelerden farklı olarak 12. kromozom üzerinde 9 mb gen delesyonu ve delesyon 

yakınında 59 mb heterozigotluk kaybına bağlı olarak tip I interferonları 

üretememektedir. Dolayısıyla herpesvirüsler de dahil birçok virüsün üretilmesi için 
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uygundur (155). Çalışmada BHV-1 VERO hücre hattına kolaylıkla adapte edilmiş, 

ancak kullanılan katyonik lipid temelli yöntem ile yeterli transfeksiyon etkinliğine 

ulaşılamamıştır. Dolayısıyla BHV-1 düzenlenmesinde farklı hücre hatları, lentiviral 

temelli Cas9 plazmidleri veya elektroporasyon metotu ya da VERO için üretilmiş 

ticari ürünlerin (örn; VERO Transfection Kit, Altogen Biosystems, ABD) alternatif 

olarak göz önünde bulundurması gerekmektedir. 

Newcastle hastalığı virüsü negatif tek iplikli, segmentsiz bir RNA virüsü olup 

en az 6 yapısal proteini kodlamaktadır. Füzyon (F) geni, üzerinde viral virülensi 

belirleyen cleavage motiflerini bulundurmakta olup virüs patojenitesinin 

belirlenmesinde ve sahaya yönelik epidemiyolojik verinin sağlanmasında sıklıkla 

göz önünde bulundurulmaktadır. Doksanlardan itibaren bu hastalığa karşı farklı 

yöntemler kullanılarak oluşturulmuş DNA virüs tabanlı birçok vektör aşı platformu 

denenmiştir. Kanatlı poxvirüsü (FPV) kullanılan ilk rekombinant aşı platformu olup 

füzyon ve hemagglutinin genlerini taşıyan bivalan aşı suşları kanatlı deney 

gruplarında denenmiştir. Çalışmada bir günlük piliçlere hem kas içi hem de 

intranasal uygulamada hemagglutinine (HA) ve poxviral antijenlere karşı 8 haftaya 

kadar koruyucu immünitenin oluştuğu, ancak maternal antikor varlığında NDV 

spesifik immün yanıtın düşük olduğu bildirilmiştir (156, 157). Öte yandan Faulkner 

ve ark. (2013) maternal influenza A HA antikorlarının NDV-HA eksprese eden 

rekombinant FPV’ye karşı interferens oluşturarak etkinliğini düşürdüğünü, Bublot 

ve ark. (2006) ise pasif immüniteden ziyade, önceden FPV’ye karşı aşılamanın aktif 

bağışıklık oluşturak recFPV vektör aşıların uygulamasında sorun arz ettiğini kanatlı 

influenza örneği ile ortaya koymuştur (158, 159). Yine de günümüzde iki adet ticari 
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poxvirüs tabanlı rekombinant bivalan aşı bazı ülkelerde lisanslı olarak kanatlı 

işletmelerinde kullanılmaktadır (160, 161).  

Hindi herpesvirüsü (HVT), ya da Marek hastalığı virüsü serotip 3, yine sık 

kullanılan vektörlerden biri olup füzyon geni eksprese eden rekombinant HVT 

(recHVT-F) aşı adayı bir günlük piliçlere uygulanmış, 28. günde letal doz velojenik 

NDV uygulamada %90 koruma sağlanmıştır. HVT oldukça avantajlı bir aşı vektörü 

olup in ovo ya da deri altı uygulanabilmekte ve uzun süreli immünite 

sağlayabilmektedir. Ancak recHVT-F hücre ilişkili bir suş olup transportu sıvı 

nitrojen ile sağlanmaktadır. recHVT-F’in tam kapasite immüniteye ulaşabilmesi 

dört haftayı bulmakta olup bu dönemde işletmeye NDV’nin bulaşmaması 

gerekmektedir (162). Bu durum Türkiye gibi NDV’nin endemik olduğu ülkelerde 

(163) neredeyse imkansızdır. Bu nedenle recHVT-F in ovo olarak uygulanmakta, 

çıkımın ardından canlı-attenüe ya da ölü aşı ile ikinci bir destek doz uygulaması 

tercih edilmektedir (164). Yakın zamanda, NDV F geni rekombine edilmiş ördek 

enterit virüsü (recDEV-F) deneysel olarak 2 haftalık yaştaki SPF kanatlılara 

uygulanmış, aşılamadan 2 hafta sonra 1000 LD50 NDV titre değerine kadar %100 

koruyuculuğunun sağlanabildiği bildirilmiştir (165). Buradan hareketle DEV’in de 

umut vadeden bir aşı platformu olabileceği düşünülebilir. Yürütülen bu tez 

çalışmasında yeni bir metodoloji kullanılarak, NDV’ye ait F genini sentezleyebilen 

bir ILTV suşunun etkin ve hızlı bir biçimde üretimi sağlanmıştır. F geni ekspresyon 

kasedi stabil olup virüsün replikasyonuna zarar vermemiştir; bu durum en az 5 pasaj 

sürdürülen bir inokulasyon çalışması ile kanıtlanmıştır. Ancak bu “aşı adayı” suşa 

eklenen virüsün in vivo etkinliğinin ortaya konulacağı bir çalışmaya ihtiyaç vardır. 

Ayrıca bu iki geni silinmiş rekombinant ILTV ile başarılı bir şekilde immünize 
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edilen canlılar ile saha suşu ile enfekte canlıları birbirinden ayıracak markır aşı 

(DIVA) olma özelliğini gösterecektir. Bu noktada tk spesifik serum antikorlarının 

teşhisini kolaylaştırmak üzere, karşılaştırmalı teşhis yöntemi geliştirmek için 

ILTV-TK ekspresyon plazmidinin inşası, ve akabinde TK spesifik monoklonal 

antikorunun üretilmesi son derece önem arz etmektedir. 
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7. SONUÇ 

Geleneksel aşı üretim tekniklerine bir alternatif olarak, viral vektör temelli 

aşılar kayda değer bir şekilde ilerleme kaydetmiş, hayvancılık endüstrisinde birçok 

aşı ticari olararak üretilerek kullanım alanı bulmuştur. Ülkemiz gibi birden fazla 

patojenin sirküle olduğu, ağır mali kayıplara yol açtığı endemik ülkelerde üreticiler 

için yüksek etkinlikteki aşıların hızlı bir şekilde üretilmesinin sağlanması son 

derece önem arz etmektedir. CRISPR/Cas9 gen düzenleme aracı ve Cre-Lox 

platformu yeni multivalan vektör aşıların üretimi bakımından oldukça etkili 

teknikler olup pazarın ihtiyacına karşılık verecek yeni nesil aşıların üretilmesine 

olanak sağlamaktadır.  

Bu tez çalışmasında kullanılan eşzamanlı gen delesyon ve insersiyon metodu, 

aşı platformu olarak belirlenen Gallid alphaherpesvirus 1’e başarıyla uygulanarak 

istenilen heterolog genin insersiyonu sağlanmış, in vitro deneyler ile de 

doğrulanmıştır. Üretilen bu aşı adayının yakın gelecekte ticari aşı niteliğini 

kazanabileceği düşünülmekte, bu amaçla gelecekte in vivo hayvan denemelerinin 

uygulanılması öngörülmektedir. Böylece ülkemiz hayvancılığının geliştirilmesine 

bilimsel niteliği olan bir katkının sunulması planlanmaktadır. 

Çalışmada NHEJ-CRISPR/Cas9 konseptinin Bovine alphaherpesvirus 1 

genomunda indel oluşturmada kullanılabilir nitelikte olduğu ispatlanamamıştır. Bu 

güne değin sürdürülen çalışmalar bu virüsün aşı antijenleri ya da terapötik 

proteinlerinin hücre içine taşınmasında kullanılabilecek nitelikte bir vektör 

olabileceğini göstermiştir. Bu tez çalışması ile sığırlara yönelik verimli ve güvenilir 

bir viral vektör platformunun oluşturulabilmesi adına daha fazla çalışmanın 

gerçekleştirilmesi gerektiği ortaya çıkmıştır. Bu nedenle farklı taşıyıcı vektör, 
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gRNA tasarımı ve uygun hücre hatlarının yer alacağı çalışmaların yürütülmesi 

öngörülmektedir. 
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