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1. OZET

CRISPR aracili hassas gen diizenleme, prokaryotik konakei-viriis iliskisi
lizerine yapilan aragtirmalar neticesinde kesfedilmis, devrim niteligi tasiyan, onemli
bir teknoloji olarak kabul edilmistir. Biyoloji biliminin birgok alaninda oldugu
lizere giiniimiizde viroloji ve antiviral terapide siklikla bagvurulan, giivenilir ve
etkin bir ara¢ haline gelmis, 6zellikle viral gen knockout ve knock-in galigsmalarinda
kullanim alani bulmasiyla 6ne ¢ikmistir. Bu tez ¢alismasinda, Alphaherpesvirinae
familyasina mensup Bovine alphaherpesvirus 1 (BHV-1) ve Gallid
alphaherpesvirus 1 (GaHV-1) model olarak alinmig, bu viriisler i¢in sirasiyla
timidin kinaz (tk) ve dUTPaz genleri CRISPR hedef bolgesi olarak secilmistir.
Sozkonusu bolgelere BHV-1 igin bir kirmizi floresan protein geni (rfp) olan DsRed,
GaHV-1 icin ise DsRed ve Newcastle hastaligi viriisiine ait fiizyon (F) geninin
insersiyonu hedeflenmis, bu amagcla insersiyon kasetleri donor plazmid Uzerine
yerlestirilen tuzak sekanslar1 {izerinden aymi yontem ile kesilerek serbest
birakilmistir. Neticede GaHV-1 i¢in DsRed ve F insersiyonu gerceklestirilmistir.
Ardindan Cre-Lox Rekombinasyon metotu kullanilarak reporter geni ¢ikarilmis,
geriye kalan heterolog F gen kasedinin basarili bir bicimde eksprese oldugu
ispatlanmustir. Ayrica son iiriin rekombinant viriisiin, tk defektif ve ¢ift heterolog
gen tasiyan viriislere gore plak olusturma ve zamana bagli cogalma kapasitesinde
azalmanin olmadig1 ortaya konulmustur. Sonug olarak ¢alismada CRISPR-Cre-Lox
metodolojisi birlikte kullanilarak, GaHV-1 Uzerinde eszamanli gen delesyon ve
insersiyon gerceklestirilmis, boylelikle viriisiin viriilens faktorii silinerek atteniie
edilirken ayn1 zamanda heterolog gen (F geni) tasiyan bir multivalan viral vektor

elde edilmistir. Bununla beraber BHV-1’de CRISPR aracili gen diizenlemenin
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gergeklestirilebilmesi i¢in yontemin gelistirilerek uyarlanacagi yeni galigmalara
ihtiyac oldugu ortaya ¢ikmustir.
Anahtar Kelimeler: as1i, BHV-1, bivalan asi, Cre-Lox, CRISPR, gen diizenleme,

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. GIRIS

Cicek hastaligina karst ilk kez 1796 yilinda Edward Jenner tarafindan
gelistirilen asidan bu yana as1 teknolojisi olduk¢a yavas ilerlemis, ancak bilimsel
caligmalardaki artis ve buna paralel olarak yeni teknolojilerin bulunmast, virolojide,
molekdiler biyolojide ve as1 bilminde yeni yaklasimlarin ortaya ¢ikmasini
saglamigtir. ilk olarak Louis Pasteur tarafindan tamimlanan, etken mikrobun
zayiflatilarak immun yaniti tetiklemek tizere canliya uygulanmasi prensibi, kuduz,
kolera, antraks, Bacillus Calmette-Guérin (BCG) tuiberkiilozu gibi hastaliklara kars1
tiretilen asilarin temelini olusturmustur. Bu asilar glinimuzde “birinci nesil” asilar
olarak adlandirilmis olup bu giin hala kullanilan as1 kaynaginin %95’ini
kapsamaktadir (1, 2, 3). Gerek canli-atteniie asilarin tekrar dogal enfeksiytz
formuna donmesi sorununa ¢dziim arayisi, gerekse tersine genetik ¢alismalari ile
genlerin fonksiyonlariin anlagilmasi “ikinci nesil” asilarin gelistirilmesine 6n ayak
olmustur. Bu asilar subunit elementler, rekombinant ya da sentetik proteinler;
protein olmayan antijenler ve ¢esitli tiirlere ve suslara ait molekdl ve epitoplardan
olusan bakteriyel ya da viral immunojenlerin agiklatilmasi temeline dayanmaktadir.
Subunit asilar, konjuge asilar ve DNA asilar1 bu ikinci nesil asilara dahil
edilmektedir (2, 4, 5).

Viroloji disiplininde “rekombinant as1 teknolojisi”, viral vektore ait proteinler
ile birlikte istenilen bir proteinin rekombinant ekspresyonuna dayanan bir asi
gelistirme yontemidir. Bu sayede hiicre kiiltiirli calismasi smirlt olan ya da
yapilamayan virislere kars1 as1 gelistirmeyi miimkiin kilmaktadir. Ayrica yapilacak

biyoislemin tiiriine gore degisiklik gosteren giivenlik risklerini en alt seviyeye



indirerek 6zellikle pandemi durumlarinda acil bir ihtiyaca karsilik olarak as1 iiretim

sliresini azaltmaktadir (6, 7).

3.1. Rekombinant DNA Teknolojisi ile As1 Uretimi

Rekombinant asi, rekombinant DNA teknolojisi ile Uretilen asilar icin

kullanilan genel bir tanimdir. Rekombinant DNA’nin iiretimi su adimlar takip

etmektedir (8):

Ilgilenilen DNA (klonlanmis DNA, insert DNA, hedef DNA ya da
yabanc1t DNA) ekstrakt olarak elde edilir, enzimatik olarak ayristirilir
(kesim ya da dijesyon) ve bagka bir DNA yapisi ile (klonlama vektorii)
birlestirilmesi (ligasyon) saglanir. Boylece yeni, rekombinant DNA
molekiilii (klonlama vektort, insert DNA yapisi ya da DNA yapisi) elde
edilir.

Bu klonlama vektori-insert DNA yapisi bir konak hucreye transfer
edilerek burada cogaltilmasi saglanmaktadir. DNA yapisinin bakteri
konak hiicresi i¢ine aktarilmasi islemine “transformasyon” ad1 verilir.
Bu konakg1 hiicreler icerisinde istenilen geni tasiyan DNA yapisini
bulunduranlar tespit edilerek seleksiyon ile (seperasyon ya da izolasyon)
bulundurmayan hiicrelerden ayristirilir.

Bazi durumlarda vektor DNA’lar, konakg1 hlcrelerinde istenilen geni

direkt olarak agiklatabilecek sekilde diizenlenebilmektedir.

Rekombinant asilar DNA asilari, subunit asilar ve konjuge asilar olarak

gruplandirilmakta ve bunlarin her biri canli ya da cansiz as1 o6zelliginde

olabilmektedir (Tablo 1) (9).



Rekombinant

Canli Attentie

Inaktif Asilar
Asilar > Asilar
Ornek Ornek
Cicek hastalig1 viriisii Kuduz asist
Brucellosis (BCG) Sap asist

Vektor Asilar

Virus Benzeri Partikiiller

Yenilebilir Asilar

Tablo 1: Asilarin genel simiflandirilmasini gosteren sema. Uretilen tiim agilarin

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

3.1.1. Rekombinant Subunit Asilar

Bakteri yiizey proteini ya da viral yapi proteini gibi viicutta immun yanit
olusturabilen bir antijeni kodlayan DNA sekansinin memeli hiicresine ya da
bakteriye aktarilmasi, bu bakteride genin agiklatilarak proteine doniistiiriilmesi ve
bu proteinin yiiksek saflikla saflastirilmasi esasina dayanan asilar “rekombinant
subunit” asilardir (5). Bu teknoloji ile 1984 yilinda iiretilen ilk lisansli as1 olan
Hepatitis B (HBV) asisi, virisiin ylzey antijen geni (HBsAQ), alkol dehidrojenaz |
enzimi promotoruna bagl plazmide aktarilmasi, daha sonra Saccharomyces

cerevisiae’nin bu plazmid ile transfekte edilerek genin agiklatilmasi ile tiretilmistir.



Bu as1, hasta bireylerin kan serumundan saflagtirilan virise ait S proteininin
kullanildig1 agilardan sonra 6nemli basar1 saglamistir (10, 11). Daha sonra Fikrig ve
ark. (1990) tarafindan Lyme hastalig1 etkeni Borrelia burgdorferi’ye ait dis ylizey
proteinini kodlayan OspA genini Escherichia coli’de agiklatarak elde edilen protein
ile as1 tiretimi gergeklestirmistir (12).

Insan sitomegaloviriisii (HCMV) i¢in olusan nétralizan antikor yanitin %70’i
glikoprotein B (gB) yiizey proteinine karsi sekillenmektedir (13). HCMV igin
gelistirilen subunit asi, yapilan bir dizi modifikasyon ile salgilanabilir forma
kavusturulan gB antijeninin Cin hamsteri ovaryumu (CHO) hiicre hattinda
aciklatilmasi ile rekombinant olarak elde edilmistir (14).

Subunit asilar genel itibariyle hastalik olusturmaz, piirifiye antijen icerigi
dolayisiyla yan etkisi sinirlidir ve immunsupresif canlilarda da kullanimi giivenli
olarak kabul edilmektedir. Ote yandan subunit asilar canl atteniie asilara gore daha
az immunojeniktir. Bu nedenle subunit asilarin gelistirilmesinde immunojenitesi
yuksek ve notralizan antikor olusturma yetenegi olan antijen(ler)in segilmesi asi

basarisini direkt etkileyen énemli bir faktor olarak 6ne ¢ikmaktadir (9, 15).

3.1.2. Rekombinant DNA Asilari

Rekombinant DNA asilari, antijenik niteligi olan bir proteinin genetik kodunu
tasiyan Okaryotik ekspresyon vektoriiniin E. coli gibi bir vektérde ¢ogaltilip
kromatografik metotlar ile saflastirildiktan sonra dogrudan (in situ) canliya
uygulanmasi esasina dayanir (9). Rekombinant asilarinda vektor DNA’nin bazi

biyolojik bariyerleri asarak mRNA’ya transkripte olabilmesi gerekmektedir. Bu



amagcla vektorlerin lipozom ile kaplanmasi ya da dendrimerlere baglanmasi gibi
cesitli yontemler gelistirilmistir (16).

Veteriner hekimlikte ilk rekombinant DNA as1 6rnekleri, atlarda West Nile
virisii (WNV) ve atlarin arteritis viristine (EAV) kars1 gelistirilen asilardir. Davis
ve ark. (2001), sitomegalovirus promotoruna baglanmis WNV’ye ait premembrane
(prM) ve zarf (E) genleri klonlanmis CVBN plazmidi tek doz halinde
elektroporasyon yontemi ile deri yoluyla atlara uygulamis ve asmin etkinligini
serolojik ve Kklinik olarak kanitlamistir (17). Aymi yontem ile EAV’ye ait
glikoprotein ve nikleokapsid genlerini tasiyan ekspresyon plazmidleri, at
interloykin 2 (hIL-2) tasiyan bagka bir ekspresyon plazmidi ile kombine edilerek
ayni yontem ile alt1 adet ata uygulanmis ve sonugta uzun siireli koruyucu humoral
bagisikligin meydana geldigi gosterilmistir (18). Son olarak yine flaviviridae
ailesine mensup, son yillarda nem kazanan bir hastalik etkeni olan Zika virQs igin
de WNV ile ayn1 vektor platformunun kullanildigit DNA as1 ¢alismas1 mevcuttur
(19).

DNA asilarinin temel avantaji, canli vektor ya da karmasik biyokimyasal
teknik gerektirmeksizin hem humoral hem de hiicresel seviyede bagisiklig
uyarabilmesidir. Ayrica yiiksek Ozgiinliikte, orjinal konformasyona sahip (ayni
glikozilasyon ve post translasyonal modifikasyonu saglayan) antijeni Uretme
imkan1 sunabilmesidir. Ote yandan plazmid DNA’ nin sadece %1’i fagositoz ve
pinositoz yoluyla hiicreye alinmakta, bunun da ancak onda biri nikleus por
membranindan gecebilmektedir. Ayrica ender de olsa DNA asilar1 onkogenlerin
aktivasyonuna neden olmaktadir. DNA asilar1 immunizasyon etkinligi diisiik

oldugundan adjuvantlar ile birlikte kullanilmaktadir (9, 20).



3.1.3. Rekombinant Konjuge Asilar

Konjuge asilar, temelde zayif antijenik 6zellikteki bir antijen ile kuvvetli bir
antijenin birlestirilerek zayif antijene karsi immun yanitin olusturulmasi esasina
dayanmaktadir. Protein alt Uniteler fagosite olduktan sonra endozomal olarak
yikimlanir vee MHC 1II araciligiyla antijenik peptid olarak sunulur. Ancak
glikoprotein yapisindaki antijenler T hiicresinden bagimsiz B hiicre yanitim
tetiklemektedir. Dolayisiyla gii¢lii bir immun yanitin olusabilmesi i¢in bir proteine
baglanmaktadir (konjugasyon) (21).

Ik konjuge as1, Ward ve ark. (1984) tarafindan Haemophilus influenza tip b
(Hib)’e ait kapstler polisakkaritin (poliribozilribitol fosfat) difteri toksoidine (D)
kimyasal metot ile kovalent olarak baglanmasi neticesinde olusturulmustur (22).
Konjugasyon kimyas1 oldukca karmasik olup bazen kontrol dis1 sebeplerden dolay1
tiretilen partilerde farkliliklar meydana gelebilmekte, ya da olusturulan
glikoproteinde beklenilenden farkli formasyonlar olusabilmektedir (9, 15)

Campylobacter jejuni’nin okaryotlar disinda N-bagli glikozile proteinlere
sahip oldugunun kesfi (23) ile birlikte glikozilasyon mekanizmasini olusturan gen
kiimesi E. coli’de fonksiyonel olarak eksprese edilmis, dolayisiyla asil
organizmasinda glikozile olmayan proteinlerin E. coli araciligiyla N-bagh
glikoprotein seklini iiretmek miimkiin olmustur (24). Ornek olarak, Pore ve ark.
(2011), Shigella flexneri’ye ait “dis membran proteini A” (OmpA)’y1 E. coli’de
uretmis, daha sonra farelerde sistemik ¢eling denemesiyle koruyuculugunu
ispatlamiglardir (25). Ayn1 sekilde Martinez-Becerra ve ark. (2013) tip 3 sekresyon
sistemini (T3SS) kontrol eden IpaB ve IpaD proteinlerini rekombinant flizyon

proteini olarak Ureterek farelerde letal doz pulmoner enjeksiyon denemelerinde S.



flexneri ve S. sonnei' ye kars1 koruma sagladigini bildirmistir. Shigella alt tlrlerinde
bu sistem, bakterinin apoptozis indiikleyici unsurlarinin makrofajlara enjekte
edilerek fagositlerden kagmasini saglamaktadir (26).

Konjuge asilar hastalik olusturmama o6zelligine sahip olmasindan dolay1
Immunsuprese hastalarda kullanilabilmekte, yan etki olugturmamaktadir. Ancak bu
asilarin seri Uretimi diger asilara gore daha maliyetlidir. Ayrica tasiyict proteinin

secimi de aginin immunojenitesi agisindan 6nemli bir yer teskil etmektedir (15).

3.2. Rekombinant Viral Vektorler ve Vektor Asilar

Son yillarda viral vektor temelli rekombinant as1 teknolojisi arastirmalari
diinya genelinde popiilerligi giderek artan bir ¢alisma alani haline gelmistir. Bu
durum o6zellikle biyoloji alaninda gelistirilen yeni teknolojilerin molekiiler viroloji
disiplinine uyarlanmas: ile kayda deger bicimde ortaya c¢ikmistir. “Canli”
rekombinant as1 vektorleri istenilen etkinlikte ve yenilik¢i agilarin {iretilmesinde
kilit rol oynamaktadir. Ozellikle DNA viris aileleri; poxviridae, herpesviridae,
adenoviridae, parvoviridae ve asfarviridae viral vektor olarak siklikla tercih
edilmektedir (27).

Viral vektorler, hiicreleri enfekte edebilme 6zellikleri sayesinde gen terapisi
ya da asilama amaciyla bir genetik materyalin canliya aktarilmasini saglayan
elementlerdir. Viral vektorler etkin bir sekilde gen transdiiksiyonunu
saglayabilmektedir, hedef hiicreye yuksek 0Ozgulnliktedir ve hiicre aracili
immunitenin  de dahil oldugu genis kapsamli bir immiin yaniti ortaya

¢ikarabilmektedir (28).



Viral vektorler iizerine yiriitilen ¢aligmalar virGsun replikasyon
kompetanlig1 ile viriilensi ve bagisikligi uyarici etkisi arasinda direk iliskinin
olmadigini ortaya koymustur (29). Dolayisiyla, viral vektor olarak siklikla diisiik
patojeniteli ya da apatojenik viriis suslari tercih edilmektedir (28). Ornegin; Ankara
Modifiye gicek as1 virtisi (MVA) embriyolu tavuk yumurtasinda yapilan birkag yiiz
nesil pasajdan sonra memeli hucrelerinde iiretken enfeksiyon olugturma yetenegini
kaybetmis bir sus olup, as1 vektorii olmaya uygun oldugu yapilan caligmalar ile
gosterilmistir (30, 31).

Ik viral vektor, her ikisi de EcoRl ile digeste edilerek linear hale getirilen
Simian virls 40 (SV40) genomunun 5" ucuna adenilat ve Advgal 120 genomunun
3" ucuna timidinilat kuyruklarmin eklenmesi ve birbirine eslenik bu uglar
araciligryla iki materyalin birbirine baglanmas: ile (SV40-Advgal 120 kimerik
DNA) olusturulmustur (32). Vaccinia viruse ait esansiyel olmayan timidin kinaz
(tk) gen pozisyonuna adenoviris tip 18 E fragmani eklenerek bromodeoksitridin
(BUdR) seleksiyonu ile rekombinant vektor eldesi saglanmis; ayni ¢alismada tk”
vaccinia virls genomuna herpesviriise ait tk geni eklenerek antiviral aracili
seleksiyon prensibi kanitlanmigtir (33). Bu prensip ile iretilen ilk vektor asi
Hepatitis B asisidir: Hepatitis B yiizey antijen (HBSAQ) proteinini kodlayan agik
okuma penceresi, tk sentezini baslatici promotora baglanarak rekombinant virls
tiretilmis, sonra tk™ viris BUdR seleksiyonu ile saflastirilarak karakterizasyonu
yapilmustir (34).

Vektor olarak kullanilacak her bir virlis, dogas1 geregi tasidigi 6zelliklere
gore birtakim avantajlara ya da dezavantajlara sahiptir. Ornegin; vaccinia viris

atteniie olmasinin yaninda kuvvetli bir immiin uyarici olmasi, 6zellikle sitotoksik T



lenfositleri harekete gecirebilmesi oOzelligi ile vektdr olarak siklikla tercih
edilmektedir. Ayrica viral vektorler adjuvanta gerek duymaksizin yliksek
immunojenite gosterirken viral yapisal elementler dogal bagisikligi uyararak
interferon ve yangi sitokinlerini aktif hale getirmektedir (28). Gunumuizde

kullanilan bazi viral vektorlerin 6zellikleri Tablo 2°de gosterilmistir.

3.2.1. Herpesviral Vektor Temelli Asilar

Herpesvirtsler omurgali hayvanlarin ¢ift iplikli DNA virusi olup 150-240
kb¢. uzunlugunda bir genoma sahiptir. Herpesviruslerin ortak 6zellikleri konakgiya
kars1 siki1 bir 6zgiillikte olmalari, enfekte ettikleri konak¢ida Omir boyu latent
kalabilmeleri ~ ve litik cogalma  gostermeden  konak¢ida  varligin
surdurebilmeleridir. Ote yandan tiim herpesviriisler niikleik asit metabolizmasini
diizenleyici, niikleik asit sentezletici ve protein isleyici bir dizi enzimi
barindirmaktadir (35, 36).

Herpesvirtsler kullanim alanlarina gore ii¢ temel gruba ayrilabilir: (i)
onkolitik virtsler, (ii) rekombinant as1 vektorleri ve (iii) yiiksek kapasiteli gen

tastyici vektorler (37).

3.2.1.1 Herpesviral Vektorlerin Gen Miihendisligi

Herpesviral vektorlerin rekombine edilmesi temelde mutasyon ve
fonksiyonel analizler ile belirlendikten sonra alt-klonlanmig genlerin viral genom
ile bulusturulmasina dayanmaktadir. Herpes Simplex viris (HSV) genomu bu
noktada rekombine edilen ilk viral genomdur. Kisaca, HSV genomu BamHI enzimi
ile kesilerek tk genini de igeren parca pd2 plazmidine klonlanmis, daha sonra bu
gen Uzerinde bulunan PstIC parcasi c¢ikarillarak tk geni iizerinde delesyon

mutasyonu olusturulmustur.



Viris Avantaj Dezavantaj Heterolog Gen Referans
Insersiyon Ornegi
Replikasyon  kompetan  bir  virisin
Uretilmesi risklidir.
Retroviris v Uzun sireli gen ekspresyonu. Tiimérogenez riski vardir. Hantaviris zarf glikoproteini (38)
Sadece bolinen hiicreleri enfekte edebilir.
Canlida onceden gelisen immiin yanit
v Givenli, Yuksek, olma ihtimali vardir T
o ; - . . . Mavidil virisi VP2, NS1 ve
Poxviris ¥ Immunojenite, Potansiyel sitotoksikir. VP7 genleri (39)
v’ Yuksek miktarda Uretilebilir. Transgenik ekspresyonu kisa siirelidir
V' Guvenli, Canlida Onceden gelisen immiin yanit
. v Yiksek Titrede Uretim, ihtimali (i i licii i irtisi
Adenoviriis Ul _ olma ihtimali cok yiksektir. Kiigiik Kuminant Vebasi virtsu (40)
v' Hemen hemen tim hiicreleri her fazda Transgen ekspresyonu kisa siirelidir. H geni
enfekte edebilir.
Adeno- v Uzun SU“?“ gen ekspresyonu, Insersiyon kapasitesi diisiiktiir
ssociated v" Non-patojenik, Entegrasyon  ozelligi ~tam  olarak Hepatitis C virlsii genotype 1b’ (41)
Vlrus v SltOtOkSIk T hﬁcre yanltlnl anlasllamamlstlr' ye a't NS3 ya da NS3/4
indikleyebilir.
v/ Biyilk miktarda yabanci antijeni ) ) o
tagtyabilir. Canlda Snceden gelisen immin yanmit g ine i) Diyare Viris
H . v Hemen hemen tiim hiicreleri her fazda olma ihtimali cok yuksekiir. glikoprotein E2 ve Bovine 42)
erpesvirus enfekte edebilir. Latent enfeksiyon olusturmaktadir. Alfhaerpesviriis 1 glikoprotein
v' Norotropik 6zelligi sayesinde noronlara D

gen tasinabilir.

Tablo 2: As1 calismalarinda kullanilan bazi viral vektorlerin 6zellikleri ve 6rnekleri.
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Daha sonra plazmid ve tk geni tasityan HSV ile Vero hiicre hatt1 kotransfekte edilmis
ve 5-bromodeoksiuridin igeren vasat ile inklbe edilerek virus-plazmid arasinda
parga degisimi (Crossover) meydana getirilmis, bOylelikle ilk tk HSV iiretilmistir
(43). Herpesviridae ailesine dahil sitomegalovir(s ile yapilan baska bir ¢calismada
LacZ geni, B-gen promotoru ve SV40 poliadenilasyon bolgesinden olusan gen
kasedi viral genomun major B gen bolgesine aktarilmistir (44). Rekombinasyon
temelli bu metotlarda LacZ ya da tk gibi seleksiyon markirlarin kullanilmasi
zorunludur. Bu metotoloji oldukga fazla laboratuvar pratigi gerektirmekte, ayrica
progeni virlsin seleksiyon baskisi nedeniyle rekombinant virliste es zamanl
mutasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (45).

Bakteri yapay kromozomunun (Bacterial Artificial Chromosome; BYK) kesfi
ile birlikte herpesviris genomu gibi biiyilk DNA genomlarinda modifikasyon
meydana getirilmesi olduk¢a kolaylasmistir. BYK, temel olarak genom
haritalandirma ya da analiz amaciyla plazmid F (fertilite) faktérinden Gretilen, 300
kb¢.” den fazla bir DNA genomunu stabil olarak bulundurabilen bir yapidir (46).
Herpesviral BYK ye iliskin ilk ¢alisma Messerle ve ark. (1997) tarafindan fare
sitomegalovirtisinde gergeklestirilmistir. Calismada viral genom ile birlikte
BYK’yi ve rekombine edilecek noktanin homolog uglarmi tasiyan plazmid,
Okaryotik hiicreye aktarilarak hiicrede rekombinasyon ile mini-F sekansini ve
seleksiyon markirin1 (guanin fosforibozil transferaz) tasiyan sirkiiler ara form
(CMV-BYK-wt) haline gelmesi saglanmistir. Daha sonra CMV-Bac-vt igin istenen
mutasyonu saglayacak (calismada IE-1 geni) tasiyict plazmid, elektroporasyon
yoluyla E.coli’ye aktarilarak IE-1 mutasyonu tasiyan BYK (CMV-Bac-Mut) elde

edilmistir. En son mutant BYK tekrar 6karyot hiicreye aktarilarak buradan IE-1
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geni silinmis CMV virionlarinin salinmast saglanmistir (47). BYK’nin virls
Uzerindeki istenmeyen etkisinin giderilmesi i¢cin BYK Uzerine LoxP bdlgeleri
bulundurulmaktadir. Virusiin hiicredeki enfeksiyonunun izlenmesi igin yesil
floresan proteini (gfp) ve memeli hiicresindeki seleksiyonu kolaylastirmak igin
higromisin diren¢ geni yine BYK’ye ayri ayri ya da kombine olarak dahil
edilebilmektedir (48). BYK’nin en 6nemli avantaji E.coli kullanilarak herpesvirls
genomu Uzerinde istenilen bir noktada ya da rastgele mutasyonlarin
olusturulmasina olanak saglamasidir.

Rastgele mutasyon olusturmada “transpozon aracili mutagenezis” metodu
siklikla kullanilmaktadir. Yer degistirebilen genetik elementlerin (transpozonlar;
Tn) 6rnegin bir antibiyotik direng geni ile beraber transpozaz (tnpA) ve resolvaz
(tnpR) aracili olarak BYK iizerine rastgele entegrasyonu sayesinde viral genlerde
veya sekans elementlerinde insersiyon mutagenezi meydana getirilebilmektedir
(45). Brune ve ark. (1999) fare sitomegalovirist tzerindeki esansiyel ve esansiyel
olmayan genlerin tespiti icin viral genomu sirkiler BYK haline getirerek sirkiler
genoma affiniteli Tn1721 transpozonu derivelerini tasiyan plazmid ile birlikte
E.coli’ye transforme etmis, ardindan transformantlarin kloramfenikol ve ampisillin
seleksiyonunu gergeklestirmistir. Transpozisyonun olustugu BYK’ler, Tn ile
taginan kanamisin ve BYK’de bulunan kloramfenikol diren¢ kasetleri araciligiyla
42°C’de tekrar selekte edilerek rastgele mutasyon tasiyan viral varyantlar elde
edilmistir (49).

“RecA temelli mutagenez” ya da “mekik vektér mutagenezi”; E.coli’de
meydana getirilen konvansiyonel homolog rekombinasyonun tasiyict RecA

rekombinazi1 aracilifiyla kolaylastirilmasi esasina dayanmaktadir. RecA, dondr
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olarak kullanilmakta, icerisinde pozitif ve negatif seleksiyon markirlari, hedef gen
bolgesinin homolog uglar1 ve sicakliga duyarli replikasyon orjinini (ori) tagtyan bir
mekik vektor araciligiyla bakteriye aktarilmaktadir. Bakteri igerisinde homolog
rekombinasyon (HR) gergeklestirilerek pozitif seleksiyon markirt ve ori araciligiyla
seleksiyona tabi tutulmaktadir. Boylelikle tim BYK kasedi viral genoma
yerlesmistir. Daha sonra ikinci bir HR islemi ile bu sefer negatif seleksiyon markiri
ve ori seleksiyonu ile birlikte eklenen BYK yapisinin ¢ikarilarak geriye sadece
mutasyonun kalmasi saglanmaktadir (45).

“E/T Rekombinasyon sistemi” A bakteriyofajindan derive alternatif bir
yontem olup sadece 30-50 b¢. homolog ug ile rekombinasyon olusturabilmektedir.
Ornegin, Schumacher ve ark. (2000) tarafindan Gallid alphaherpesvirus 2’nin
(Marek hastaligr virtsu) US2 lokusu Uzerine tavuk embriyo fibroblast (CEF)
hlcreleri araciligiyla kloramfenikol ve gpt eklenerek BYK’ye ¢evrilmis daha sonra
kloramfenikol markir1 ile E. coli’de seleksiyonu saglanmistir. Daha sonra gB geni
RecE ve RecT ile katalizlenen HR ile silinerek yerine kanamisin eklenmistir (45,
50).

“Cre/LoxP aracili rekombinasyon sistemi” ilk kez Hamilton (1981)
tarafindan P1 bakteriyofajinda tanimlanmistir (51). Sistem, adin1 rekombinasyon
olusturan, integraz stperailesine dahil 38 kDa-Cre enzimi ve bu enzimin tanidigi
baglanma bolgesi olan LoxP motifinden almaktadir. LoxP motifi ise P1 faji igin 13
b¢. uzunlugunda iki adet simetrik tanima bolgesi ve ikisinin arasinda 8 bg.’lik ara
(spacer) sekanstan ibarettir. Eger bir DNA ipliginin iizerinde ayni oryantasyonda
bir ¢ift LoxP motifi mevcut ise, bu iplik Cre ile rekombine edildiginde iki LoxP

arasindaki gen pargasi kesilerek ¢ikarilmis olur (52, 53).
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3.3. CRISPR/Cas9 Teknolojisi

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR),
"Dlzenli  Araliklarla  Dizilmis  Palindromik  Tekrarlar Kiimesi" ve
CRISPR iligkili protein olan "Cas" (CRISPR Associated) birlikte prokaryotlarin
yabanci genomlara (faj, plazmid ya da diger mobil genetik elementler) karsi
edinilmis bagisiklik sistemini olusturan bir RGEN (RNA-guided endonuclease;
RNA kilavuzlu endoniikleaz)’dir (54). RGEN’in kesfi genom diizenlemede devrim
niteligi tasiyan bir gelisme olup gen mudahalesinde yeni ufuklarin agilmasini

saglamistir.

3.3.1. CRISPR Aracili Bagisikh@in Mekanizmasi

CRISPR-Cas aracili immdinite ¢ basamakta incelenmekte olup bunlar
sirasiyla “adaptasyon”, “ekspresyon” ve “interferens” olarak adlandirilmaktadir.
Adaptasyon, konakg¢iya bulasan, soz gelimi bir fajin genomundan bir sekansin
(protospacer) Cas proteini tarafindan CRISPR genomuna yeni bir “spacer” olarak
eklenmesidir. Eklenen bu spacer sayesinde yabanci DNA’nin gelecekteki olasi
enfeksiyonuna kars1 bagisiklik edinilmis olur. Protospacerlerin birgogu genellikle
degiskenlik gostermeyen kisa bir sekans ile sonlanmaktadir. Protospacerin
yakininda baglayan bu motif sekansa “Protospacer Bitigigindeki Motif”
(Protospacer Adjacent Motif: PAM) adi verilmekte ve muhtemelen CRISPR
genetik duzeni Gzerinde yeni spacerin eklenirken taninmasini saglamaktadir (55,
56).

Ikinci asama CRISPR ekspresyonu olarak isimlendirilir. Bu asamada

CRISPR gen bolgesi kiigiik CRISPR RNA’st (crRNA) olusturmak {izere
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transkripte olur. ctrRNA’nin ilk transkripsiyon haline primer transkript crRNA
(pre-crRNA) adi verilir. Daha sonra pre-crRNA 6zel endonikleaz enzimleri ile
kesilerek kiigiik CRISPR RNA’larina doniistiirtir. Hedeflendirme ya da interferens
asamas1 ad1 verilen son asamada ise islenmis crRNA Cas niikleaz: ile etkilesime
girerek ribonukleoprotein (RNP) yapisi haline gelir ve istilact genom tizerindeki
hedef sekansa yonlenir. Bu yapirya CASCADE (CRISPR-iligkili Antiviral Savunma
Mekanizmasi) ad1 verilmektedir (55, 56).

Organizmalarin bircogunda yabanci genomik DNA ya da RNA ile cr-RNA
neredeyse miikemmel bir sekilde esleserek kesim islemini baslatir. Yabanci
genom ile CRISPR genomu tiizerinde birbiri ile eslesmeyen niikleotidler varsa, ya
da PAM motifi tzerinde bir mutasyon mevcutsa kesim gerceklesmemektedir (55,
56).

Gunumuzde bes ¢esit CRISPR mekanizmasi (I-V) tanimlanmis olup bunlar
icerisinde Tip I ve Tip III’iin 6rtiisen baz1 6zellikleri mevcuttur: Onciil crRNA’lar
Ozellesmis bir dizi Cas endoniikleazi araciligiyla olgunlastirilir. Daha sonra her bir
crRNA blylk bir multi-Cas yapisiyla birleserek genom ftizerindeki crRNA
komplementerini taniyip kesebilecek forma dontisiir. Ancak Tip II sistemi oncil
crRNA’lar1 olgunlagtirmak i¢in farkli bir yol izler: pre-crRNA’nin 3’ ucundaki
tekrar sekansina komplementer bir “trans-etkinlestirici” crRNA (tracrRNA), Cas9
(Csnl)’un bulundugu ortamda ¢ift iplikli RNA isleyebilen RNAz 111’ tetikleyerek
olgun crRNA’larin olugsmasini saglamaktadir. Cas9, Tip Il CRISPR sisteminde

yabancit DNA susturucu tek enzim 6zelligi géstermektedir (57).
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3.3.2. Tip Il CRISPR/Cas Sistemi

Cas9’un efektor protein olarak kullanildigi Tip Il CRISPR sistemi,
giniimiizde en sik kullanilan ve en iyi anlagilan sistem olup yapitaslari
Streptococcus pyogenes’den izole edilen Cas9 enzimi (spCas9) ve onu yonlendiren
bir kilavuz RNA (gRNA)’dan ibarettir. gRNA hedef genom iizerindeki 20 bg.
uzunlugundaki bir gen bolgesini tanirken Cas9 enzimi kilavuzun 3’ ucundaki NGG
motifini tanima 6zelligine sahiptir. Bu iki unsur beraber ¢alisarak baglandigr motif
tzerinde DSB (Double Stranded Break; Cift iplikte kirilma) meydana getirmekte
(Sekil 1) ve daha sonra bu bélge canlinin onarim mekanizmalari araciligiyla tamir

edilmektedir (57, 58).

Genomik DNA Genomik Hedef PAM

TN GAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGCTCCCATCACATCAACCGGTGGCG B 3

LELTEEEIEE i CECETLL it
3'- .. CTTCGACCTCCTCCTTCCCGGANNNNNNNNNNNNNNNNNANNNCCGAGGETAGTGTAGTTGGCCACCGL . . - 5'

FELERELEETTEE Ly
5’NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAGCUAG

Kilavuz RNA (20 bp) el l1le |11
Simerik Kilwvaz RNA AGUUCAACUAUUGCCUGAUCGGAAUAAAAUY CGAUA
AAAAGUGGCAC???
G

[11]
3'UUUCGUGGCU

Sekil 1: S. pyogenes icin gRNA-Cas9 yapisinin hedef DNA’ya tutunma ve kesme
isleminin sematik gosterimi. Cas9 proteini PAM sekansini bulurken, kilavuz RNA
ile genomik DNA arasinda baz eslesmesi (hibritlesme) meydana gelmektedir. Daha

sonra Cas9 tarafindan ¢ift iplikte kirllma olugmaktadir (59).

Cas9 proteini biyolojik olarak hedefi tanima ve niikleaz bélgeleri olmak tzere

iki kisimdan olusmaktadir. Hedefi tanima bdlgesi RNA DNA heterodupleks
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yapisinin olusmast ic¢in gereklidir. Nikleaz bolgesi ise HNH ve RuvC alt
tinitelerinden olusmakta ve yabanci DNA ile eslesme sirasinda HNH
komplementer, RuvC komplementer olmayan sekansa tutunmaktadir. Ayrica
niikleaz bolgesinin PAM motifini tanimaktan sorumlu bir alt Unitesi daha
mevcuttur. Her bir alt tinite bulundugu bir ipligi keserek DSB meydana getirir.
Boylelikle PAM sekansinin 5 ucuna dogru yaklasik 3-4 niikleotid 6nlinden kesim

gerceklesmektedir (60).

3.3.3. DNA Tamir Mekanizmalari

Kirillan ¢ift iplikli DNA’nin onarimi homoloji aracili tamir (homology
dependent repair; HDR) ve homolog olmayan ug birlestirme (Non-Homologous
End-Joining; NHEJ) olmak uzere iki temel mekanizma ile gergeklesir (Sekil 2).
HDR mekanizmasinin islevi i¢in kalip DNA gerekliyken NHEJ DNA uglarini bir
protein araciligiyla bir araya getirerek homoloji olmaksizin birlestirir. Hangi tamir
mekanizmasimin aktif hale geleceg§i DSB’nin karakterine gore degisiklik
gostermektedir. Ornegin HDR’nin temel enzimi Rad52 uzun, tek iplikli DNA
ipligine baglanma egilimindeyken NHEJ temel enzimi Ku70/80 tiim DSB’lerde
gorulebilmektedir (61).

Ku70/80 heterodimer proteini kirilan bolgeyi algilamakta ve o bolgede bir
dizi kinazin (DNA-PKc’leri) ve DNA ligazin iki alt iinitesinin (Ligaz IV: XRCC4
enzimi), eklenti faktorlerinin (PAXX ve XLF) ve polimeraz pu ve A’nin
toplanmasina aracilik eden bir gat1 gérevi gormektedir. Bu yap1 iki DNA pargasini

bir arada tutarak tamirini saglamaktadir (62).
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HDR mekanizmasi ile tamir ise kirilan DNA par¢asinin 5° ucundan
MRX/MRN ve Sae2 aracili baz eksiltilmesi ile 3" yapiskan ucun agiga ¢ikmasi ile
baslamaktadir. Agiktaki bu par¢a, DNA’y1 tamir etme reaksiyonuna primer gorevi
gorurken ipligin kalip DNA’ya invaze olmasini saglayacak enzimler igin substrat
vazifesi gérmektedir. invaziv iplik ayrilarak kalip DNA’ya baglanmakta, hibrit
DNA olusturmakta ve boOylece D-ilmegi olugmasiyla tamir mekanizmasi
baslamaktadir. Tamir mekanizmasi; korumasiz tek ipligi tavlama (single-strand
annealing; SSA) metodu, korumal1 Gift iplik kirilma tamiri (double-strand break
repair; DSBR) sentez bagimli iplik tavlama (synthesis-dependent strand annealing;
SDSA) ya da kirilmayla indiiklenen tamir (break-induced replication; BIR)

metotlari ile olugmaktadir (63).

CRISPR-Cas9

vpra” NHE
@ ||||||IlIIIIO OIIIIIIIIIIII

PELLRErnre et

Isabetli gen diizenleme Rastgele Mutasyonlar
I LLLErnrrrrrrrerrrrrrrrntet

Sekil 2: CRISPR/Cas9 aracili genom diizenleme ve tamir mekanizmasi. CRISPR-

Cas9 riboniikleoprotein yapisinin DNA iizerinde DSB olusturmasini takiben HDR
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ya da NHEJ tamir mekanizmasi devreye girmektedir. HDR daha yiiksek dogrulukta
tamiri saglarken NHEJ yolag1 insersiyon veya delesyon mutasyonu (indel) meydana

getirebilmektedir (64).

Cift iplikte meydana gelen kirilmanin hataya meyilli NHEJ yolagin
tetikledigi bilinmektedir. Genom iizerindeki iki farkli bolgenin hedeflendirilmis
niikleazlar araciliiyla es zamanli olarak kesilmesi NHEJ yolagini tetikleyecegi icin
bu bodlgede devasa delesyonlar, inversiyonlar ve translokasyonlar meydana
gelebilir. Ayrica, hedef bolgenin ve bir plazmidin es zamanl olarak kesilmesi,
NHEJ aracili vektdr entegrasyonunu miimkiin kilar (65). Ote yandan, HDR aracili
gen diizenleme mekanizmasi daha karmasik islese de kaybin daha az oldugu
giivenli bir metottur. Bu metotta, diizenlenecek noktanin 5° ve 3" ucundaki ~1 kbg.
uzunlugundaki homoloji kollarina ihtiya¢ vardir. Ayrica tek iplikteki kirilmalar
HDR’yi tetiklemekte, dolayisiyla katalitik bolgelerin dizenlenmesiyle nikaz
Ozelligi kazandirilan programlanmis niikleaz HDR yolaginmi aktif hale getirdigi

bilinmektedir (65, 66).

3.4. Bovine Herpesvirls 1 Enfeksiyonlar1 ve Asi Stratejileri

Bovine alphaherpesvirus 1 (BHV-1) enfeksiyonlari, sigirlarda solunum
sistemi hastaligi (Infectious Bovine Rhinotracheitis), genital bozukluklar
(Infectious Pustular Vulvovaginitis ya da Infectious Pustular Balanoposthitis),
gecici infertilite ve abort gibi Klinik belirtiler ile karakterize, bulasic1, akut ve latent
seyredebilen bir viral hastaliktir. BHV-1'in olusturdugu semptomlar geng sigirlarda
yemden yararlanma giiciiniin azalmasi ve 6liimler, eriskinlerde ise agirlik kaybi, siit

veriminde azalma, fotal 6limler ve abortlar ile birlikte seyretmektedir (67).
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Hastalik etkeni Herpesviridae ailesine ait Alphaherpesvirinae alt ailesinde
bulunan Varicellovirus genusunda bulunmaktadir. BHV-1 ¢ift iplikli bir DNA
virsu olup 135-140 kbg. uzunlugunda linear genoma sahiptir. Virtsun 70 adet
proteini kodladig1 bilinmektedir. Genom, sekans analizine gore kendi icerisinde
102-104 kbg. uzunlugunda unique long (Ur), 10,5-11 kb¢. uzunlugunda unique
short (Us) ve 24 kb¢. uzunlugunda invert tekrar bolgesi olarak segmentlere
ayrilmaktadir (68). BHV-1’in toplam 33 adet yapisal proteini mevcut olup
bunlardan 13 tanesi zarfla iliskili, 10 tanesi ise glikoprotein kodlamaktadir.
Glikoproteinlerden 6 adedi UL segmentinde olup gK (U.53), gC (Ur44), gB (U.27),
gH (UL22), gM (U 10) ve gL (UL1) olarak, kalan 4 tanesi ise US segmentinde olup
gG (US4), gD (US6), gl (US7) ve gE (US8) olarak adlandirilir. Glikoproteinler
virionun hticre icerisine girmesinden, fuzyondan, hicreler arasi sagilmalardan
sorumludur (69). Tim bu glikoproteinler icerisinde 5 zarf glikoproteini (gB, gD,
gH, gL ve gK) hiicre kiiltiirii igerisinde ¢ogalmak icin gerekliyken, kalan 5 tanesi
(0C, gE, gG, gl ve gM) esansiyel degildir (70). Ayrica timidin kinaz (tk),
ribonukleotid rediktaz (RnR) ve Deoksiuridin 5'-trifosfat nikleotidhidrolaz
(dUTPaz) enzimleri de viris icin esansiyel degildir (71).

Gunumuzde BHV-1’e karsi canli-modifiye asi, inaktif as1, subunit as1 ve
markir as1 gibi farkl as1 gesitleri gelistirilmistir. Modifiye canli asilar sigir ya da
tavsan doku kiiltiiriinde seri pasajlanarak elde edilen mutant virisler araciligiyla
elde edilmistir (68). Ornegin, Zygraich ve ark. (1988) sicaklik permisif RLB 106
susunu nitroz asit (HNO) ile seleksiyona tabii tutarak canli atteniie-mutant virus
eldesi saglamistir (72). Canli modifiye asilarin ticari kas i¢i ve nazal uygulanabilen

cesitleri mevcut olup 40-96 saat icerisinde bdlgesel interferon dretimi ile
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koruyuculugu sagladigi bilinmektedir (73). Nazal yol ile uygulanan asilar IgA
salgilanmasini saglar ve hiicre aracili immuniteyi uyarir. Ayrica gebe ineklerde
abort olugsma riski olmadigi i¢in guvenlidir (74). Bu asilarin en Onemli
dezavantajlar1 sahadaki vahsi tip suslardan aymriminin zor olmasi, genetik
rekombinasyon araciliiyla viriilensinin yiikselebilmesi ve uygulamay: takiben
latent hale gelebilmesidir (68, 75, 76).

Oli ya da inaktif asilar modifiye canli asilarin dezavantajlari dolayisiyla
gelistirilmistir. Bu agilar abort veya latentlik olusturmamakta, ancak saha suslarinin
latentligini 6nlememektedirler (74). Olii asilar hiicre kiiltiiriinde cogaltilan BHV-
1’in fiziksel yontemler ile inaktif edilmesiyle elde edilmektedir. Ornegin, Ruiz-
Séenz ve ark. (2013), BHV-1 saha izolatin1 (Cérdoba-2) MDBK hiicre hattinda
cogaltarak BEI (binary ethylenimine; ikili etilenimin) ile inaktif hale getirmistir
(77). Ote yandan subunit asilar BHV-1 igin gB, gC ve gD gibi immiinojenik viral
yapi taglarinin sentezlenmesiyle Uretilen asilardir. Serum antikor titresi ve deneysel
olarak saha suslarina karst koruma orami karsilastirildiginda gB, gD veya gE
glikoproteinlerinin yalniz birisinin subunit olarak uygulanmasi, inaktif asilardan
daha yiiksek koruma saglamaktadir (78). Ornegin, gD geninin transmembran ¢apa
parcasinin kesilmis versiyonu, sigir 1s1 sok proteini (hsp70) kontrolii altinda
43°C’de MDBK hiicre hattinda agiklatilarak VSA-3 ile birlikte subunit as1 olarak
kullanildiginda mukozal imminiteyi uyardigi ve notralizan antikor olusumunu
tetikledigi bildirilmistir (79).

BHV-1 markir asilari, siiriilerde asili-enfekte ayrimini yapabilmek igin
(DIVA; Differentiation of Infected and Vaccinated Animals) virlise ait bazi

genlerin silinerek attentie edilmesi yoluyla elde edilmektedir (Sekil 3). Bazi1 yapisal
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protein genlerinin (6rn; gC, gE) ya da niikleik asit metabolizmasinda rol oynayan
yapisal olmayan protein genlerinin (6rn; tk, dTPUaz) silinmesi viriilensi azaltirken
in vitro viral replikasyona kayda deger bir etki gostermemektedir (74, 75).
Kaashoek ve ark. (1998) vahsi tip Lam susundan HR araciligiyla gC-, gE-,
0G, gl', gl/gE” ve gE" (frameshift mutant1) varyantlarmi olusturabilmek icin
virQsun her bir geninin homoloji kollarini tasiyan plazmid ile birlikte transfekte
etmiglerdir. Daha sonra tiim mutant varyantlar sigirlarda patojenik Iowa susuna
kars1 denenmis, gC mutantinin yiiksek viriilent gosterdigi, gl/gE™ mutantinin
immunojenik olmadigi, gG’nin giivenli olmadig1 ve reaktive olabilecegi ve gE™ ve

gG’nin en uygun as1 aday1 oldugu sonucuna varilmistir (80).

BoHV-1 BoHV-1 BoHV-1
saha susu ile attenue canl MarknrAgl
enfeksnyon a.gn

MY MY

0 \”ﬂ/ Anti gB 0 \”“/ Anti gB Hﬂ Anti gB

H\\["]//Anti gE H \\”“// AntigE

Sekil 3: gE geni silinen bir BHV-1 markir agisinin enfekte ya da atteniie canli asi
ile agilanan sigirlardan ayirt edilmesi (DIVA). Saha susu ve atteniie canli as1 susu
inokule edilen sigirlarda virlis gE geni tasidigindan gB ve gE proteini pozitiftir.
Ancak gE “markir” bir asida gE proteini bulunmadigindan negatif olarak

saptanmaktadir.
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BHV-1 tk geni virulens belirleyici genlerden birisi olup viral replikasyon igin
gerekli degildir; dolayisiyla gen silme yoluyla Uretilen atteniie canli agilarda siklikla
hedef gen vazifesi gormektedir (81). Yapilan ¢alismalar olusturulan mutasyonlarin
virisun viriilensini azalttigi, viristn reaktive olma ihtimalini diistirdiigi, virlent
tk" suslara karsi koruyuculuk sagladigi ve bu suslarin sensorik gangliyaya
yerlesmesine engel oldugu fare, gine domuzu ve tavsanlarda yapilan model
caligmalar ile gosterilmistir. Yapilan in vivo ¢alismalar, tk virlis mutantinin yiiksek
diizeyde atteniie ve hiicre kiiltiiriinde stabil oldugunu gostermistir (82).

Ote yandan tk/gC" ¢ift delesyonlu mutant virlisiin iiretimi icin saha susu (Los
Angeles) 6nce 1-3-D arabinofuranoziltimin ve 5-bromodeoksitridin i¢eren ortamda
cogaltilan tavsan hiicre kiiltiiriinde pasajlanarak atteniie edilmis, sonra da tk
geninden 343 b¢. uzunlugunda bir parga silinerek gen nakavti saglanmistir. Elde
edilen bu susun gC geni iizerine 1535 bazlik markir kasedi eklenerek bu gen de
inaktif hale getirilmistir (83). Mutant tk/gC™ ¢ift delesyonlu asinin etkinligi
(IBRV(NG)dItk), wvirulensi yiiksek Cooper susu karsisinda denenmis, asil
gruplarda sistemik hastalik olusturmadig bildirilmistir. Ayrica anti gC spesifik
blok ELISA ¢alismasi ile asili ve hasta hayvanlarin ayirimi basarili bir sekilde
ortaya konulmustur (84).

Glikoprotein E, tk- ve gE/tk” ¢ift delesyonlu mutant virlsin Gretimi igin saha
susu (Lam) genomunun tk ve gE geninin 5° ve 3° homoloji kollar1 pUC18
plazmidine klonlanmistir. Bu plazmid ile birlikte embriyonik sigir trachea (EBTr)
hlcrelerine birlikte transfekte edilerek rekombinasyon yolu ile istenilen genlerin
delesyonu saglanmistir. Sigirlarda yapilan calismalar tk nakavt susun rezidiial

viriilense sahip oldugunu, ancak QE/tk® mutant varyantin aviriilent oldugunu
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gostermistir. Ayrica gE delesyonunun immunojeniteyi koruyarak viriilensi oldukga
diisiirdiigii, dolayisiyla 6nemli bir BHV-1 markir as1 aday:r olabilecegini ortaya
koymustur (85). Ancak tk nakavtinin viriilens reversiyonunu ihmal edilebilir
seviyeye indirdigi bilinmektedir (86). Gunumuzde gE/tk™ c¢ift nakavt markir asi
basta Ingiltere olmak iizere birgok iilkede lisansl olarak kullanilmaktadir. gE” asilar
ise ihracat1 yapilacak sigirlarda kullanilmamaktadir (87).

BHV-1 DNA agsilari, giivenli olmasi, koruma siiresinin daha uzun olmasi ve
sigirlarda ¢ogu zaman maternal anti-BHV-1 antikorlarinin bulunmas: gibi
sorunlarin tlstesinden gelmek i¢in gelistirilmis alternatif bir yol olup ekspresyon
plazmidinin konak canliya direk enjeksiyonu seklinde uygulanmaktadir (75).
Ormegin, gD ekspresyon plazmidinin BALB/c farelerde yiiksek titrede gD antikor
yanit1 olusturabildigi ve sigirlarda viriilensi yiliksek vahsi tip (strain 108) susa karsi
kayda deger koruma sagladigi bildirilmistir (88).

BHV-1 multivalan asilar1, farkli ailelere mensup virtslerin antijenik
genlerinin herpesvirils genomuna eklenerek agiklatilmasi yoluyla elde edilir.
Ornegin, Taylor ve ark. (1998) BHV-1 genomu Uzerindeki gE geni pUC18 orjinli
bir dondr plazmidi (p531) araciligiyla bovine respiratory syncytial virise (BRSV)
ait G (glikoprotein) geni ile degistirilmis, gE promoteri bu genin ifadesi ic¢in
kullanilmastir.  Uretilen rekombinant viriis intranasal ve intratracheal olarak
uygulanarak vahsi tip BRSV ile karsilastirildiginda nazofarengeal ekskret birikimi
ve pneumonik lezyonlarin goriilmesini kayda deger miktarda azalttig
gbzlemlenmistir (89). Aymi sekilde, bovine viral diare virist (BVDV)’ye ait E2
glikoproteini ve domuz yalanci kuduz virisi (PRV) gC glikoproteini tasiyan

rekombinant BHV-1 ¢alismalar1 da mevcuttur (90, 91).
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3.5. Gallid herpesvirus 1 Enfeksiyonlar: ve As1 Stratejileri

Enfeksiy0z laringotrakeitis (ILT), enfekte pili¢ ve yetiskin tavuk siiriilerinde
yiiksek mortalite ile seyreden, ayn1 zamanda karkas agirlig1 ve yumurta kaybina yol
acan viral solunum sistemi hastaligidir. ILT nin siddetli enzootik formu agir
solunum gii¢liigii ve solunum yetmezligi, kanli mukus ekspektorasyonu ve yiiksek
mortalite ile seyrederken hafif ve bazen “enzootik” olarak adlandirilan formu
mukoid trakeitis, siniizitis, sagliksiz ve zayif postiir ve diisiik mortalite ile
karakterizedir (67).

Taksonomik olarak enfeksiyoz laringotrakeitis virtst (ILTV) Herpesviridae
ailesinin Alpaherpesvirinae alt ailesine mensup, Iltovirus genusu icerisinde,
Psittacid alphaherpesvirus 1 ile birlikte, Gallid alphaherpesvirus 1 (GaHV-1)
olarak smiflandirilmistir. ILTV, ortalama 80-100 nm boyutundaki ikozahedral
niikleokapsid ve Uzerinde civiye benzer glikoproteinleri barindiran, toplamda 195-
250 nm boyutunda viral zarf partikiiliinden ibaret bir yapidir (36). Ortalama 155
kb¢. uzunlugundaki DNA genomunun 76 adet proteini kodladigi bilinmekte ve
diger herpesvirislerde oldugu iizere bazilart DNA replikasyonunu dizenleyici
enzimler bazilar1 da viral yapi proteinleridir. Bu genlerin 63 adedinin gerek
bulundugu pozisyonun benzerligi, gerekse translasyon iriiniinin Kkarakteri
bakimindan prototipik alfaherpesviris, herpes simpleks viris 1 (HSV-1)’e
benzemektedir. gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL ve gM glikoproteinleri HSV-
1’in homologudur. Ote yandan ORF A-E, ULO ve UL(-1) genleri yalnizca iltovirus
genusuna ait viruslerde bulunmaktadir (92).

Yapilan gen mutasyon calismalar1 viriste esansiyel olmayan genleri ortaya

¢ikarmis, bu mutant virlslerin virtilensi in vivo ve in vitro olarak test edilmistir.

25



Ormegin, gG (US4) sekresyon protein genleri; gJ (Us5), gN (U.49.5), gM (U.10)
zarf protein genleri, U 47 major tegiment protein geni, dUTPaz, tk gibi diizenleyici
genler, ORF A-E ve ULO gibi fonksiyonu tam olarak aydinlatilamamis genler
esansiyel olmayan genler olarak kabul edilmektedir (92).

Hastaliga kars1 koruma ve kontrol amaciyla iki farkli as1 tipi tanimlanarak
ticarilestirilmistir. Bunlar “Birinci nesil” canli atteniic asilar ve “ikinci nesil”
rekombinant viral vektdr asilaridir. Tlk canli atteniie asilar viriisiin embriyolu tavuk
yumurtasinda (Chicken Embryo Origin: CEQO) ya da hucre kiltirtinde seri
pasajlanarak (Tissue Culture Origin; TCO) atteniie edilmesi yoluyla elde edilmistir
(93, 94). Virusln izolasyonunun ardindan, koryoallantoyik zara aktarilarak
pasajlanmasi ilk olarak Brandy ve ark. (1935) tarafindan tanimlanmistir. Daha
sonra oOzellikle ellili ve altmishi yillarda tizerinde calisilan seri pasajlanmalar
sonrasinda virtste kayda deger miktarda viriilens kaybi elde edilmis, dolayisiyla
giivenli ve etkin bir as1 eldesi saglanmistir (93, 95). Ornegin, Hudson susu, saha
izolatinin embriyolu tavuk yumurtasinda 191 nesil pasajlanarak attentiasyonu ile
elde edilerek intranasal, intratrakeal ve okiiler uygulanabilirligi tanimlanmistir (96).
Ote yandan Cover ve Benton (1958) ilk kez sahadan izole edilen bir viriistin (virus-
146, sonralar1 “CEO Cover as1 susu” olarak adlandirilacak) diisiik viriilens 6zellik
gosterdigini ve inratrakeal uygulamalarda 19 gune kadar koruyuculugunun
oldugunu bildirmistir (97). Gelenczei ve Marty (1964) L-6 susunu hindi ve tavuk
kokenli, bobrek veya karaciger primer hiicre hatlarina adapte etmis en az elli nesil
pasajlayarak atipik lezyon olusturan varyant ortaya ¢ikarmistir. Bu attendie virGsin
okiiler ve intranasal yol ile uygulandiginda minimum 22 hafta bagisiklik

olusturabildigi ayn1 ¢alismada bildirilmistir (94). Kanatli endiistrisinin biiylimesi,
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hizla uygulanacak ve ucuz canli as1 talebini dogurmus, bu noktada CEO asilar sprey
ya da oral forma kavusurken TCO asilar ise okiiler kullanim ile sinirli kalmistir.
Uzun slre hayvan besleme gerektiren yumurta tavukculugunda ILT’ye karsi
asilama standart hale gelmis, broiler siirtilerinde ise ancak salgin durumlarinda ortii
(blanket) agilama uygulanmigtir (98).

Saha kosullarinda CEO temelli asilarin 6zellikle oral yol ile uygulandiginda
hayvanlarda solunum yetmezligi ve 6liimlere neden oldugu, bir as1 basarisizlig
olarak ortaya konulmustur (99). Daha sonra, Guy ve ark. (1990) TCO ve CEO canli
atteniie asilar1 embriyolu tavuk yumurtasinda 20 nesil pasajladiktan sonra virusleri
tavuktan tavuga pasajlayarak CEO tipi canli atteniie asilarin tekrar yiiksek virllens
Ozellik kazanarak mortaliteye ve siddetli solunum sendromuna yol acabildigini
bildirmistir (100). Ginimizde gerek TCO gerekse CEO as1 suslari asili canlilardan
asisiz canlilara temas yoluyla bulasma gostermekte ve 6zellikle CEO asilarin gerek
okiiler yolla asilanan gerekse asilanmamis canlilarda konjuktiva ve trakeada hizh
bir sekilde gogalabildigi bilinmektedir (101). Ote yandan Avusturalya’da salgin
meydana getiren ILTV siif 8 ve 9 olarak siniflandirilmig virlisiin aslinda sinif 1
olarak kabul edilen, SA2 ve A20 as1 suslar1 ve Avrupa kokenli sinif 7 Serva as1 susu
arasinda meydana gelen rekombinasyonun bir iiriinii oldugu yapilan tam genom
analizi ve RFLP haritalandirma ile ortaya konulmustur (102).

“Ikinci nesil” olarak adlandirilan rekombinant asilar canlidan canliya
bulasmamasi, viriilens 0Ozelligi tekrar kazanmamasi, latent enfeksiyon
olusturmamasi veya rekombine olmamasi gibi 6zelliklerinden dolay1 daha guvenilir
oldugu bilinmektedir (103). Ayrica rekombinant asilar in ovo olarak emniyetle

uygulama imkani sunmaktadir (98). Rekombinant asmin {retimi amaciyla
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kanatlilarda bagisiklik sistemini uyardigi bilinen bazi virusler vektdr omurgasi
olarak kullanilmistir. Ornegin, ILTV’ye ait gB geninin kanath ¢igek virlisii (FPV)
tizerinde agiklatilmasi denenmis, bu amagla gB polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ile cogaltilarak FPV’ye ait erken-ge¢ promotoruna (EP2-LP2), LacZ geni ise FPV
pll promotoruna baglanarak “EP2-LP2-ILTVgB-pll-LacZ” seklinde uzun bir
kaset olusturulmustur. Bu kaset tasiyic1 plazmid vektor araciligi ile FPV 017 susu
ile enfekte edilmis, primer tavuk fibroblast hicrelerine transfekte edilerek
rekombinant virus elde edilmistir. Rekombinant virusler LacZ markiri kullanilarak
ptrifiye edilmistir. Daha sonra 35 giinliik pili¢lerde vahsi tip ILTV, ticari kanatl
cicek virtsi ve ILTV agist ile denenmis, Vvirls sagilimi, klinik hastalik tablosu,
mortalite ve antikor yaniti bakimindan degerlendirilmistir. Sonugta ILTV-gB’nin
canli agtya gore daha uzun siire antikor yanit1 olusturabildigi, ancak trakeadaki viral
cogalmay1 azaltamadigi ortaya c¢ikarilmistir (104). Benzer sekilde Meleagrid
alphaherpesvirus 1 (hindilerin herpesvirisi) vektor olarak kullanilmis, ILTV ’ye ait
Us6 (gD) ve Us7 (gl) genleri bu vektorde agiklatilmistir. Vagnozzi ve ark. (2012)
her iki rekombinant asiy1 TCO ve CEO canli agilar ile beraber 35 ve 57 giinliik
broilerlerde ILT vahsi tip sus ile (strain 63140) karsilastirmali enfeksiyon
denemeleriyle test etmistir. Calismada hindi herpesvirls tabanli asilarin akut klinik
tablo olusumunu engelledigi, ancak immiin yanit olusumunun geciktigi; ayrica 35
giinliik broiler siiriilerinde TCO agisina gore trakeal viral yiikii azaltmakta daha
etkisiz oldugu bildirilmistir (105).

In vitro ve in vivo ortamda stabil, gen silinmis, canli atteniic GaHV-1’in
olusturulabilmesi i¢in buglne degin viriilens iligkili 20 farkli gen tanimlanmus,

bunlardan bazilarmin nakavtinin potansiyel asi susu olabilecegi diistiniilmustiir
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(98). Ornegin, konakg1 adaptif bagisikligini diizenleyen kimokin baglayici protein
(gG) nakavt ILTV susu (ILTVAQG) SA2 ve A20 as1 suslari ile beraber saha susuyla
kargilastirmali olarak 28 gunlik tavuklarda test edilmis, gG negatif susun klinik
enfeksiyon tablosu ya da trakeal patolojiye neden olmadigi ve saha susunun trakeal
mukozadaki yiikiinii kayda deger miktarda azalttig1 tespit edilmistir (106). Ayni
sekilde ORFC nakavt olusturulmak {izere yfp ve kanamisin diren¢ gen kaseti HR
aracilig1 ile ORFC pozisyonuna yerlestirmis, daha sonra yfp ikinci bir HR islemi ile
cikarilmigtir. ILTVAORFC susu tavuklara farkli metotlar ile uygulanarak virllent
saha susuna kars test edildiginde in vitro zararl etkisinin olmadigi, trakeal/okuler
yol ile uygulandiginda 6nemsiz diizeyde trakeal lezyon olusturdugu, ayrica okiler
yol ile uygulandiginda saha susuna karsi TCO tip as1 diizeyinde koruyabildigi
sonucuna varilmistir (107).

GaHV-1 genomu uzerinden silinen gen yerine yabanci bir viral antijenin
eklenerek aciklatilmasi prensibi de basariyla uygulanagelmistir. Ornegin, Pavlova
ve ark. (2009) ILTV genomu U. 50 (dUTPaz) gen pozisyonuna kus gribi (H5N1)
hemaglutinin ve néroaminidaz genleri yine HR aracili olarak ayri ayr1 eklenerek
rekombinant bivalan as1 denemesi gergeklestirmistir. Alt1 haftalik leghorn
tavuklarinda yiiksek patojeniteli HSN1 (VietnamO05 ve Italya 98) suslari ile yapilan
as1 denemelerinde AU50-H5 ve AUL50-N1’in birlikte uygulanmasinin hastaliga
kars1 korudugu ancak sadece UL50 nakavtinin yeterli atteniiasyonu saglamadigini
gostermistir (108). Ayni sekilde, Newcastle hastaligi virlistine ait F geni Us9 gen
pozisyonuna yerlestirilmis, yapilan in vitro ve in vivo testlerde US9 nakavtinin

yeterli atteniiasyonu sagladigi, ILTVAUS9-F susunun da diisiik dozlarda tek
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uygulamada zayif humoral yanita ragmen her iki hastaliga kars1 yeterli klinik
korumay1 saglayan bir bivalan asi olma potansiyeli tasidigi gosterilmistir (109).
Rekombinant gen nakavt tipi asilarin olusturulmasinda asinin giivenligi ile
etkin koruyuculugu arasindaki dengenin saglanmasi son derece kritik bir 6neme
sahiptir. Viriilens iligkili genler ¢cogu virus ailesi igin birden fazla gene bagh
olmakla beraber dengeli asmin saglanmasi igin dogru kombinasyonlar
gerekebilmektedir (98). Ote yandan rekombinant as: adaymi tretecek metotlar cok
uzun zaman alan ve fazlaca laboratuvar pratigi gerektiren metotlar olup transfer
vektorlne ihtiya¢ duymakta ve birgok kere plak saflastirmas: gerektirmektedir. Bu
bakimdan yeni nesil genom diizenleme yaklasimlari bazi kanatli hastaliklar1 (6rn;
Newcastle hastaligi, kus gribi ve enfeksiydz bronsitis virGsleri) ya da sigir
hastaliklar1 (6rn; parainfluenza 3 ve bovine viral diyare virusleri) koruma
programlar1 i¢in kullanilacak givenli ve etkili asi vektort Gretimini mimkin
kilmaktadir. Bu noktada CRISPR-Cas9 mekanizmasinin kesfi genetik seviyede
mudahale Uzerinde 6nemli bir doniim noktast olmustur. Bu yaklasim, memeli
hlcrelerinde genom diizenlemede (110), model hayvanlarin genetik modifikasyon
calismalarinda ve herpes simpleks virls tip 1, adenoviris, yalanct kuduz virQsd,
vaccinia virus, Epstein—Barr virlls, gine domuzu sitomegaloviriist, hindi
herpesvirlsi (HVT) ve 6rdek enteritis virlisi (DEV) gibi cesitli DNA virlslerinin
genomik mudahalesinde kullanilmaktadir (111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118,
119). CRISPR/Cas9 metotu ile birlikte Cre-Lox rekombinasyon sistemi daha
Onceden tanimlanmis LOXP bolgesinin (34 bazlik DNA sekansi) kesilmesi igin
kullanilabilmekte, dolayisiyla her iki tarafinda LoxP motifi bulunan genin

¢ikarilmas1 mimkin olabilmektedir (120).
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Ydratulen bu calismada yiksek verimli, glvenilir ve hizli NHEJ-
CRISPR/Cas9 ve Cre- Lox aracili genom dlzenleme teknikleri kullanilarak
belirlenmis virllens faktoru silinirken ayni anda istenilen bir viral antijen
yerlestirilerek rekombinant, multivalan ve glvenli as1 vektOrinin Uretimi
amaglanmistir. Bu yaklasim igin Alphaherpesvirinae alt ailesi igerisinde bulunan,
hayvan yetistiriciliginde Onemli sayilan iki hastaligin etkeni olan Bovine
alphaherpesvirus 1 ve Gallid alphaherpesvirus 1 ajanlari model olarak alinmistir.
Bovine alfaherpesviris i¢in oncelikle tk nakavt edilerek bu pozisyona eklenecek bir
floresan gen araciligi ile reporter virus dretilmesi tlizerinde calisilmistir. Ayni
zamanda tk nakavt gfp gen kasedi tasiyan Gallid alphaherpesvirus 1 susu igin ikinci
bir virilens faktori olan U 50 geni yerine Newcastle Hastalig1 virtistine ait flzyon
geni (F) eklenmistir. Reporter markir gen Cre-Lox sistemi ile virlsin ekspresyon
kapasitesine veya stabilitesine zarar vermeksizin gikarilmistir. Bu potansiyel as1
aday1 sus, eklenen gen proteininin stabil ekspresyonu, replikasyon kinetigi ve in
vitro karakteristigi yoninden degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda NHEJ-
CRISPR/Cas9 ve Cre-Lox sistemi birlikte ILTV temelli rekombinant as1 Gretmede
oldukca verimli bir yontem oldugu, geleneksel rekombinasyon tekniklere gore

avantajli yonlerinin bulundugu kanitlanmistir.
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4, GEREC VE YONTEM

4.1. Hicre Kultara ve Virus

Gallid Alphaherpesvirus 1 A489 susu Amerikan Tipi  Kultir
Koleksiyonu’ndan (ATCC; American Type Culture Collection) elde edilmistir.
Virustin gogaltilabilmesi igin Leghorn Male Hepatoma (LMH) hucreleri (ATCC®
CRL-2117™), %10 fotal sigir 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)
iceren Dulbecco’s Modifiye Eagle Medyumu (D6546, Sigma-Aldrich, MO, USA)
kullanilarak 37°C sicaklikta %5 CO; altinda ¢ogaltilmistir.

Bovine Alphaherpesvirus 1 Cooper susu Firat Universitesi Veteriner
Fakdltesi Viroloji Anabilimdali laboratuvarina ait viriis koleksiyonundan temin
edilmistir. Virusiin ¢ogaltilacagt VERO E6 hiicre hatti (ATCC® CRL-1586™)
LMH hiicre hatt1 i¢in hazirlanan vasat formilasyonu kullanilarak, ayni sartlar
altinda ¢ogaltilmistir.

Her iki virus de dretilen hicre kiltirlerinde gogaltilmus, titresi belirlenmis ve
caligmanin gergeklestirilecegi giine kadar — 80°C dondurucuya kaldirilmistir. Bu
amacla, her iki hucre kalturi de T25 flasklarda ftiretilmis, ortalama ~ %90
yogunluga ulastiginda PBS solusyonu ile 2 kere yikanmis, 900 pl %2 FBS’li
medyum ile her birine 100 pl virls suspansiyonu inokule edilmistir. Hiicreler 37°C
sicaklikta %5 COg sartlarinda 3 saat inkiibasyon sonunda 1 ml inokulum dokilerek
yerine 5 ml %2 FBS iceren DMEM ilave edilmis ve inklbasyona birakilmistir.

Hicrelerde 72 saatin sonunda karakteristik olarak goériilen yuvarlaklagsma, sinsitya

32


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

olusumu ve BHV-1 i¢in karakteristik olan “{iziim salkimi goriinimii”
gbzlemlenmistir.

Her iki virtisiin konsantre miktar tayini plak test ile gergeklestirilmis ve “plak
forming unit” (pfu) olarak hesaplanmigtir. Bu amacla Baer ve Kehn-Hall (2014)
tarafindan tarif edilen geleneksel agaroz kaplama metotu mevcut iki herpesviriis
icin uygulanmistir (121). Kisaca, standard morfoloji gdsteren hicre hatlari 6
kuyucuklu pleytlere ekilerek ortalama %90 monolayer olmasi saglanmis ardindan
her iki virls hiicre hatlarina inokule edilerek 37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir.
Hiicreler PBS ile yikanarak %0,6 diisiik 1sida eriyen agaroz (Invitrogen, ABD) ve
2X DMEM ile hazirlanan overlay medyumu ile kaplanarak 37°C’de 5-7 giin inkiibe
edilmistir. Inkubasyonun 5-7. giiniiniin sonunda 1 ml. %10 formaldehit soliisyonu
ile her bir kuyucuktaki hiicreler fikse edilmis ve %1 kristal violet solisyonu (%20
etanol ile ¢ozdiiriilmiis) ile boyanmistir. Gézlemlenen plak sayist pfu/ml birimi

olarak hesaplanmis ve -80°C’de muhafaza edilmistir.

4.2. Donoér Plazmidinin ve gRNA Oligolarimn in silico Tasarim

ILTV A489 susu U 50 genine ait 1251 b¢. uzunlugundaki genetik kod sekansi
hedef sekans olarak secilerek bu sekansa uygun CRISPR kilavuz RNA’larin
tasarimi, cevrimici tasarim programlart  kullanilarak  gergeklestirilmistir
(http://crispr.mit.edu/). Bu amacgla U 50 igin toplam 128 adet gRNA baglanma
bolgesi tespit edilmis, bunlar igerisinden hedef dahili skoru ve hedef harici skoru,
GC% orani, dimerizasyon skoru parametrelerine gozetilerek en uygun iki adedi

calisma i¢in belirlenmistir.
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BHV-1 Copper susu TK genine ait 1080 b¢. uzunlugundaki kodlama sekansi
hedef sekans olarak secilmis, bu sekansa uygun CRISPR kilavuz RNA’larin
tasarimi, ayn1 yontem ile gergeklestirilmistir. Bu amacgla hedef olarak gz 6niinde
bulundurulacak toplam 128 adet aday kilavuz baglanma bdlgesi tespit edilerek en
uygun U¢ adedi ¢alisma i¢in belirlenmistir. Calismada belirlenen kilavuz RNA

adaylar1 Tablo 3’de gosterilmistir.

#  Virus Ad Sekans PAM
1 sgl42-fwd  CACCGATCGTGCGCCAGTACGCCAT AGG
sgl42-rev AAACATGGCGTACTGGCGCACGATC
5 BHV-1 sgl79-fwd = CACCGCGCCGCGAGGATCCCACTTA AGG
sgl179-rev AAACTAAGTGGGATCCTCGCGGCGC
3 sg435-fwd  CACCGGAGGCAGTAGCGGGCGAAG GGG
sg435-rev AAACCTTCGCCCGCTACTGCCTCC
4 sgUL50-F1 | CACCGTATTCACGCAGGTGACCGAG TGG
LTV sgUL50-R1  AAACCTCGGTCACCTGCGTGAATAC
5 sgUL50-F2 = CACCGATGATATGGTGTCGCACCT GGG

sgUL50-R2  AAACAGGTGCGACACCATATCATC

Tablo 3: Calismada kullanilan kilavuz RNA ¢iftleri ve genom uzerindeki PAM

sekanslari.

Dondr plazmidin in silico tasarimi i¢in plazmid veri tabaninda mevcut
plazmidlerin sekanslar1 incelenmis, gerekli gen ve motiflerin kod sekanslari
edinilerek uygun ¢evrimdisi program (Geneious Prime® 2019.0.4) araciligiyla
birlestirilmistir (122). Plazmid omurgasi olarak pcDNA3.1(+) (Addgene #2093)
olarak belirlenmistir. Toplam 810 b¢. uzunlugundaki sitomegaloviriis (CMV)
promoter ve enhancheri ile 225 b¢. uzunlugunda sig@ir biiyiime hormonu
poliadenilasyon bdlgesi icin pcDNA3.1-mCherry plazmid sekansi (Sequence ID:
MH325107.1) kaynak olarak kullanilmis, ardindan olusturulan bir polilinker

boélgesinin 3" ucuna V5 tag sekansi (GKPIPNPLLGLDST) eklenmistir. Bu kaset
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“MCS1” olarak adlandirilmistir. Insan elongation faktorii EF-1-alfa gen promoteri
(943 bg.) ve tavsan beta globdilin poliadenilasyon bélgesi (56 bg.) icin pEF-GFP
sekans1 (Addgene #11154) kaynak olarak kullanilmistir. Bu bolgeye de bir
polilinker bolgesi eklenerek 3" ucuna FLAG tagi (DYKDDDDK) ilave edilmistir.
Bu kaset ise “MCS2” olarak adlandirilmistir.

Daha 6nceden tanimlanmis 34 bg.’lik LoxP sekansi (123) MCS2 kasedinin 5°
ve 3' uclarma eklenerek bu kasedin gerektiginde ¢ikarilabilir olmasi saglanmigtir.
MCS1 i¢in kilavuz RNA-B adli tuzak (bait) sekans (124) eklenmistir. Her iki kasedi
iceren par¢anin plazmidden serbest kalmasini saglayacak kilavuz RNA-A (125) ise
tum tasarimin her iki ucuna birden eklenmistir. Olusturulan bu tasarimin ucuna ise
BsmBI restriksiyon enzim motifi eklenerek pcDNA3.1(+) iizerine klonlanmasina
olanak saglanmistir. In silico tasarim1 yapilan bu yap1 (1444 bg.) sentezletilerek bu
islemi yapan firmaya (Source Bioscience, NH, ingiltere) verilen protokol
dogrultusunda pcDNA3.1(+) Uzerindeki Mfel ve Bbsl pozisyonuna klonlanmasi
gerceklestirilmistir.  Sonucgta istenilen genlerin  klonlanacagi 6955 bg.

uzunlugundaki tasiyict vektor plazmidi ()CDNA3-CRISPR-Lox) elde edilmistir.
4.3. gRNA oligolarinin Plazmide Klonlanmasi ve Transformasyon

Tasarlanan gRNA oligolarmin pX459 (Addgene #62988) plazmidine
klonlanmasi i¢in ZhangLab tarafindan 6nerilen standart “Hedef Sekans Klonlama
Protokolii” esas alinmustir.

a. pX459 plazmidi linearize edilmis ve defosforilazyon islemi

gergeklestirilmistir.
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1ug pX459 plazmidi

1pl Bbsl-HF (NEB, MA, ABD)

1l FastDigest Bbsi (NEB, MA, ABD)

1l FastAP Alkali Fosfataz (NEB, MA, ABD)
1l 10X FastDigest Buffer (NEB, MA, ABD)
X ul ddH.0

20 ul Toplam

37 °C 1 sa. inkibe edilmistir.
b.  Linearize plazmid jel elektroforezi ile elde edilerek jel purifikasyon Kiti
(QIAEX 11 Gel Extraction Kit, Qiagen, Almanya) ile saflagtirilmistir.

C. Her bir ¢ift oligo (bkz. Tablo 3) anneal edilmistir:

1l Forward gRNA (100 uM)

1l Reverse gRNA (100 uM)

1l 10X T4 Ligasyon Buffer (#B0201S, NEB, MA, ABD)
6.5 ul ddH.0

0.5l T4 Polintkleotid Kinaz (#M0201S, NEB, MA, ABD)
10 pl Toplam

37 °C 30 dk, 95 °C 5 dk ardindan 25 °C’ye diisiiriilmiistiir (saniyede 5
C° azaltilmistir)
d.  Anneal edilen oligonikleotid ve linearize plazmid ligasyon reaksiyonu

ile klonlanmistir. Asagidaki reaksiyon 25 °C 30 dk inkiibe edilmistir.
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f.

50 ng Bbsl ile kesilerek linearize edilen plazmid

1yl Anneal edilen gRNA cifti (1/200 seyreltilmis)

5 ul 2X Quick Ligation Buffer

X ul ddH.0

10 pl Toplam

+1 pl Quick Ligase (Quick Ligation™ Kit, NEB, Ingiltere)

11 pl Toplam

Ligasyon reaksiyonuna PlasmidSafe ekzonilikleaz uygulanarak

istenmeyen rekombinasyon driinlerinden arindirtlmistir.

11 pl Ligasyon Reaksiyonu

1.5l 10X PlasmidSafe Buffer (Plasmid-Safe™ ATP-Dependent
DNase, Biosearch Technologies, USA)

1.5l 10 mM ATP

1ul ddH20

15 pl Toplam

Ligasyon driininun E. coli’ye transformasyonu gergeklestirilmistir: 15

pl Ligasyon reaksiyonu + 50 pl Dh5a kimyasal kompetan E. coli hiicre

hatt1 (Katalog No: 18258012 ThermoFisher, MA, ABD) buzda 15 dk

inkiibe edilmis, ardindan 42 °C 45 sn. 1s1 sokuna maruz birakilmis ve

tekrar buza alinarak 5 dk inkiibe edilmistir. Ardindan 200 pl S.0.C

medyumu eklenerek 37 °C 150 rpm’de 1 sa. inkube edilmistir.

Ardindan 100 pg/ml Ampicillin iceren LB agara yayilarak 37 °C’de 1

gece inkiibasyona birakilmaistir.
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Elde edilen kolonilerden 5 adedi secilerek 100 pg/ml Ampicillin iceren
5 ml. LB broth s1v1 besiyerine alinarak 37 °C 150 rpm’de 18 sa. inkiibe
edilmistir.

Elde edilen transforme bakteriler 8000 x g’ de 15 dk santrifiij edilerek
Plazmid DNA izolasyon Kiti ile (QIAprep Spin Miniprep, Qiagen,
Almanya) ile iiretici firmanin protokolii uyarinca plazmid DNA eldesi
gerceklestirilmistir. Rekombinant DNA, nanodrop (NanoDrop™ 2000,
Thermo Scientific, ABD) ile olgllerek degerlendirilmis, 100 ng/pl
olacak sekilde ayarlanarak dogrulama primeri ile Dbirlikte
sekanslatilmigtir (Sekanslama Primeri CBh-Fwd:
TTTATGGCGAGGCGGCGG).

Dogrulanan koloniler %25 gliserol iceren siispansiyon ile dondurularak

— 80 °C’de muhafaza edilmistir.

4.4. Donor Plazmidin Olusturulmasi

4.4.1. DsRed’in Klonlanmasi

a.

Kirmizi floresan proteini (rfp) kod sekansi olan DsRed geni pcDNA3.1-
DsRed geninden amplifiye edilmistir. Bu amagla proofreading 6zellikli
polimeraz (Q5® High-Fidelity DNA Polymerase, NEB, MA, ABD)
kullanilmigtir.  Polimeraz ~ Zincir Reaksiyonu (PZR) asagidaki

parametrelere gore hazirlanmistir.
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5X Q5 Reaksiyon Tamponu (NEB, MA,
10 ul (1X konsantre)

ABD)

10 mM dNTP mix (Invitrogen, ABD) 1 pl (200 pM)
10 uM DsRedClon2F 2.5 ul (0.5 uM)
10 uM DsRedClon2R 2.5 ul (0.5 uM)
Plazmid DNA (pcDNAS3.1-DsRed) 500 ng

High-Fidelity DNA Polimeraz
0.5 ul (0.02 U/ul)
(NEB, MA, ABD)

Nukleaz free ddH.O 50 pl’ye tamamland:

Toplam 50 ul

Daha sonra polimeraz zincir reaksiyonunu gergeklestirmek tizere

termosiklus cihazi asagidaki parametrelere gore ayarlanmistir.

On Denatiirasyon 1 siklus 98°C 30 saniye
Denatlrasyon

98°C 10 saniye
Annealing 35 siklus

72°C 40 saniye
Uzatma
Final Uzatma 1 siklus 72°C 2 dakika

Elde edilen amplikon %1 (v/w) agaroz jele yuklenerek 90 voltta 45 dk
yuratulerek 693 b¢. amplikonun elde edildigi gézlemlenmistir. Ardindan
bistiiri yardimiyla amplikon jelden kesilerek saflastirilmigtir. Bu amagla
ticari jelden saflagtirma kiti {iretici firmanin standart protokoliine uygun

olarak yapilmistir. (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Almanya).
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d.

Elde edilen DsRed geni ve pcDNA3-CRISPR-Lox plazmidi EcoRI ve
Xbal restriksiyon enzimleri ile muamele edilmistir. Bu amacla alttaki

karisim ayri ayr1 hazirlanip 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

EcoRI-HF (NEB, MA, ABD) 1pl
Xbal (NEB, MA, ABD) 1pl
CutSmart® Buffer (10X) (NEB, MA, ABD) 2 ul (1X)
+ DsRed amplicon (20 pg/ul) ~ 400 g
+ pcDNA3-CRISPR-Lox plazmidi 500 pg
Nikleaz free ddH.O 25 ul’ye tamamlandi
Toplam 25 ul

6862 b¢. uzunlugundaki linearize edilmis plazmid %1 (v/w) agaroz jele
yuklenerek 90 voltta 60 dk yurutilmis, ardindan bistiiri yardimiyla
amplikon jelden kesilerek ayni ticari kit ile saflagtirillmistir. Daha sonra
yapiskan uglu DsRed amplikonu ve linearize plazmid icin ligasyon
reaksiyonu gerceklestirilmistir. inkiibasyon 25 °C de 3 saat siirdiiriilmiis,

ardindan 65 °C de 10 dk inkiibasyonla enzim inaktif hale getirilmistir.

DsRed amplikonu ~3 ul (37.5nQ)
pcDNA3-CRISPR-Lox plazmidi 0.25 pl (50 ng)
T4 DNA Ligaz Tamponu (10X) 2 ul (1X)
T4 DNA Ligaz Enzimi 1l (1X)
Nikleaz free ddH.O 20 pl’ye tamamlandi
Toplam 20 pl
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Elde edilen ligasyon drindn 10 ul’si 30 pl Dh5a E. coli’ye (Katalog No:
18258012 ThermoFisher, MA, ABD) transforme edilmistir.
Transformasyon metotu icin alt bashk 4.3’deki f, g ve h basamaklari
takip edilmistir. Pleytten segilen kolonilerin dogrulanmasi igin in silico
tasarimi yapilmis MCS2 dogrulama primer seti kullanilmistir. Rastgele
alinan sekiz koloni elde edilerek bu primerler ile PZR uygulanmistir.
Bunun i¢in énce secilen her bir koloni 500 pl ampicillinli LB medyumu
icine ekilerek, ¢alkalamali inkiibatorde ~ 4 saat kadar inkiibe edilmistir.
Her bir koloniden 100 pl 6rnek alinarak 8000 x g’de 10 dk santrifiij
edilmis, dipte kalan hicre peleti 50 pl TE tamponu ile reslispanse
edilerek blok 1siticida 100 °C de 10 dk inkiibe edilmistir. Ardindan
parcalanan bakteriler derhal buz igine alinarak bir siire inkiibe edilmis,
Ardindan maksimum +4 °C ‘de maksimum hizda 5 dk santrifiij edilerek
bakteriyel DNA e¢lde edilmis ve nanodrop ile iki kere olculerek
ortalamalar1 kaydedilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) asagidaki parametrelere gore

hazirlanmastir.
10 pM pEF-MCS2-F 0.5 pl (0.2 uM)
10 pM pEF-MCS2-R 0.5 pl (0.2 uM)
Plazmid DNA (pcDNAS3.1-DsRed) 1 ul (300 ng)
Quick-Load Master Mix (2X)

12.5 pl (1X)
(NEB, MA, ABD)
Nikleaz free ddH,O 25 ul’ye tamamlandi
Toplam 25 pl
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I. Daha sonra polimeraz zincir reaksiyonunu gergeklestirmek {iizere

termosiklus cihazi agagidaki parametrelere gore ayarlanmistir.

On Denatiirasyon 1 siklus 94°C 1 dakika
Denattrasyon 94°C 30 saniye
Primer Eslesmesi 35 siklus 56°C 45 saniye
Polimerizasyon 68°C 60 saniye
Final Polimerizasyonu 1 siklus 68°C 5 dakika

] Amplikonlarin her birisi %1 (v/w) agaroz jele yiiklenerek 95 voltta 30 dk
yuratulerek 991 bg. amplikon veren kolonilerin plazmid DNA’s1 pEF-
MCS2-F primeri ile sekansa gonderilmistir. Sekans ile onaylanan
koloniler stoklanarak “pcDNA3-CRISPR-Lox-MCS2-DsRed” adi
verilmistir. DsRed geninin klonlanmasi ve dogrulamasinda kullanilan

primer setleri Tablo 3’de gosterilmistir.

4.4.2. NDV fuzyon (F) geninin Klonlanmasi

a. NDV flzyon geni Misir kdkenli serotip VII susunun viral genomundan
proofreading 6zellikli polimeraz (Q5® High-Fidelity DNA Polymerase,
NEB, MA, ABD) ile amplifiye edilmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PZR) asagidaki parametrelere gore hazirlanmistir.

5X Q5 Reaksiyon Tamponu
10 pl (1X konsantre)
(NEB, MA, ABD)

10 mM dNTP mix (Invitrogen, ABD) 1 pl (200 puM)
10 uM FClonlF 2.5 ul (0.5 uM)
10 uM FClon1R 2.5 ul (0.5 uM)
Plazmid DNA (pcDNAS3.1-DsRed) 500 ng
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High-Fidelity DNA Polimeraz
0.5 ul (0.02 U/ul)
(NEB, MA, ABD)

Nikleaz free ddH.O 50 pl’ye tamamlandi

Toplam 50 ul

Daha sonra polimeraz zincir reaksiyonunu gerceklestirmek {izere

termosiklus cihazi1 asagidaki parametrelere gore ayarlanmistir.

On Denatiirasyon 1 siklus 98°C 30 saniye
Denattrasyon 98°C 10 saniye
Primer Baglanmasi 35 siklus 65°C 30 saniye
Polimerizasyon 72°C 40 saniye
Final Polimerizasyonu 1 siklus 72°C 2 dakika

Elde edilen amplikon %0.7 (v/w) agaroz jele yiklenerek 90 voltta 45 dk
yurutilerek 1693 bg. amplikonun elde edildigi gozlemlenmistir. Elde
edilen amplikon ayn ticari kit ile (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen,
Almanya) jelden piirifiye edilmistir.

Elde edilen F gen amplikonu ve pcDNA3-CRISPR-Lox-MCS2DsRed
plazmidi Nhel ve Kpnl restriksiyon enzimleri ile muamele edilmistir. Bu

amagla alttaki karistm ayr1 ayr1 hazirlanip 37 °C’de 1 saat inklbe

edilmistir.

Nhel-HF (NEB, MA, ABD) 1yl
Kpnl-HF (NEB, MA, ABD) 1yl
CutSmart® Buffer (10X)

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

+ pcDNA3-CRISPR-Lox-MCS2DsRed 500 g
Nikleaz free ddH.O 25 ul’ye tamamlandi
Toplam 25wl

6879 b¢. uzunlugundaki linearize edilmis plazmid %1 (v/w) agaroz jele
yiiklenerek 90 voltta 60 dk yiiriitiilmiis, ardindan bistiiri yardimiyla
amplikon jelden kesilerek ticari kit ile saflastirilmigtir. Digeste edilen F
amplikonu Kpnl enzimi 1s1 inaktive olmadigindan aymi kit ile
saflagtirillmistir. Bu islemden sonra F amplikonu ve linearize pcDNA3-
CRISPR-Lox-MCS2DsRed igin ayni parametreler kullanilarak (alt
bashk 4.4.1 — e) ligasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir.

Ligasyon driintn 10 pl’si 30 pul Dh5a E. coli’ye (Katalog No: 18258012
ThermoFisher, MA, ABD) transforme edilmistir. Transformasyon
metotu icin alt bashk 4.3’deki f, g ve h basamaklar takip edilmistir.
Pleytten secilen kolonilerin dogrulanmasi igin in silico tasarimi yapilmis
MCS1 dogrulama primer seti kullanilmistir. Bu amacla petriden bes adet
koloni pipet ucu yardimiyla alinmis, steril ddH2O’da ¢ozdiiriilmiis ve alt
bashk 4.4.1°deki g ve h protokolii uygulanarak DNA eldesi saglanmistir.
Elde edilen DNA o&rneklerinin dogrulanmasi ig¢in Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PZR) su parametrelere gore hazirlanmistir.
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10 uM CMV-MCS1-F 0.5 ul (0.2 uM)
10 uM CMV-MCS1-R 0.5 ul (0.2 uM)
Plazmid DNA

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

Quick-Load Master Mix (2X)

12.5 pl (1X)
(NEB, MA, ABD)
Nikleaz free ddH.O 25 ul’ye tamamlandi
Toplam 25 ul

Daha sonra polimeraz zincir reaksiyonunu gergeklestirmek tizere

termosiklus cihazi su parametrelere gore ayarlanmigtir.

On Denatiirasyon 1 siklus 94°C 1 dakika
Denattrasyon 94°C 45 saniye
Primer Baglanmasi 35 siklus 56°C 45 saniye
Polimerizasyon 68°C 2 dakika
Final Uzatma 1 siklus 68°C 5 dakika

Amplikonlarin her birisi %1 (v/w) agaroz jele yiiklenerek 95 voltta 45 dk
yurutilerek 1847 bg. amplikon veren kolonilerin plazmid DNA’s1t CMV-
MCS1-F primeri ile sekansa gonderilmistir. Sekans ile onaylanan
kolonilerden  birisi  stoklanarak  “pcDNA3-CRISPR-Lox-MCS1-
F/IMCS2-DsRed” adin1 almigtir. Olusturulan dondr plazmid Haritasi
Sekil 4’de gosterilmistir. F geninin klonlanmasi ve dogrulanmasinda

kullanilan primer setleri Tablo 4’de gosterilmistir.
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Ad Sekans Amag
DsRedClon2F CCGGAATTCTCCACCATGGCCTCCTCCGAGGACG
DsRedClon2R GTACTCTAGAGGCGCCGGTGGAGTGGC

Klonlama
FClonlF CTAGCTAGCTCCACCATGGGCTCCAAACTTTCTA
FClonlR GCCGGTACCTGCTCTTGTAGTGGCTCT
CMV-MCS1-F  AACTAGAAGGCACAGTCGAGGC
CMV-MCS1-R AACTAGAAGGCACAGTCGAGGC

Dogrulama
pEF-MCS2-F TCAAGCCTCAGACAGTGGTTCA
pEF-MCS2-R TTCCGCCTCAGAAGCCATAGAG

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

dogrulanmasinda kullanilan primer setleri.

46



AmpR promoter Sg-A

sg-B,CMV enhancer
CMV promoter

L444@
+1
+1
+3
+1
+2

Neo-F MCS1

+1
Sg-B
LoxP

5V4@ ori
SV42 promoter
pBABE 3' EF-1-alpha intren A
Flori-F
fl ori
Flori-R
MCS2,+5

Sekil 4: NDV F geni ve DsRed reporter gen kasetlerini iceren pcDNA3-CRISPR-

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

4.5. Rekombinant ILTV ve BHV-1" in Olusturulmasi

4.5.1. BHV-1 Rekombinasyonunun Olusturulmasi

a. VERO E6 hucre hattt %10 serumlu DMEM kullanilarak T25 flask
icerisinde Uretilerek stok hiicre hatlar1 olusturulmustur. Ardindan her iki
hiicre hatt1 %0.25 Tripsin-EDTA soltsyonu kullanilarak suspanse hale
getirilmis, 6 kuyucuklu pleyte ekilerek 37 °C’de %5 CO: ortaminda

inkiibe edilmistir.
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6 kuyucuklu pleytte yetistirilen VERO E6 hucrelerinin transfeksiyonu
icin  pcDNA3-CRISPR-Lox-MCS2-DsRed  (dontr), pX459sgA,
pX459sg142, pX459sg179, pX459sg435 plazmidleri kullanilmistir. Altt
kuyucuklu pleytteki her bir kuyucuk igin deney gruplart asagidaki gibi
diizenlenmistir.

Al  Dondr Plazmid + pX459sgA+ pX459s9142 + pX459sg179
A2 Dondr Plazmid + pX459sgA+ pX459s9142 + pX459sg435
A3  Dondr Plazmid + pX459sgA+ pX459sg179 + pX459sg435
B1  Dondr Plazmid + pX459sgA

B2  Dondr Plazmid

B3  Negatif Kontrol

Transfeksiyon icin her bir kilavuz RNA 500 ng/ul olarak, donér plazmid
1 pg/upl olarak belirlenmis, miktarinca Opti-MEM™ (Gibco, ABD)
medyumu ile karistirilarak 125 pl’ye tamamlanmastir.

6 ul Lipofectamine® Ajani1 (Katalog No: 11668019 ThermoFisher, MA,
ABD) ayni sekilde Opti-MEM™ medyumu ile 125 ul’ye tamamlanarak
vortekslenmis (1:3 oran), 5 dk inkiibe edilmistir. Ardindan bu iki
soliisyon birlestirilerek vortekslenmis ve oda sicakliginda 30 dk inkiibe
edilmistir.

Vero hucreleri 1X PBS yikama soliisyonu (Gibco, ABD) ile 3 kere
yikanarak 500 pl Opti-MEM™ medyumu ilave edilmis, inkiibe edilen
karisim saat yoniinde damla damla olarak kuyucuklara birakilmistir.
Negatif kontrol i¢in sadece 750 pl OptiMEM kullanilmistir. Ardindan 37

°C, %5 CO; inkiibatore kaldirilarak 36 saat inkiibe edilmistir.
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45.2.

Otuzaltt saatin sonunda BHV-1 Cooper susu 100 pfu degerinde inokule
edilmistir. Bu amagla OptiMEM medyumu uzaklastirilarak hiicreler PBS
yikama soliisyonu ile 2 kere yikanmig, 6l hiicreler uzaklastirilmistir.
Ardindan 200 pl BHV-1, negatif dahil tim kuyucuklara inokule edilmis
ve 300 pl %2 FBS iceren DMEM medyumu ile tamamlanarak
adsorbsiyon igin 37 °C, %5 CO> inkiibatore kaldirilarak 2 saat inkiibe
edilmistir. Pleyt 20 dakikada bir yavasca calkalanarak virisiin ortamda
homojen dagilmasi saglanmistir.

Iki saatin sonunda inokulum ortamdan uzaklastirilmis, yikama islemi
olmaksizin kuyucuk basina 2 ml. olacak sekilde %2 FBS ve %1 agaroz
(Gibco, ABD) iceren DMEM hazirlanarak her bir kuyucuga ilave edilmis
ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ilk inkiibasyonun ardindan her 12
saatte bir negatif ve pozitif kontroller ile karsilagtirilarak sitopatik etki ve

ona paralel ilerleyen rfp sinyali takip edilmistir.

ILTV Rekombinasyonunun Olusturulmasi

LMH htcre hatt1 %10 serumlu DMEM kullanilarak T25 flask igerisinde
yetistirilerek stok hiicre hatlar1 olugturulmustur. Ardindan her iki hiicre
hatti %0.25 Tripsin-EDTA soliisyonu kullanilarak siispanse hale
getirilmis, 6 kuyucuklu pleyte ekilerek 37 °C’de %5 CO: ortaminda
inkiibe edilmistir.

Alt1 kuyucuklu pleytte yetistirilen LMH hticrelerinin transfeksiyonu igin
pcDNA3-CRISPR-Lox-MCS1F/MCS2-DsRed (dondr) ve pX459sgA,
plazmidleri kullanilmigtir. Toplam 5 kuyucuk i¢in deney gruplari

asagidaki gibi diizenlenmistir.
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Al Donor Plazmid + pX459sgA+ pX459UL501 + pX459UL502
A2 Donor Plazmid + pX459sgA

A3 Dondr Plazmid

B1 Negatif Kontrol (+ve)

B2 Negatif Kontrol (-ve)

Katyonik lipid temelli transfeksiyon icin Vero EG6 hucreleri icin
uygulanan metotoloji takip edilmistir (bkz. Alt bashk 4.5.1; c, d ve e)
Otuzalt1 saatin sonunda iizerinde yesil floresan reporter geni bulunan
ILTV A489 susu 100 pfu degerinde inokule edilmistir. Kolaylastirilmig
adsorbsiyon teknigiyle ekim igin BHV-1 ile ayn1 metotoloji
uygulanmistir  (bkz. Alt bashk 4.5.1; f ve ). Transfeksiyon
gerceklestirilmeyen B1 ve B2 kuycuklarindan yalnizca bir tanesine (B1)
virus inokule edilmistir.

Dort saatin sonunda inokulum ortamdan uzaklastirilmig, yikama islemi
olmaksizin kuyucuk basina 2 ml. olacak sekilde %2 FBS ve %1 agaroz
(Gibco, ABD) igeren DMEM hazirlanarak her bir kuyucuga ilave edilmis
ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. ilk inkiibasyonun ardindan 7 giin
boyunca her 12 saatte bir negatif ve pozitif kontroller ile karsilastirilarak
sitopatik etki takip edilmis, paralel olarak yayilim gosteren rfp ve gfp

sinyalleri takip edilmistir.
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4.5.3. Pozitif Olan Plaklarin Saflastirilmasi ve Kiiltivasyonu

a.

T25 flask igerisinde yetistirilen her iki hiicre stogu %0.25 Tripsin-EDTA
solusyonu kullanilarak siispanse hale getirilerek bekletilmistir. Hucre
stispansiyonu serumsuz DMEM ile olusturulmustur.

Pozitif oldugu disiiniilen klonlar floresan invert mikroskop (Axio
Vert.Al, Zeiss, Almanya) altinda teyit edilip bulundugu noktalar her iki
deney icin asetatli kalem ile isaretlenmistir. On pl’lik pipet ucu
yardimiyla isaretlenen her bir koloni ~ 0.5 mm ¢apinda kesilmis, daha
sonra icinde 100 pl serumsuz DMEM bulunan mikrosantriflyj tupunde
resiispanse edilerek jel pargasinin miimkiin oldugunca dagitilmasi
saglanmistir.

Elde edilen 100 pl stspanse klonlar 24 kuyucugun her birine ayri ayri
aktarilmig, ardindan klonun konakgis1 oldugu bilinen sispanse hiicre
hattina ortalama 1 x 10° adet olacak sekilde (400 pl) izerine
pasajlanmistir. BHV-1 ve ILTV klonlarini igeren pasajlar 37 °C’de %5
CO; ortaminda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Yirmidort saatin
sonunda vasatlarin tizerine ~ 25 pl serum ilave edilerek %5 serumlu hale
getirilmistir.

BHV-1 virlsi icin CPE odagi ile rfp sinyal gakismasi; ILTV i¢in CPE
odagi, rfp ve gfp sinyalinin ¢akismasi ve bu sinyallerin hiicreler arasinda
yayilimi 12 saatte bir invert mikroskop altinda takip edilmistir.

Istenilen yayilim1 gOsteren her bir viriis klonunun titre artirimi igin 6
kuyucuklu pleyte aktarilmistir. Bunun i¢in stok hiicre hatlar1 tripsinize

edilerek %5 FBS iceren DMEM ile restispanse hale getirilmistir. Segilen
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klonun bulundugu kuyucuktaki hiicreler de pipet yardimiyla resiispanse
edilerek inokulum olarak kullanilmistir. Her bir klon, 6 kuyucuklu pleyte
3 x 10° adet hiicre ile beraber pasajlanmus, ilk ii¢c pasaj “sifirinci pasaj”
(PO) olarak kabul edilmistir.

f. ILTV igin pozitiflik saptanan klonlar “ATK&AULS50-DsRed” olarak

isimlendirilmis ve pasajlanmasi stirdiiriilmiistiir.

4.6. Reporter Genin Cre Rekombinazi1 Araciligiyla Virlis Omurgasindan

Cikarilmasi

a.  T25 flask igerisinde yetistirilen LMH hiicre hatt1 tripsinize edilerek
suispanse hale getirilmis, 6 kuyucuklu pleyte 3 x 10° hiicre olacak sekilde
%10 FBS iceren DMEM ile ekilerek 24 saat inkiibe edilmistir.

b. Ortalama %90 yogunlugu saglanan hiicreler Lipofectamine® Ajani
(Katalog No: 11668019 ThermoFisher, MA, ABD) kullanilarak 2 pg
pCAG-Cre plazmidiyle (Addgene #13775) standart protokol dahilinde
transfekte edilmistir (bkz. Alt bashk 4.5.1; c, d ve e).

C.  Yirmidort saatlik inkiibasyonun ardindan htcreler 100 pfu ILTV-
ATK&AUL50-DsRed rekombinant virlisu ile enfekte edilmistir.
Inokulasyon i¢in kolaylastiriimis adsorbsiyon teknigi (Alt bashk 4.5.1-
f) kullanilmig, ardindan yar1 kati vasat kullanilarak 37 °C’de %5 CO>
ortamda 12 saat arayla kontrol edilmek kaydiyla 5 glin inkiibasyona
birakilmistir (Alt bashk 4.5.1 — Q).

d. Olusan klonlarin plaktan toplanmasi i¢in rfp’nin kayda deger bicimde
azalmasi beklenmis, sadece CPE odagi ve gfp sinyali veren, rfp sinyali

vermeyen klonlar belirlenmistir. Bu klonlar plaktan purifiye edilmis, stok
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LMH hiicre hatt1 ile birlikte ekilerek titre artirimina gidilmistir (bkz.
Bashk 4.5.3; a — e). Elde edilen cift nakavt rekombinant sus

ATK&AULS50-F(Cre) olarak adlandirilmstir.

4.7. Virus Klonlarmin Dogrulanmasi

a. ATK&AULS0-F(Cre), ATK&AUL50-DsRed ve ATK-GFP susu bu test
igin kullanilmistir. Plaktan piirifiye her iki sus i¢in beser adet 1. pasaj
(P1) klon ve negatif kontrol vt susa ait 6rnekler (hiicre inokulum
stispansiyonu) viral DNA izolasyonu ticari kitin (DNeasy Blood &
Tissue  Kits, Qiagen, Almanya) protokolii  dogrultusunda
gergeklestirilmistir. Kasetin viral genom oryantasyonlarinin belirlenmesi
icin agagidaki pirmer setleri kullanilmistir.
UL50ext-F: CCGAACCGACAACGTATTGC
ULS50ext-R: GATGCGTTCATTGCAGGCTG

Elde edilen viral DNA ile asagidaki karisimlar hazirlanmistir.

10X Taq Tamponu (NEB, MA, ABD) 2.5 ul (1X konsantre)
10 mM dNTP mix (Invitrogen, ABD) 0.5 ul (200 pM)
10 uM Forward Primer 0.5 ul (0.2 uM)
10 uM Reverse Primer 0.5 ul (0.2 uM)
DNA ekstrakti 300 ng
Taq DNA Polimeraz (NEB, MA, ABD) 0.125 ul (0.025 U/ul)
MgCl2 (25 mM) 1.5 pl (1.5 mM)
Nikleaz free ddH.O 25 ul’ye tamamlandi
Toplam 25 ul
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b.  Hazirlanan karigimlar iki virls i¢in beser adet klonda ve ILTV-vt susta

asagidaki parametreler kullanilarak PZR gerceklestirilmistir.

On Denatiirasyon 1 siklus 95°C 1 dakika
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Primer Baglanmasi 35 siklus Alt bashk 4.7 - a
Polimerizasyon 68°C 1 dakika
Final Uzatma 1 siklus 68°C 5 dakika

4.8. Gen Ekspresyonunun Dogrulanmasi

4.8.1 SDS PAGE Jel Elektroforezi

a. ATK&AULS50-F(Cre) ve ATK&AULS0-DsRed ILTV virlis suslarinin
NDV’ye ait heterolog F geni ekspresyonu western blotlama analizi ile
gosterilmistir. Bunun igin 6 kuyucuklu pleytte monolayer LMH hiicre
hattinda iki sus ile beraber vt virls inokule edilmis, 72 saatlik
inkiibasyonun ardindan hucreler +4 °C’de iki kere yikanmistir. Ardindan
her bir kuyucuga 100 pl NP40 hicre lizis soliisyonu (Thermo Fisher,
ABD) ilave edilerek rocker tzerinde 60 dakika inkiibe edilmistir.

b.  Kuyucuktaki hucreler hiicre kaziyict ile kazinarak mikrosantrifiij
tiiplerine alinmis ve 12.000 x g’de 10 dakika +4 °C’de santrifiij edilmis,
stipernatantlar alinmstir.

c. 25 pl o6rnek ile %10 Beta-mercaptoethanol iceren 8 pl LDS Ornek

Tamponu (Novex, Life Technologies, USA) ile karistirilarak
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pipetlenmistir. Bu halde 98 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek denature
edilmis, ardindan derhal buza alinmistir.

d. Protein elektroforezi igin poliakrilamid jel asagidaki oranlara gore
hazirlanmistir. Once ayirma jeli hazirlanarak cam pleytler arasina
eklenmis, lizerine 1 ml. 2-propanol ilave edilerek 1 saat inkiibe edilmistir.
Ardindan yikleme jel karisimi hazirlanarak Uzerine eklenmis ve 1 saat

inkibe edilerek hazirlanmstir.

Kimyasal Ayirma jeli Yukleme Jeli
(12%) (4%)
30% Akrilamid/Bis 6 ml. 1.98 ml
1.5M Tris-HCI, pH:8.8 3.75 ml. -
0.5M Tris-HCI, pH:6.8 - 3.78 ml
10% SDS 150 pl 150 pl
ddH20 5.03 ml 9ml
TEMED 7.5l 15 pl
APS 10% 75 ul 75 ul
Kullanilan miktar 7 ml/jel ~ 2 ml/jel

e.  Protein ornekleri ve protein standard ladder (PageRuler™, Thermo
Fisher, ABD) Mini-Protean® Jel Elektoforez Sistemi (BIO-RAD, CA,
ABD) kullanim prosediiriine uygun olarak jele yiiklenmis, giic kaynagi
once 80V 30 dakika, ardindan 110V 1.5 saat olacak sekilde ayarlanarak

calistirilmistir.

4.8.2. Western Blotlama

a.  Proteinlerin membrana aktarilmasinda yari-kuru (semidry) blotlama

teknigi kullanmilmistir. Poliviniliden diflorid (PVDF) membran 1 dk
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metanolde aktive edilmis, ardindan distile su ile yikanarak transfer
tamponunda 5 dk, SDS jel ise 30 sn tutularak esitlenmistir.

Blotlama igin Trans-Blot® Turbo (BIO-RAD, CA, ABD) transfer sistemi
kullanilmigtir. Kasedin igerisine sirasiyla kalin blotlama kagidi (BIO-
RAD, CA, ABD), PVDF membran, SDS Jel ve tekrar blotlama kagidi
seklinde yerlestirilerek kapatilmis, karistk MW modunda (2.5A, 25V, 15
min) ¢aligtirilmustir.

Membran alinarak %5 Yagsiz Siit tozu igeren TBST bloklama tamponu

ile 1 saat siiresince muamele edilmistir. Bloklama tamponu asagidaki gibi

hazirlanmigstir.

Tris baz 1.51gr
TBS Tamponu

NaCl 5.48 gr
(10X)

ddH20 62.5 mi

TBS Tamponu (1X) 25 ml
TBST (1X) Tween 20 125 pl

ddH20 225 ml

TBST (1X) 10 ml
TBST Bloklama Tamponu (1X)

Yagsiz Siit Tozu 0.50r
Toplam 250 ml

Bloklamadan sonra membran TBST ile bir kere yikanmis, ardindan
1:1000 oraninda diliie edilen anti F monoklonal antikoru (126) ile +4

°C’de bir gece muamele edilmistir.
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e.  Ertesi giin, membran TBST ile yikanarak peroksidaz konjuge anti-fare
antikoru (1:10000 dilte, %5 yagsiz siit tozu iceren TBST) ile oda
sicakliginda iki saat inkiibe edilmistir.

f. Tekrar TBST ile yikanarak blotlama substrati ile (Pierce™ ECL, Thermo
Fisher, ABD) firetici firmanin protokolii dogrultusunda kullanilarak
sonuclar goruntileme sisteminde (ChemiDoc™ MP, BIO-RAD, CA,

ABD) kaydedilmistir.

4.9. indirekt immunofloresan Analizi

a.  Fproteininin virls enfekte hiicrelerde ekspresyonunun ortaya ¢ikarilmasi
icin immdinofloresan boyama teknigi kullanilmig, konfokal mikroskobi
(LSM900, Zeiss, Almanya) goriintiillemesine basvurulmustur. LMH
hiicre hatti stogu tripsinizasyon ile siispanse edilmis, tabaninda coverslip
bulunan 24 kuyucuklu pleytlere ekilmistir.

b. ILTV-ATK&AULS50-F(Cre) ve ILTV ATK&AULS50-DsRed ve ATK-
GFP hucrelere standart protokol ile inokule edilmis, 48 saatlik
inkiibasyonun ardindan protokole ge¢ilmistir. Hiicreler iki kere +4 °C’de
PBS ile yikanmis, ardindan paraformaldehit (%4 sollisyon, Thermo
Fisher, ABD) ile fikze edilmistir.

c.  Glisin-PBS sollsyonu (10 mM glisin) ile {i¢ kere yikanarak %0.1 Triton
X-100 (Sigma-Aldrich, MO, ABD) iceren PBS ile 10 dk muamele

edilmistir. Ardindan derhal glisin-PBS ile yitkanmustir.
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d. Fare temelli Anti-FLAG primer antikoru (Sigma-Aldrich, MO, ABD)
%0,5 BSA igeren PBS ile diliie edilmis halde eklenerek +4 °C’de bir gece
inkiibe edilmistir.

e. Ertesi gun glisin-PBS ile yikanarak anti-fare ikincil antikoru da eklenmis,
oda sicakliginda 2 saat inkube edilmistir. Hiicre g¢ekirdegi boyamasi
yapmak (zere (1:10000) 40,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-
Aldrich, MO, ABD) kullanilmaistir.

f. Coverslipler mounting medyumu (Vectashield®, Vector Laboratories,
CA, ABD) ile standart mikroskop lamlarma tutturularak hazir hale
getirilmigtir. Lamlar imminofloresan invert mikroskop (Axio Vert.Al,
Zeiss, Almanya) ve konfokal mikroskop (LSM900, Zeiss, Almanya) ile

analiz edilerek fotograflanmistir.

4.10. Rekombinant Virdsun Stabilitesinin Saptanmasi

a. Eklenen F geninin Rekombinant ILT virlst Uzerindeki stabilitesinin
aragtirtlabilmesi i¢in ILTV ATK&AULS0-F(Cre) en az 8 nesil
pasajlanarak P1 ve P5’den elde edilen 6rneklerden DNA ekstraksiyonu
gerceklestirilmigtir. Elde edilen ekstraktlardan F geni FClon1F/R primer
setleri  kullanilarak amplifiye edilmis, amplikonlar agaroz jel
elektroforezinde yirutilmis ve jel goruntileme sisteminde (Gel Doc

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

4.11. In vitro Cogalma Karakteristigi ve Plak Testi

a.  Rekombinant virisiin gogalma karakteristiginin ortaya ¢ikarilmasi i¢in

once LMH hicre hatti 6 kuyucuklu pleytte ¢ogaltilmig, daha sonra
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kuyucuklara ~ ATK-GFP  ILTV, ATK&AULS50-DsRed ILTV,
ATK&AULS50-F(Cre) ILTV 0.2 MOI degerinde inokule edilmistir. Daha
sonra agaroz iceren DMEM ile kaplanarak 7 gin inkibasyona
birakilmistir. Rastgele segilen 30 adet plagin capi floresan mikroskop
altinda program yardimiyla 6l¢iilmiistiir (Zeiss ZEN 3.1 Blue Edition,
Almanya).

Plaklarin goriintiilenmesi ig¢in kuyucuklara notral tamponlu %210
formalin (Sigma-Aldrich, MO, ABD) eklenerek oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edilmis, ardindan formalin ve kuyucuktaki agarli yari-kati
medyum ¢esme suyu yardimiyla uzaklagtirllmistir. Daha sonra %20
etanol iceren distile suyla hazirlanmis Kristal violet (Sigma-Aldrich, MO,
ABD) ile tekrar inkiibe edilerek ¢esme suyu ile tekrar yikanmis ve
kurutulmustur.

Tek adimda ¢ogalma grafiginin karsilastirilmasi i¢in, LMH hiicre hatti
24 kuyucuklu pleyte ekilerek monolayer haline getirilmis, ayni virisler
0.2 MOI degerinde inokule edilmistir. Ardindan her bir sus i¢in 0, 6, 12,
24, 48 ve 72. saatte ornekler alinarak DNeasy Kit (Qiagen) ile elde
edilerek gergek zamanli PZR ile ILTV gen kopyasinin belirlenen saat
basina bulundugu kopya miktar1 6lgllerek virls kinetigi belirlenmistir.
Bu amacgla 147 b¢. uzunlugunda iiriin veren gB gen primer seti
kullanilmistir (127). Her bir virls icin PZR 6rnekleri asagidaki gibi

hazirlanmistir.
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2X SYBR® Green PCR Master Mix 10 pl (1X konsantre)

10 uM Forward Primer 0.5 ul (0.25 pM)
10 uM Reverse Primer 0.5 ul (0.25 pM)
DNA ekstrakti 100 ng
Nukleaz free ddH20 20 pl’ye tamamlandi
Toplam 25 ul

PZR parametreleri alttaki gibidir.

On Denatiirasyon 1 siklus 95°C 2 dakika
Denaturasyon 95°C 10 saniye
Primer Baglanmasi 30 siklus 54°C 30 saniye
Polimerizasyon 72°C 30 saniye

Virds ile enfekte ve kontrol gruplarinin arasindaki ikili karsilagtirma
Student’s T-Testi ile gergeklestirilmis, tiim istatistiki analizler ve sekiller
GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) ile

olusturulmustur.
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5. BULGULAR

5.1. NHEJ-CRISPR/Cas9 Yaklasimi ile Eszamanli Genlerin Silinmesi ve

Ekspresyon Kasedinin Viris Omurgasina Yerlestirilmesi

Gerek UL50 (dUTPaz), gerekse tk (timidin kinaz) geni, alphaherpesviridae
ailesi genelinde viral transkripsiyonun diizenlenmesinde rol alan en 6nemli yapisal
olmayan genlerden ikisidir. U 50 geninin ILTV patojenitesinde rol oynayan 6nemli
virllent faktorlerinden birisi olup bu genin silinmesinin hucreler arasi yayilimi
azalttig1 ve in vitro atteniiasyona neden oldugu bilinmektedir (128). Ote yandan tk
delesyonunun her iki viruslin in vitro ve in vivo ¢ogalmasinda esansiyel olmadig,
ayrica virililensi kayda deger sekilde azalttigi bu gline kadar yapilan ¢aligmalar ile

ortaya konulmustur (82, 129).

Genom diizenleme yaklasiminin GaHV-1 ve BHV-1’de uygulanmasinin
gerceklestirilebilmesi igin paralel olarak iki ¢alisma yiiritilerek IBR ve ILTV
suslariin tk gen pozisyonlarina sirasiyla DsRed ve DsRed ile F genlerinin
eklenmesi amaglandi. BHV-1 i¢in ii¢ adet kilavuz RNA tasarlanarak floresan genin
tk {izerinde ii¢ ayr1 pozisyon iizerine insersiyonu c¢alisilsa da (Sekil 5B)
neticelendirilemedi. Ote yandan gfp genini tasiyan tk defektif GaHV-1 A489 (ATK-
GFP+ ILTV) ILTV susunun U 50 gen pozisyonuna istenilen heterolog genlerin
yerlestirilmesi saglandi. Bu amacgla oncelikle U 50 geni CRISPR/Cas9 aracili
bolgeye spesifik iki adet kilavuz RNA araciligiyla Ust ve alt bolgelerden kesilerek
cikarildr (Sekil 5A). ikinci bir nakavta bagl istenmeyen etkilerin olusmamasi ve
eklenen ikinci genin varhiginin gozlemlenebilmesi i¢in 6zel olarak tasarlanmis,

viriisten bagimsiz bir donér plazmid kullanildi. Bu Plazmid; (1) Elongasyon faktor
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alfa 1 (pEFa) promotoruna bagli DsRed reporter genini ve en ugta poliA kuyrugunu
tasiyan kaset ve (2) sitomegalovirtis promotoru (CMV) kontroliindeki Newcastle
hastalig1 virustine ait fuzyon (F) geni ve poliA kuyrugundan ibaret olan iki kaset
tasimaktadir. BHV-1 i¢in ayn1 dondér plazmidin sadece DsRed tasiyan versiyonu
kullanild1. Reporter geninin eklendigi kasedin her iki ucuna “LoxP” motifi dahil
edilerek Cre-Lox sistemi araciligiyla reporter genin viriis omurgasindan ¢ikarilmasi
amaclandi. Ayrica reporter gen kasedinin muhtelif pozisyonlarinda gRNA’larin
baglanabilecegi, “tuzak” motifler mevcut olacak bigimde tasarland1 (Sekil 5A ve
5B). Bunlardan sgA tiim kasedin tasiyici vektorden serbest kalmasini saglarken sgB
ise gerektigi takdirde c¢evreledigi kasedin ¢ikarilmasini saglamak {izere
konuslandirilmigtir.  Bu iki motifin kesilerek ekspresyon kasedinin serbest
kalmasimi ve her iki kasedin kesilerek ¢ikarilmasini saglayacak olan gRNA’lar
pX459v2 plazmidine yuklendi. Bu plazmid U6 promotoru araciligiyla gRNA’lari,
sitomegalovirlis promotoru (CMV) araciligiyla da Cas9 proteinini bisistronik
olarak sentezleyebilme ozelligine sahiptir. Dondr plazmidin Cas9 ile kesilerek
ekspresyon plazmidinin ¢ikarilmasi, ayn1 anda da U 50 geninin kesilerek yerine

DsRed ve F proteininin yerlestirilmesi Sekil 5 ile 6zetlenmistir.

NHEJ, HDR tamir mekanizmasina gore daha 6nde gelen bir mekanizma olup
cesitli arastirmalar ile okaryotik hiicrelerde (130), hayvanlarda (110) ve DNA
virislerinde (131) goOsterilmistir. Bu nedenle calismada NHEJ mekanizmasi
kullanilarak ekspresyon kasedinin viral genoma eklenmesi saglandi. BHV-1 ve
GaHV-1 icin bu sirecin, yani CRISPR/Cas9 sisteminin donér plazmidi ve viris
omurgasini kesecek sekilde calismasinin gosterilebilmesi igcin LMH hiicre hatt1 tiim

plazmidler kullanilarak transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicrelere
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ATK-GFP+ ILTV ve vahsi tip BHV-1 ile (MOI, 1.0) inokulasonu gergeklestirildi.
Bu transfekte ve daha sonra enfekte edilmis hiicreler {i¢ giin inkiibe edilerek
plaklarmin tespitinin yapilmast saglandi. BHV-1 igin plak formunda reporter
sinyali elde edilemedi. Ancak ILTV igin takribi 72. saat itibariyle rfp reporter
sinyali basariyla tespit edildi. Gfp ve DsRed sinyali beraberce alinan progeni
virtsler toplanarak tekrar saglikli hiicrelere seri pasajlandi ve elde edilen bu varyant
“ATK/UL50-DsRed+ ILTV” olarak tanimlandi.
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Sekil 5: Homoloji-bagimsiz olarak GaHV-1 U 50 ve BHV-1 TK genlerinin
silinerek yerlerine eszamanli, ILTV i¢in DsRed ve NDV fiizyon, IBR i¢in sadece
DsRed geninin insersiyonu. (A) ILTV genomunun linear grafigi ve dondr plazmidin

olusturulma semasi. Dondr plazmid 5 ucu promotor, 3' ucu poliadenilasyon
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bolgesi bulunan iki adet klonlama bolgesi (MCS1 ve MCS2) icermektedir.
Insersiyon kasetlerinin olusturulmasi i¢cin NDV-F geni MCS1’e, DsRed geni ise
MCS2 pozisyonuna Klonlanmistir. DsRed ekspresyon kasedi LoxP ile ¢evrili olup
Cre-Rekombinaz ile ¢ikarilabilir nitelik tagimaktadir. Kasetlerin disina yerlestirilen
Cas9’un kesecegi hedef sekanslar (sgA ve sgB) yerlestirilmis, boylece istenilen
kaset(ler)in serbest birakilabilmesi saglanmistir. Biitiin bu diizen, tim DNA
pargasinin pcDNA3.1 plazmidine klonlayacak BsmBI par¢asini igermektedir.
Donor plazmidin sgA noktasini ve viriisiin U 50 hedefleyen gRNA ciftlerinin
ekspresyonunu yapacak plazmidler ve dondr plazmid ile LMH hiicre hatlar1 birlikte
transfekte edilmis, 24 saat inkiibasyonun ardindan daha dnce tanimlanmig ATK-
GFP+ ILTV inokulasyonu gergeklestirilmistir. (B) Ayni prensip, yalnizca DsRed
tagtyan donor plazmid aracilifiyla BHV-1 i¢in de uygulanmis olup TK geni igin ii¢
adet gRNA secilmis ve deney gruplari bunlarin ikili kombinasyonlar1 seklinde

uygulanmustir.

DsRed ve F hedef geninin U 50 lokusuna yerlestiginin dogrulanmasi in silico
tasarlanmis, U.50 geninin her iki ucundaki bolgelere spesifik primer setleri
kullanilarak (UL50ext-F/R) yapilmistir. Bu amagla Uretilen rekombinant vir(s,
orijinal ATK-GFP+ ILTV’de mevcut olmayan, fakat istenilen noktada F ve DsRed
insersiyonunu tasidigi ortaya konulmustur. Ancak bu noktada tasarlanan
gRNA’larin etkinligine bagli olarak UL50 igerisinden bir parcanin ¢ikarilmasi
yerine DSB’nin tek bir noktada gergekleserek ekspresyon kasedinin bu bolgeye
yerlesme ihtimali mevcuttu. Bu nedenle kasedin yerlesecegi noktalar disinda 5 ve
3" uclara spesifik primer setleri ile PZR amplifikasyonu gergeklestirilerek triin

uzunluguna goére U 50 delesyonunu ve ~5 kbg. uzunlugundaki insersiyonun
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istenilen bélgede gergeklestigi bant uzunluguna bagli olarak gézlemlendi. Ardindan
PZR Urinu ayni primer setleri ile ¢ift yonlii olarak sekanslanarak calismada
amaclanan insersiyon/delesyon (indel) reaksiyonunun eszamanli meydana gelerek
ve NHEJ aracili DNA onarim mekanizmalarinin gergeklestigi, bolgelerden U 50
geninin silindigi ve yerine DsRed reporter ve F genlerinin eklendigi kanitlandu.
Ayrica eklenen DsRed ve F genlerinin replikasyon kinetigi iizerinde kayda deger
bir fark ortaya ¢ikarmadigi muhtelif zamanlarda yapilan mikroskop goriintiilemesi

(Sekil 6) ve gergek zamanl PZR (Sekil 7) ile gosterildi.

0 4 8 12 24 48 72
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Sekil 6: ATK&AULS50-DsRed ILTV ile enfekte hiicrelerin 3 giin igindeki farkli

zamanlarda her iki reporter gen i¢in immiinfloresan mikroskop altinda

goriintilenmesi.
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Sekil 7: LMH hiicre hatlarina ATK&AULS50-F(Cre) ILTV, ATK&AUL50-dsRED

ILTV ve ATK-GFP inokulasyonu gergeklestirilerek, enfekte hiicreler ¢esitli zaman
dilimlerinde toplanip her bir drnekten DNA eldesi saglandi. In vitro ¢ogalma

kinetigi gB genine yonelik ger¢ek zamanli PZR metotu ile arastirilda.

5.2. Ekspresyon Kasedi Olarak Eklenen DsRed’in ATK-GFP&AULS50-
DsRed+F ILTV’ den Cre-Lox Rekombinaz Aracih Olarak Cikarilmasi

DsRed  ekspresyon  kasedinin ATK&AULS50-DsRed+  ILTV’den
¢ikarilabilmesi i¢in LMH hiicre hatt1 rekombinant viriis inokulasyonundan bir giin
once pCAG-Cre plasmidi (Addgene#13775) ile transfekte edildi. DsRed sentezinin
olmadigi, sadece gfp sentezinin meydana geldigi plaklar belirlenerek kurtarild:
(Sekil 8). Kurtarilan bu plaklar purifiye edilerek “ATK&AULS0F(Cre) ILTV”
olarak isimlendirildi. DsRed’in ¢ikarilmasi, DsRed’e yonelik PZR primerleri
(DsRedClon2F/R; bkz. Tablo 4) kullanilarak PZR ile dogrulandi. DsRed
ekspresyon kasedi sadece ATK&AULS0-DsRed+ ILTV’de tespit edilirken

ATK&AULS50-F(Cre) ILTV’ de bulunamadi.
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Sekil 8: LMH hiicre hatti Cre-Rekombinaz ekspresyon plazmidi ile transfekte

edilerek, post-transfeksiyon 24. saatte ATK&AULS50-dSRED’in inokulasyonu
gerceklestirildi. Yetmisikinci saatin sonunda Cre rekombinazi araciligiyla dSRED

kasedi ¢ikarilarak ATK&AULS50-F(Cre) susunun eldesi saglandi.

NDV’ye ait F proteinine yonelik immiin boyama gergeklestirildiginde DsRed
eksizyonuna ragmen F proteinin basaril1 bir sekilde eksprese oldugu ortaya ¢ikarild
(Sekil 9). DsRed’i gikarilan rekombinant virls plak test (Sekil 10) ve gergek
zamanli PZR (Sekil 6) araciligiyla ATK-GFP+ ILTV ve ATK&AUL50-DsRed+
suslar1 ile karsilastirildi. Tum bu veriler Cre-Lox sisteminin elde edilen
rekombinant virisiin ¢ogalabilme yetkinligine zarar vermeksizin reporter genin

viral omurgadan basariyla ¢ikarildigini kanitlamaktadir.
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Sekil 9: LMH  hiicre hattina ATK&AULS50-F(Cre)  inokulasyonu
gerceklestirilmesinin  ardindan  anti-FLAG antikoru kullanilarak indirekt
immunofloresan antikor teknigi ile boyandi. Boyanan preparat konfokal mikroskop

ile goruntdlendi.

Sekil 10: 6 kuyucuklu pleytte iiretilen monolayer LMH hiicre hatlari: Negatif
kontrol (sol tist), ATK-GFP ILTV (sag iist), ATK&AULS50-dSRED+ve ILTV (sol
alt) ve ATK&AULS0-F(Cre) ILTV (pasaj 8) (sag alt) ile enfekte edilerek, 2 saat
inkiibasyonun ardindan agaroz iceren medyum ile kaplandi. On gunin sonunda

plaklar kristal viyolet ile boyanarak gdzlemlendi.
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5.3. ILTV Uzerinde NDV Fiizyon Proteininin Stabil A¢iklanmasi

CRISPR/Cas9 ve Cre-Lox sistemlerini kullanarak etkin, giivenilir ve hizli bir
bi¢cimde rekombinant as1 adayinin tiretimini takiben F geninin rekombinant ILTV
aracili olarak agiklanmasi arastirildi. Bu amacgla LMH hiicre hatti negatif kontrollii
olarak vt ILTV, ATK-GFP+ ILTV ya da ATK&AULS50-DsRed+ ILTV ile inokule
edildi, ve daha sonra alinan hiicre lizat1 F proteinin agiklanmasinin kanitlanmasinda
kullanildi. Anti-NDV F antikoru kullanilarak blotlama yapilmis, yiikleme kontrolii
olarak alfa tubulin kullanilmistir. Beklenildigi gibi ATK&AULS50-DsRed+ ILTV
enfekte hiicreler F proteinini agiklamig (Sekil 11) olup bu vahsi tip ILTV ve ATK-
GFP+ enfekte hiicrelerde gozlemlenmemistir. Daha sonra Cre-Lox aracili olarak
DsRed geni ¢ikarilan viriste bu islemin F geninin agiklanmasina olan etkisi
arastirtlmis, bu amacla hiicreler ayni sekilde ATK&AULS0-Cre ILTV ile enfekte
edilerek 5 nesil pasajlanmistir. Beklenildigi gibi F proteinin stabil olarak viral
genom (zerinde mevcut oldugu ve pasajlar igerisinde degisim gostermedigi
gozlemlenmistir (Sekil 12). Bu sonuclar Cre-Lox sisteminin ILTV virls

omurgasindan geni istenmeyen bir etki olmaksizin silebildigini gostermektedir.
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Sekil 11. CRISPR/Cas9 ve Cre-Lox ile olusturulan rekombinant ILTV suslarinin
karakterizasyonu (A) LMH hiicre hatlar1 birinci pasaj sirasiyla vt ILTV ATK-GFP
ILTV, ATK-GFP/UL50-DsRed+ ILTV ve ATK-GFP/UL50-F(Cre) ILTV ile
inokule edildi, ardindan 48 saat inkiibe edildi. Ardindan hiicreler lize edilerek F
proteininin ekspresyonu western blotlama ile dogrulandi. Alfa tubulin yikleme
kontrolii olarak kullanildi. (B) Ayni islem 8. pasaj virusler icin tekrar uygulanarak

F proteinin stabil ekspresyonu ortaya konuldu.

5.4. Rekombinant ILTV’ nin In vitro Replikasyonu ve Stabilitesi

F proteinin basarili bir sekilde eksprese oldugunun gosterilmesini takiben
viral gen eklemenin viris ¢ogalma kinetigine olan etkisi arastirildi. Bu noktada
LMH hiicre hatt1 parenteral A489 susu ve rekombinant ILTV varyantlari ile enfekte

edilerek viris replikasyonu ger¢cek zamanli PZR ve floresan mikroskop altinda
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takip edildi. Virusin in vitro ¢ogalma kinetigi igin ATK-GFP, ATK&AULS0-

DsRed ve ATK&AULS0-F(Cre) icin anlamli bir fark gézlemlenmedi (Sekil 7).

Ekspresyon kasedinin stabilitesinin tahmini icin genom dlzenleme ile
olusturulan rekombinant ILTV, LMH hiicre hattinda 8 nesil pasajlanarak ardindan
eklenen kaset icin F genine yonelik PZR analizi yapildi. Virlsin devamli
pasajlanmasi F gen iiriiniiniin kaybina neden olmadig tizere kasedin ILTV’ye stabil
bir bicimde entegre oldugu ortaya c¢ikarildi. (Sekil 12). ilaveten parenteral ILTV ve
8 nesilden fazla pasajlanan ILTV’nin plak test sonuglar1 karsilastirildiginda
ortalama plak boyutlar1 ve sekilleri arasinda anlamli bir farklilik gézlemlenmedi
(Sekil 10).

Bu iki veri bir arada degerlendirildiginde ILTV genomuna CRISPR/Cas9
aracili transgenik miidahalenin gilivenilir ve stabil bir yontem oldugu ortaya

cikartlmistir.

Sekil 12: F geninin ILTV genomu Gzerindeki entegrasyonunun iki farkli nesil igin

ortaya konulmasi. ATK&ULS50-F(Cre) susu 5 nesil pasajlanarak 1. ve 5. nesil virus
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DNA’s1 iizerine yerlestirilen F geni “FClon1F/R” primerleri kullanilarak PZR ile
cogaltildi. Neticede heterolog genin seri pasajlamalar ile kaybedilmeyip stabil

olarak viral genomda mevcut oldugu ortaya konuldu.
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6. TARTISMA

Yiiriitilen bu tez calismasinda NHEJ-CRISPR/Cas9 aracili eszamanl
delesyon-insersiyon metodunun secilen iki alfaherpesviris (GaHV-1 ve BHV-1)
uzerinde bulunan viriilens iliskili genlere uygulanarak, bu genlerin nakavtinin, ayni
zamanda gen pozisyonlarina yerlestirilecek heterolog genin basariyla
ekspresyonunun saglanmasi amaglanmaistir.

Viral gen mihendisligi gerek klinik wuygulamalarda gerekse gen
calismalarinda son derece 6nemli olup bugline kadar gelistirilen metotlar 6zellikle
biiyiik genomlarin klonlanmasinda problem teskil etmekte, ayrica rekombinasyon
etkinligi genelde beklenenden diisiik gerceklesmektedir. Ote yandan E. coli temelli
homolog rekombinasyonun etkinligi nispeten yiksek olsa da BYK’nin
olusturulmasi uzun zaman alan ve fazlaca laboratuvar uygulamasi gerektiren bir
tekniktir (113). Buna karsin “RNA-kilavuzlu endoniikleaz” olarak tanimlanan
CRISPR/Cas9 sistemi biiyiik viral DNA genom maniiplasyonlarinda son yillarda
siklikla kullanilan basarili, cok yonlii ve spesifik bir arag¢ haline gelmistir. CRISPR
aracilt herpesviral DNA diizenlemenin ilk 6rnegi Bi ve ark. (2015) tarafindan
herpes simpleks 1 virtisine (HSV-1) uygulanmistir. Calismada enfeksiyonu latent
olarak tasiyan nazofarengeal karsinoma hucreleri U 23 genine yonelik CRISPR
plazmid cifti ve her iki ucu HDR’yi indiklemek lzere viriise homolog parcalar ile
cevrili GFP ekspresyon kasedi tasiyan vektor plazmid ile transfekte edilerek
reporter gen eksprese edebilen recombinant HSV-1’in eldesi saglanmistir (111).
Ardindan bu homolog sekans aracili, etkinligi artirilmis HDR-CRISPR/Cas9
yontemi kullanilarak baska herpesviral genomlar da basariyla diizenlenmistir. Luc

(ates bocegi lusiferazi) ve gfp ekspresyonu tasiyan yalanci kuduz virist (Suid
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alphaherpesvirus 1) (132); yuksek patojeniteli H5N1 hemagglutinin geni ve
Ordeklerin Tembusu virtsu zarf (E) proteini insert edilmis Ordek enterit virisu
(Anatid alphaherpesvirus 1; AtHV-1) (118); ve DsRed insert edilmis Epstein-Barr
virisii (Human alphaerpesvirus 4) (133) bu metodun kullanimina 6rnek olarak
verilebilir. Ote yandan ayn metot vaccinia viriis MVA susuna ait N1L ve A46R gen
pozisyonuna ayri ayri rfp reporterinin insersiyonunun gosteriminde de
uygulanmistir (115). Daha sonra ¢ift gen kasetlerin insersiyonunda reporter
genlerin ¢ikarilabilmesi icin MVA’da kullanilacak vektor plazmidler gelistirilerek
LoxP ve FRT motifleri eklenmis, bOylece reporter genin bdlge spesifik
rekombinazlar araciligiyla rekombinant virlis omurgasindan ¢ikarilabilecegi ortaya
konulmustur (134).

HDR-CRISPR/Cas9 i¢in tasarlanan bir vektoriin olusturulmasi fazla miktarda
laboratuvar pratigi gerektirmekte, ve bazi hiicre tiplerinde homolog
rekombinasyonun indiklenmesinin zor oldugu bilinmektedir (135). Ayrica
yurutilen calismalar NHEJ’in bir hiicre siklusunun her asamasinda meydana
gelirken HDR tamirinin yalnizca S ve G1 fazlarinda gergeklesebildigini, dolayisiyla
NHE]J aracili rekombinasyonun HDR’ye gore daha yiiksek etkinlige sahip oldugunu
ortaya koymustur (136). TUm bu arastirmalar, CRISPR aracili rekombinasyon igin
alternatif yaklasimlar1 beraberinde getirmistir. Homoloji bagimsiz CRISPR/Cas9
(NHEJ-CRISPR/Cas9) ilk olarak Xu ve ark. (2015) tarafindan yalanci kuduz
virtisiinde tanimlanmis olup ¢alismada diisiik transfeksiyon etkinlikli PK-15 hiicre
hattinda virlise ait EPO geni kesilmis, ayn1 zamanda tuzak sekanslar ile DsRed
reporter kasedi serbest birakilmis ve ardindan NHEJ aracili tamir mekanizmasiyla

kasedin viral genomun istenilen pozisyonuna insersiyonu gerc¢eklestirilmistir (114).
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Ote yandan Cre-Lox sistemi NHEJ temelli vektorlerde de kullanim bulmus,
Ozellikle okaryotik hticrelerin diizenlenmesinde kullanilabilecegi kanitlanmistir
(137). NHEJ-CRISPR/Cas9 ve Cre-Lox sistemi aracili viral genomun
duzenlenmesi ilk olarak Tang ve ark. (2018) tarafindan gosterilmistir. Calismada
MeHV-1’e (Meleagrid alphaherpesvirus 1) ait UL45-UL46 intergenik bolge tek bir
kilavuz RNA araciligiyla kesilmis, bu bolgeye LoxP motifi ile cevrili DsRed
reporteri ile beraber Newcastle hastaligina ait VP2 geni insert edilmis ve son
basamakta Cre rekombinazi sentezleyen bir ekspresyon vektorii kullanilarak
rekombinant virts reporter genden arindirilarak heterolog gen kasedi bulunduran
bir susun eldesi saglanmistir (119). Cift kilavuz RNA kullanilarak es zamanli gen
delesyon ve insersiyonu ilk olarak GaHV-1’e uygulanmis, yiiriitiilen ¢alismada
Once virlse ait tk geni g¢ikarilarak yerine gfp reporter geni eklenerek konsept
ispatlanmis, ardindan ikinci bir uygulamayla viruse ait US4 (gG) geninin biyuk bir
kismu silinerek yerine newcastle hastaligina ait F geni ve DsRed reporter geni
yerlestirilmistir. Son basamakta da DsRed reporter geni Cre-Lox mekanizmasi
kullanilarak basariyla omurgadan ¢ikarilmistir (138). Cift gRNA kotransfeksiyonu
yapilarak viral gen knockout ve knock-in etkinliginin kayda deger miktarda
artirabildigi bilinmektedir (139). Dolayisiyla yiiriitiilen bu ¢alismada ¢ift gRNA ile
es zamanli delesyon ve tuzak gRNA aracili ekspresyon kasedi insersiyon
metotlarinin - kullamimi tercih edilerek flizyon geni eksprese edebilen bir
rekombinant as1 aday1 basariyla iiretilmistir. Boylece NHEJ/CRISPR-Cas9 ve Cre-
Lox sistemlerinin bir arada kullanilarak yeni as1 platformlarinin tanimlanmasinda
son derece etkili, hizli ve glvenilir metotlar olarak dogrulanmasi saglanmistir. Bu

yaklasim ile yalnizca viral genom diizenleme degil, ayrica Okaryotik hiicre
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genomuna da c¢esitli amaglar ile miidahalenin de gergeklestirilebilecegi
Ongorilmektedir.

Viriilensi azaltilmig, ayni1 zamanda stabil bir GaHV-1 susunun iiretilebilmesi
icin ILTV’ye ait bir dizi gen (tk, 9gG, Ur47, U0, U50, ORFC) silinerek
rekombinant varyant suslarin tiretimi gerceklestirilmis olup bu suslarin bazilar
cesitli in vivo cogalma defektleri ortaya ¢gikardigindan as1 aday1 olarak géz oniinde
bulundurulmamistir. Neticede rekombinant, gen delesyonlu GaHV-1 susunun
olusturulmasinda giivenlilik ve koruma etkinligi arasindaki dengenin saglanmasi
son derece 6nem arz etmektedir. GaHV-1 viriilensine iliskin genin silinmesinin as1
icin birden fazla gene bagli olan viriilens ile immiinojenite arasindaki kritik
dengenin bozuldugu bilinmektedir. Dolayisiyla bu dengenin basartyla
saglanabilmesi i¢cin GaHV-1 rekombinant canli-atteniie as1 stratejisinin birden fazla
genin silinmesi ya da mutasyona ugratilmasi {izerine kurulmasi iizerinde
durulmaktadir (98). Dolayisiyla bu ¢alismada tek bir gene bagimli kalmak yerine
ikili gen delesyonu igin U 50 hedef gen olarak segilerek daha 6ncesinde tanimlanan,
ayni yontem ile halihazirda olusturulmus tk defektif GaHV-1’e (138) uygulanmus,
boylece c¢ift delesyonlu varyantin eldesi saglanmistir. Sonrasinda bu virlisiin
karakterizasyonu gerceklestirilerek virlisiin vahsi tip ile kiyaslandiginda in vitro
cogalma yeteneginde dnemli bir kayba sahip olmadig1 gdsterilmistir.

Timidin kinaz geni bakteriyel, oOkaryotik ve prokaryotik hicrelerde
bulunabilen, nikleozid kurtarma yolagi iliskili bir gendir. Hiicresel tk’lar sitozolik
tk1 ve mitokondriyal tk2’nin dahil oldugu temel enzimlerden ibaret olup bu yolak
icerisinde ATP y-fosfatinin 2' deoksi-timidine (dT) aktarilmasinda bir anahtar

vazifesi gostermekte, magnezyum iyonlar1 (Mg*?) varliginda timidin monofosfat
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(dTMP) olusturmaktadir. Bazi DNA virlsleri ve herpesvirtslerin biydk bir
cogunlugu viral TK genine sahiptir. Alphaherpesvirinae alt ailesinde, 0zellikle
HSV-1 iizerinde yapilan ¢aligmalar viral TK ekspresyonunun virtsin akut ya da
latent faz karakterizasyonunda onemli rol oynadigini ortaya ¢ikarmistir (81).
Timidin kinaz delesyonu (tk’) HSV-1 ile yapilan in vivo ¢alismalar, sensérik ndron
hicreleri de dahil olmak tizere virusiin hiicre replikasyonunda esansiyel olmadigi,
ancak immunkompetan farelerin trigeminal gangliyon ve beyninde ¢ogalmasi igin
gerekli oldugunu ortaya koymustur. Bunun sebebinin néronlarin postmitotik
donemde hicresel kinaz tiretmeyi birakmasi oldugu diisiiniilmektedir (140, 141).
Timidin kinaz protein ekspresyonunun hiicrenin G1°den S fazina gegmeden hemen
Once artis gosterdigi bilinmekte olup hiicrenin aktif olarak G1 déneminde oldugunu
gosteren bir indikatordur (142, 143). Ayrica bazi herpesvirislere ait viral kinazlarin
DSB durumunda ortaya ¢ikan H2AX histon proteinini fosforile edebildigi yapilan
caligmalar ile gosterilmistir (144).

Timidin kinaz delesyonunun viriilensi azalttigi alphaherpesvirinae alt
ailesine mensup bircok viriiste ortaya konulmustur. Ornegin, yalanci kuduz
tizerinde yapilan bir c¢aligmada, tk nakavt virlisin bélinmeyen hicrelerde
kolonizasyonunun azaldigini, bununla beraber gl/gE kompleksi ile birlikte
silinmesi sonucunda virtisiin norotropik 6zelliginin kayda deger miktarda
distirtlebildigi gosterilmistir (145). Benzer sekilde HSV-1 ve HSV-2 susu icin tk
geni noral dokuda etkili bir virlis replikasyonu ve in vivo patobiyolojik
potansiyelinin ortaya ¢ikmasi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (146). Chowdhury
(1996), tk delesyonlu BHV-1’in (Gal-TK) tek adimda ¢ogalma egrisi parental

virise gore farlilik gostermese de sigirlara yapilan nasal uygulamadan sonra
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virisin daha diisiik titrede cogaldigi ve progeni virls sagiliminin azaldigini ortaya
koymustur (147). Han ve ark. (2002) gfp reporter eksprese edebilen tk” GaHV-1
virislinun SPF tavuklarda daha diisiikk viriilens 6zellik gosterdigini, mortalite
oranini yar1 yariya azalttigini ve kisa siireli ve hafif seyirli klinik belirtilere neden
oldugunu gostermistir (129).

Deoksiuridin trifosfataz (dUTPaz; U.50) geni HSV-1ve HSV-2,VZV, BHV-
1, yalanci kuduz ve EBV gibi herpesviris tirlerinde mevcut bir diger niikleotid
metabolizmas: iligkili enzimi olup DNA sentezi sirasinda genoma baglanma
ihtimali olan dUTP’yi dUMP’ye ¢evirerek yanlis eslesmeye bagli mutasyon
olusumuna engel olur (128, 148, 149). Yapilan son caligmalar bazi insan
herpesvirtslerine ait dUTPazlarin immiinmodiilator fonksiyonunu ortaya ¢ikararak
herpesviral enfeksiyonlarda 6nemli bir terapodtik hedef olabilecegini gostermektedir
(150). Pyles ve ark. (1992) U.50 geni silinen HSV-1’in farelerde néroinvazyon ve
noroviriilens 6zelligini yiiksek miktarda kaybettigini, latent enfeksiyon olustursa da
reaktivasyon frekansinin oldukga azaldigini ortaya koymustur. JOns ve ark. (1998),
yalanci kuduz virlsine ait U 50 delesyonunu gergeklestirmis, U 50 negatif viriisiin
vahsi tip susa gore progeni virls olusturmada geciktigini, ancak virls
atteniasyonunun gergeklestigi, domuzlar zerinde yapilan denemeler ile ortaya
koymustur (151). Fuchs ve ark. (2000) GaHV-1 U.50 geninin non-esansiyel bir gen
oldugunu, ancak bir viriilens faktorii olmadigini bildirmistir. Yapilan ¢alismada
AU50, AU50-GFP ve vt ILTV suslarinin in vivo c¢ogalma egrisinde fark
gostermedigi, ancak AUL50-GFP’nin plak ¢apinin digerlerine gore kiigiik oldugu;
kanatlilara yapilan intratrakeal uygulamada klinik belirti, mortalite ve solunum

sistemi patolojisi bakimmdan AU 50 ile vt ILTV arasinda kayda deger bir fark
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gorulmedigi ortaya konulmustur (151). Bir diger ¢alismada ise iiretilen AU 50-GFP
susunun reporter geni, rekombinasyon aracili olarak kanatli influenza virlsine ait
hemagglutinin (H5) geni ile degistirilerek farkli uygulama yollar1 da dahil olmak
Uzere in vivo olarak test edilmistir. Neticede H5 insersiyonunun virtlensi
azaltabildigi, ancak virlsun viriilentligini onemli miktarda korudugu
gozlemlenmistir (152). Bu ¢alismalar 1s1ginda CRISPR/Cas9 hedef bodlgesi olarak
BHV-1 icin tk geni reporter gen icin makul bir bdlge olarak goz 6niinde
bulundurulmustur. GaHV-1 i¢in ise onceden tanimlanan tk defektif sus temel
aliarak ayni yontem ile U 50 gen delesyonu gergeklestirilmis, boylece iki geni
defektif virus tiretilmistir. Calismada TK/UL50 c¢ift delesyonlu virisiin yerlestirilen
flizyon genini stabil olarak ekspresyonunu sentezleyebildigi ortaya konulmustur.
Ayrica zamana bagli cogalma analizi vt-ILTV, ATK-ILTV ve A4TK/U 50 nakavt
virlisun ¢ogalma kinetigi arasinda fark olmadigini gostermistir. Bu sonuclar elde
edilen varyantlarmn in vitro karakteristikleri bakimindan daha Once yapilan
calismalarda elde edilen sonuclar ile 6rtiismektedir.

BHV-1 iizerinde yapilan ¢alismalar virls adsorbsiyonunun hicredeki
kaveolin reseptorii ve viral gB ve gC proteinleri aracili olarak gergeklestigini,
dolayisiyla genis spektrumlu bir hiicre affinitesinin oldugunu gostermektedir.
BHV-1 sigir bobrek, akciger, testis, turbinat ve trakeal primer hiicre hatlari, tavuk
embriyo fibroblast (CEF) primer hicreleri; MDBK, BHK-21 gibi devamli hiicre
hatlarinda ¢ogalabilmektedir (74, 153, 154). VERO EG6 hiicre hatt1 kdken aldigi
hlcrelerden farkli olarak 12. kromozom iizerinde 9 mb gen delesyonu ve delesyon
yakininda 59 mb heterozigotluk kaybina bagli olarak tip I interferonlari

Uretememektedir. Dolayisiyla herpesvirisler de dahil bir¢ok virtsun tretilmesi icin
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uygundur (155). Calismada BHV-1 VERO hiicre hattina kolaylikla adapte edilmis,
ancak kullanilan katyonik lipid temelli yontem ile yeterli transfeksiyon etkinligine
ulagilamamugtir. Dolayisiyla BHV-1 diizenlenmesinde farkli hiicre hatlari, lentiviral
temelli Cas9 plazmidleri veya elektroporasyon metotu ya da VERO ig¢in iiretilmis
ticari Grdnlerin (6rn; VERO Transfection Kit, Altogen Biosystems, ABD) alternatif
olarak goz 6niinde bulundurmas: gerekmektedir.

Newecastle hastaligi virtisii negatif tek iplikli, segmentsiz bir RNA virist olup
en az 6 yapisal proteini kodlamaktadir. Fizyon (F) geni, Uzerinde viral virilensi
belirleyen cleavage motiflerini bulundurmakta olup virlis patojenitesinin
belirlenmesinde ve sahaya yonelik epidemiyolojik verinin saglanmasinda siklikla
g6z Onilinde bulundurulmaktadir. Doksanlardan itibaren bu hastaliga karsi farkli
yontemler kullanilarak olusturulmus DNA viris tabanli birgok vektor asi platformu
denenmistir. Kanatli poxvirlsi (FPV) kullanilan ilk rekombinant as1 platformu olup
flizyon ve hemagglutinin genlerini tasiyan bivalan as1 suslar1 kanatli deney
gruplarinda denenmistir. Calismada bir gunluk piliclere hem kas ici hem de
intranasal uygulamada hemagglutinine (HA) ve poxviral antijenlere kars1 8 haftaya
kadar koruyucu imminitenin olustugu, ancak maternal antikor varliginda NDV
spesifik immiin yanitin diisiik oldugu bildirilmistir (156, 157). Ote yandan Faulkner
ve ark. (2013) maternal influenza A HA antikorlarinin NDV-HA eksprese eden
rekombinant FPV’ye karsi interferens olusturarak etkinligini diisiirdiigiindi, Bublot
ve ark. (2006) ise pasif immuniteden ziyade, 6nceden FPV’ye kars1 agilamanin aktif
bagisiklik olusturak recFPV vektor asilarin uygulamasinda sorun arz ettigini kanatl

influenza 6rnegi ile ortaya koymustur (158, 159). Yine de glinimizde iki adet ticari
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poxviris tabanli rekombinant bivalan as1 bazi iilkelerde lisansli olarak kanatli
isletmelerinde kullanilmaktadir (160, 161).

Hindi herpesviriisi (HVT), ya da Marek hastaligi virtsi serotip 3, yine sik
kullanilan vektorlerden biri olup flizyon geni eksprese eden rekombinant HVT
(recHVT-F) as1 aday1 bir gunluk piliglere uygulanmis, 28. glinde letal doz velojenik
NDV uygulamada %90 koruma saglanmistir. HVT oldukga avantajli bir ag1 vektorii
olup in ovo ya da deri altt uygulanabilmekte ve uzun sdreli imminite
saglayabilmektedir. Ancak recHVT-F hiicre iligkili bir sus olup transportu sivi
nitrojen ile saglanmaktadir. recHVT-F’in tam kapasite immuniteye ulasabilmesi
dort haftayr bulmakta olup bu dénemde isletmeye NDV’nin bulagsmamasi
gerekmektedir (162). Bu durum Tirkiye gibi NDV’nin endemik oldugu Ulkelerde
(163) neredeyse imkansizdir. Bu nedenle recHVT-F in ovo olarak uygulanmakta,
¢ikimin ardindan canli-atteniie ya da 6lii asi1 ile ikinci bir destek doz uygulamasi
tercih edilmektedir (164). Yakin zamanda, NDV F geni rekombine edilmis 6rdek
enterit virtsu (recDEV-F) deneysel olarak 2 haftalik yastaki SPF kanatlilara
uygulanmis, asilamadan 2 hafta sonra 1000 LDso NDV titre degerine kadar %100
koruyuculugunun saglanabildigi bildirilmistir (165). Buradan hareketle DEV’in de
umut vadeden bir as1 platformu olabilecegi diistintilebilir. Yurutilen bu tez
calismasinda yeni bir metodoloji kullanilarak, NDV’ye ait F genini sentezleyebilen
bir ILTV susunun etkin ve hizl1 bir bigimde tiretimi saglanmistir. F geni ekspresyon
kasedi stabil olup virlsin replikasyonuna zarar vermemistir; bu durum en az 5 pasaj
stirdiiriilen bir inokulasyon ¢alismasi ile kanitlanmistir. Ancak bu ““as1 aday1” susa
eklenen viriisun in vivo etkinliginin ortaya konulacagi bir ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

Ayrica bu iki geni silinmis rekombinant ILTV ile basarili bir sekilde immunize
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edilen canlilar ile saha susu ile enfekte canlilart birbirinden ayiracak markir asi
(DIVA) olma 6zelligini gosterecektir. Bu noktada tk spesifik serum antikorlarinin
teshisini kolaylagtirmak iizere, karsilagtirmali teshis yoOntemi gelistirmek igin
ILTV-TK ekspresyon plazmidinin insasi, ve akabinde TK spesifik monoklonal

antikorunun Uretilmesi son derece 6nem arz etmektedir.
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7. SONUC

Geleneksel as1 tliretim tekniklerine bir alternatif olarak, viral vektor temelli
asilar kayda deger bir sekilde ilerleme kaydetmis, hayvancilik endiistrisinde birgok
as1 ticari olararak iiretilerek kullanim alan1 bulmustur. Ulkemiz gibi birden fazla
patojenin sirkile oldugu, agir mali kayiplara yol agtigi endemik tlkelerde Ureticiler
icin yiiksek etkinlikteki asilarin hizli bir sekilde iiretilmesinin saglanmasi son
derece onem arz etmektedir. CRISPR/Cas9 gen diizenleme araci ve Cre-LoX
platformu yeni multivalan vektor asilarin iiretimi bakimindan oldukca etkili
teknikler olup pazarmn ihtiyacina karsilik verecek yeni nesil asilarin iiretilmesine
olanak saglamaktadir.

Bu tez ¢calismasinda kullanilan eszamanli gen delesyon ve insersiyon metodu,
as1 platformu olarak belirlenen Gallid alphaherpesvirus 1’e basariyla uygulanarak
istenilen heterolog genin insersiyonu saglanmis, in vitro deneyler ile de
dogrulanmistir. Uretilen bu as1 adaymim yakin gelecekte ticari as1 niteligini
kazanabilecegi diistiniilmekte, bu amagla gelecekte in vivo hayvan denemelerinin
uygulanilmasi 6ngoriilmektedir. Boylece iilkemiz hayvanciliginin gelistirilmesine
bilimsel niteligi olan bir katkinin sunulmasi planlanmaktadir.

Calismada NHEJ-CRISPR/Cas9 konseptinin Bovine alphaherpesvirus 1
genomunda indel olusturmada kullanilabilir nitelikte oldugu ispatlanamamistir. Bu
giine degin siirdiiriilen ¢alismalar bu virlsiin as1 antijenleri ya da terapotik
proteinlerinin hiicre icine tasinmasinda kullanilabilecek nitelikte bir vektor
olabilecegini géstermistir. Bu tez ¢alismasi ile sigirlara yonelik verimli ve giivenilir
bir viral vektor platformunun olusturulabilmesi adina daha fazla ¢alismanin

gergeklestirilmesi gerektigi ortaya cikmistir. Bu nedenle farkli tasiyicit vektor,
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gRNA tasarimi ve uygun hiicre hatlarmin yer alacagi ¢alismalarin yiiriitilmesi

Ongorilmektedir.
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