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Biyoloji Anabilim Dal1
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Chilo iridesent viriis (CIV) Iridoviridae familyasina ait bir bocek virtisii olup, zararli
bocekler arasinda genis konak spektrumuna sahiptir. CIV nin molekiiler biyolojisi hakkinda
literatiirde kisith bilgi bulunmaktadir. Bu eksikligin giderilmesine katkida bulunmak
amaciyla bu ¢aligmada biyoinformatik analizlere gore ekzoniikleaz fonksiyonuna sahip bir
gen olarak gosterilen CIV’ye ait 012L agik okuma zincirinin (ORF) transkripsiyonel ve
fonksiyonel analizi gergeklestirilmistir. DNA ve protein sentez inhibitorleri varliginda ve
yoklugunda gergeklestirilen enfeksiyonlar, 012L geninin “en erken” grubu gen olarak ifade
edildigini gosterdi. Gene ait zamana bagli transkripsiyon profili ise transkripsiyonun,
enfeksiyondan sonra 0. ve 1. saatler arasinda basladigin1 ortaya koydu. Genin translasyona
ugramayan 5' yukar1 bdlgesinin, translasyon baglangi¢ noktasina gore -30. niikleotidde
basladig1 belirlendi. Ayrica ikili lusiferaz deneyleri ile gergeklestirilen promotor analizleri,
genin muhtemel promotor bdlgesinin translasyon baslangi¢ noktasinin yukarisindaki -20. ile
-10. niikleotidler arasinda oldugunu gosterdi. Fonksiyonel analiz kapsaminda ise, 012L
proteininin aktivitesi in vitro sistemde arastirildi. 3' ucu biyotin igaretli oligoniikleotitlerin
ve lineer ¢ift zincir DNA’nin substrat olarak kullanildigi c¢alismalarda, CIV 012L
proteininin 5'-3' ekzoniikleaz aktivitesine sahip oldugu tespit edildi. Ayrica CIV 012L
proteininin, siiper sarmal plazmit DNA’sin1 dairesel yapiya, dairesel yapiy1 da lineer yapiya

doniistiiren giiclii bir endoniikleaz aktivitesine sahip oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Chilo iridesent virlis, Ekzoniikleaz, Transkripsiyonel analiz,
Promotor, Fonksiyonel analiz, Endoniikleaz
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PhD. Thesis
SUMMARY
MOLECULAR AND FUNCTIONAL ANALYSIS OF CHILO IRIDESCENT VIRUS
EXONUCLEASE GENE (012L)
Yesim AKTURK DIZMAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Remziye NALCACIOGLU
2014, 74 Pages, 2 Pages Appendix

Chilo iridescent virus (CIV), an insect virus belongs to the Iridoviridae family, is
highly pathogenic on important pest insects. Unfortunately, information about the molecular
aspects of CIV is not enough so far. Therefore, currently, we determined the transcriptional
pattern, promotor region and function of CIV 012L gene. It was determined that the CIV
012L ORF has exonuclease activity according to bioinformatics analysis. The structure and
transcriptional regulation of the CIV 012L gene is investigated in this study. Infection of
cells in the presence or absence of Ara-C or cycloheximide showed that CIV 012L is
transcribed as an immediate-early gene. Time course transcription of the gene showed that
the transcription starts between 0 h p.i. and 1 h p.i. after infection. 5' RACE analysis showed
that the transcription initiation site is located at 30 nucleotides upstream of the translational
start codon. In a Dual luciferase reporter assay, It is clearly shown that sequences between
—20 and —10 relative to the transcription start site have key promoter activity for CIV 012L
gene. To test whether CIV exonuclease protein is active, functional analysis was done.
Therefore, the activity of CIV exonuclease protein was analyzed in vitro. CIV 012L protein
confirmed that this viral protein is a functional 5'-3' exonuclease that digests 3'-biotin-
labelled oligonucleotides and linear double-stranded DNA molecules from their 5'-termini
in a highly processive manner. It was determined that CIV 012L protein has also a potent
endonuclease activity in vitro and converted supercoiled plasmid DNA into the open

circular form and then open circular form into linear form.

Key Words: Chilo iridescent virus, Exonuclease, Transcriptomic analysis, Promoter,
Functional analysis, Endonuclease
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Bocek virtiisleri, ¢esitli boceklerden izole edilmis ve o boceklerde hastalik olusturan veya
boceklerin 6liimiine sebep olan biyolojik varliklardir. Bocek viriislerinin etkili ve hedefi sinirh
biyolojik kontrol ajanlar1 olarak bilinmeleri, 6nemli proteinlerin {iretildigi gen ekspresyon
vektor sistemlerini olusturmalari, insan saghigini tehdit eden virlislerin enfeksiyon
mekanizmalarinin anlagilmasinda model ve gen tedavisinde gen transfer vektorii olarak
kullanilmalar1 bilim adamlarinin bocek viriislerini ¢alismalarinda 6énemli etkenler olmustur.
Ozellikle giiniimiizde, hizla artan hastaliklara kars: kullamlacak ilaglarm gelistirilmesinde,
tibbi ve endiistriyel agidan 6nemli olan gesitli prokaryotik, okaryotik, viral ve fungal genlerin,
virise ait gen ekspresyon sisteminde ifade edilmesinde viriisler yaygmn bir sekilde
kullanilmaktadir (Ikonomou vd., 2003; Jarvis, 2003; Stanbridge vd., 2003). Diinyanin birgok
ilkesinde bocek viriisleri lizerinde yogun biyoteknolojik arastirmalar yapilirken ve birgok
biyoteknolojik iirlin kullanima sunulurken, maalesef {ilkemiz bu konuda oldukc¢a geri kalmistir.

Bir canliya ait tiim genetik bilgiyi tastyan DNA molekiilii dogal olarak veya cevresel
faktorlerin etkisiyle siirekli hasara maruz kalmaktadir. Metabolik aktiviteler ve cevresel
faktorler (UV 15181 gibi), DNA'nin yapisin1 ve dahast diger nesillere aktarilan genetik
bilgiyi degistirebilmektedir. Bu degisimler yararli olabilecegi gibi, ¢ogunlukla &liimciil
sonuclara neden olabilecek kadar zararli da olabilirler. Bu yiizden, biitiin canli hiicreleri,
evrim siirecleri boyunca nesillere degismeden aktarilmasi gereken DNA molekiiliinii
korumak igin ¢esitli mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu koruma mekanizmalarindan biri
niikleazlar ile yapilamidir. Niikleazlar, ekzoniikleazlar ve endoniikleazlar seklinde
siiflandirilabilir. Endoniikleazlar bir niikleik asit zincirindeki fosfodiester bagini kesen
enzimlerdir. DNA replikasyonu ve modifikasyonunda gorev yapan ekzoniikleazlar ise,
niikleik asit zincirinin 5’ ya da 3’ucundan niikleotitleri tek tek uzaklastirirlar.

Iridoviriis, bakiiloviriis, entomopoksviriis gibi bazi viriisler ekzoniikleaz geni iceren
onemli bocek virlisii gruplaridir (Bawden vd., 2000; Jakob vd., 2001). Cogu DNA
virtislerinde ekzoniikleaz geninin yoklugu nedeni ile metabolik aktiviteler ve cevresel
faktorlerin vermis oldugu genomik zarar tamir edilememekte ve bu durum virilisiin ya

mutasyona ugramasina ya da yok olup gitmesine neden olmaktadir.



Chilo iridescent viriis (CIV), ekzoniikleaz genini (012L) ihtiva eden Iridoviridae
familyas1 mensubu sansh bocek viriislerinden biridir. CIV ayn1 zamanda “Insect iridescent
viriis type-6” olarak da bilinir. Ekonomik éneme sahip boceklerde enfeksiyona neden olan
CIV, Iridovirus cinsinin tip tiiridiir. CIV Japonya’da Fukaya ve Nasu (1966) tarafindan bir

lepidopter olan Chilo suppressalis (Asya piring deleni) boceginden izole edilmistir.

1.2. Iridoviridae Familyasi

Iridoviridae familyasi, ¢ok sayida omurgali ve omurgasiz konaklardan izole edilmis,
konak sitoplazmasinda replike olan, “ikozahedral” yapili ve ¢ift zincir DNA genomlu
viriisleri kapsayan bir familya olarak 1976 yilinda tanimlanmistir (Fenner, 1976).
Iridoviridae kelimesi bu familyaya ait, omurgasiz konaklardan izole edilen viriislerin
cogunlugunun agir olarak enfekte ettikleri boceklerde olusturduklart mavi-yesil karisimi
renk dolayisi ile kullanilmistir. Bu viriisler ile agir olarak enfekte olmus boceklerde mavi-
yesil karisimi, 151k vurdukga parlayan bir renk olugmaktadir. Dolayisi ile bu familyaya,
gokkusag: gibi rengi olan anlamindaki Ingilizce “Iridescence” kelimesinden hareketle
“Iridoviridae” adi verilmistir. Omurgali iridoviriislerinde ise boyle bir renk olusturma s6z
konusu degildir (Williams, 1996). Sekil 1’de omurgasiz iridoviriisii enfeksiyonu nedeni ile
tim viicudu mavi-yesil renge doniismiis Galleria mellonella larvasi goriilmektedir Mavi-
yesil rengin olusumu ancak agir enfeksiyonlarda tespit edilebilmektedir. Agir enfekte
olmayan larvalarda ise renk, enfekte olmamis kontrol larvalarin rengine kiyasla belirgin

sekilde beyazlagsmaktadir.



Sekil 1. Omurgasiz iridoviriisii ile enfekte olmus Galleria
mellonella larvasi. Viriis ile enfekte olmus larva (altta)
enfekte olmamis larvadan goriiniimiinden dolay1 kolayca
ayirtedilebilmektedir (URL-1, 2014)

Viriislerin smiflandirilmasini yapan ve uluslararast bir kurulus olan “Uluslararasi
Viriis Smiflandirma Komitesi” (International Committee on Taxonomy of Viruses-1CTV)
tarafindan yapilan son agiklamalara gore bugiin Iridoviridae familyas:i altinda Iridovirus,
Chloriridovirus, Lymphocystivirus, Ranavirus ve Megalocytivirus olmak iizere 5 cins
bulunmaktadir (Chinchar vd., 2011; King vd., 2011) (Sekil 2). Bu simiflandirma, virion
biiyiikliigii, konak spektrumu, genomun GC igerigi ve major kapsid proteini (MCP) goz
onitinde bulundurularak olusturulan filogenetik analize gore yapilmigtir. Iridovirus (6rnek
tir: Chilo iridescent viriis) ve Chloriridovirus (6rnek tiir: Mosquito iridescent viriis)
cinsleri omurgasizlar enfekte eden viriisleri icermektedir ve Chilo iridescent viriis (CIV),
omurgasiz iridoviriisleri ile ilgili c¢alismalarda model olarak kullanilmaktadir. Ayrica
Iridovirus cinsi 11 tane belirsiz tiir icermektedir. Halen bu virlislerin bu cinse dahil
edilebilmesi i¢in yeteri kadar bilgi mevcut degildir (Asgari ve Johnson, 2010). Diger
cinslere ait virusler ise amfibiler, baliklar ve siirlingenler gibi sogukkanli omurgalilar
enfekte etmektedir. Iridoviriisler icin genel olarak model teskil edecek bircok ¢alisma
amfibileri enfekte eden Ranavirus cinsine ait Frog wviris 3 (FV-3) iizerinde

gerceklestirilmistir.
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Sekil 2. Iridoviriislerin filogenetik analizi. 11V-6, Chilo iridescent viriis (Jakob vd.,
2001); 11V-3, Aedes taeniorhynchus iridescent viriis (Delhon vd., 2006); ATV,
Ambystoma tigrinum stebbensi viriis (Jancovich vd., 2003); TFV, Tiger frog
viriis (He vd., 2002); FV3, Frog viris 3 (Tan vd., 2004); SGIV, Singapore
grouper iridoviriis (Song vd., 2004); GIV, Grouper iridoviriis (Tsai vd., 2005);
STIV, Soft-shelled turtle iridoviriis (Huang vd., 2009); LCDV-C, Lymphocystis
disease viriis Cin izolat1 (Zhang vd., 2004); LCDV-1, Lymphocystis disease
virtis—1 (Tidona ve Darai, 1997); ISKNV, Infectious spleen and kidney
necrosis viriis (He vd., 2001); RBIV, Rock bream iridoviriis (Do vd., 2004);
OSGIV, Orange-spotted grouper iridoviriis (Li vd., 2005); EHNV, Epizootic
hematopoietic necrosis virtis (Jancovich vd., 2010). Bu sekil Uluslararas1 Viriis
Siiflandirma Komitesi (ICTV)’nin 9. raporundan alinmistir (King vd., 2011).

1.2.1. Iridoviriislerin Yap1 ve Kompozisyonu

fridoviriislerde virion ¢apt 120-300 nm arasinda degismektedir. Bununla birlikte,
virion ¢ap1 350 nm’ye ulasanlar da mevcuttur. Iridoviriisler Niikleopolihedroviriisler
(NPV),  Granulovirisler ~ (GV),  Sitoplazmik  Polihedroviriisler ~ (CPV)  ve
Entomopoksviriisler’den (EPV) farkli olarak koruyucu bir protein matriks i¢ine gomiilii
degildir (Williams, 1998).

Iridoviriisler ikozahedral simetriye sahiptir. Viriisiin yapisinda siras1 ile en igte
proteinler ile kompleks olusturmus DNA, bunlar1 ¢evreleyen yaklasik 4 nm kalinliginda
lipid tabaka ve bu tabakayi da gevreleyen protein yapidaki kapsid tabakasi bulunmaktadir

(Sekil 3). Kapsid proteini 50 kDa civarinda olup viriisiin toplam proteinlerinin % 45’ini



olusturmaktadir. Baz1 iridoviriislerde kapsit ortliyii ¢evreleyen bir zarf bulunur. Bu zarf
genellikle hiicre kiiltiiriinde cogalan iridoviriislerde viriisiin hiicreden tomurcuklanma
yontemi ile ayrilmasi durumunda kazanilmaktadir (Williams, 1998; Chinchar vd., 2005;
Williams vd., 2005).

Dig zar

Yizey proteinleni

Zarfsiz viriis

Sekil 3. Iridovirus yapisinin sematik gdsterimi (URL-3, 2014)

Lipid tabaka, kapsid tabakasmin i¢ kismini kaplar (Constantino vd., 2001). Son
yillarda Iridovirus cinsine ait olan CIV’nin kapsidi iizerine yapilan cryo-elektron
mikroskobu ve {li¢ boyutlu goriintiileme calismalari, virion ¢apinin maksimum 185 nm
oldugunu ve virionun yiizeyinde fibrilllerin bulundugunu ortaya koymaktadir (Yan vd.,
2009). Ayrica bu c¢alismada kapsidin yapisinda MCP proteininin yani sira bagka
proteinlerin de oldugu belirtilmektedir. “Finger” protein, “zip” protein, pentamerik
kompleks ve anchor proteinlerin olusturdugu kompleks, viral kapsid yapisini meydana
getirmektedir (Yan vd., 2009).

1.2.2. Iridoviriislerin Genom Ozellikleri ve Replikasyonu

[ridoviriisler 102-212 kbp biiyiikliigiinde lineer ¢ift zincirli DNA genomuna
sahiptirler (Jancovich vd., 2011). Simdiye kadar 23 iridoviriisiin genomu tamamen dizin

analizi yapilmistir (Tablo 1).



Tablo 1. Genomu dizin analizi yapilmus iridoviriisler

Cins Tiir® Genom Biiyiikliigii | Gen Bankasi
(bp) numarasi
Iridovirus 1Vv-9 206,791 GQ918152
V-6 212,482 AF303741
1Vv-22 197,700 NC_023615
11V-25 204,815 NC_023613
11V-30 198,533 HF920636
1Vv-31 220,222 NC_024451
Chloriridovirus 1v-3 191,132 DQ643392
Lymphocystivirus LCDV-1 102,653 L63545
LCDV-C 186,250 AY 380826
Ranavirus TFV 105,057 AF389451
ATV 106,332 AY150217
Fv3 105,903 AY548484
STIV 105,890 EU627010
EHNV 127,011 FJ433873
SGIV 140,131 AY521625
GlvV 139,793 AY666015
RGV 105,791 JQ654586
Megalocytivirus ISKNV 111,362 AF371960
RBIV 112,080 AY532606
RSIV 112,414 BD143114
OSGIV 112,636 AY894343
TRBIV 110,104 G0273492
LYCIV 111.767 AY779031

V-9, Invertebrate iridovirus type 9 (Wiseana iridovirus); 11\V-6, Invertebrate iridovirus
type 6 (Chilo iridovirus); 11V-3, 11V-22, Invertebrate iridovirus type 22; I1IV-25,
Invertebrate iridovirus type 25, 11V-30, Invertebrate iridovirus type 30; I1IV-31,
Invertebrate iridovirus type 31; Invertebrate iridovirus type 3 (mosquito choriridovirus);
LCDV-1, Lymphocystis disease viriis 1, LCDV-C, Lymphocystis disease viriis - Cin; TFV,
Tiger frog viriis; ATV, Ambystoma tigrinum viris, FV3, Frog viriis 3; STIV, soft-shelled
turtle iridoviris; EHNV, Epizootic haematopoietic necrosis viris; SGIV, Singapore
grouper iridoviriis, GIV, grouper iridoviriis; RGV, Rana grylio iridoviris; ISKNV,
Infectious spleen and kidney necrosis viriis; RBIV, rock bream iridoviris; RSIV, red
seabream iridoviriis; OSGIV, orange spotted grouper iridoviriis; TRBIV, turbot reddish
body iridoviriis; LYCIV, large yellow croaker iridoviriis.



Genom, omurgasiz iridoviriislerde omurgalilarinkine gore daha biiyiiktir (Kelly,
1985; Williams, 1998). iridoviriis genomu karakteristik olarak u¢ kisimlarinda bazi
genlerin tekrarlarmi (terminal redundansi) igerir (Goorha ve Murti, 1982; Willis ve
Granoff, 1985) Bu o6zellik okaryotik viriisler arasinda sadece iridoviriislerde mevcuttur.
Sekil 4’te goriildiigii lizere replikasyon sirasinda viral DNA’nin kopyalart (A) ebeveyn
DNA’dan sentezlendikten sonra pes pese eklenerek konkatemerleri (B) olusturur.
Konkatemerler halindeki viral DNA kapsit igerisine farkli bolgelerden kesilerek paketlenir
(C). Paketlenmis DNA komple virlis DNA’sinin yaninda genomdaki bazi genlerin
tekrarlarin1 da igerir. Bu duruma “u¢ kisimlarin tekrari (terminal redundansi)’adi verilir.
Paketlenen DNA’nin uzunlugu bir viriisten digerine farklilik gdsterir. Bu genomik yapi
simdiye kadar calisilmis biitiin iridoviriislerde tespit edilmistir. Omurgali iridoviriislerin
genomlarinda yiiksek oranda metillenme séz konusudur (Willis ve Granoff, 1980; Eaton

vd., 1991). Omurgasiz iridoviriislerde ise bu durum mevcut degildir.
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Sekil 4. Iridoviriis genomunun “Terminal Redundansi” dzelligi (URL-2, 2014)

Iridoviriislerde DNA replikasyonu Frog viriis (FV3) iizerinde ayrintili olarak
calisilmig ve bu, Iridoviridae familyasinin replikasyonu i¢in model olarak kabul edilmistir.
Ancak son yillarda, Ambystoma tigrinum stebbensi virus (ATV) ve Singapore grouper
iridovirus (SGIV) gibi ranaviriisler ve bazi megalocytiviriis izolatlarmin replikasyonlari

lizerinde de ¢alisilmaktadir. Onceleri DNA genomuna sahip hayvan viriislerinin ya tamami



ile niikleusta (Herpesviriis, Adenoviriis) ya da sitoplazmada (Poksviriis) replike olduklari
bilinmekteydi. Dolayisi ile iridoviriislerin de sitoplazmik viriisler olduklari bilindigi igin
tamamu ile sitoplazmada replike olduklar1 diistiniilmiistiir. Ancak FV3 ile enfekte edilen
hiicrelerin UV ile inaktivasyonu veya niikleusunun ¢ikarilmasi, viriis enfeksiyonuna engel
olmus, dolayis1 ile FV3 replikasyonu igin fonksiyonel bir niikleusa ihtiyag oldugu
goriilmistiir. Nitekim elektron mikroskobu caligmalari ile viriis DNA’siin, enfeksiyonun
baslangicinda hiicrenin niikleusunda bulundugu, daha sonra sitoplazmaya gectigi ve virlisii
olusturan yapilarin birlesme islemini konak hiicrenin sitoplazmasinda gergeklestirdigi
tespit edilmistir (Sekil 5) (Goorha vd., 1977). Bu nedenle iridoviriisler niikleositoplazmik

viriisler olarak bilinirler. Replikasyonlari niikleusta baslar sitoplazmada tamamlanir.

Sekil 5. Iridoviriis ile enfekte olmus Spodoptera frugiperda
(Sf21) hiicrelerinde viriisiin sitoplazmik goriinimii. N:
Niikleus, VC: Virojenik stroma (URL-2, 2014).

Enfeksiyondaki ilk basamak, virlis partikiiliniin konak hiicre yiizeyine
baglanmasidir. Konak hiicreye baglanmanin ardindan zarfli virionlar, reseptor bagimli
endositoz ile hiicreye girer. Buna karsin zarfsiz virionlar ise hiicre membrani ve viriis
arasinda meydana gelen flizyon olayi ile konak igerisine girerler (Braunwald vd., 1985).
Hiicreye girigin ardindan viral DNA hiicre niikleusuna transfer edilir ve en erken (IE;
immediate early) ve erken (DE; delayed early) siiflara ait erken viral RNA’lar virion
DNA’s1 kalip olarak kullanilarak sentezlenirler (Williams vd., 2005). Bu RNA’lar DNA

replikasyonu ve ge¢ genlerin ekspresyonu i¢in gerekli olan proteinleri kodlar. Replikasyon



niikleusta baglar ve viral genomun miktarini iki katina ¢ikaracak kadar DNA sentezlenir.
Yeni sentezlenen DNA sitoplazmaya geger ve konkatamerleri olusturur (Willis vd., 1984).
Geg (L; late) viral mMRNA sentezi, DNA replikasyonundan sonra viriisiin modifiye ettigi
hiicresel RNA polimeraz ya da viral RNA polimeraz Il enzimiyle hiicrelerin
sitoplazmasinda gerceklesir. Ge¢ viral RNA’lar, virion olusumunda gorevli viral yapisal
proteinleri kodlar. Son olarak olusan konkatamerler virlis kapsidi igerisine paketlenir.
Virionlarin hiicreden ayrilmalar1 ya tomurcuklanma yoluyla ya da hiicrenin pargalanmasi
ile gergeklesir. FV3 DNA’s1 i¢in replikasyon modeli Sekil 6’da sematik olarak
gosterilmistir (Chinchar, 2002).

Zarfs1z virion

Plazma membranina

fizyon ile hiicreye giris

Birinci asama  En erken ve
viral DNA erken mRNA
replikasyonu  contezi

endositoz ile
hiicreye giris

Parakristalin yap1

inci agama viral DNA replikasyonu:
Konkatamer olugumu ve DNA

metilasyonu \. Geg viral
Konkatamerik mRNA \\
DNA sentezi —\ -
/_\;al Viral
vapisal  protein
proteinler sentezi

Nukleus

-

Tomurcuklanma
yolu ile hiicreden
aynlan virion

Toplanma bolgesi

Sekil 6. Frog virtis 3 (FV-3) DNA'smin replikasyon modeli (Chinchar, 2002)
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1.2.3. iridoviriislerin Gen Ifadesi ve Regiilasyonu

Onceleri iridoviriislerin sadece herhangi bir polimeraz aktivitesinin olmadig1 konak
sitoplazmasinda replike olduklari disilintildiigii i¢in Poksvirlisler gibi kendi RNA
polimerazlarini kullandiklar1 farz edilmekteydi. Ancak daha sonra FV3 replikasyonunun,
konak hiicrenin niikleusunun varhigina bagli oldugu gorildi (Goorha vd., 1978).
Replikasyonun ikinci asamasinda gerekli olan proteinlerin ilk asamada sentezlenmesi
(Goorha vd., 1977), konak polimeraz I1’sinin viral transkripsiyonun erken safthalarinda rol
oynadigimi gostermektedir (Goorha vd., 1978; Goorha vd., 1979).

Saflastirllmis FV3 DNA’s1 hiicreye verildiginde enfeksiyonu baslatamamaktadir.
Ancak virion bilesenlerinin saflagtirtlmig viral DNA ile birlikte hiicreye verilmesi
durumunda enfeksiyonun olugmasi, viriisiin replikasyonu igin viriona ait bir bilesenin
olmasi gerektigini gostermektedir (Willis ve Granoff, 1985). UV veya sicaklik ile inaktive
olmus viriislerin hiicrelerde enfeksiyona neden olmadiklari ancak her ikisinin birlikte
hiicreye verilmeleri durumunda enfeksiyon olusturabildikleri goériilmiistiir. Bu durumda
yine UV ile inaktive olmus virlis partikiiliiniin, sicaklik ile inaktive olmus viriisteki
DNA’y1 aktive etmek i¢in gerekli olan polipeptidleri sagladigini gostermektedir.

Iridoviriislerde gen ifadesi basamakli bir sekilde diizenlenmektedir. ifade edilen
genler en erken (o, IE), erken (B, DE) ve gec¢ (y, L) olmak tizere 3 sinifa ayrilir (Sekil 7).
Her sinifin {riinleri bir sonraki sinifin iriinlerini 6énemli bir sekilde etkilemektedir. En
erken ve erken grubu genler DNA sentezinden dnce sentezlenir. Fakat en erken grubu
genler protein sentezine ihtiya¢ duymaz iken, erken grubu genler protein sentezine ihtiyag
duyar. Geg¢ grubu genler ise hem protein sentezine hem de DNA replikasyonuna ihtiyag

duyar.
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Sekil 7. Iridoviriislerde transkripsiyonun modeli (URL-2, 2014)

Cogu iridoviriis mRNA’lar1 poli A kuyruguna sahip degildir. Simdiye kadar poli A
kuyrugu sadece, TIV’1n 2 mRNA’sinda ve LCDV-1 viriisiiniin fonksiyonu bilinmeyen bazi
genlerinde tespit edilmistir. Biitiin iridoviriis mRNA’lar1 sapka (MeG, 7-metilguanozin)
tasir, fakat intron bulundurmalar1 veya bulundurmamalar: ile ilgili herhangi bir ¢alisma
yoktur.

Iridoviriis genlerinin promotor 6zellikleri ile ilgili gok az bilgi mevcuttur (Eaton vd.,
2007). Su ana kadar omurgali iridoviriislerde ranavirus cinsinde yer alan FV 3’e ait iki en
erken genin (ICR-169 ve ICR-489) (Willis, 1987; Beckman vd., 1988) ve Bohle iridovirus
(BIV)’e ait iki erken genin (ICP-18 ve ICP-46) ve bir ge¢ genin (major capsid protein;
mcp) promotor bolgeleri ¢alisilmistir (Pallister vd., 2005). Omurgasiz iridoviriislerde ise
CIV’e ait bir erken (DNA polimeraz) ve bir de ge¢ (major kapsid protein) genin promotor

yapilar1 analiz edilmistir (Nalcacioglu vd., 2003).

1.2.4. Chilo Iridescent Viriis (CIV)

Caligmanin ana materyalini olusturan CIV yukarida da belirtildigi iizere omurgasiz
iridovirtislerinden olup Iridovirus cinsine mensuptur. Ayn1 zamanda “Insect iridescent
virus type-6” olarak da bilinir. Virion, ikozahedral goriiniimde olup en dista kapsid ortii,

bunun altinda lipit tabaka ve en igte lineer ¢ift zincirli DNA molekiilii mevcuttur. Lineer
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durumdaki DNA molekiiliiniin “terminal redundansi” 6zellik gosterdigi tespit edilmistir
(Delius vd., 1984; Fischer vd., 1990; Schnitzler vd., 1994).

CIV’nin konak spektrumu arastirilmis ve 6 ordoya ait (Lepidoptera, Coleoptera,
Diptera, Hymenoptera, Hemiptera ve Orthoptera) 100’den fazla bocek tiiriiniin bu viriise
duyarli oldugu tespit edilmistir (Mitsuhashi, 1967; Hama, 1968; Fukuda, 1971; Mclaughlin
vd., 1972). CIV, ziraatte zararli bazi herbivor bocekleri enfekte ettigi igin ekonomik ve
ekolojik olarak 6zel bir 6neme sahiptir (Smith, 1976). Dolayisi ile bu bocek iridoviriisii
potansiyel bir biyolojik kontrol ajani olarak disiiniilmektedir (Kleespies vd., 1999;
Hernandez vd., 2000). Enfekte ettigi onemli zararlilar arasinda Anthonomus grandis
(Coleoptera; pamuk goz kurdu), Nephotettix cincticeps (Homoptera; piring kurdu),
Colladonus montanus (Homoptera; dag kirazi kurdu), Diaprepes abbreviatus (Coleoptera;
kok kurdu), Bemisia tabaci (Homoptera; Pamuk beyaz sinegi), Drosophila melanogaster
(Diptera; sirkesinegi), Galleria mellonella (Lepidoptera; Biiyiik balmumu giivesi),
Trichoplusia ni (Lepidoptera; lahana kurdu) bulunmaktadir. CIV’nin replikasyonunun
tespit edildigi ¢ok ¢esitli hiicre kiiltiirleri mevcuttur. Bunlar Choristoneura fumiferana,
Drosophila melanogaster, Pierris rapae, Spodoptera frugiperda, Heliothis virescens,
Helicoverpa zea, Trichoplusia ni, Anticarsia gemmatalis, Aedes aegypti, Plutella
xylostella ve Aedes albopictus hiicreleri olarak bildirilmistir (Constantino vd., 2001).
Ayrica D'Costa ve arkadaslar tarafindan 2012°de gergeklestirilen bir ¢aligmada CIV’nin
Anthonomus grandis BRL-AG-3A (AG3A) hiicre kiiltiiriinde etkili bir sekilde replike
oldugu belirtilmistir.

Yapilan ekolojik ¢alismalarda, topragin neminin ve topraktaki mikroorganizmalarin
CIV iizerine etkisi arastirilmis ve CIV’nin infektivitesini kaybetmesinin kuru topraklarda
oldukg¢a hizli oldugu ancak, nemli ya da 1slak toprakta ise topragin nem oraninin viriisiin
inaktivasyon oranini ¢ok fazla etkilemedigi belirlenmistir (Reyes vd., 2004). Sicakligin
CIV inaktivasyonu iizerindeki etkisi arastirilmis ve viriisiin enfektivitesinin hem 4 °C’de
hem de 25 °C’de yapilan enfeksiyonlarda 50 giin sonra 10 kat azaldig: tespit edilmistir
(Marina vd., 2000). Ayrica UV’nin CIV’yi ¢ok hizli inaktive ettigi belirlenmistir (Williams
vd., 2005).

Bir baska calismada ise, CIV’nin organik ¢oziiciiler, deterjanlar ve enzimlere karsi
duyarliligi Spodoptera frugiperda (Sf9) hiicrelerinde ve Galleria mellonella larvalarinda

test edilmistir. Deterjanlar ve cesitli ¢oziiciilerle muameleden sonra duyarlilik belirlenmeye
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calisgtlmigtir. Tween-80, lipazlar ve proteinazlarla muamele edildiginde hic¢bir duyarlilik
belirlenmemistir (Martinez vd., 2003).

2001 yilinda Jakob ve arkadaslar1 tarafindan CIV genomunun dizin analizi
gerceklestirilmistir. Genom biiyiikligi 212,418 bp olarak tespit edilmis ve baz bilesimi
%71,37 oraninda A+T, %28,63 oraninda da G+C olarak belirlenmistir. Yine dizin analizi
sonucunda CIV genomunda 468 adet acik okuma zincirinin varligi tespit edilmistir. Takip
eden ¢alismalarda CIV virion ekstraktinin hiicre kiiltiiriinde apoptosisi tesvik ettigi (Paul
vd., 2007) ve apoptosisi tesvik eden bu faktoriin viriise ait protein kinaz oldugu
belirlenmistir (Chitnis vd., 2011).

D’Costa ve arkadaglar1 (2001) tarafindan CIV genomunun transkripsiyonel analizi
yapilmistir. DNA ve protein sentezi inhibitorleri kullanilarak yapilan ¢alismada CIV’ye ait
38 en erken, 34 erken ve 65 ge¢ genin varligi tespit edilmistir. CIV’de promotor bolgeleri
bir erken ve bir de gec¢ gen lizerinde ayrintili olarak calisilmistir (Nalgacioglu vd., 2003;
Nalgacioglu vd., 2007). Fonksiyonel analiz kapsaminda ise CIV’ye ait apoptosis inhibitor
geni (197R) calisilmis ve sonuglar bu genin fonksiyonel bir apoptosis inhibitdr genini
kodladigin gdstermistir (Ince vd., 2008).

Ince ve arkadaslari tarafindan 2010 yilinda yapilan proteomik calismasinda CIV’nin
54 adet yapisal proteine sahip oldugu ve bu ¢alismayi takip eden bir baska ¢alismada da
proteinlerin 23 tanesinin en erken, 11 tanesinin erken ve 7 tanesinin de ge¢ smifina ait
olduklar1 belirlenmistir (ince vd., 2013). Son olarak da 2014 yilinda Ozgen ve arkadaslar
tarafindan genomunda yesil floresan protein geni (GFP) ekspresleyen rekombinant CIV

olusturulmustur.

1.3. Niikleazlar

Niikleik asitler, genetik bilginin tasiyicisi olarak islev goriirler ve genetik bilginin
nesilde nesile etkin bir sekilde aktarilmasi i¢in replikasyon, rekombinasyon ve tamir gibi
islemlere maruz kalmak zorundadirlar. Canli organizmalar “niikleazlar” olarak adlandirilan
ve niikleik asitlerin yapisindaki fosfodiester baglarini kesen bir grup enzime sahiptirler.
Niikleazlar, ekzoniikleazlar ve endoniikleazlar seklinde siniflandirilabilir. Ekzoniikleazlar,
niikleik asitlerin 5> ya da 3’ ucundan keserler ve kesim i¢in serbest uca ihtiya¢ duyarlar.
Endoniikleazlar ise serbest uca gereksinim duymadan niikleik asitlerin i¢ kisimlarinda yer

alan fosfodiester baglarii keserler (Marti ve Fleck, 2004). DNA ve RNA’nin kesimini
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katalizleyen niikleazlar yasam i¢in zorunlu enzimler olup ¢esitli fonksiyonlara sahiptirler.
Bu fonksiyonlardan bir tanesi DNA zinciri lizerinde 5°-3” yoniindeki ekzo ve endoniikleaz
aktiviteleridir. Bu aktiviteleri sayesinde DNA replikasyonu sirasinda RNA primerlerini
DNA vyapist lizerinden uzaklastirirlar (Kao ve Bambara, 2003; Shen vd., 2005).
Niikleazlarin bir diger aktivitesi ise DNA zincirine yanlis eklenmis niikleotitlerin
uzaklastirildigi 3’-5’ckzoniikleaz aktivitesidir (Reha-Krantz, 2010). Niikleaz aktivitesi
topoizomerizasyon (Schoeffler ve Berger, 2008), bolge spesifik rekombinasyon (Grindley
vd., 2006) ve RNA splays1 (Patel ve Steitz, 2003) gibi niikleik asitlerin yapisal degisimleri
icin de gereklidir. Ayrica niikleaz aktiviteleri, RNA’nin olgunlagmasi ve RNA interferens
(RNAI) olaylarinda da kullanilmaktadir (Abelson vd., 1998; Chu ve Rana, 2007; Nowotny,
2009). Diger taraftan niikleaz aktiviteleri sayesinde gergeklesen DNA ve RNA’nin
degredasyonu, mikrobiyal savunma mekanizmalarinin 6énemli bir pargasidir (James vd.,
1996; Sorek vd., 2008).

CIV genomunda bulunan 012L kodlu agik okuma zinciri (ORF), 1875 niikleotit ve
624 aminoasit biyiikliigiinde olup biyoinformatik analizlere gore potansiyel ekzoniikleaz
geni olarak bildirilmigtir. Bu genin aktivitesinin aydmlatilmasi CIV’nin sahip oldugu

molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi adina 6nem arz etmektedir.
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1.4. Calismanin Amaci

Tezin amaci, bir ekzoniikleaz olabilecegi belirtilen, DNA replikasyonunda,
rekombinasyonda ve tamirde 6nemli rolii olabilecegi distliniilen ve iridoviriislerde
molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina katkida bulunabilecegini diistindiigiimiiz Chilo
iridescent viriis’e ait 012L agik okuma zincirinin transkripsiyonel ve fonksiyonel
analizlerini ger¢eklestirmektir. Bu amag ¢ergevesinde tezin kapsami soyledir:

1. Tez konusu olan 0I2L geninin giincel ve ileri biyoinformatik yontemler
kullanilarak ekzoniikleaz olma 6zelliginin yeniden arastirilmasi,

2. 012L geninin transkripsiyonel olarak aktif olup olmadiginin, aktif ise
transkripsiyon periyodunun ve transkripsiyon sinifinin belirlenmesi,

3. Transkripsiyonel olarak aktif oldugu belirlenen genin anatomik yapisinin
(translasyona ugramayan 5’ bolgesinin) aydinlatilmasi,

4. Genin fonksiyonel analizi gerceklestirilerek islevsel olup olmadiginin

arastirilmasidir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Caismada Kullanilan Bocek Hiicre Kiiltiirii ve Viriis

Calismada Karadeniz Teknik Universitesi Mikrobiyoloji laboratuarinda bulunan ve
daha 6nceden Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH-DSMZ) kurulusundan temin edilmis
Bombyx mori (SPC-BM-36) hiicre kiiltiiri kullanildi. Hiicreler 27 °C’ de %10 Fetal
Bovine Serum (FBS) ihtiva eden Grace bocek besiyerine %1°lik NaCl eklenerek
hazirlanan TN-MFH besiyerinde biiyiitiildii.

Ayrica calismada Iridoviriis cinsine ait olan Chilo iridescent viriis (CIV / Dr. C. Joel
Funk’dan temin edilmis, USDA-ARS Western Cotton Research Laboratory, Phoenix,

Arizona) kullanildi.

2.2. Viriisiin Cogaltilmasi, Saflastirilmasi ve Konsantrasyonunun Tayini

Viriisiin ¢ogaltilmasi i¢in konak olarak biiyiik balmumu giivesi (Galleria mellonella)
larvalar1 kullanildi. Larvalar viriisle, 30 G1/2 igne kalinligina sahip enjektor ile enjeksiyon
yoluyla enfekte edildi. Enfekte edilen larvalar 27 °C’de 3 hafta boyunca inkiibasyona
birakildi. Bu siire sonunda enfeksiyon gelisen larvalar —80 °C’de muhafaza edildi.

Virlislin saflagtirllmas1 Marina ve arkadaslarinin (1999) gelistirdikleri metoda gore
gerceklestirildi. Donmus 1 adet larva 1 ml steril ddH,O’da homojen hale getirildi.
Homojenat, viriisiin saflastirilmasi esnasinda sirasiyla 490xg, 960xg ve 1.250xg’de 10’ar
dakika santrifiij edilerek doku parcalarindan ve kaba partikiillerden arindirildi. Ardindan
15.300xg’de santrifiij edilerek viriis ¢okelti haline getirildi. Cokelti 500 ul steril ddH,O’da
¢oziildii ve % 30’luk siikroz ¢ozeltisi lizerine birakilarak 15.300xg’de 30 dakika santrifiij
edildi. Olusan ¢okelti 1 kez yikandi ve 1 ml steril ddH,O’da ¢oziildii. Bu sekilde
saflagtirilan viriis 0,22 pm’lik filtreden siiziilerek steril tiiplerde toplandi ve +4 °C’ de
muhafaza edildi.

Viriis konsantrasyonunun tayini spektrofotometrik olarak gergeklestirildi. 260 nm de

1 absorbans degeri 55 pg/ml olarak kabul edildi (D'Costa vd., 2001).
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2.3. CIV 012L A¢ik Okuma Zincirinin Biyoinformatik Analizi

Ekzoniikleaz genine ait aminoasit siras1 veri tabanindan temin edildi ve sahip oldugu
korunmus bolgeler Blast analizi programi igerisindeki conserved domain programi
kullanilarak tespit edildi. Ayrica, Clustal W programi kullanilarak, CIV 012L geninin diger
organizmalara ait ekzonlikleazlarla karsilagtirilmasi yapildi. Veri tabanindan temin edilen
Wiseana iridescent viriis’e ait muhtemel ekzoniikleaz proteini (WIV_gp048,
YP_004732831.1), Anopheles minimus iridoviriis’e ait 5°-3’ ekzoriboniikleaz 1
(AMIV_126, YP_009021199.1), Invertebrate iridovirus 25’¢ ait 5’-3 ekzoriboniikleaz I
(IV25_115R, YP_009010648.1) ve Invertebrate iridescent viriis 3’c ait ekzoniikleaz
(MIVO59L, YP_654631.1) proteinlerinin aminoasit siralar1 CIV 012L proteininin sirasiyla
karsilastirildi.

2.4. CIV Ekzoniikleaz (012L) Geninin Transkripsiyonel Analizi

2.4.1. Transkripsiyon Zamaninin Belirlenmesi

2.4.1.1. Viriis ile Enfekte Olmus Hiicrelerden Toplam RNA izolasyonu

012L geninin CIV ile enfekte olan SPC-BM-36 hiicre kiiltiiriinde transkripsiyon
zamanini belirlemek i¢in, bu hiicrelerden farkli zamanlarda izole edilen toplam RNA’larin
RT-PCR yontemiyle analizleri yapildi. 0., 1., 2., 4., 6., 8., 10.,12. saatler ve kontrol olmak
iizere, dokuz adet T-25 flaske, 1x10° SPC-BM-36 hiicresi birakild. Yaklasik 3-4 saat
hiicrelerin tutunmasi igin beklendikten sonra hiicrelerin {izerinden besiyeri uzaklastirilip 1
ml virlis siispansiyonu eklendi. Virislerin hiicrelere tutunmasi igin, flaskler 2 saat 2,5
rom’de sallandi. Iki saatin sonunda, hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve
hiicreler yikanarak tutunmayan viriisler uzaklastirildi. Hiicrelerin tizerine 4 ml taze besiyeri
eklendi. Bu zamanin 0. saat oldugu kabul edildi. 0. saat i¢in ayrilan flaskten, trizol (Sigma,
Kat No: T9424) kullanilarak, firma tarafindan tavsiye edilen yonteme goére toplam RNA
izolasyonu yapildi. Daha sonra da diger flasklerden, belirtilen toplam RNA izolasyonlari

yapildi.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/602259512?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=M5313HNH015
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2.4.1.2. izole Edilen RNA’larin DNaz | ile Muamele Edilmesi

RNA’lar, izolasyon sirasinda meydana gelebilecek DNA kontaminasyonundan
temizlemek i¢in, DNaz I muamelesi yapildi. Bu amagla, her bir 6rnek 10 pg RNA, 5 ul
tampon (10X, DNaz | enzimine ait) ve 2 ul DNaz | (Sigma, AMP-D1, 1u/ul) ile muamele
edildi. Son hacim, ddH,O ile 50 ul’ye tamamlanarak karisim 15 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra, 2’ser ul stop soliisyonu ilavesiyle, RNA hidrolizini
katalizleyebilecek divalent iyonlarin inaktivasyonu saglandi. Ardindan RNA’larin

konsantrasyonu spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

2.4.1.3. Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Konsantrasyonu belirlenen RNA’lardan ¢DNA olusturulmasi islemine gegildi.
RNA’lardan, her cDNA reaksiyonu i¢in 2’ser pug kullanildi. Her bir zaman dilimi igin ayr1
hazirlanan mikrosantrifiij tiiplerine 6ncelikle RNA, primer (oligo dT-ankor primeri; 5°-
GAC CAC GCG TAT CGA TGT CGA C(T)16V-3’) ve ddH,0 birakildi. Hazirlanan bu
tiipler 70 °C’de 5 dakika bekletildikten sonra buz iizerine alinarak sogutuldu ve icerisine
2,5 pltampon (10X, M-MuLV Revers Transkriptaz enzimine ait) ve 2 ul ANTP (10 mM)
karisimi eklendi. Son karisim 37 °C’de 2 dakika bekletildi. Bu karisima 100 U M-MuLV
Revers Transkriptaz (New England Biolabs Kat No: M0253S) enzimi ilave edildi. Karigim
37 °C’de 60 dakika inkiibe edilerek cDNA olusumu saglandi. Ardindan reaksiyon 70 °C’de
15 dakika bekletilerek enzimin inaktivasyonu saglandi. Her bir zaman dilimi i¢in ayr1 ayri
yapilan cDNA’lar, PCR iiriinii temizleme kiti (Nucleospin, Kat No: 11457) kullanilarak
temizlendi. Temizlenmis cDNA’lar kullanilarak 012L genine ait ileri ve geri primerler ile
(FW5'-CTGCTCAGGAGGTATATGGT-3; Rv 5-GAGAGGCTTCTGATGAAG-3' )
asagidaki sekilde PCR yapildi ve boylece RT-PCR islemi tamamlanmis oldu. PCR islemi,
RNA’da DNA kontaminasyonu olmadigini gérmek icin, RNA kalib1 kullanilarak da
uygulandi.
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PCR igerigi PCR Reaksiyonu

1ul Kalip (RNA veya CDNA) 95 °C’de 3'

Il 012L F (ileri Primer)

1ul 012L R (Geri Primer) 95 °C’de 1'

1l dNTP 55 °C’de 30" > 35 dongii
3ul MgCl, 72°Cde 1"

Sul 10X Taq DNA polimeraz Tampon

0,5 ul Tagq DNA polimeraz 72°Cde 7'

37,5 ul ddH,0 4 °C’de

2.4.2. Transkripsiyon Siifinin Belirlenmesi

CIV 012L geninin transkript edildigi gen ekspresyon sinifinin tayini icin DNA
sentezi inhibitorii olan B-D-Arabinofuranosylcytosine (Ara-C; Sigma, Kat No: C-1768) ve
protein sentezi inhibitorii siklohekzimit (Cyc; Sigma, Kat No: 7698) varliginda CIV ile
enfekte olmus SPC-BM-36 hiicrelerinden RNA izolasyonlart yapildi. Enfeksiyon 6 gozlii
hiicre kiiltiirii kaplarinda gerceklestirildi. Kaplarin herbir gdziine 2x10° hiicre birakildu.
Yaklasik 3-4 saat hiicrelerin tutunmasi igin beklendikten sonra 2, 3, 5 ve 6 no’lu

gozlerdeki hiicrelerin {izerinden besiyeri uzaklastirildi (Sekil 8).

Sekil 8. SPC-BM-36 hiicrelerinin CIV ile inhibitorler varliginda
enfeksiyonunun gosterimi. 1: Hiicre, 2: Hiicre + Ara-C,
3: Hiicre + Cyc, 4: Hiicre + CIV, 5: Hiicre + Ara-C +
CIV, 6: Hiicre + Cyc + CIV
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2 ve 5 no’lu gozlere Ara-C (100 pg/ml) inhibitori ihtiva eden besiyeriden, 3 ve 6
no’lu gozlere ise Cyc (200 pg/ml) inhibitori igeren besiyeriden 1°er ml eklendi. Hiicreler,
1 saat 28 °C’lik etiivde inkiibe edildikten sonra, 2, 3 ve 4 no’lu gozlerdeki hiicrelerin
tizerindeki besiyeri alind1 Bu gozlere enfeksiyon yapmak igin 2’ser ml enfeksiyon sivisi
hazirlandi. Inhibitdr iceren gozler i¢in inhibitdr ilavesi yeniden saglandi. Kiiltiir kabi
viriislerin hiicreye tutunmasi igin, 2 saat 2,5 rpm’de sallandi. Bu siirenin sonunda,
hiicrelerin lizerindeki besiyeri tamamen uzaklastirildi ve hiicreler inhibitér igerip
icermedigine uygun olarak yikandi. Daha sonra hiicrelerin lizerine yine inhibitdr igerigine
uygun olarak 2 ml taze besiyeri eklendi. Kapagi kapatilip, 28 °C’lik etiivde 16 saat
inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda toplam RNA izolasyonu yapildi.

Izole edilen RNA’lar, DNA kontaminasyonuna karsi, yukaridaki gibi DNaz | ile
muamele edildikten sonra spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Bu RNA’lar, 012L genine 6zel
primerler kullanilarak, genin transkripsiyon edildigi sinifi belirlemek iizere daha once

aciklandig: sekilde RT-PCR islemine tabi tutuldu.

2.5. Transkripsiyon Baslangic Noktasinin Tespit Edilmesi
2.5.1. cDNA’nin 5' Ucunun Cogaltilmasi (5'-RACE)

CIV 012L geninin transkripsiyon baslangi¢c noktasini tespit edebilmek i¢in 5'-RACE
teknigi kullanildi. Deney sartlar1 5-RACE kitindeki (ROCHE, Kat No: 03 353 621 001)
kullanma yoOntemine gore olusturuldu. Sekil 9°da 5'-RACE analizi sematik olarak
anlatilmaktadir.

5'-RACE analizinin ilk agamasinda toplam RNA’dan, gen i¢in 6zel primerler (SP1 5'-
CCTATCATGCGCGGCCA-3') kullanilarak tek zincir cDNA sentezi gergeklestirildi. Bu

islem i¢in tiipe;

cDNA sentez tamponu (tiip 1) 4l
Deoksintikleotid karigimi (tiip 3) :2 ul (10 mM)
SP1 primeri : 1 pl (12 mM)
Toplam RNA :3ul (2 pg)
AMYV revers transkriptaz (tlip 2) 1l

H.0 :9ul
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karigimi birakildi. Karisimin 55 °C’de 60 dakika ve 65 °C’de de 10 dakika bekletilmesi ile
cDNA sentezi gerceklestirildi. Sentezlenen cDNA, PCR iiriinii temizleme kiti kullanilarak
yukarida belirtildigi sekilde temizlendi.

Temizlenen cDNA’nin 3' ucuna, terminal transferaz enzimi kullanilarak “poli A”

kuyrugu takildi. Bunun i¢in bir tiipe;

Temizlenen cDNA 6rnegi 219 ul
Reaksiyon tamponu (tiip 5) 22,5 ul (10X)
2 mM dATP (tiip 4) 12,5 ul

karisimi birakild1 ve karisim 94 °C°de 3 dakika bekletildikten sonra hemen buz iizerine
alind1. Uzerine 1 pl terminal transferaz (tiip 6, 10 iinite/ul) ilave edilip karistirildi ve 37
°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Enzimin inaktivasyonu igin, karisim 70 °C’de 10
dakika bekletildi.

Bu sekilde “poli A” kuyrugu takilmis c¢DNA, once SP2 (5'-
GAGCTACTCCGTCGATAC-3') primeri sonra SP3 (5'-CTGTCTACACACCAATGA-3)
primeri kullanilarak birbirini takip eden iki ayr1 PCR reaksiyonuna tabi tutuldu. Birinci

PCR reaksiyonunda tiipe;

“Poli A” kuyrugu takilmis cDNA 25l

Oligo dT-ankor primeri (tiip 8) :1ul

SP2 primeri : 1 ul (12 uM)
Deoksintikleotid karigimi (tiip 3) : 1l

Tag DNA Polimeraz 20,5 ul
Reaksiyon tamponu (tiip 5) 25 ul (10x)
H,O :36,5 ul

karisimi  birakildi ve PCR yapildi. PCR reaksiyonu 94 °C’de 3 dakikahk ilk
denatiirasyonun ardindan, 30 dongii halinde 94 °C’de 30 saniye, 50 °C’de 30 saniye ve 72
°C’de 1 dakika bekletilerek gerceklestirildi.

Ikinci PCR reaksiyonunda ise yine bir tiipe;

Birinci PCR iiriinii :1ul
PCR-ankor primeri (tiip 9) :1pul
SP3 primeri 1 pl (12 uM)
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Deoksiniikleotid karigimi (tiip 3) 1l

Taqg DNA Polimeraz :0,5 ul
Reaksiyon tamponu (tiip 5) 25 ul (10X)
H,O 40,5 pl

karisimi birakildi ve istteki PCR programina tabi tutuldu. Neticede olusan {iriin %1 lik

agaroz jelde elektroforez edildi. PCR sonucu olusan DNA jelde goriintiilendi.

Tek zincir c DN A min 5P

mBENA 3
— primeri ile sentezi
SP1
k
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII mENAmn degredasyonu
cOMNA ¥
v S st s e I A s
4 an Saflastlmis c DNAva
3 -(AJnAAAA poli A kuyrufunun takilmas:
“Oligo dT tutunma primeri” |
'_[ -':'1[ [Tl ¥ Poli A kuyrufiu takilms
(A)JRAAAA cDMNAmn oligo dT tutunma ve
*+——  SP2 primerleriyle gofaltlmas:
| ap2
"PCR ankor primeri™ v
—_—

PCR iiriiniiniin PCE tutunma ve
SP3 primerleri ile ikinei PCRY

-—
5P3
v
Jel elektroforezi igin hazir olan PCR iiriinii

Klonlama ve dizi analizi

Sekil 9. 5-RACE analizinin sematik gosterimi

Elektroforez edilen PCR iiriinlerinin olusturduklar1 bantlar jelden temizlendi. Jelden
temizlenen DNA fragmentleri, pGEMT-Easy vektorine 3 DNA fragmenti 1 vektor
oraninda (0,3 ng DNA fragmenti ve 0,1 pg pGEMT-Easy) klonlandi. Reaksiyon;
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1 ul PGEMT-Easy vektorii

5 ul 2 X ligasyon tamponu

1 ul T4 DNA ligaz

3 ul DNA fragmenti biraraya getirilerek 10 pl’lik hacim iginde gergeklestirildi.
Karisim 16 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda kompotent hiicrelere

transformasyonlar1 saglandi.

2.5.2. Elektrokompotent Escherichia coli DH5a Hiicrelerinin Hazirlanmasi ve
Elektrotransformasyon

Petride biiyiitiilmiis E. coli DHSa hiicrelerinden tek bir koloni alinip, NaCl ihtiva
etmeyen Luria Bertani (LB) Broth besiyerine asilandi ve 37 °C’de gece boyunca
biyiitiildi. Bu taze kiiltirden, 1:100 oraninda LB Broth besiyerine asilama yapildi.
Hiicreler 37 °C’de, yogunluklari 600 nm dalga boyunda 0,6-0,9 OD olacak sekilde
biiyiitiildii. Bakteri konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca, hiicreler 30 dakika buz
lizerinde bekletildi. Ardindan 4 °C’de, 4.000 rpm hizinda, 5 dakika santrifiij edildi. Siv1
kisim dokiildii ve ¢okelti iki kez steril soguk su ile yikanarak ayni hiz ve zamanda santrifiij
edildi. Cokelti, soguk %10’luk gliserolde ¢oziildii ve 5.000 rpm’de, 4 °C’de, 15 dakika
santrifiij edildi. Tekrar {ist kisim dokiildii ve c¢okelti pelletin miktarina baglh olarak az
miktarda %10’luk gliserol icinde siispansiyon haline getirildi. Elde edilen kompotent
hiicreler, 50 ul’lik hacimlerde mikrosantrifiij tiiplerine boliindii kullanilacak olanlar buz
lizerine alind1 gerisi ise daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere -80 °C’de saklandu.

Buza birakilan kompotent hiicrelerin iizerine CIV 012L geninin translasyona
ugramayan DNA siralarinin klonlandigt plazmidlerden 1-3 pl ilave edildi. Karigim
elektroporasyon kiivetlerine aktarildi ve kiivetler elektroporator cihazina (BioRad)
yerlestirildi. Kiivetler, cithazda 200 ohm, 1,5-2K ve 25mF’de 3-4 sn bekletildi. Ardindan
kiivetin igerigi 1ml LB broth besiyerine transfer edildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonucunda hiicreler 6.000 rpm’de, 2 dakika santrifiij edilerek
coktiiriildii. Cokelti haline gelen hiicreler, 200 pul LB Broth besiyerisinde siispanse edildi
ve petri kaplarinda bulunan, 1/1000 oraninda ampisilin antibiyotigi iceren, 40 ul IPTG
(izopiropil beta-D-tiyogalaktosid) (100 mM) ve 40 ul X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-
beta-D-galakto-piranosid) (50 mg/ml) siiriilmiis LB Agar besiyerisi iizerine cam bagetle

yayildi. Petriler 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda olusan
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beyaz kolonilerden gece kiiltiirleri hazirlandi. Klonlama isleminin basarili olup olmadigini
belirlemek amaciyla bu Kkiiltirlerden plazmid DNA izolasyonu yapildi. Ardindan
plazmidler restriksiyon enzimleri ile muamele edildi ve iglerinde klonlanan DNA

fragmanini ihtiva edip etmedikleri arastirildi.

2.5.3. Plazmid DNA Izolasyonu ve Pozitif Klonlarin Secimi

Plazmid DNA’larinin izolasyonu i¢in, hizli miniprep metodu kullanildi. Gece
kiiltiirleri 14.000 rpm’de, 2 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Hiicrelerin iizerindeki
siipernatant, geride 50 pl kalacak sekilde dokiildii ve ¢okelti, kalan siipernatant ig¢inde
vortekslenerek ¢oziildii. Uzerine 300 ul TENS tamponu (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 0,1 mM
EDTA; 0,1 N NaOH; %0,5 SDS) ilave edilerek karistirildi. Bunu takiben, iizerine 150 ul 3
M sodyum asetat (pH 5.2) ilave edildi ve tekrar 5-6 kez alt ist edilerek karigtirildi.
Hazirlanan karigim, 10 dakika buz i¢inde bekletildi ve bu siirenin sonunda, 14.000 rpm’de,
3 dakika santrifiij edildi. Siipernatant temiz tiipe alind1 ve tizerine 900 pl %100°liik etanol
ilave edilerek 14.000 rpm’de, 2 dakika santriflij yapildi. Cokelti %70’lik etanol ile yikandi
ve 10 dakika kurumaya birakildi. Kuruyan ¢okelti 50 ul ddH,0O’da ¢oziildii.

Izole edilen plazmid DNA’larmn ekzoniikleaz geninin translasyona ugramayan
bolgesini igerip icermedigini tespit etmek icin, bu plazmid DNA’lar1 EcoR | restriksiyon
enzimi ile muamele edildi.

Bunun igin, 10 ul DNA, 0,5 pl EcoR | (Promega), 1,5 ul enzime ait 10X tamponu
ve 3 ul HyO olacak sekilde 15 pl’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve kesim
reaksiyon tiipii, 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan reaksiyon karisimi, %1°lik jelde
elektroforez edildi. Klonlanan DNA fragmentlerini igeren pozitif klonlardan 3 tane seg¢ildi.
Bu klonlardan plazmid DNA izolasyon kiti (Promega, Kat No: A1330) kullanarak saf
plazmit DNA’lar izole edildi ve bu DNA’lar dizin analizi yapilmak iizere Macrogen

Firmasina (Kore) gonderildi.

2.6. CIV 012L Geninin Promotor Bélgesinin Analizi

Promotor analizi i¢in Oncelikle genin 5' yukar1 kisminda bulunan potansiyel

promotor olabilecek bolgeler belirlendi. Bu bolgeler PCR ile viral DNA’dan ¢ogaltildi.
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Cogaltilan bu potansiyel promotor bolgeleri ikili lusiferaz deneyi ile analiz edildi. Bu
deney diizeneginde diizeneginde farkli iki lusiferaz proteini igeren iki farkli plazmid
bulunmaktadir. Burada kullanilan “ikili” kelimesi iki farkli lusiferaz geninin iirlinlerinin
tek bir sistem tarafindan ayni1 anda ekspresyonu ve 6l¢iilmesi anlamma gelmektedir. ikili
lusiferaz isaret sistemi su sekilde Ozetlenebilir; sistemde iki farkli plazmit mevcuttur.
Bunlardan bir tanesi Kuzey Amerikan ates bocegi Photinus pyralis’e ait atesbocegi
lusiferaz geninin promotorsuz olarak klonlandig1 pSP-Luc+ plazmiti (Promega), digeri ise
bir mercan tiirii olan Renilla reniformis organizmasi tarafindan kodlanan renilla lusiferaz
geninin ekspres edildigi pIC-1E1 plazmitidir. plC-IE1 plazmiti Mariella van Hulten
(Wageningen University, Laboratory of Virology) tarafindan pRL-null (Promega)
plazmitinden olusturulmustur. Dr. Van Hulten pRL-Null plazmitinde promotorsuz olarak
klonlanmis olan renilla lusiferaz geninin 6niine AcMNPV’ye ait en erken grubu bir gen
olan IE1 geninin promotorunu yerlestirmis ve elde ettigi plazmite pIC-IE1 adini vermistir.
Gene ait tayin edilen promotor fragmanlar1 bu plazmidlerden bir tanesinde promotorsuz

olarak bulunan lusiferaz proteininin dniine promotor olarak klonlanmustir.

2.6.1. Viral Genomik DNA izolasyonu

Bm hiicreleri, Boliim 2.2°de belirtildigi gibi saflastirilan viriis ile enfekte edildiler.
Enfeksiyon icin 75 cm?’lik hiicre kiiltiirii kaplar1 kullanildi. Enfekte edilmis hiicreler 28
°C’lik etiivde 5 giin bekletildi. DNA izolasyonu Summers ve Smith (1987)e gore
gergeklestirildi. Bunun igin hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler PBS ile
iki kez yikandi ve lizerlerine 0,5 ml par¢alama tamponu (1M Tris-HCI, 0,5M EDTA), 10
ul Proteinaz K soliisyonu ilave edilerek kargtirildi. Ardindan 20 °C’ye ayarli su
banyosunda 12-16 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda iki kez Fenol: Kloroform:
[zoamilalkol ekstraksiyonu yapildi. Takiben iizerine 1/3 hacim 10 M amonyum asetat ve 2
hacim %96’lik alkol ilave edilerek 15 dakika -20 °C’de bekletildi. 2000xg’de 30 dakika
santrifiij edildi. Cokelti %70 lik etanol ile yikandi ve kurutuldu. TE tamponu iginde

¢oziindiikten sonra yakin zamanda kullanilacagi i¢in +4 °C’de muhafaza edildi.
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2.6.2. Muhtemel Promotor Bolgelerinin Tayini ve Klonlanmalari

CIV 012L geninin promotor dizilerinin iginde bulunabilecegini diisiindiigiimiiz ve
genin transkripsiyon baslangi¢c noktasina farkli uzakliklarda 7 farkli promotor fragmenti
tayin edildi.

Belirlenen ilk ti¢ fragmentin 5' uglari, transkripsiyon baslangi¢ noktas: +1 olarak kabul
edildiginde, sirasiyla -200, -130 ve —80 noktalarindan baslamaktadir. Bu fragmentleri
cogaltmak i¢in tasarlanan primerlerin 5' uclarma Kpn I restriksiyon endoniikleaz bolgesi
eklendi. Fragmentlerin 3' uglar1 ise +43 noktasindan baslatildi ve uglarma da Bgl 1l
restriksiyon endoniikleaz bolgesi eklendi. Belirlenen DNA fragmentleri, viral DNA’dan,

0zel primerler kullanilarak ¢ogaltildi (Tablo 2).

PCR Icerigi PCR Reaksiyonu

1 ul Kalip ( viral DNA veya Exo PC1) 95 °C’de 2'

1 ul Exo Luc F-200 (ileri Primer)

1l Exo Luc F Rev (Geri Primer) 95°C’de I

1l dNTP 55 °C’de 45" 35 dongii
3ul MgCl, 72°C’de 1'

5ul 10X Taq DNA polimeraz Tamponu

0,5 ul Tagq DNA polimeraz 72°C’de 7'

37,5 ul ddH,0 4 °C’de

Cogaltilan fragmentler Kpn | ve Bgl II enzimleri ile muamele edilerek ayni enzimler
ile muamele edilmis pSP-Luc+ vektoriinde (Promega) promotoru bulunmayan lusiferaz

geninin Oniine klonlandi. Reaksiyon;

1 pl pSP-Luc+ vektorii

5 ul 2 X ligasyon tamponu

1 ul T4 DNA ligaz

3 ul DNA fragmenti biraraya getirilerek 10 ul’lik hacim i¢inde gerceklestirildi.
Karisim 16 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Béylece ekzoniikleaz i¢in Exo PCI1, Exo

PC2 ve Exo PC3 rekombinant plazmitleri olusturuldu. Bu plazmitlerde lusiferaz geninin
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ekspresyonu, bas kismina klonlanan ve promotor dizilerini ihtiva ettigi diisiiniilen DNA

fragmentleri tarafindan kontrol edildi (Sekil 10).
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Kalan diger dort adet (-40, -20, -10 ve +11 konumlu 5° baslangi¢ noktalarina sahip
fragmentler) promotor bdlgesini ihtiva etmesi miimkiin fragmentlerde ise fragmentin
buytikligl gittikce azaldigr i¢in jelden temizlenmeleri ve klonlanmalar1 zor olacagindan
kiiciik olan fragmentler, viral DNA’dan degil de olusturulan rekombinant plazmitlerden
birincilerini kalip olarak kullanarak yukaridaki PCR programina gore ¢ogaltildi. Buradaki
ama¢ kiiciik olan fragmentlere pSP-Luct vektorii tarafindan bir miktar uzunluk
kazandirarak, bu fragmentler ile calismay1 kolaylastirmaktir. Sentezlenen bu fragmentlerin
de 5' uglarina PCR ile Kpn I, 3' uglarina ise Nar I restriksiyon endoniikleaz bolgeleri
eklendi. pSP-Luc+ vektorii de ayni restriksiyon endoniikleazlar ile muamele edildi.
Boylece, ayni enzim bdlgelerine sahip DNA fragmenti ve plazmit DNA yukaridaki
reaksiyonda oldugu gibi bir araya getirilerek birlestirildi ve neticede Exo PC4, Exo PC5,
Exo PC6 ve Exo PC7 rekombinant plazmitleri elde edildi. Promotor plazmitlerinin
olusturulmasi i¢in kullanilan primerler Tablo 2’de verilmistir. Olusturulan 7 adet
rekombinant plazmit Escherichia coli DH5a hiicrelerine transform edildi. Bolim 2.5.3’te
anlatildigr gibi izole edilen plazmid DNA’larin klonlanan fragmentleri ihtiva edip
etmediklerini tespit etmek igin, bu plazmid DNA’lar1 Kpn | ve Bgl 11 restriksiyon enzimleri
ile muamele edildi. Bunun igin, 10 ul DNA, 0,5 ul Kpn I, 0,5 ul Bgl II, 1,5 ul 10X TA
tamponu ve 2,5 pl HyO olacak sekilde 15 pl’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve
reaksiyon tiipii, 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan reaksiyon karisimi, %1°lik jelde
elektroforez edildi. Klonlanan DNA fragmentlerini igeren pozitif klonlardan 3 tane segildi.
Bu klonlardan plazmid DNA izolasyon kiti (Promega) kullanarak saf plazmit DNA’lar
izole edildi ve bu DNA’lar dizin analizi yapilmak iizere Macrogen Firmasina (Kore)
gonderildi. Mutasyon igermeyen birer adet klon transfeksiyon igleminde kullanilmak iizere

muhafaza edildi.
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Tablo 2. Promotor plazmitlerini olusturmak i¢in kullanilan primerler®

Primer adi Sirasi Pozisyon
Exo Luc F-200 5-GGGGTACCGAAGCTTTGTGTTCAGAG-3' —200/-183
Exo Luc F-130 5-GGGGTACCAAATTGTTTTCAATTGCA-3' —130/-113
Exo Luc F-80 5-GGGGTACCTAATTTTAAATGTTTGATTG-3' —80/—63
Exo Luc F-40 5-GGGGTACCAATAAATTTGAACTATATATTGG-3'"  —40/-23
Exo Luc F-20 5-GGGGTACCTGGATCATATTTTAAAGA-3' —40/-23
Exo Luc F-10 5-GGGGTACCTTAAAGATTTAAAAGTTAAAG-3' —-10/+5
Exo Luc F+11 5- GGGGTACCGAAGATTAGTAAAGTATAA-3 +11/+24
Exo Luc F Rev 5- GGGGTACCGAAGATTAGTAAAGTATAA-3 +43/+24
Luc Nar IR 5'- GGAATGGCGCCGGGCCTTTCTTTATG-3 85/62(Luc)

*Koyu yazilan Kpn I ve alt1 ¢izili olan Bgl Il enzim bolgeleri 012L genine ait primerlere, pSP-
Luc+ vektoriine klonlamay1 kolaylastirmak igin eklenmistir. Nar | primeri de pSP-Luc+vektoriiniin
3' bolgesindeki Nar I bolgesi ile birlesmistir.

2.6.3. Transfeksiyon

Transfeksiyon deneyi 35 mm’lik hiicre kiiltiir kaplarinda gergeklestirildi. Bm
hiicreleri bir gece 6nceden hiicre kiiltlir kaplarina her kapta 1,5x10° hiicre olacak sekilde
transfer edildi. Hiicrelerin 2 saatlik tabana yapigsma periyodunun ardindan, tizerlerindeki
besiyeri uzaklastirildi ve yerine FBS ve katki maddeleri ihtiva etmeyen besiyeri konuldu.

Ertesi giin hiicrelerin lizerindeki besiyeri alind1 ve yerine daha dnceden hazirlanmis
olan rekombinant promotor plazmiti (2 ug), cellfectin (10 ul) (invitrogen, Kat No: 10362-
010) ve katki maddeleri ihtiva etmeyen besiyeri (500 pl) karisimi birakilarak plazmitin
hiicrelere transfeksiyonu gergeklestirildi. Bu sirada pipetlemeden veya ortam sartlariin
olumsuzlugundan kaynaklanabilecek hatalar1 ortadan kaldirmak amaci ile hiicreler aym
anda her rekombinant promotor plazmidinin yaninda birde kontrol plazmidi olan pIC-IE1
(2ug) ile transfekt edildiler.

18 saatlik bir transfeksiyon periyodundan sonra hiicreler Chilo iridescent viriis ile
enfekte edildi. Bu islem her rekombinant plazmit i¢in (7 adet) ayr1 ayr petrilerde kontrol

plazmidi ile birlikte gerceklestirildi.
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2.6.4. Lusiferaz Proteinlerinin izolasyonu ve Luminometrede Ol¢iilmesi

CIV 012L genine ait rekombinant plazmitlerin aktarildig1 hiicreler enfeksiyondan 6
saat sonra petrilerden alindi. Hiicrelerden lusiferaz proteininin izolasyonu lusiferaz kitinin
(Promega, Kat No: E1910) igerisinde bulunan kullanma yontemine gore gergeklestirildi.
Buna gore belirtilen inkiibasyon zamaninin sonunda, hiicreler cam deney tiiplerine transfer
edildi. Tipler 300 rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Cokelti
halindeki hiicrelerin {izerine 2 ml PBS ilave edilerek hiicreler yikandi ve tekrar santrifiij
edilerek sivi kisim uzaklastirildi. Cokelti 250 pl 1X pargalama tamponunda (kitte mevcut)
¢oOziildii ve buz tlizerine yerlestirildi. 10—15 sn vortekslendi ve hiicrelerin tamamen
parcalanmasini saglamak ic¢in 2 kez sivi azota daldirilip ¢ikarildi. 12.000 rpm’de 15 sn
santrifiij edildikten sonra proteini ihtiva eden siipernatant kismi temiz tiiplere alindi.

Promotor plazmitleri ve kontrol plazmiti tarafindan ekspreslenen lusiferaz
proteinlerinin  Sl¢iimii  luminometre (Berthold)’de gerceklestirildi. Olgme islemleri
luminometre cihazina ait 6zel tiiplerde yapildi. Bir tiipe 20 pl protein 6rneklerinden ve 100
ul kit icinde bulunan “Luciferase Assay Reagent” den birakildi. Karigim luminometre
cihazindaki 6zel bolgeye yerlestirildi ve cihazin numunedeki “atesbocegi” ve “Renilla”
lusiferaz protein degerlerini okumasi saglandi. iki deger birbirine oranlanarak ekspresyon

degeri elde edildi.

2.7. CIV 012L Geninin Fonksiyonel Analizi

2.7.1. Calismada Kullanilan Tamponlar ve Cozeltiler

Gergeklestirilen deneysel c¢alismalar esnasinda kullanilan cozeltiler, igerikleri ve

hazirlaniglar1 Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3. Kullanilan ¢6zeltiler, igerikleri ve hazirlanislar

Tampon adi

Tampon bilesenleri

100 mM Tris-HCI (pH: 8.0), 500 mM NaCl, 20 mM

10X Aktivite Tamponu DTT, % 10 gliserol, 1 mg/ml BSA
10X Birlestirme Tamponu | 500 mM Tris-HCI (pH: 7.5) ve 1000 mM KClI
10X TBE Tamponu 108 gr Tris, 55 gr Borik asit ve 7,5 gr Na,EDTA 1

litre ddH20’da ¢oziiliir

2X Reaksiyon Sonlandirma
Boyasi

% 95 formamide, % 0,05 bromophenolblue, % 0,05
xylene cyanol, 20 mM EDTA pH:8,0

2.7.2. CIV 012L Geninin PCR ile Cogaltilmasi

CIV 012L geninin ¢ogaltilacagt PCR reaksiyonu, gene ait ileri ve geri primerler
(ExoFw  5-GAATTCATGGGTATTAAATATTTTTTTAAATGG-3; ExoRv  5-
CTCGAGACGAAGATAATTGTTTTAATGG-3) kullanilarak asagidaki gibi

gerceklestirildi.

1 ul CIV genomik DNA’s1 95 °C’de 2'

1 ul ExoFw (ileri primer)

1ul ExoRv (geri primer) 95 °C’de 30"

1wl dNTP 50°C’de I' 35 dongii
2 ul MgCl, 72°C’de 1'

10 pl Tampon

0,5 ul Phusion DNA polimeraz 72°C’de 5'

335 ul ddH,0 4 °C’de

neticede olusan iiriin %1’°lik agaroz jelde elektroforez edildi ve ¢ogaltilan gene ait DNA

fragmenti jelde goriintiilendi.

PCR ile ¢ogaltilan CIV 012L genine ait DNA fragmenti, CloneJET PCR Klonlama
Kiti (Fermentas, Kat No: K1231) kullanilarak pJET1.2/blunt klonlama vektoriine firmanin

ongordigi konsantrasyonlar ve sartlar gerceklestirilerek klonlandr (10 pl 2X reaksiyon

tamponu, 2 pl PCR iriinii, 1 pl pJET1.2/blunt, 1 pl T4 DNA ligaz). Klonlama sonucunda
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olusan kolonilerden rekombinant plazmitler Boliim 2.5’te anlatildig1 sekilde izole edildi.
Klon oldugunu teyit etmek i¢in ECOR | ve Xho I restriksiyon enzimleri ile kesim yapildi ve
PCR firiiniintin jeldeki varligi arastirildi. Bu sekilde dogrulugu teyit edilen klonlardan 2
tanesi, DNA bazlarinin otomatik analiz edilmesi i¢in Macrogen Firmasina (Kore)

gonderildi. Elde edilen sonuglar Genbank’taki (NCBI) verilerle karsilagtirildi.

2.7.3. CIV 012L Geninin pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Dizin analizi sonucunda igerisinde CIV 012L geni oldugu kesinlesen pJET1.2/blunt
vektori kitle (Wizard Plus SV Minipreps DNA purification System, Promega ) izole edildi.
pPET-28a(+) ekspresyon vektorii ve igerisinde CIV 012L geni tasiyan pJET1.2/blunt
vektorii, daha Onceden ortak olarak tasarladigimiz ECOR | ve Xho | restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesildi. Reaksiyon;

20 ul plazmit DNA (Rekombinant pJET1.2/blunt / pET-28a(+) vektorii)

3 ul 10X TA tampon

1 ul EcoR |

1 ul Xho |

5 ul H,O
icerecek sekilde hazirlandi ve 37 °C’de 3 saat bekletilerek gerceklestirildi. Kesim sonrasi
plazmitler %1’lik jelde yiiriitiilerek, hem ekzoniikleaz genine ait parga hem de lineer hale
dontisen pET-28a(+) ekspresyon vektorii “Nucleospin Extract II DNA Saflastirma kiti
(Macherey-Nagel)” kullanilarak jelden temizlendi.

Her iki enzimle kesilmis gen iirlinii ve vektoriin birlestirilmesi, toplam 10 pl hacimde
yapildi. Reaksiyon 1 pul 10X T4 DNA ligaz tamponu, 1ul T4 DNA ligaz (10 inite/pl), 2 pl
ekspresyon vektorii ve Sul gen {iriinii kullanilarak 16 °C’de 16 saat inkiibe edilerek
gergeklestirildi.

Ligasyon iiriinii CaCl, transformasyon metoduyla E.coli DHS5a susuna aktarildi.
Transformasyon igin, 200 pl alict konak hiicre igeren tiipe 10 pl ligasyon {iriinii eklendi ve
tiip, 30 dakika buz iizerinde bekletildi. Ardindan 42 °C’ye ayarli 1sitict blokta 2 dakika
bekletilerek plazmidin hiicre i¢cine ge¢mesi saglandiktan sonra her bir tiipe 200 pl LB
besiyeri eklendi. Tiipler 37 °C’de iki saat bekletildikten sonra hiicreler 6000xg’de 3 dakika
santrifiij edildi, olugsan ¢okelti daha once hazirlanmis olan LBA petrilerine (50 pg/ml
kanamisin igeren) yayilarak 37 °C’de 1 gece inkiibe edildi. pET-28a(+) ekspresyon vektor
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sisteminde lac operon sistemi bulunmadigindan X-gal ve IPTG kullanarak mavi-beyaz
koloni olusturma imkani bulunmamaktadir. Bu sebepten otiirii petri ilizerinde olusan
kolonilerin hangisinin geni tasidigini belirlemek i¢in kolonilerden rastgele se¢im yoluyla
tarama yapildi. Segilen koloniler 3 ml (50 ug/ml kanamisin igeren) LB besiyeri i¢erinde bir
gece boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Uretilen hiicrelerden plazmit izolasyon kiti ile
plazmitler izole edildi. Izole edilen plazmitler ECOR I ve Xho I restriksiyon endoniikleazlar
ile kesilerek klonlamanin olup olmadigi kontrol edildi ve pozitif olanlardan bir tanesi

secilerek ekspresyon igin E. coli BL21(DE3)pLysS hiicrelerine aktarildi.

2.7.4. CIV 012L Geninin E. coli BL21 Hiicrelerinde Ekspresyonunun
Gozlenmesi

CIV 012L genini igeren plazmidin transforme edildigi E. coli BL21(DE3)pLysS
hiicrelerinden rastgele belli sayida koloni secildi ve genin ekspresyonu i¢in arastirildi.
Rastgele secilen koloniler 16 saat inkiibe edildikten sonra tekrardan her biri iki tiipe
yeniden ekildi ve 3 saat inkiibe edildikten sonra tiiplerden bir tanesi 1 mM IPTG ile
indiiklenerek, digeri ise indiiklenmeden 3 saat daha biiyiitiildii. Se¢ilen kolonilerle beraber
kontrol olarak E. coli BL21(DE3)pLysS’nin kendisi de indiiklendi. Sonrasinda hiicreler
santrifuj ile ¢oktiiriilerek her ml’si 2 mg lizozim i¢eren 50 mM Tris-HCI (pH: 7.5) ve 1
mM DTT’ den olusan tamponda ¢oziilerek sonikatdr ile patlatildi. 9000 rpm’de 20 dakika
santrifuj edilerek ¢okelti uzaklastirildi. Siipernatant %12’lik SDS-PAGE’de yiiriitiilerek
sonuglar gozlendi. SDS-PAGE analizi Maniatis ve arkadaslarina gére (Maniatis vd., 1989)
yapildi.

2.7.5. Proteinin Saflastirilmasi

Proteinin saflastirilmasi, Ni-NTA affinite kromatografisi kullanilarak yapildi.
Ekspresyonun gozlendigi E. coli BL21(DE3)pLysS hiicrelerinden bir tanesi segilerek 5 ml
LB igerisinde gece boyunca biiyiitiildii. Sonrasinda 300 ml 50 pg/ml kanamisin igeren taze
besiyerine ODggo’da 0,1 olacak yogunlukta seyreltilerek yeniden ekildi. ODgpp’da hiicre
yogunlugu 0,6 olana kadar hiicreler 37 °C’de biiyiitiildii ve son hacim 1 mM olacak sekilde
IPTG ile hiicreler indiiklendi. Inkubasyona 24 °C’de 16 saat daha devam edildi ve
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sonrasinda protein izolasyonu ve ekspresyonun gozlenmesi asagidaki adimlar takip

edilerek belirlendi.

2.7.5.1. Ni-NTA Affinite Kromatografisi ile Protein Saflagtirma

Indiiklemenin ardindan protein saflastirma islemine gecildi. Proteini saflastirmak igin
MagneHis™ Protein Purification System (Promega Kat No: V8500) kiti kullanildi.
Saflastirma islemi firma tarafindan tavsiye edilen yonteme gore gerceklestirildi: 16 saat 24
°C’de indiiklenen bakteriyal kiiltiir 5000xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
iist s1v1 atildi, hiicre kismi 2 ml 1X Hiicre par¢alama tamponunda (Kitte mevcut) ¢6ziildi,
bu hiicre lizatina 1 pl DNaz | enzimi ilave edilerek oda sicakliginda 20 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra hiicre lizat1 5 dakika sonikatdre maruz birakildi. Sonikasyondan sonra
9000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek hiicresel atiklarin ¢oktiiriilmesi saglandi. Proteini
iceren s1vi kismi alinarak yeni bir tiipe aktarildi ve Histidin kuyruguna sahip olan CIV
012L proteininin baglanmasi i¢in 40 pl nikel partikilii ilave edildi. Oda sicakliginda 2
dakika bekletildi. Tiip miknatishi diizenege yerlestirildi, proteini baglayan nikel
partikiillerinin tiipiin kenarina tutunmasi i¢in 30 saniye beklendi. Nikele baglanmayan
proteinlerin bulundugu supernatant kismi atildi ve tiip miknatish diizenekten uzaklastirildi.
Proteinin bagli oldugu nikel partikiilleri 3 kez MagneHisT'\’I baglanma/yikama tamponu ile
yikandi. Yikama igleminden sonra protein bagli nikel partikiilleri tizerine MagneHis
Elution tamponu ilave edildi. 2 dakika oda sicakliginda bekletildi. Tiip miknatisl diizenege
yerlestirilerek nikellerin tutunmasi saglandi, proteini iceren sivi kismi yeni bir tiipe
aktarildi. Daha sonra saflastirilan protein % 12’lik SDS-PAGE’e yiiklendi. Saflastirilan

proteinin miktar1 nanodrop (ThermoScientific) ile spektrofotometrik olarak belirlendi.

2.7.5.2. Western Hibridizasyonu

CIV 012L proteininin E. coli BL21(DE3)pLysS hiicrelerinde ekspres olup
olmadigint daha 0Ozgiin bir sekilde saptamak icin western hibridizasyonu yapildi.
Hibridizasyon 2 asamadan olusur. Birinci asamada %12’lik SDS-PAGE’de yiiriitiilen
proteinler jel boyanmadan Mini Trans-Blot® Elektroforetik Transfer Cell (Bio-Rad) cihazi
yardimiyla 1slak emdirim (Wet Blotting) yapilarak PVDF membrana (Millipore, Kat No:
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IPVHO00010) aktarildi. Membrana aktarimdan sonra hedeflenen protein immiinolojik
etkilesimlerle saptanacagi icin membrana aktarilmis proteinlerin bulundugu yerler
disindaki bosluklar bir kapatma (blocking) ajani ile kapatildi. Bu kapatma islemi i¢in PBS
ile hazirlanan %3 liik yagsiz siit tozu (Sigma, Kat No: BCR685) kullanild:. Ikinci asamada
ise aktarim ve kapatma yapildiktan sonra saptama islemine hazir hale getirilmis membran,
once birincil antikor olan Monoklonal Anti-poly Histidin antikoru (Sigma Kat No: 5588)
ile reaksiyona sokuldu, sonra bu antikor da alkalin fosfataz bagh ikincil antikor Anti-
Mouse 1gG (Sigma, Kat No: M7023) ile isleme sokuldu. Son olarak alkalin fosfataz’in
substrat1 olan NBT-BCIP (Roche, Kat No: 11 681 451 001) substrat ¢ozeltisi ortama ilave
edildi.

2.7.6. Enzimin Ekzoniikleaz Aktivitesinin Arastirilmasi

2.7.6.1. Ekzoniikleaz Aktivitesinde Kullanilacak Sentetik Primer
Substratlarinin Belirlenmesi

Enzimin ekzoniikleaz aktivitesinin analizi i¢in substrat olarak belirli uzunlukta
primerler sentezlettirildi (Integrated DNA Technologies). Bu primerler 50 niikleotid
uzunlugunda olup bir tanesi 5' ucundan digeri de 3' ucundan biyotin ile igaretlidir. Bu
primerlere kalip olarak kullanilacak primerler isaretsiz olup u¢ kisimlarinda 10 niikleotidlik

eslesmeyen bolgeler bulunmaktadir (Tablo 4).
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Tablo 4. Ekzoniikleaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan DNA substratlari

Primer Adi Primer DNA dizisi

5’ BIO primer 5'/Bio/ATGGAGAAAACAATGTTTGCATATTCGTGGCAT
CAAACAGATCC TACTG-3'

S-TCCAGGTTGCCTGTTTGATGCCACGAATATGCA

3’ BIO primer _
AACAT GTTTTCTCCAT /Bio/ -3'

ExodigestF kalip 5-ATGGAGAAAACAATGTTTGCATATTCGTGGCAT
CAAACAGATCCTACTG-3'
ExodigestR kalip S-TCCAGGTTGCCTGTTTGATGCCACGAATATGCA

AACAT GTTTTCTCCAT-3'

*Alt ¢izili niikleotidler eslesme yapmaz.

Yukaridaki DNA substratlarina ilave olarak enzimin ekzoniikleaz aktivitesini
belirlemek igin ayrica Pstl ile lineer hale getirilmis pUC18 plazmit DNA’s1 da substrat
olarak kullanild.

2.7.6.2. Sentetik primer substratlardan Cift Zincir DNA Substratlarinin
Hazirlanmasi

1X birlestirme tamponu kullanilarak, kalip tek zincir DNA ile primer tek iplik DNA,
Tablo 5’de belirtilen kombinasyonlarda karigtirilarak ¢ift zincir DNA  substratlari
hazirlandi. Bunun igin 50 niikleotid uzunlugunda olan 3'BIO primeri ile 3' ucunda 10
niikleotidlik eslesmeyen bolge bulunan kalip (ExodigestF) ve 50 niikleotid uzunlugunda
olan 5'BIO primeri ile 5' ucunda 10 niikleotidlik eslesmeyen bolge bulunan kalip
(ExodigestR) hibridize edildiler. Reaksiyon karisimi 1sitictda 95 °C’de 5 dakika
bekletilerek var olan tiim spesifik olmayan eslesmelerin erimesi saglandi. Sonra yavas

yavas sogutularak kalip iplik ile primerin hibridize olmasi sagland.



38

Tablo 5. Karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilan gift zincir DNA substratlari

DMNA eslesmeleri DNA iplikgiklerine ait eslesmeler

5'/Bio/ATGGAGAAAACAATGTTTGCATATTCGTGGCATCAAACAGATCCTACTG-3'

5'BIO) '
SBIOExodigestR | o0 1) - T TTTTGTACAAACGTATAAGCACCGTAGTTTGTCOGTTGGACCT -5

S TCCAGGTTGCCTGTTTGATGCCACGAATATGCAAACATGTTTTCTCCAT /Bio/ -3'

3BIOExodigestF | 5. ot rCCTAGACAAACTACGGTGCTTATACGTTTGTAACAAAAGAGGTA.S'

2.7.6.3. 3'-OH Ucundan Biyotin Isaretli Cift Zincir DNA Substrati Kullanilarak
5' Ekzoniikleaz Aktivitesinin Arastirilmasi

Primere ait 3'-OH ucunda biyotin igeren ¢ift zincir DNA, substrat olarak kullanilarak
enzimin ¢ift zincir {izerinde 5' ekzoniikleaz aktivitesi arastirildi. Reaksiyon toplam 10 pl
hacimde su bilesenlerden olustu: 1X aktivite tamponu, 10 mM MgCl,, 10 ng CIV 012L
proteini ve 1 ng substrat DNA. Reaksiyonlar 37 °C’de 1, 5, 15, 30, 45, 60 ve 90 dakika
olarak gerceklestirildi. Reaksiyonlar 5 pl 2X sonlandirma boyasi eklenerek sonlandirildi.
10 pl reaksiyon oOrnegi 7M ire-%20°’lik PAGE’de yiiriitildi. Ydrlitme islemi
tamamlandiktan sonra jelde yiiriitiilen biyotin isaretli DNA’lar Mini Trans-Blot®
Elektroforetik Transfer Cell (Bio-Rad) cihazi yardimiyla islak emdirim (Wet Blotting)
yapilarak pozitif yiikli naylon membrana (Hybond, Kat No: RPN303B) aktarildi.
Membrana aktarilan DNA’lar1 goriiniir hale getirmek icin “Biotin Chromogenic Detection
Kit”(Fermentas, Kat No: K0661)’1 kullanildi. DNA’lar1 ihtiva eden membran, 30 ml
Blocking/Washing tamponu ile 5 dakika oda sicakliginda yikandi. Bu siire sonunda
Blocking/Washing tamponu dokiilerek membran 30 ml Blocking soliisyonu ile 30 dakika
yikandi. Bloklama basamaginin ardindan membran streptavidin-alkalin  fosfataz
konjugatin1 iceren 20 ml soliisyon ile 30 dakika yikandi. Membran tekrar 60 ml
Blocking/Washing tamponu ile 30 dakika daha yikandi. Son olarak membran 20 ml
Detection tamponu ile 10 dakika yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra ortama
alkalin fosfatazin substrat1 olan ve pargalandiginda mavi-mor renk olusturan NBT/BCIP
soliisyonu ilave edildi. Membranda olusan mavi-mor renkli DNA bantlarina bakilarak 5'

ekzoniikleaz aktivitesinin olup olmadigina karar verildi.
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2.7.6.4. Lineer Cift Zincir DNA Substrati Kullanilarak 5' Ekzoniikleaz
Aktivitesinin Arastirilmasi

Pst I ile lineer hale getirilmis pUC18 plazmit DNA’s1 substrat olarak kullanilarak 5'
ekzoniikleaz aktivitesi arastirildi. Reaksiyon toplam 10 ul hacimde su bilesenlerden olustu:
1X aktivite tamponu, 10 mM MgCl,, 10 ng CIV 012L proteini ve 5 ng substrat DNA.
Reaksiyonlar 37 °C’de 1, 5, 15, 30, 45 ve 60 dakika bekletilerek gerceklestirildi.
Reaksiyonlar 5 pl 2X sonlandirma boyasi eklenerek sonlandirildi. 10 pl reaksiyon 6rnegi

% 1’lik agaroz jelde ytiriitildii.

2.7.6.5. Lineer Tek Zincir DNA Substrati Kullanilarak 5' Ekzoniikleaz
Aktivitesinin Arastirilmasi

3" ucu biyotin isaretli primer kullanilarak enzimin tek zincir DNA iizerinde 5'
ekzoniikleaz aktivitesi arastirildi. Reaksiyon toplam 10 ul hacimde su bilesenlerden olustu:
1X aktivite tamponu, 10 mM MgCl,, 10 ng CIV 012L proteini ve 1 ng substrat DNA.
Reaksiyonlar 37 °C’de 1, 5, 15, 30, 45, 60 ve 90 dakika olarak gerceklestirildi.
Reaksiyonlar 5 pl 2X sonlandirma boyasi eklenerek sonlandirildi. 10 pl reaksiyon 6rnegi
M iire-%20’lik PAGE’de yiiriitiildii. Jeldeki DNA’larin membrana aktarimi ve goriiniir
hale getirilmesi yukarida belirtildigi sekilde yapildu.

2.7.6.6. 5'-OH Ucundan Biyotin Isaretli Cift Zincir DNA Substrati Kullamilarak
3' Ekzoniikleaz Aktivitesinin Arastirilmasi

Primere ait 5-OH ucunda biyotin igeren ¢ift zincir DNA substrat olarak kullanilarak
enzimin ¢ift zincir lizerinde 3' ekzontikleaz aktivitesi arastirildi. Reaksiyon toplam 10 pl
hacimde su bilesenlerden olustu: 1X aktivite tamponu, 10 mM MgCl,, 10 ng CIV 012L
proteini ve 1 ng substrat DNA. Reaksiyonlar 37 °C’de 1, 5, 15, 30, 45, 60 ve 90 dakika
olarak gerceklestirildi. Reaksiyonlar 5 pl 2X sonlandirma boyas: eklenerek sonlandirildi.
10 pl reaksiyon 6rnegi 7M iire-%20’lik PAGE’de yiiriitiildii. Jeldeki DNA’larin membrana

aktarimi ve goriiniir hale getirilmesi yukarida belirtildigi sekilde yapildi.
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2.7.7. Enzimin Endoniikleaz Aktivitesinin Arastirilmasi
2.7.7.1. Endoniikleaz Aktivitesinin Zamana Bagh Degisimi

Endoniikleaz aktivitesinin zamana bagli degisimini belirleyebilmek i¢in 1, 5, 15, 30,
45, 60 ve 90 dakikalik siirelerde aktivite denemesi yapildi. Reaksiyonlar toplam 10 pl
hacim i¢inde CIV 012L proteini (10 ng), siiper sarmal pUC18 (30 ng) plazmidi, 1X aktivite
tamponu, 10 mM MgCl; igerecek sekilde hazirlandi ve 37 °C’de inkiibe edilerek
gerceklestirildi. Reaksiyon friinleri %1°lik agaroz jelde 1 saat elektroforez edilerek

aktivitenin zamana bagli degisimi incelendi.

2.7.7.2. Optimum Bir ve iki Degerlikli Katyon Derisiminin Belirlenmesi

CIV 0I2L genine ait proteininin biyokimyasal Ozelliklerini belirlemeye yonelik
olarak Mg** ve Mn*? divalent, Na* ve K" monovalent olarak kullanildi (Tablo 6).
Reaksiyonlar 10 pl’lik hacimde su bilesenlerden olustu: CIV ekzoniikleaz proteini (10 ng),
stiper sarmal pUCI18 (30 ng) plazmidi, 1X aktivite tamponu, monovalent katyonlar i¢in 5-
300 mM konsantrasyonlarda KC1 veya NaCl, divalent katyonlar i¢in 1-50 mM aras1 MgCl,
ya da MnCl,. Reaksiyonlar 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildikten sonra reaksiyon iiriinleri

% 1°lik agaroz jelde 1 saat elektroforez edildi.
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Tablo 6. Optimum Mg*?, Mn*? Na ve K degerinin belirlenmesinde kullanilan
divalent ve monovalent iyonlara ait derisimler

MgCl; MnCl, KCI NaCl
1 1 5 5
5 5 10 10
10 10 50 50
2 15 15 150 150
E 20 20 300 300
E 25 25
g 30 30
= 35 35
40 40
45 45
50 50

2.7.7.3. pH’nin Enzim Aktivitesine Etkisi

Yine pUCI18 plazmit DNA’s1 substrat olarak kullanilarak pH’nin CIV 012L proteini

tizerine olan etkisi belirlendi. pH i¢in Tris-HCI ve Glisin-NaOH tamponlar1 kullanilarak

Tablo 7°deki pH degerleri hazirlandi. Her bir tampon araligi i¢in aktivite tamponu ayr1 ayri

hazirlandi ve bu tamponlar, CIV ekzoniikleaz proteini (10 ng), siiper sarmal pUCI18 (30

ng) plazmidi ve 10 mM MgCl; igeren reaksiyona ilave edilerek 37 °C’de 10 dakika inkiibe

edildi. Reaksiyon triinleri % 1’lik agaroz jelde analiz edildi ve en uygun pH degeri

belirlenmeye calisildi.

Tablo 7. Optimum pH degerinin belirlenmesinde kullanilan pH araliklar

Tamponlar pH araliklar:
Tris-HCI 59 | 6,5 7,2 7,6 8,0 8,4 8,7 9,2
Glisin-NaOH 8,4 8,7 9,2 10,0
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2.7.7.4. Sicakhgin Enzim Aktivitesine Etkisi

CIV 0I2L proteinine sicakligin etkisini belirlemek i¢in hazirlanan 10 pl’lik
reaksiyon su bilesenlerden olustu: CIV 012L proteini (10 ng), pUC18 (30 ng) plazmidi, 1X
aktivite tamponu, 10 mM MgCl,. Reaksiyonlar 24, 28, 37, 42, 50, 55, 60 °C’lerde 30
dakika bekletilerek gergeklestirildi. Reaksiyon triinleri %1°lik agaroz jele yiiklenerek

aktivite i¢cin en uygun sicaklik belirlenmeye calisildi.

2.7.7.5. EDTA’nin Enzim Aktivitesine Etkisi

Metal baglama 6zelligi olan EDTA’nin enzim aktivitesine etkisini belirleyebilmek
i¢in reaksiyonlara 0,3, 0,6, 1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 mM’lik konsantrasyonlarda ilave edildi.
10 pl’lik reaksiyon hacmi su bilesenlerden olustu: CIV 012L proteini (10 ng), pUC18 (30
ng) plazmidi, 1X aktivite tamponu, 10 mM MgCl, ve belirtilen konsantrasyonlarda EDTA.
Reaksiyonlar 37 °C’de 30 dakika bekletilerek gergeklestirildi. Reaksiyon iiriinleri %1 lik
agaroz jele yiiklenerek EDTA ’nin etkisi belirlenmeye calisildi.



3. BULGULAR
3.1. CIV 012L Geninin Biyoinformatik Analizi

Potansiyel bir ekzoniikleaz geni olarak belirtilen CIV 012L geninin amino asit sirasi
ve sahip oldugu motifler bu tez caligmasinda ayrintili olarak incelendi. CIV 012L geninin
amino asit sirasi i¢inde, 5'-3' ekzoniikleazlara ait XRN N aktif bolgesi (XRN 5'-3'
ekzoniikleaz N ucu) arandi. National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(www.ncbi.nlm.nih.gov) sitesindeki Blast programi (blast. ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
kullanild1. Analiz sonucunda, CIV 012L geninin XRN N bdélgesinin, 2— 259’uncu amino
asitler arasinda bulundugu belirlendi (Sekil 11).

400 600 624

100 200 300 500
Query seq. w
Specific hits
Superfanilies XRN_N superfamily

Hulti-donains XRN1

Sekil 11. CIV 012L geninin amino asit sirasinin belirlenen korunmug bolgeleri

Ayrica, CIV ~ 0I12L  geninin  amino  asit  dizisi, Clustal W
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)  programi  kullanilarak,  farkli  viriis
gruplarinda belirlenen ekzoniikleaz genlerinin amino asit dizileriyle karsilastirildi (Ek
Sekil 1). CIV 012L geni en yiiksek benzerligi % 98 oraninda Invertebrate iridescent viriis
3’tin kodladigr muhtemel bir ekzoniikleaz oldugu belirtilen MIVOS59L ag¢ik okuma zinciri

ile gostermistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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3.2. CIV 012L Geninin Transkriptomik Analizi

3.2.1. Transkripsiyon Kinetiginin ve Stmifinin Belirlenmesi

Ekzoniikleaz geninin SPC-BM-36 hiicrelerindeki replikasyonunu transkripsiyonel
olarak belirlemek, genin transkripsiyon saatini ve hangi gen ekspresyon sinifina ait
oldugunu tespit etmek amaciyla RT-PCR deneyi yapildi.

Transkripsiyon siiresini belirlemek i¢in virlis enfeksiyonundan sonra farkli zaman
dilimlerinde RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen toplam RNA o6rnekleri ile gene ait 6zel
primerler (012L-F ve 012L-R) kullanilarak RT-PCR deneyi gergeklestirildi. Sonuglar,
012L kodlu genin transkripsiyonunun, viriisiin hiicreleri enfeksiyonunu takip eden 0. ve 1.
saatler arasinda basladigin1  gosterdi. Ayrica enfeksiyondan sonraki 4. saatte,
transkripsiyonun yogunlastig1 ve daha sonraki saatlerde de ayni yogunlukta devam ettigi

belirlendi (Sekil 12).

3000bp
2000bp

1000 bp

Sekil 12. CIV 012L geninin zamana bagl transkripsiyonunun RT-PCR sonucu.
saatler CIV ile enfekte edilmis Bm hiicrelerinden, hiicre lizatlarinin elde
edilis zamanini gostermektedir. M; marker (1000 bp, Fermentas). K
(Kontrol): Bm hiicre lizatlarindan elde edilen RNA’lardan yapilan RT-
PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.

Viriis genlerinin ifade edildigi gen ekspresyon sinifini belirlemek i¢in, DNA sentez
inhibitdrii ve protein sentez inhibitdriiniin kullanimi, yaygin bir yontemdir. Bu islem ig¢in,
CIV’nin SPC-BM-36 hiicre kiiltiiriinde enfeksiyonu sirasinda DNA sentez inhibitorii Ara-
C ve protein sentezi inhibitorli siklohekzimit kullanilarak yapilan deneyde, ekzoniikleaz

transkripti hem Ara-C ve siklohekzimit inhibitorlerinin varliginda hem de yoklugunda
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tespit edilmistir (Sekil 13). Bu sonug ekzoniikleaz geninin “en erken gruba” ait bir gen

oldugunu gostermektedir.

3000 bp

2000 bp

Sekil 13. CIV 012L geninin transkripsiyon sinifim1 gosteren RT-PCR sonucu. M;
marker (1000 bp, Fermentas). 1- Hiicresel RNA’dan yapilan RT-PCR, 2-
Hiicresel RNA’dan yapilan PCR, 3- Ara-C ile muamele edilmis ve CIV ile
enfekte olmus hiicrelerden izole edilen RNA’lardan yapilan RT-PCR, 4-
Ug numarali 6rnekten yapilan kontrol PCR, 5- Cyc ile muamele edilmis ve
CIV ile enfekte olmus hiicrelerden izole edilen RNA’lardan yapilan RT-
PCR, 6- Bes numarali 6rnekten yapilan kontrol PCR, 7- CIV ile enfekte
olmus hiicrelerden izole edilen RNA’lardan yapilan RT-PCR, 8- Yedi
numarali 6rnekten yapilan kontrol PCR.

3.2.2. CIV 012L Geninin Translasyona Ugramayan 5 Ucunun Belirlenmesi

CIV 012L geninin transkripsiyon baslangi¢ noktasini bulabilmek i¢in 5'-RACE
analizi gerceklestirildi. Boylece genin mRNA’sindaki proteine doniismeyen 5' kisminin
baz dizisi tespit edildi. Elde edilen klonlarin dizin analizi sonuglar1 bu genin transkripsiyon
baslangic noktasinin, translasyon baslangic noktasi +1 olarak alindiginda, -30.

pozisyondaki A bazi oldugunu gosterdi (Sekil 14).
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-30 +1

TIT.:\AAAGTTAAAGAAGA'ITAGTAAAGTATAAA..QGGTATTAAA
TATTTTTTTAAATGGTTAAAAACTAACCATAGCGAAAGTATAAAAT

GTATTGATAGACATGACAATAGTCAGTGTATTGATGTATTATTAATT
GATATGAATGGTATAATTCATAATTCTGCTCAGGAGGTATATGGTTA
TGGAAGTTITTTCTTTTCCAAAGGAAAATGCTTGCGATAAGAAAGTIT

ATTCATTGGTGTGTAGACAGATTGACAGAATGGTTATACAATTITAA
SP3

ACCAAAGGAATTAATTICTTTGTATCGACGGAGTAGCTCCAAGAAGT

SP2
AAACAATTCAACAGAGACGTTTITTIGGCCGCGCATGATAGGAAAAA
.................................. TAA SP1

Sekil 14. CIV 012L geni transkriptinin 5' translasyona ugramayan bdlgesi.
Translasyon baslangi¢c noktas1 +1 olarak alindi. Koyu olarak belirtilmis
siralar 5'-translasyona ugramayan sirayr (5'UTR) gostermektedir. 5'-
RACE analizi i¢in kullanilan primerler, SP1, SP2 ve SP3 olarak
belirtilmistir. Translasyon baglangi¢ noktas1 (ATG) italik ve alt1 ¢izilidir.

3.3. CIV 012L Geninin Promotor Bolgesinin Belirlenmesi

Genin transkripsiyonal aktivasyonundan sorumlu DNA siralarini tayin edebilmek
i¢in ikili lusiferaz deneyi yapildi.

5’-RACE analizi sonuglarina gore -30. bazda transkripsiyon baslangic noktasi tespit
edilen CIV 012L geni i¢in 200 ile 11 niikleotid uzunluklar1 arasinda degisen promotor
fragmentlerine sahip 7 farkli rekombinant plazmid test edildi. Lusiferaz aktivitesi 200 ve
130 niikleotid uzunluklardaki DNA fragmentlerine sahip plazmidler arasinda oldukga

yiiksek seviyelerde iken, 80 niikleotid uzunlugundaki DNA fragmentine sahip plazmidde
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%80 oranlarina diistii ve 40 niikleotid uzunlugundaki DNA fragmentine sahip plazmidde
de yaklasik bu seviyede devam etti. Lusiferaz aktivitesi 20 niikleotid uzunlugundaki DNA
fragmentine sahip plazmidde %60 oranlarina diistii. 10 niikleotid uzunlugundaki DNA
fragmentinin klonlandigi rekombinant plazmidde ise aktivitede belirgin bir diisiis tespit
edildi. Bu sonuglara gore ekzoniikleaz geninin promotor bdlgesinin énemli bir kisminin -

20 ve -10 noktalar1 arasinda oldugunu séylemek miimkiindiir (Sekil 15).
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Sekil 15. CIV 012L geninin promotor analizi. Bombyx mori hiicreleri CIV
mevcudiyetinde ekzoniikleaza ait promotor plazmidleri ile transfeksiyon
yapildi. Firefly lusiferaz aktivitesi renilla lusiferaz aktivitesi ile orantili
olarak hesap edildi.

3.4. CIV 012L Geninin Fonksiyonel Analizi
3.4.1. Genin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Gen ekspresyonu ve karakterizasyonu c¢aligsmalarinda oncelikle karakterize edilecek
genin tiim niikleotit sirasinin ¢ogaltilip dogrulanmasi ve sonrasinda uygun bir ekspresyon
vektoriine klonlanmasi gelir. Bu amagla, 012L geni viral genomik DNA’dan PCR ile

¢ogaltildi. PCR iiriinii %1°lik agaroz jelde yiiritiildi (Sekil 16). PCR sonucu elde edilen
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DNA pargast pJET1.2/blunt klonlama vektoriine klonlandi. Klonlanan genin dogrulugu

dizin analizi ile teyit edildi.

pJET1.2 ——

CIV 012
(1875 bp)

2000 bp— 3000bp

1000bp___

A

Sekil 16. CIV 012L geninin pJET1.2/blunt vektoriine klonlanmasi. A: CIV 012L
geninin PCR analizi. 1: CIV 012L geninin PCR iiriinii, M: 1000 bp marker
(Fermentas), B: CIV 012L genini igeren pJET1.2/blunt vektoriiniin EcoR |
ve Xho I ile kesimi. 1: Kesim tirtinii, M: 1000 bp Marker (Fermentas)

Sekans edilerek icerisinde 012L geni oldugu kesinlesen pJET1.2/blunt vektorii ECOR
I ve Xho I restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildi ve 012L genine ait DNA
fragmenti elde edildi. Bu DNA fragmenti ayni enzimlerle kesilmis pET-28a(+) vektoriine
klonland1 (Sekil 17). CIV ekzoniikleaz geninin klonlandig1 pET-28a(+) vektori, pET+exo
olarak adlandirildi ve ekspresyon igin E.coli BL21(DE3)pLysS hiicresine kalsiyum kloriir

metodu ile aktarildi.
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6000 b
3000 bp

pET-28a(+)

pJET1.2
CIV 012L

A B

Sekil 17. CIV 012L geninin pET-28a(+) vektoriine klonlanmasi. A. (1) CIV 012L
genini iceren pJET1.2/blunt vektoriiniin EcoR | ve Xho I ile kesimi. M: 1000
bp marker (Fermentas) B. (1) pET- 28a(+) vektoriiniin EcCoR | ve Xho 1 ile
kesimi. M: 1000 bp marker (Fermentas).

3.4.2. pET+exo Vektorinin E. coli BL21(DE3)pLysS Hiicrelerine
Transformasyonu ve Ekspresyonun Gozlenmesi

Ekspresyon, E. coli BL21(DE3)pLysS hiicrelerinde gergeklestirildi. Gece
kiiltiirtinden, ODggg’de 0,1 yogunlukta olacak sekilde taze besiyerine ekilen hiicreler 3 saat
biyiitiildiikten sonra 1 mM IPTG ile indiiklendiginde CIV 012L proteininin E. coli BL
21°de ekspresyonu icin yeterli oldugu gozlendi. Indiikleme sonras1 hiicreler 16 saat daha

biiytitiilerek protein izole edildi (Sekil 18).
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75kDa

Sekil 18. CIV 012L proteininin E.coli BL21 hiicrelerinde
ekspresyonunun SDS- PAGE analizi. M: Marker
(Promega)l: E.coli BL21 hiicre ekstrakti, 2: CIV 012L
proteininin E.coli hiicrelerinde ekspresyonu

3.4.3. CIV 012L Proteininin Saflastirilmasi

Proteinin saflastirilmast Ni-NTA Affinite Kromatografisi ile gergeklestirildi. Bunun
icin de MagneHis'™ Protein Purification System (Promega) kiti kullanildi. Kitte yer alan
protokole gore saflastirilan protein %12’lik SDS-PAGE’e vyiiklendi ve molekiiler
agirhginin teorik olarak hesaplanan molekiiler agirhigr (72,446) ile uyumlu oldugu
belirlendi (Sekil 19). Ayrica CIV 012L proteininin E. coli BL21 (DE3) pLysS hiicrelerinde
ekspres olup olmadigini daha 6zgiin bir sekilde saptamak i¢in western hibridizasyonu
yapildi. Bu deney sonucunda da proteinin olduk¢a yiiksek oranda ekspreslendigi tespit
edildi (Sekil 19). Saflastirilan proteinin yogunlugu nanodrop ile dlgiilerek, 244 ng/ul olarak

belirlendi.
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75kDa

75kDa

A B

Sekil 19. Saflastirilan CIV 012L proteininin analizi. (A) SDS-PAGE ve (B) Western
Hibridizasyonu analizi M: Marker (Promega)

3.4.4. Enzimin Ekzoniikleaz AKktivitesinin Arastirllmasi

3.4.4.1. Cift Zincir DNA Substrati Kullamilarak 5' Ekzoniikleaz Aktivitesinin
Arastirilmasi

Hem primere ait 3'-OH ucunda biyotin igeren ¢ift zincir DNA hemde Pst | enzimi ile
lineer hale getirilmis pUCI18 plazmit DNA o6rnekleri 5 ekzoniikleaz aktivitesinin
belirlenmesinde substrat olarak kullanildi. Zamana bagli olarak yapilan aktivite deneyinde,
enzimin sarkik uca sahip olan biyotin isaretli DNA’dan niikleotidleri 5'-3' yoniinde tek tek
keserek uzaklastirdigr gozlendi (Sekil 20-A). pUCI8 plazmit DNA’simin kullanildigi
aktivite deneyinde ise lineer ¢ift zincir DNA’nin konsantrasyonunun zamana bagli olarak
azaldig1 fakat biiyiikliigiinin degismedigi gozlendi (Sekil 20-B). Bu durum enzimin, her
bir uctan niikleotidleri hidroliz ederek DNA’y1 kestigini géstermektedir.
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Zaman (Dakika) Zaman (Dakika)

MK 1 5 15 30 45 60

K 1 5 15 30 45 60 90

3kbp

A

Sekil 20. Cift zincir lineer DNA kullanilarak 5' ekzoniikleaz aktivitesinin analizi. (A)
tire-PAGE ve (B) agaroz jel analizi. M: 1 kb DNA marker (Fermentas). K:
Enzim igermeyen kontrol reaksiyonu

3.4.4.2. Tek Zincir DNA Substrati Kullanilarak 5' Ekzoniikleaz Aktivitesinin
Arastirilmasi

Primere ait 3'-OH ucunda biyotin i¢eren tek zincir DNA 5' ekzoniikleaz aktivitesinin
belirlenmesinde substrat olarak kullanildi. Zamana bagh olarak yapilan deneyde enzimin
tek zincir DNA substratinda niikleotidleri keserek uzaklastirmadigi dolayisiyla herhangi bir
5'-3' ekzoniikleaz aktivitesine sahip olmadig: belirlendi (Sekil 21).

Zaman (Dakika)

K 1 5 15 30 45 60 90

Sekil 21. Tek zincir lineer DNA kullanilarak 5' ekzoniikleaz aktivitesinin tire-
PAGE analizi. K: kontrol



53

3.4.4.3. Cift Zincir DNA Substrati Kullanilarak Enzimin 3" Ekzoniikleaz
Aktivitesinin Arastirilmasi

5'-OH ucunda biyotin igeren ¢ift zincir DNA, 3' ekzoniikleaz aktivitesinin
belirlenmesinde substrat olarak kullanildi. Zamana bagl olarak yapilan aktivite deneyinde,
enzimin sarkik uca sahip olan biyotin isaretli DNA’dan niikleotidleri keserek
uzaklagtiramadigr gozlendi. Bu sonuca dayanarak enzimin c¢ift zincir DNA iizerinde
herhangi bir 3'-5' ekzoniikleaz aktivitesine sahip olmadigi ve 3-OH ugta eslesmemis

niikleotid oldugu durumda bu niikleotiti uzaklastiramadigi belirlendi (Sekil 22).

Zaman (Dakika)

K 1 5 15 30 45 60 90

Sekil 22. Enzimin 3’ ekzoniikleaz aktivitesinin iire-PAGE analizi. K: Kontrol

3.4.5. CIV 012L Proteininin Endoniikleaz Aktivitesinin Belirlenmesi

3.4.5.1. Endoniikleaz Aktivitesinin Zamana Bagh Degisimi

Saflagtirilan proteinin endoniikleaz aktivitesini belirleyebilmek i¢in zamana bagl
olarak aktivite denemesi yapildi. Siiper sarmal pUCI18 plazmit DNA (Replikatif Form I,
RFI)’s1 substrat olarak kullanildi. 012L proteini, siiper sarmal plazmit DNA’sim
endoniikleolitik aktivitesi ile dnce agik (kirik) dairesel DNA (RFII)’ya daha sonra da lineer
DNA (RFIII)’ya doniistiirdiigii belirlendi (Sekil 23).
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Zaman K 1 5 15 30 45 60 90 120
(dakika)

RFII
RFIII

Sekil 23. Endoniikleaz aktivitesinin zamana bagl degisimi. K: Enzim igermeyen
kontrol reaksiyonu

3.4.5.2. Optimum Bir ve Iki Degerlikli Katyon Derisiminin Belirlenmesi

Genel olarak bilinen tiim DNA niikleazlar magnezyum ve manganez iyonlarindan bir
tanesi ile aktivite gostermektedir. Bunlara ilaveten NaCl veya KCI’ye de ihtiya¢ duyarlar.
Bu amagla Mg ve Mn*? iki degerli iyonlar: ve NaCl ve KCI tek degerli iyonlar
kullanilarak reaksiyonlar gerceklestirildi ve enzimin hangi iyon ile en yiiksek aktivite
verdigi arastirildi.

1 mM’dan 50 mM’a kadar degisik derisimlerde Mg+2 iyonu kullanilarak deneyler
yapildi. Reaksiyon {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiilerinde en yiiksek
aktivitenin 10 mM Mg*? iyon derisiminde RFI’in RFII’ye RFII’nin de RFIII’e doniisiimii
ile elde edildigi gozlendi (Sekil 24)



MgCl, (mM) MgCl, (mM)

K 1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 K 1 510 15 20 25 30 35 40 45 50

RFII
RFIII

A B

Sekil 24.  Mg*? derisiminin enzim aktivitesine etkisi. A: CIV 012L proteini ve MgCl,
(1-50 mM) varhiginda gergeklestirilen reaksiyonlar. B: CIV 012L proteini
icermeyen, MgCl, (1-50 mM) igeren kontrol reaksiyonlari.

Ayni sekilde optimum Mn*? iyon derisimi arastirildiginda optimum degerin 30 mM
oldugu durumda RFI’in RFII’ye, RFII’'nin de RFIII’e doniistigi gozlendi (Sekil 25).
Ancak Mn*? iyonu ile daha diisiik aktivite elde edildi ve bu da enzimin aktivite gostermek

icin ortamda Mg*? iyonunun varhigina ihtiya¢ duydugunu gostermektedir.

MnCl, mM) MnCl, (mM)
K 15 10 1520 25 30 3540 45 50 K 15 1015 20 25 30 35 40 45 50
RFII
RFIII ;‘i’ﬁ'—-‘.ﬁﬂ.-
RFI e e e e [l

& B

Sekil 25. Mn*? derisiminin enzim aktivitesine etkisi. A: CIV 012L proteini ve MnCl,
(1-50 mM) varliginda gergeklestirilen reaksiyonlar. B: CIV 012L proteini
icermeyen, MnCl; (1-50 mM) i¢eren kontrol reaksiyonlart

Niikleaz enzimlerinin NaCl ve KCI iyonlarima bagli olarak aktivitesinde artis
olabilmektedir. Bu amagla bir degerlikli iyon olarak NaCl ve KCI kullanild1 ve enzimin en
yiiksek aktivite gosterdigi optimum derisim arastirildi (Sekil 26). Ancak enzimin her
durumda Mg*? iyonlarina ihtiya¢ duyacag: i¢in reaksiyonlar Tablo 4°te belirtilen KCI ve

NaCl iyon derigimlerine ilaveten 5 mM Mg+2 iyon derisiminde gerceklestirildi. Her iki
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iyonun varliginda da enzimin 150 mM konsantrasyonlarda maksimum aktivite gosterdigi

belirlendi.

5 10 50 150300 5 10 50 150300 5 10 50 150300 510 50 150 300
RFII
RFIII
RFI

A

Sekil 26. Tek degerli iyon derisiminin (NaCl ve KCl) enzim aktivitesine etkisi. (A-C): CIV
012L proteini, NaCl ve KCI (5-300 mM) varliginda gergeklestirilen
reaksiyonlar. (B-D): CIV 012L proteini igermeyen, NaCI ve KCI (5-300 mM)
iceren kontrol reaksiyonlari.

3.4.5.3. Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in pH 5,9 ile 10,0 arasinda degisen tampon
araliklar1 kullanilarak deneyler yapildi (Sekil 27). CIV 012L proteininin Tris-HCI
tamponunun kullanildigr pH 5,9 ile 9,2 arasinda genis bir pH araliginda aktivite gosterdigi
belirlendi. Maksimum aktivitenin ise RFI’in RFII ve RFIII’e doniistimiiniin en fazla oldugu
pH 8,0’da oldugu gozlendi. Glisin-NaOH tamponunun kullanildigi durumda ise Tris-HCI

tamponuna kiyasla cok yliksek aktivite gozlenmedi.
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Tris-HC1 Glisin-NaOH

pH 59 65 7.2 7.6 8,0 84 8,7 9,2 8.4 87 92 9.6 10,0

RFII
RFIII

Tris-HCI Glisin-NaOH

pH 59 65 7.2 7.6 80 84 87 92 84 87 9.2 9.6 10,0

RFII
RFIII

B

Sekil 27. pH’in enzim aktivitesine etkisi. A: Tris-HCI ve Glisin-NAOH tamponlari
varlifinda gergeklestirilen aktivite reaksiyonlari. B: Enzim i¢germeyen kontrol
reaksiyonlart.

3.4.5.4. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicakligin Belirlenmesi

Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi optimum sicakligi belirlemek i¢in 24-60
°C’lerde aktivite deneyi yapildi. Enzimin aktivitesinin 24-55 °C arasinda artis gosterdigi,
55 °C’de maksimum seviyeye ulastig1 gozlendi. 60 °C’de ise aktivitede belirgin bir diisiis
oldu (Sekil 28).
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Sicaklik (°C)

K 24 28 37 42 50 55 60

RFII
RFIII

Sekil 28. Enzim aktivitesinin sicaklik ile degisimi. K: Enzim i¢ermeyen kontrol
reaksiyonu

3.4.5.5. EDTA’nin Enzim Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi

Metal baglama 6zelligi olan EDTA’nin, yiiksek konsantrasyonlarda siiper sarmal
formun kirik ve lineer forma doniisiimiinii engelleyerek enzim aktivitesini inhibe ettigi
belirlendi (Sekil 29). Bu durum CIV 012L proteininin aktivite i¢in divalent katyon

gerektiren metalloenzim oldugunu gostermektedir.

EDTA (mM) EDTA (mM)

0:6° 1.25 2:5 5 : 0:6: 1:25° 2:5 3

RHH Em n

Sekil 29. EDTA’nin enzim aktivitesine etkisi. A: EDTA varliginda gerceklestirilen
aktivite reaksiyonlari. B: Enzim igermeyen kontrol reaksiyonlari.




4. TARTISMA

Chilo iridescent viriis (CIV), orijinal olarak piring kok delici kurdu, Chilo
suppressalis’den izole edilmistir (Fukaya ve Nasu, 1966). Bocekler sinifi igerisinde konak
spektrumu incelenmis ve altt ordoya (Lepidoptera, Coleoptera, Diptea, Hymenoptera,
Hemiptera ve Orthoptera) ait 100°den fazla bocek tiiriiniin CIV’ye duyarli oldugu tespit
edilmistir (Mitsuhashi, 1967; Hama, 1968; Fukuda, 1971). CIV ziraatte zararli bir¢ok
bocegi enfekte ettigi i¢in potansiyel bir biyolojik kontrol ajani olarak diisiiniilmektedir
(Smith, 1976; Kleespies vd., 1999; Hernandez vd., 2000). Maalesef, CIV’nin molekiiler
biyolojisi hakkinda su ana kadar yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu eksikliklerin ortadan
kalkmasina katkida bulunmak amaci ile DNA replikasyonu, tamir ve rekombinasyon gibi
gorevlere sahip bir ekzoniikleaz olma potansiyelinde olan CIV 012L geninin
transkripsiyonel ve fonksiyonel analizi tizerinde ¢alismalarin yapilmasi hedeflenmistir.

CIV 012L geninin varlig1 Jakob ve arkadaslar1 (2001) tarafindan CIV genom analizi
sirasinda belirlenmistir. Bu ¢alisma ile elde edilen bilgilere gére CIV 012L proteininin
Saccharomyces pombe’ye ait ekzoniikleaz II proteiniyle yiiksek benzerlige sahip oldugu
goriilmustiir. Ekzoniikleaz proteinleri amino uglarinda bulunan XRN N 5'-3' ekzoniikleaz
N-terminal motifine sahip olmalariyla tanimlanir. Bu motife sahip olan ekzoniikleaz
proteinleri 5'-3' ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir. XRN N 5'-3' ekzoniikleaz N-terminal
motifi, DNA replikasyonu, rekombinasyon ve tamir islevlerinden sorumludur (Marchler-
Bauer vd., 2011). Yapilan Kkarsilagtirmalar sonucunda CIV 012L proteinin 5'-3'
ekzoniikleaz N-terminal motifinin invertebrate iridescent virus 3 (11V-3)’te bulunan N-
terminal motifine yiiksek oranda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica CIV 012L
geninin Wiseana iridescent viriis, Anopheles minimus iridoviris, Invertebrate iridovirus 25,
Invertebrate iridovirus 22 ve Invertebrate iridovirus 30 genomunda bulunan XRN_N 5'-3'
ekzoniikleaz N-terminal islevsel bolgeleriyle homolojiye sahip bolgeleri icerdigi
gorilmistiir (Ek Sekil 1).

Bu ¢alismada oncelikle CIV 012L geninin transkripsiyonel analizi yapilmistir. Genin
transkripsiyonel analizi RT-PCR ile gerceklestirildi ve gene Ozgii transkriptlerin
enfeksiyon sonrasi 0. ve 1. saatler arasinda goriilmeye basladig: belirlendi. Ayrica protein
sentezi inhibitorii siklohekzimit ve DNA sentezi inhibitérii Ara-C varhi§inda

gerceklestirilen enfeksiyonlarda da gene 6zgii transkriptler gozlendi. Bu sonuca gore genin
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transkripsiyonel olarak aktif ve “en erken” gruba ait bir gen oldugu belirlendi. Bu sonug
D’Costa ve arkadaslar1 (2004) tarafindan yapilan CIV’nin restriksiyon fragmentlerinin
transkripsiyonel analizi ¢alismasi ile tutarlilik gostermektedir.

Transkripsiyonel olarak aktif bir gen oldugunun anlasilmasindan sonra genin
transkripsiyon baslangi¢ noktasi 5' RACE analizi ile belirlendi ve translasyon baslangic
noktast ATG nin A bazi1 +1 olarak kabul edildiginde -30. niikleotid olan A bazi oldugu
belirlendi. Bu sonu¢ CIV 012L geninin 30 niikleotidlik kisa bir 5-UTR’ye sahip oldugunu
gosterdi. Kisa 5'-UTR, CIV’nin DNApol (35 niikleotid) ve major kapsit protein genler (14
niikleotid)’i i¢in de yaygin bir 6zelliktir (Nal¢agioglu vd., 2003). Ayrica bazi Frog viriis-3
(FV3) transkriptlerinde de 5-UTR’nin genel olarak kisa oldugu bulunmustur (Chinchar
vd., 2011). Bu bilgi Iridoviridae familyasindaki transkriptlerin kisa 5-UTR’ye sahip
olabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmaktadir.

CIV 012L geninin transkripsiyon baslangi¢ naktasinin tespit edilmesinin ardindan
genin promotor bdlgesi incelendi. Bunun i¢in de promotor dizilerinin iginde
bulunabilecegini diisiindiigiimiiz ve viral genomun 5'-ucundan genin transkripsiyon
baslangi¢ noktasina 200 baz uzaklikta olan bir bolge secildi. Lusiferaz promotor plazmid
yapilart kullanilarak yapilan analizlerde CIV 012L promotor yapilart sadece CIV
partikiillerinin varliginda aktif olabildi. CIV 037L ve MCP genleri, Frog viriis 3 (FV3)
ICR-169 geni ve Bohle iridoviriis ICP-18 ve ICP-46 genlerinin promotor aktivitesinin
incelenmesi sirasinda da benzer sonuglar elde edilmistir (Willis ve Granoff, 1985;
Beckman vd., 1988; Nalcgacioglu vd., 2003; Pallister vd., 2005). Ayrintili ¢aligmalar FV3
geninin aktivasyonu i¢in viral DNA’nin yeterli olmadigini, viriis partikiiliiniin gerekli
oldugunu gostermistir. Ancak erken genlerin aktivasyonunu saglayan virilise ait yapinin ne
oldugu heniiz bilinmemektedir.

Erken genlerin transkripsiyonu icin viriis partikiiliindeki bir bilesene ihtiyag
duyulmasi iridoviriislerde oldugu gibi poxviriislerde ve asfarviriislerde de goriilmektedir.
Vaccinia virlislerde 6rnegin RAP94 polipeptidi erken transkripsiyon i¢in gereklidir.
RAP94 ge¢ bir gendir ve virlis bagimli erken bir transkripsiyon faktorii fonksiyonu
gorebilir (Ahn vd., 1994). Ayrica yine vaccinia viriislerde, enfeksiyonun ge¢ sathasinda
sentezlenip erken promotorlara ve viral RNA polimeraza baglanan VETF (viriis erken
transkripsiyon faktorii)’ye, erken genlerin transkripsiyonu i¢in ihtiyag vardir (Moss ve

Shisler, 2001). CIV’de benzer bir fonksiyon, omurgali iridoviriisii Lymphocystis disease
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viriis (LCDV-1)’lin erken transkripsiyon faktorii (ORF 132L) ile homolog olan ORF 022L
geni tarafindan yapilabilir (Jakob vd., 2001).

Simdiye kadar FV3’e ait ICR 169 ile ICR 489 ve Bohle iridovirus’e ait ICP 18 ile
ICP 46 en erken genleri tizerinde promotor ¢alismalar1 yapilmistir (Willis, 1987; Pallister
vd., 2005). ICR 489 ve ICP 46 genlerinin promotor bolgesinde klasik TATA, CAAT ve
GC kutular1 bulunmaktadir. ICR 169 geninin transkripsiyon baslangi¢ noktasinin 29 bp ve
ICP-18 geninin de transkripsiyon baslangi¢ noktasinin 19 bp yukarisinda TATA kutusuna
benzer TATTTTA sirasi tespit edilmistir (Willis, 1987; Pallister vd., 2005). Bu ¢alismada
da promotor analizi i¢in belirlenen 200 bp’lik siranin TATA ve CAAT kutular1 gibi
promotor elementlerini igerdigi goriilmiistiir (Sekil 30). Delesyonlu yapilardan -130’dan
baslayan promotor fragmenti CAAT benzeri kutuyu igermesine ragmen -80’den baslayan
fragmentte bu kutu mevcut degildir. Lusiferaz aktivitesi 80 niikleotid uzunlugundaki DNA
fragmentine sahip plazmitte %80 oraninda azalmistir. Bu azalista CAAT benzeri kutunun
herhangi bir etkisinin olup olmadigini1 gérmek icin daha ileri analizlerin yapilmasi gerekir.
-80’den baglayan promotor fragmentinde bulunan TATA kutusu benzeri sira
(TATAAA)’ nin promotor aktivitesi iizerinde hicbir etkisi yoktur ¢iinkii 40 niikleotid
uzunlugundaki DNA fragmentine sahip plazmitte lusiferaz aktivitesi, 80 niikleotid
uzunlugundaki DNA fragmentine sahip plazmit ile ayn1 kalmistir. -20 ve -10 niikleotid
uzunluklardaki DNA fragmentlerine sahip plazmitler arasinda lusiferaz aktivitesinde
belirgin bir diisiis olmustur. Bu iki yapr arasinda kalan GGATCATATT dizisinin CIV
012L geninin promotor aktivitesinden sorumlu oldugu sdylenebilir. Ancak en erken gen
olarak tanimlanan (D'Costa vd., 2004) CIV’ye ait diger ORF’lerde (468R, 006L ve 10R)
benzer bir yap1 bulunmamaktadir. Benzer sekilde FV3’e ait ICR 169 geni promotoru da
(ATATCTCACAGGGGAATTGAAAC) diger FV3 genleri arasinda korunmus degildir
(Willis, 1987; Beckman vd., 1988; Pallister vd., 2005). CIV DNApol’iiniin kritik AAAAT
motifi de (Nalgacioglu vd., 2007) 012L geninin transkripsiyon baslangic bodlgesinin
yukarisinda birkag kez yer almaktadir (Sekil 30). Ancak bu motifin promotor aktivitesi

tizerine kesin bir etkisinin oldugunu séylemek miimkiin degildir.
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-200

GAAGCTTTGTGTTCAGAGAAACGTTCTTCAATAGTTCTAAGTGTACTTCCAATATAAACTTCGT
-130 -80

CATT1I AAATTGTTTTCAA‘I“TGCATAAATGTAACCAA‘I‘TTTCATATTATGTTATGTT“;;A ITTTAAAT
-40 -20 -10

GTTTGATTGTTTGATAGTTCAAATTTATAAATAAATTTGAACTATATATTGGATCATATTTTAAAG
+1 +30

ATTTAAAAGTTAAAGAAGATTAGTAAAGTATAAAATGGGTATTAAATATTTTTTTAAATGGTT

Sekil 30. Promotor bolgesi analizinde kullanilan 200 bp’lik bdlgenin gosterimi. Koyu
yazilmig siralar TATA ve CAAT kutusu benzeri siralar1 gostermektedir. Alti
cizili swralar DNApol geninin AAAAT motifine benzeyen siralari
gostermektedir.

Fonksiyonel analiz kapsaminda ise 012L geni pET-28a(+)’ya klonlandi, elde edilen
rekombinant vektor E. coli BL21(DE3) hiicrelerine aktarildi ve protein ekspresyonu igin
IPTG ile indiiklendi. Ekspreslenen protein Ni-NTA affinite kromatografisi ile
saflastirilarak karakterizasyon calismalarinda kullanildi. 3'-OH ucu biyotin isaretli ¢ift
zincir DNA substrati kullanildiginda, proteinin serbest 5' ucgtan niikleotidleri teker teker
uzaklastirdig1 buna karsin 5'-OH ucu isaretli ¢ift zincir DNA substrati kullanildiginda ise
proteinin eslesmemis durumdaki niikleotidleri uzaklastiramadigi belirlendi. Sonuglar CIV
012L proteininin ¢ift zincir DNA iizerinde etkin bir sekilde 5'-3' ekzoniikleaz aktivitesi
gosterdigini, ancak tek zincir DNA substrati iizerinde herhangi bir aktivite gdstermedigini
ortaya koymustur. AcMNPV alkalin niikleaz proteininin ise hem tek zincir hem de ¢ift
zincir DNA substratlar1 {izerinde 5'-3' ekzoniikleaz aktivitesine sahip oldugu bulunmustur
(Mikhailov vd., 2004).

012L genine ait protein, zamana bagli olarak yapilan aktivite denemelerinde siiper
sarmal plazmit DNA’sinm1 once kirik dairesel DNA’ya sonra da lineer DNA’ya
doniistiirmiistiir. Bu sonu¢ CIV 012L proteininin endoniikleolitik aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. Nikleaz enzimleri aktivite gosterebilmeleri igin Mg™ iyonuna ihtiyag
duyarlar (Rangarajan ve Shankar, 2001). Bu ¢alismada CIV 012L proteininin endoniikleaz
aktivitesi arastirilirken de Mg*? iyonuna ihtiyag duydugu belirlenmistir. Herpes simpleks
viriis tip-1 (HSV-1) ve Autographa californica multinucleocapsid nucleopolyhedrovirus
(AcMNPV)’e ait alkalin niikleaz proteinleri de Mg+2 iyonunun varliginda endoniikleaz
aktivitesi gdstermektedir (Bronstein ve Weber, 1996; Li ve Rohrmann, 2000). Ancak Mn*?

varliginda bu enzimlerin endoniikleaz aktivitelerinde diisiis oldugu belirlenmistir
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(Hoffmann, 1981; Mikhailov vd., 2004). Benzer sekilde CIV 012L proteininin de Mn*?
iyonu varliginda RFI’i RFIII’e doniistiirme oraninda bir diislis gbzlenmistir.

CIV 012L proteini ile gerceklestirilen karakterizasyon g¢alismalarinda bu proteinin
baz1 biyokimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin ortaya konulmasi amaglanmistir. 012L proteini,
pH’1 8,0 olan Tris-HCI tamponunda maksimum aktivite gostermektedir. Buna karsin daha
once yapilan caligmalarda Anticarsia gemmatalis multicapsid nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV) V-TREX (3'-5' ekzoniikleaz) proteininin pH 6,1-7,4 arasinda, Choristoneura
fumiferana nucleopolyhedrovirus (CfMNPV) 3'-5' ekzoniikleaz proteininin pH 9,5’te
maksimum aktive gosterdigi bulunmustur (Slack ve Shapiro, 2004; Yang vd., 2004).
Caligmamizda enzimin en Onemli fiziksel 6zelligi olarak optimum aktivite gosterdigi
sicaklikta incelendi. Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerini belirlemek i¢in
24 °C’den 60 °C’ye kadar degisik sicakliklarda deneyler yapildi ve en yliksek aktivite 55
°C’de elde edildi. Dolayist ile rekombinant olarak elde edilen CIV 012L proteininin
optimum aktivite sicakliginin, bu proteinin elde edildigi CIV’nin yasama sicakligindan
(optimum 25-30 °C civar) farklt oldugu goézlendi. EDTA varliginda aktivitenin inhibe
olmas1 CIV 012L proteininin divalent katyona ihtiya¢ duyan bir metalloenzim oldugunu
gostermektedir. AgGMNPV V-TREX proteini de Mg**ye ihtiyag duyan metalloenzim
ozelligine sahip bir proteindir (Slack ve Shapiro, 2004).

Saflastirilan proteinin ekzoniikleaz aktivitesi de arastirildi. 3'-OH ucu biyotin isaretli
cift zincir DNA substrat1 kullanildiginda, proteinin serbest 5' ugtan niikleotidleri teker teker
uzaklastirdigi buna karsin 5'-OH ucu isaretli ¢ift zincir DNA substrati kullanildiginda ise
proteinin eslesmemis durumdaki niikleotidleri uzaklastiramadigi belirlendi. Sonuglar CIV
012L proteininin ¢ift zincir DNA iizerinde etkin bir sekilde 5'-3' ekzoniikleaz aktivitesi
gosterdigini, ancak tek zincir DNA substrati lizerinde herhangi bir aktivite gostermedigini
ortaya koymustur. ACMNPV alkalin niikleaz proteininin ise hem tek zincir hem de ¢ift
zincir DNA substratlar1 lizerinde 5'-3' ekzoniikleaz aktivitesine sahip oldugu bulunmustur
(Mikhailov vd., 2004).

Sonu¢ olarak fonksiyonel bir 5'-3' ekzoniikleaz oldugu belirlenen CIV 012L
proteininin, DNA replikasyonu, tamir ve rekombinasyon olaylarinda 6nemli rol

oynayabilecegini soyleyebiliriz.



5. SONUCLAR

Bu

tez c¢alismasi sonucunda, CIV 012L geninin, transkripsiyon zamani,

transkripsiyon smifi, genin 5’ ucundaki proteine doniismeyen bolgenin siras1t ve

promotorunun bulunabilecegi muhtemel baz araliklari belirlenmistir. Ayrica, genin

fonksiyonel analizi gergeklestirilerek islevsel bir gen oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Elde

edilen sonuclart maddeler halinde belirtilmistir:

1.

Literatiirdeki mevcut ekzoniikleazlarin  protein siralar1  ile  yapilan
karsilagtirmalar sonucunda CIV 012L proteinin ekzoniikleaz aktivitesi igin
gerekli olan 5°-3° ekzoniikleaz N-terminal motifine sahip oldugu ve bu motifin
2.-259. amino asitler arasinda bulundugu belirlendi.

Transkripsiyon analizi sonucunda;

a) 012L geninin transkripsiyonunun, SPC-BM-36 hiicre kiiltiiriinde
enfeksiyonu takip eden 0. ve 1. saatler arasinda basladigi, enfeksiyondan
sonraki 4. saatte, transkripsiyonun yogunlastigi ve c¢alisilan daha sonraki
saatlerde de ayn1 yogunlukta devam ettigi belirlendi.

b) 012L kodlu genin, hem DNA ve protein sentezi inhibitorlerinin varliginda
ve hem de yoklugunda tespit edildiginden dolay1r en erken gruba ait bir gen
oldugu belirlendi.

c) 012L geninin transkripsiyon baslangi¢ noktasinin, ATG’den 30 baz yukarida
oldugu tespit edildi.

Ikili lusiferaz deneyleri ile gerceklestirilen promotor analizleri sonucunda genin
muhtemel promotor bolgesinin  transkripsiyon baslangic  noktasinin
yukarisindaki -20. ile -10. niikleotidler arasinda oldugu belirlendi.

Lineer ¢ift zincir DNA’lar lizerinde CIV 012L proteininin 5'-3' ekzoniikleaz
aktivitesine sahip oldugu fakat herhangi bir 3'-5' ekzoniikleaz aktivitesine sahip
olmadig1 belirlendi. Ayrica lineer tek zincir DNA {izerinde de herhangi bir
ekzontikleaz aktivitesi belirlenmemistir.

CIV 012L proteininin siiper sarmal plazmid DNA’sin1 dairesel yapiya, dairesel
yapiyl da lineer yapiya doniistiiren gii¢lii bir endoniikleaz aktivitesine sahip

oldugu belirlendi.
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Enzimin optimum endontikleaz aktivitesi gosterdigi sicakligin 55 °C oldugu, 60
°C ve lzeri sicakliklarda ise aktivitesini kaybettigi, optimum pH’sinin 8.0
oldugu tespit edildi. Optimum metal iyonunun ise 10 mM konsantrasyonda

Mg*? iyonu oldugu belirlendi.



6. ONERILER

Bir genin genomdan silinmesi, ilgi duyulan genlerin fonksiyonlarinin ¢alisilmasinda
onemli bir yaklasim olarak bilinmektedir. CIV 012L geninin de viral hayat dongiisii igin
ihtiva ettigi onem, bu genin genomdan homolog rekombinasyon veya benzeri bir teknik ile
silinmesi ile arastirilabilir.

Genin transkripsiyonundan sorumlu promotor bolgesinin daha spesifik olarak tespit
edilebilmesi i¢in belirtilen potansiyel promotor bolgesi {lizerinde ¢esitli mutasyon
calismalar1 yapilabilir. Boylelikle iridoviriislerde en erken gruba ait bir genin promotor

yapisi iizerinde ayrintili bilgi verilmis olur.
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