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1. OZET

Bu c¢aligmada, sigir vebast virtisi RBOK agt susu (SV-RBOK)
nitkkleoprotein (NP) geninin klonlanmasi ve okaryotik hiicrelerde agiklatilmast
amag edilmigtir. Bu amagla SV-RBOK ile infekte Vero hﬁcfelen'nden elde edilen
toplam RNA’lara NP genine spesifik primerlerle tersine transkripsiyon-polimeraz
zincir reaksiyonu (TT-PZR) yapildi. Tersine transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonundan sonra 1575 baz ¢ifti uzunlugunda iiriin elde edildi. Sigir vebast
RBOK agi sugu NP geni pGEM-3Zf (-) klonlama vektorine klonland:.
Niikleoprotein geninin varhi enzim kesim ve polimeraz zincir reaksiyonu taréma
(PZR-T) deneyleri ile teyit edildi. Niikleoprotein genini elde etmek igin
rekombinant plazmid Nhel ve Sall enzimleri ile kesildi. Daha sonra NP geni pCI-
neo memeli agiklama vektoriine yerlestirildi. pCI-neo vektériinde NP geninin
varhgim teyit etmek igin PZR-T ve enzim kesim deneyleri yapildi. Sonuglanan
rekombinant plazmid pSV-NP olarak isimlendirildi. pSV-NP gegici olarak Vero
hiicrelerine transfekte edildi. Vero hiicrelerinin 60 kDa’luk NP proteinini
agiklamas: anti-NP antikorlan kullandarak Vestern immunblotlama deneyi ile
gosterildi.

Anahtar kelimeler: Sigu vebast viriisii, niikleoprotein geni, klonlama,

protein agiklatiimas:.



2. ABSTRACT

In the present study, cloning and expression nucleoprotein (NP) gene of
rinderpest virus (RPV) RBOK vaccine strain in eucaryotic cells are reported. For
this purpose, total RNA extracted from RPV-RBOK infected Vero cells was
subjected to reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) with the
NP gene spesific primers. After RT-PCR, a 1575 bp amplicon was yielded. The
NP gene of RPV-RBOK vaccine strain was cloned into pGEM-3Zf (-) cloning
vector. The presence of the NP gene was confirmed by PCR-screening and
enzyme digestion assays. The recombinant plasmid was cut with Nhel and Sall
enzymes to obtain the NP gene. Then, the NP gene was placed into pCl-neo
mammalian expression vector. To confirm the presence of the NP gene in pCI-neo
vector; PCR-screening and enzyme digestion assays were performed. So, the
resulting recombinant plasmid was named as pSV-NP. Afterwards, pSV-NP was
transiently transfected into Vero cells. The presence of the NP proteins was
showed by Western Immunoblotting assay demonstrating that Vero cells express a
60 kDa protein reacting with anti-NP antibody.

Key words: Rinderpest virus, nucleoprotein gene, cloning, protein

expression.



3. GIRiS

Sigir vebas: viriis (SVV) infeksiyonlan yiiksek mortalite ve morbidite ile
seyreden sigirlarin akut ve perakut seyirli bir viral hastaligidir. Hastalik solunum
ve sindirim sistemi mukozalarinda nekroz ve erozyonlara neden olmaktadir (12,
27, 69, 94).

Sigir vebasi, Avrupa, Amerika ve Avustralya kitalanindan tamamen
elimine edilmesine ragmen Asya, Afiika ve Orta Dogu’ da hastalik hala
goriilmektedir (69, 95). Hastahk % 95 mortalite ve % 100 morbidite ile
seyretmesinden dolayr ekonomik yonden 6nemli bir hastaliktir (60). Bu hastalidin
2010 yilina kadar biitiin diinyadan elimine edilmesi FAO (Foot and Mouth
Organization) tarafindan amaglanmaktadir (6, 100). Tiirkiye’de bu hastalik 1996
yihindan beri goriilmemekte ve 1998 yilindan bu yana hastalikla savas igin asilama
yapilmamaktadir.

Rekombinant DNA teknolojisi molekiiler virolojide ilgilenilen gen dizilimi
ve bu genin agikladifi protein iizerinde g¢aligma kolayliklant saglammgtir. Bu
teknoloji genlerin yapilarimi, fonksiyonlanm ve regiilatér DNA dizilerini ¢ahgma
firsat1 vermektedir. Rekombinant DNA teknolojisi ile ilgilenilen gen, agiklama
vektortine yerlegtirilmekte ve genin devamli veya gegici olarak agiklatilmas:
saglanmaktadir. Gegici siireyle agiklanan gen lizerindeki transkripsiyon kontrol ve
RNA iglenimi goérevlerini yuriten regiilator elementlerin daha kisa zamanda
belirlenmesi kolaylagmigtir. Genin devamh agiklatilmasi ile fazla miktarda protein
tretilmesine imkan saglanmustir. Bu teknoloji kullamlarak ilgilenilen proteine
raportdr bir protein ilave edilerek proteinin hiicre igerisindeki lokalizasyon

bolgesinin belirlenmesi saglanmugtir. Bu alanda vyapilan ilerlemeler ile negatif



anlamli RNA viriislerinde tersine genetik (reverse genetic) sistemi geligtirilmis ve
viriislerin patojenik determinantlariin galigilmasi  kolaylagmigtir.  Rekombinant
DNA teknolojisi ile tamsal kitlerin hazirlanmast ve viral infeksiyonlara karsi
immunizasyon g¢aligmalannda kullamlan subiinit, protein, DNA agilan ve genetik
olarak isaretli agilarin Giretimi kolaylagmgtir (2, 7, 14, 41, 61, 65, 101, 102).

Sigir vebast virlisiine karsi koruyucu amagh olarak buzagt bobrek hiicre
kiiltiirlerinde hazirlanan zayiflatilmg canli agilar (atteniie—canl)) kullamimaktadir.
Ancak bu agilann siya dayamksiz (termo-labil) olmasindan dolayr saklanmasi ve
taginmasi zor olmaktadir (12, 48, 94). Giinimizde sigur vebast virtisiiniin zarinda
bulunan hemagliitinin ve fiizyon glikoproteinlerine kargt agilar hazirlanmistir. Bu
hazirlanan rekombinant agilar koruyucu bir immun cevap olugturmasina ragmen
bir endemi halinde agili ve infekte hayvanlarn teghisi yapilamamaktadir. Viriisiin
bir internal proteini olan niikleoprotein hiicresel immuniteyi olugturmasimn yam

sira teshis amagh kitlerin hazirlanmasinda da kullamlmaktadir (1, 48, 49).

3.1. Sigar Vebas: Viriisii (SVV)

Sigir vebasi viriis genomu; negatif anlamh RNA olmasindan dolayr kendi
bagina infeksiy6z degildir (5). Sigir vebast viriistiniin antijenik olarak sadece bir
tek Kabete 'O' serotipi olmasina ragmen farkli suglant bulunmaktadir. Bu suslar
Saudi 1/81, Eqypt/84, Kuwait/82, Kenya Eland/96, Nakamura III, Lapinize sus ve
RBOK ast sugudur (6, 28, 58, 67, 69, 100). Sigir vebas: viriisii ilk olarak 1910
yilinda Kenya’da izole edilmistir ve ap1 1950’lerde seri pasajlarla primer hiicre
kiiltiiriinde hazwlanmigtir (9). Viriisiin tek serotipi ve farkh suglari bulunmasmdan

dolay1 serolojik olarak teshisinde zorluklarla kargilagimaktadir. Bu suglar



arasinda en viriilent olan sug Saudi 1/81 susudur (68, 69, 70). Sigwr vebas: viriis
suglanmin viriilensindeki degisimleri belirleyen molekiiler faktorler hala tam
olarak bilinmemektedir (26).

Sigir vebasi viriisii gevre sartlarma kargt oldukga hassastir. Viriisiin stabil
oldugu pH degeri 7.2-8 arasidir. Viriis labildir ve tropikal sartlarda karkaslarda
birkag saatte, 56°C’de birka¢ dakikada inaktif olmaktadir. Giibrede viriis 48 saat
infeksiyoz kalmasina ragmen 5°C’de et, dalak ve lenf nodiillerinde 2-3 giin kadar
infeksiyoz kalabilmektedir. Viriis ~20°C ‘}e daha digiik isilarda yillarca infektif
ozelligini korumaktadir (12, 94).

Sigar vebast viriisii koyun, kegi, civciv embriyo, domuz, hamster, képek ve
insan orjinli hiicre kiiltiirlerinde tiremesine ragmen viriilent suglar makrofaj ve
lenfositlerde yiiksek titrelerde tiremektedirler (12, 53, 58, 80, 94).

Sigir vebast virtistiniin bulundugu Paramyxoviridae ailesindeki virisler
infekte ettikleri hiicrelerin protein sentezini etkili bir gekilde durdurmamaktadirlar
(shut off) (28, 78). Ayrica birgok morbilliviriisiin aksine sigir vebasi viriisiiniin

infekte hayvanlann beyinlerinde goriilmedigi bildirilmigtir (78).

3.1.1. Viriisiin genel zellikleri

Sigir  vebast viristi Paramyxoviridae ailesinin morbilliviris  sinifinda
bulunmaktadir. Bu siuf igerisinde kizamuk viriisii (measles), kopek genglik
hastalig1 viriisiit (distemper), kiigiik ruminant veba viriisii (peste-des-petits virus),
phocid distemper virlis, porpoise morbilliviriis ve dolphin morbilliviriisleri
bulunmaktadir (9, 43, 50). Bu simfta bulunan viriisler birbirleri ile antijenik

yakinhk gostermesine ragmen genetik olarak farkhi virtslerdir  (26).



Morbillivirisler arasinda bulunan antijenik yakinlik serum nétralizasyon (SN),
immunfloresan (IF) ve hemagliitinasyon inhibisyon (HI) testleri ile belirlenmistir
(92, 97).

Sigir vebas: virtisii segmentsiz, helikal niikkleokapsid igeren negatif anlamh
ve tek iplikli 15-16 kb uzunlugunda RNA genomuna sahip zarh bir viristiir (4, 8,
12, 31, 33, 55, 59). Sigrr vebast virlisiniin bulunduu Paramyxoviridae
ailesindeki virtislerin hiicreye girmesi sialik asit igeren glikoprotein reseptorleri
sayesinde gergeklesmektedir. Morbilliviris simfinda bulunan kizamuk viriisii igin
reseptor olarak CD46, moesin ve SLAM (CD150) oldugu bildirilirken siir vebasi
virtisii igin spesifik bir reseptér olmamasma ragmen, virisin SLAM (CD150)
reseptorini kullandig bildirilmistir (41, 68, 95). Viriis genomu sekiz adet protein
kodlamaktadir. Bu proteinierden ntikleoprotein (NP), fosfoprotein (P), matriks
M), fuzyon (F), hemaglitinin (H) ve large (L) proteinleri yapisal, V ile C
proteinleri ise yapisal olmayan proteinlerdir (33, 40, 86).

Sigir vebasi viriisiiniin alti tane monosistronik mRNA’s1 (N, P, M, F, H, L)
bulunmaktadir. Bu mRNA’lann transkripsiyon haritalama yontemi ile 3' ucundan
5' uwcuna dogru N-P-M-F-H-L sirasinda yerlestigi bildirilmistic (4, 37). Sigir
vebasi viriis mRNA’larin biyiikliga niikleoprotein 1.8 kb, fosfoprotein 1.8 kb,
matriks 1.5 kb, fiuzyon 2.4 kb, hemaglitinin 2.0 kb ve large protein ise 6.0
kilobazdir (97). Toplam transkriptlerin % 59’u N mRNA, % 13’1 P mRNA, %
14.5’t M mRNA , % 10.5°i F mRNA ve % 2.6’s1t H mRNA’dan olugmaktadir
(36). Viriis genomu 56 niikleotid uzunlugunda bir énciil (leader) RNA’ya sahiptir.
Genom transkripsiyonu 3' -N, P, M, F, H, L- 5' gseklinde ger¢eklesmekte ve her

gen bir protein kodlamasina ragmen P geni V ile C proteinlerinide kodlamaktadir



(19, 30, 42, 55, 86). Bu altt mRNA’nin transkripsiyonu N:RNA genomundan P-L
polimeraz kompleksi tarafindan yapilmaktadir. Transkripsiyon boyunca viral
genom Ttizerindeki gen baglama ve gen durma sinyalleri taminarak bagliklanmsg,
poliadenile mRNA’lar iiretilmektedir (13, 19, 22, 37, 64, 86). Bu mRNA’lar tek
bir agik okuma bolgesinden (ORF) translasyon Uriinii agiklamaktadir. Segmentsiz
negatif anlamli RNA viriis genomlarindan mRNA’larmn transkripsiyonu genomun
3' ucunda bulunan bir promotordan yapimaktadir. Bu nedenle promotora yakin
olan genler fazla miktarda agiklanmakta ve monosistronik mRNA’larin sentezi 3'
ucundan 5' ucuna dogru azalmaktadir (7, 19, 39, 88). Ilk olarak onciil RNA
transkribe edilmekte ve bunu niikleoprotein ile diger genler takip etmektedir (19).
Onciil RNA 7-metil guanosin (m7Gppp) [cap] ve poliadenilasyon kuyruguna
sahip degildir. Onciill ve N geni arasindaki bélge transkripsiyona ugramayan
genler arast (intergenik) niikleotid sekans1 kapsamamaktadir (19).
Paramiksoviriislerin ~ kurgulanmasi1  niikleokapsidlerin = olusumu  ile
baglamaktadir (83). Temel olarak projeni virionlarin olusumunda iki énemli adim
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi viral niikleokapsidlerin olusumu, ikincisi ise
olugan niikleokapsidler igerisine yeni kurgulanan virionlarn almmasidir (20).
Viral RNA sentezi; nikleoprotein, fosfoprotein, large ve kapsitlenen viral RNA
kalibmma gereksinim duymaktadir (13, 19, 22, 38, 54, 64, 86). Sigir vebas: viriis
genomunun her bir ucunda yaklagik 100 niikleotidden olusan transkripsiyon ve
replikasyon icin gerekli kisa bolgeler bulunmaktadir. Viral polimeraz igin gerekli
olan promotorlar bu bolgelere yerlesmigtir (19, 64). Genom sonunda 37
niikleotidden olusan kuyruk (trailer) bolge genom RNA sentezi igin promotor

gorevi yapmaktadir (19, 64). Bitin paramiksoviriislerin énciill ve kuyruk



bolgelerin komplemant DNA dizisi ACCA ile baglamaktadir. Bu DNA dizisinde
yapilan degisiklikler viral transkripsiyon iizerine etkili olmaktadir (64).

Sigir vebasi virtisiniin niikleokapsidi 18 nm ¢apinda helikal simetrik bir
yaptya sahip olup; zarh viriis 100-150 nm ¢apindadir (12, 94). Virion zan 8-12
nm uzunlukta olup lipoprotein karakterindedir ve viral yiizeyde iki grup
glikoproteinden meydana gelmistir. Lipid karakterindeki zar dayaniksiz oldugu
icin saklama, dondurup ¢ozdiirme ve elektron mikroskop i¢in preparat hazirlama
durumlar1  kolaylikla virionun yikimlanmasina neden olmaktadir. Biitin
paramiksoviriisler 1siya ve kurutma iglemlerine oldukc¢a hassastir. Bu nedenle
klinik 6rnekler 4°C’de korunmali ve vakit ge¢irmeden hiicre kiiltiiriine ekilmelidir
(12, 94).

Sigir vebas! viriisii hem intrastoplazmik ve hemde intraniikleer inkliizyon
cisimeigi olusturmaktadir. Sigir vebas: viriisii ile aym smifta bulunan kizamik
viriistiniin intraniikleer inklizyon cisimcikleri 15-17 nm c¢apmnda zayif helikal
yapilardan olusmustur ve sadece niikleokapsid antijeni kapsamaktadir. Ancak
intrastoplazmik inkliizyonlar 30-40 nm ¢apindaki niikleokapsidlerden olugmugtur
(54). Sigir vebasi virlisiiniin zar proteinlerinin {izerinde bulunan epitoplarin
sodyum dodesil siilfata (SDS) duyarli oldugu bildirilmigtir (91). Béylece SDS’in
hem hemagliitinin hem de fizyon proteinlerinin antijeniteleri {izerinde Onemli
oldugu agiklanmigtir. Morbilliviriis zar proteinlerinin antijenik bolgeleri amino
asit diziliminden ziyade agiklama sonrasi (posttranslasyon) modifikasyonlara ve
konformasyonlara bagh olarak sekillenmektedir (56, 91).

Morbilliviris smifinda bulunan virGislerin  genleri arasinda durma-

baslangig (stop-sinyal), genler arasi (intergenik) DNA dizisi ve bir sonraki genin



baglama sinyal DNA dizisi bulunmaktadir. Iki gen arasindaki intergenik DNA
dizisi CTT dizlimidir fakat bu dizilim H ve L genleri arasinda bulunmamaktadir
(4, 8, 9, 37). Siir vebast viriisiiniin biitiin genleri AGGNNNAN ile baglamakta ve
Adenin (A) uzantisi ile sonlanmaktadir (4, 9).

Sigir vebast viriisit RBOK agt susu ve infeksiy6z Kabete-O virlis genom
DNA dizlerinin kargilagtinlmasinda iki genom arasinda toplam 87 niikleotidden
olusan % 1’den daha az bir baz farki bulunmustur. Bu farkliiklarn biiyiik bir
kismm 6nciil bélgede (3' ucunda) goriilmektedir. Kuyruk (trailer) bolge ise daha iyi
korunmustur (5, 9). Sigir vebasi viriistiniin 5' ucu translasyona ugramayan bolgesi
(5' UTR) % 57 oraminda guanin (G) ve sitozin (C) igermektedir (32). Farkliliklarin
daha ¢ok promotor bolgesinde meydana gelmesinin agt susunun transkripsiyon ve
replikasyon etkinligini azaltacagi ve bu viriisiin zayiflamasina (atteniiasyon)
neden olabilecegi bildirilmigtir. Iki viriis arasindaki amino asit degisimi ise 33

tanedir (9).

3.1.2. Sigir Vebasi Viriisiiniin Proteinleri

3.1.2.1. Fosfoprotein (P)

Sigir vebasi viriisii fosfoprotein geni 1524 niikleotid uzunlugunda bir
ORF’a sahiptir. Fosfoprotein geni 507 amino asit igeren 90.5 kDa molekiiler
agirhgindaki fosfoproteini agiklamaktadir (40). Sigwr vebas: viriis P proteini
fosforile bir protein olup fosfat gruplan serin amino asitidir. Kizamik viriisti P
proteinin asidik bolgesi hiicresel kazein kinaz II (CKII) tarafindan fosforile
olmaktadir (24). Fosforilasyon somucu P proteinin N:RNA kalibina baglanmasi

kolaylagmaktadir. Fosfoproteinin fosforilasyonu viral RNA sentezi igin gereklidir.



Kizamik viriisiiniin fosforilasyon bolgesi V proteini ile ortak olan proteinin amino
u¢ kisminda bulundugu bildirilmigtir. Fosfoprotein riboniikleoprotein (RNP)
kompleks olugumuna katdmaktadir. Riboniikleoprotein kompleksi viral genomun
transkripsiyonu ve replikasyonu igin gereklidir (13, 21, 52, 75, 82, 99).
Fosfoprotein biitin RNA sentez agamalarinda modiler bir rol
oynamaktadir. Large proteini ile beraber transkripsiyon ve replikasyonda aktif rol
oynamaktadir (3, 13, 19, 21, 22, 42, 64). Kurgulanmamig NP°-P formm genom
replikasyonunda yeni olugan (nascent) genomik RNA’y1 paketlemek igin
kullanilan soluble formdur (45). Sifir vebast viriisii fosfoproteini, virtisiin
replikasyon ve transkripsiyonunda goérevli olan bir proteindir (93). Fosfoprotein
geni fosfoprotein haricinde V ile C proteinlerini de kodlamaktadir (11, 30, 42, 55,
86, 96, 106). Aln mRNA; N:RNA genomundan P-L. polimeraz kompleksi
tarafindan transkript edilmektedir. Sigir vebasi viriisii P proteini amino asit
dizilimi kizanuk viriisi ile % 60, kopek genglik hastaligy viriisii ile % 44, kiigik
ruminant veba virisiyle % 46 homologluk gostermektedir (106). Genel olarak
paramiksoviriis P proteinlerinin karboksil u¢ kisrm korunmustur. Fosfoprotein
yalmz aciklandiginda diffiz bir gekilde stoplazmada yerlegmektedir (90). Bu
protein niikleoproteini soluble formda tutarak NP’nin bir araya toplanmasim ve
viriis replikasyonu olmadiginda kurgulanmasint engellemektedir (22). Sendai
viriis ve kizamik viriislerinde P proteinin; L proteini ile beraber agiklanmasiyla L
proteinin degradasyonu engellenmektedir (15, 18). Fosfoprotein ihmh pH ve
disiuk iyonik ortamda niikleokapsidden ayrilmaktadir (83). Bu protein ile yapilan
hibridizasyon ¢ahigmalarinda ¢ok fazla hibridizasyon gekillenmesinden dolayr bu

proteinin ayirict teghis ¢aligmalarimda kullanim uygun degildir (26, 83).
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3.1.2.2. Matriks proteini (M)

Sigir vebast viriisii matriks geni 1460 niikleotid uzunlugunda olup 1008
niikleotidlik bir ORF’u bulunmaktadir. Boylelikle 335 amino asit igeren 38 kDa
molekiiler agirh@indaki matriks proteini agiklanmaktadw. Morbilliviriis simfinda
bulunan virtislerin en kigitk yapisal proteini olan matriks proteini glikozile
olmayan bir proteindir. Matriks proteini hidrofobik yapidadir ve bir ¢ok bazik
bolgeden olugsmustur. Matriks proteini plazma membram ve invitro hiicresel
aktinlerle iligki halinde bulunmaktadir. Matriks proteini, virion morfolojisinde
viral zar ile kapsid arasinda lokalize olmakta ve hemagliitinin ile fiizyon
proteinlerinin stoplazmik uglanyla iligki halinde bulunmaktadir. Matriks proteinin
membran nijkleokapsid iligkisi, viriis tomurcuklanmasi, viriis morfolojisi, olugan
yeni virionlarin kurgulanmast ve viriisiin infektivitesinde onemli bir gorevi
bulunmaktadir (8, 20, 40, 46, 51, 59, 66).

Sigir vebast virlisti matriks geni diger morbilliviriis M genleri ile aym
uzunlukta bulunmamaktadir. Kizamik viriisinden 6 niikleotid kisa, kiigik
ruminant veba wviriisinden 12 ve kopek genglik hastalii viriisiinden ise 18
niikleotid daha uzundur (8). Paramiksoviriis matriks genlerinin uzun bir 3' ucu
agiklama yapmayan bolgesi (UTR) bulunmamaktadir. Bu bolge aynca % 65
oraninda guanin (G) ve sitozinden (C) zengin bir bolgedir (8). Matriks proteini
morbilliviriislerde ¢ok fazla korunmug bir gendir. Bu proteinin amino ucu glisin
ve prolinden zengin olmasma ragmen karboksil u¢ kismm baziktir ve N proteini ile
iligki halinde bulunmaktadir (20). Genin iki adet ORF’u bulunmaktadir. Birinci
ORF 33. niikleotidde ikinci ORF ise 991. niikleotidde baglamaktadir. Matriks

geninin 3' ucu translasyon yapmayan bélgesi morbilliviriisierde tam anlamiyla
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homologluk gostermemesine ragmen kodlayan bolgelerde % 68.6 homologluk
gostermektedir. Matriks proteinin tripsin enzimi ile kesim sonrasi 43 fragmente
aynimas: nedeniyle proteinin arjinin, lizin ve histidin amino asitlerinden zengin
olabilecegi bildirilmigtir. Sigr vebas1 virdisii, képek genclik hastaligy viriisii ve
kizarmk  viriisti matriks proteinlerinin  hidropati  karakterleri benzerlik
gostermektedir. Matriks proteinin 139-170. pozisyondaki amino asit dizilimleri B-
yapragi (sheet) sekunder formu gosterdigi ve bu bolgenin ayrica lipid baglanma
bolgesinden sorumlu olabilecegi bildirilmigtir (8, 59). Sigir vebasi viriisii matriks
protein amino asit dizilimi; kizanmk viriisii ile % 78.2, kopek genclik hastahi
viriisii ile % 77.6 homologluk gostermektedir (59). Morbilliviriislerde M protein
amino asit dizilimi iyi korunmasma ragmen, diSer paramiksoviriisler ile
kargilagtinldiklarinda, homologlugun az oldugu bildirilmigtir. Matriks geni ile
yapilan hibridizasyon g¢ahsmalarinda ¢ok fazla hibridizasyon sekillenmesinden

dolayi bu gen teshis amagh kullammlara uygun bulunmamaktadir (26).

3.1.2.3. Fiizyon proteini (F)

Sigir  vebast virisi fizyon geni 2350 niikleotid uzunlugunda
bulunmaktadir. Gen 587. niikleotidde baglayan ve 2227. niikleotidde durma
kodonu ile sonlanan 1641 bazlik bir ORF’a sahiptir ve bu ORF’tan 546 amino asit
uzunlugunda, 62 kDa molekiiler agirhgindaki fiizyon proteini agiklanmaktadir
(40, 98). Bu protein viriisiin zarinda bulunan tip 1 transmembran karakterinde
glikoproteindir ve nétralize antikorlarin olugmasinda gorevlidir (12, 19). Fiizyon
proteini virisin zarnda dimerler halinde bulunmaktadir. Piirifiye paramiksoviriis

F proteinleri ile yapilan immunizasyon ¢aligmalarinda fiizyon proteininin giiclii
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bir immun yamt olugturdugu ve infeksiyona karst canhyr korudugu bildirilmistir.
Fiuzyon ve hemagliitinin proteinleri infekte hiicrelerde paramiksoviriislere 6zgiil
olan sinsitialan olusturmaktadir (23, 56, 73, 74). Fiizyon proteini virisiin
hiicreden hiicreye yayilmasinda gorev alan bir proteindir ve bu goérevini nétral
pH’da yapmaktadir (56, 81). Sigir vebast virisiit flizyon proteini sayesinde
hiicreden hiicreye yaylimmm anti-H notralizan antikorlannin  varh@inda bile
gergeklegtirmekte ve boylece viriise kargi olugan nétralizan antikorlardan viriisiin
kagmasimt saglamaktadir (10, 31). Fizyon proteini, hedef hiicre membram ile
fuzyonu saglamasi nedeni ile, viriisiin hiicreye girmesinde (penetrasyonu),
hiicrenin hemolizisinde ve viriisiin viriilensinde rol oynamaktadir (87, 98, 104).
Paramiksoviriislerin F  proteinleri inaktif prekirséor (Fo) olarak
sentezlenmektedir. Fiizyon proteini biyolojik aktivitesini yapabilmesi igin
hiicresel enzimler tarafindan iki polipeptide (F; ve F3) aynlmahdir (12, 56, 73). F,
polipeptidin 1027. niikleotidindeki sistein F; ve F, arasinda gergeklesen kovalent
disiilfid bag: olusturmaktadir. Kesim bolgeleri Fy amino ucunda 100 amino asitlik
bir kisma yerlegmigtir. Bu kesim bélgesinin amino ucunda bazik amino asitler
(arjinin ve lizin), karboksil ucunda ise hidrofilik boélgeler goriilmektedir. Bazik
amino asitlerdeki artig viriisiin patojenitesini artirmaktadir (17). Fiizyon proteinin
hiicresel proteazlar tarafindan kesiminden sonra F; proteinin karboksil ucunun
viriisin gergeklestirmis oldugu flizyon aktivitesinde 6nemli bir gérevinin oldugu
bildirilmigtir (56, 98). Paramiksoviriislerde F; proteinin amino asit diziliminin
korundugu ve uzun bir stoplazmik u¢ kisma sahip oldugu bildirilmigtir. F,
proteinin stoplazmik u¢ kismi; niikleokapsidle iligki halinde olan matriks proteini

ile temas kurarak viriisin tomurcuklanmasinda gorev almaktadir. Fiizyon
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proteinin sekunder yapist birkag hidrofobik bolge ile o-helikal bélgeden
olugmaktadir (98). Fiizyon proteinleri iki 6nemli hidrofobik bolgeye sahiptir. (i)
Amino terminal kism: yeni olugan (nascent) polipeptidlerin endoplazmik
retikuluma yonelmesi igin sinyal sekansi icermektedir. (ii) Karboksil ug ise
membrana yerlesmigticr (17). Fiizyon proteini hiicrelere viriisiin tutunmasina
yardim ettigi gibi hiicreden hiicreye yayilmasina ve konak hiicre membram ile
virion zarmn fuzyonunun gergeklegmesini saglamaktadir (98). F; polipeptidi 438
amino asit uzunlugunda ve 40 kDa molekiler agirhigindadir (78). Bu proteinin
amino ucu hidrofobik kisimlardan olugmustur ve paramiksoviriislerin hepsinde
korunmustur. F; proteinin stoplazmik bolgesinde bir tane glikozilasyon bélgesi
belirlenmigtir (31, 46). F, polipeptidi 89 amino asit uzunlugunda ve 20 kDa
molekiiler agirhfinda bulunmaktadir (78). F, proteini iizerinde {i¢ tane potansiyel
glikozilasyon bolgesinin oldugu bildirilmigtir (31, 46).

Mornbilliviriislerde flizyon proteini korunmusg olmasindan dolay1 bu
sintftaki wviriisler arasinda gekillenen capraz reaksiyonda 6nemli bir yere sahip
olabilecegi bildirilmigtir. Fiizyon proteini bu siniftaki viriislerde bulunan en kiigiik
glikozile proteindir (23, 78, 81). Fuzyon proteinin 25-27, 57-59, 63-65.
bolgelerinde asparajine (N) bagh ii¢ adet glikozilasyon bolgesi bulunmaktadir
(98). Sigir vebas: viriisii F proteini amino asit diziliminin kizanmk virtsi ile %
18.7, kopek genglik hastaligi viriisii ile % 31.8 oramnda farkli oldugu
bildirilmistir (46). Ayrica flizyon proteinini kodlayan F geni ile yapilan
hibridizasyon = c¢aligmalaninda  morbilliviriisler  arasinda  fazla  miktarda
hibridizasyon sekillenmesinden dolayr bu proteinin ayirici teghis ¢aligmalarinda

kullamm: uygun degildir (26). Morbilliviriislerin F proteinleri arasinda sifir
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vebast viriisii ve kizamik virlisii en uzun agiklama yapmayan 5' ug bolgesine sahip
olup sitozinden (C) zengindir. Bu bélgenin niikleotid dizilimi korunmustur ve

diizenleme gorevinin olabilecegi bildirilmigtir (32, 98).

3.1.2.4. Hemagliitinin proteini (H)

Sigir vebast viriisiit hemagliitinin geni 1952 niikleotid uzunlugundadir.
Hemagliitinin geni 1827 niikleotid uzuntlugunda bir ORF’a sahip olup bu bolgeden
609 amino asit igeren 77 kDa molekiiler agirhfindaki hemagliitinin proteini
agiklanmaktadir. Agik okuma bélgesi genin 21-23 niikleotidlerinde ATG ile
baglamakta ve 1848-1850. niikleotidde durma (stop) kodonu ile sonlanmaktadir.
Genin baglangi¢ bolgesinde +4 pozisyonunda kozak DNA dizisi bulunmamaktadir
(40, 97, 107). Hemagliitinin proteini hiicre Gizerinde bulunan reseptére baglanarak
infeksiyonu baglatmaktadir. Hemagliitinin proteinin hiicre reseptoriine baglanmasi
sonucu giigli bir humoral ve hiicresel immun cevap olugmaktadir (29, 46, 87).

Kompetatif baglanma olgimleri ile sifir vebast viriisi hemagliitinin
proteini izerinde en az yedi farkh antijenik ve bir tane polimerik disiilfid bag
bolgesinin bulundugu bildirilmigtir. Bu bolgelerden alti tanesi nétralizasyon
aktivitesi uyarabilmektedir (51, 91, 92). Gen iizerinde asparajine (N) bagh
glikozilasyon igin 168-170, 200-202, 215-217 ve 395-397 olmak iizere dort adet
potansiyel glikozilasyon bolgesi bulunmugtur. Sigir vebast viriisti ve kizamik
viriisit hemagliitinin genlerinin DNA dizilerinin kargilagtirilmasinda nikleotid
diziliminde % 63.4, amino asit diziliminde ise % 59.3 benzerlik bulunmustur (97).
Hemagliitinin proteinin ii¢ boyutlu yapisinin olugmasinda sistein pozisyonlarinin

Oonemli oldugu bildirilmigtir. Hemagliitinin proteini 13 residiilik bir sistein
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distilfid bag olusturmaktadir ve kisa bir stoplazmik ug kisma sahiptir. (46, 97). Bu
proteinin amino u¢ kismi, karboksil ug ve. orta bélgelerine kiyasla, daha fazia
korunmugtur. Az korunmus olan bolgelerin daha fazla immunojenik olabilecegi ve
bu bolgelerin birkag hidrofilik kisimm ile glikozilasyon - bolgeleri - kapsayacagt
bildirilmigtir. Ayrica bu bolgeler virion zanmn dig yiizeyini olugturmaktadir (97).
Hemaglitinin proteini sifir vebast viriisiiniin zarmda fiizyon proteinine kiyasla
daha fazla bulunmaktadir (51). Hemagliitinin proteini virisiin hiicrelere
tutunmasindan, viriise kargi notralizan antikorlarin olugmasindan sorumlu olup tip
2 trans membran karakterinde gikozile bir proteindir (29, 46, 66, 87). Fiizyon
proteini ile beraber sinsitia olusumuna katidmaktadir. Hemaglitinin ve F
proteinleri tUzerinde tammlanan antijenik bolgeler asparajine (N) bagh
oligosakkarid zincirlerinden bagimsiz olarak gerceklesmektedir.
Morbilliviriislerde H geni en az korunmug gendir. Hemaglitinin ve F
proteinlerinin beraber agiklanmast immunosupresyonu uyarmak i¢in yeterli

oldugu bildirilmigtir (43).

3.1.2.5. C proteini

Sigir vebast viriisii C geni ORF’u 534 niikleotid uzunlugunda olup 177
amino asit a¢iklamaktadir. C proteini 21.5 kDa molekiiler aguhiga sahiptir (40). C
proteini yapisal olmayan protein olup fosfoprotein geninin amino terminalindeki
alternatif birbiri ile 6rtiigen (overlapping) agik okuma bolgesindeki ikinci bir AUG
kodonu tarafindan sentezlenmektedir (30, 40, 62, 86, 96). C proteinin rolii tam
olarak bilinmemesine ragmen mRNA’larin miktarinda ve kalitesinde gorevli

oldugu diigiinilmektedir. Ayrica C proteinlerinin pozitif yiiklii olmasindan dolay
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RNA ile iligki halinde olabilecegi bildirilmigtir. C proteini bazik karakterde bir
proteindir (19). Sigir vebasi viriisii C proteini amino asit dizilimi kizamik viriisii
ile % 56, kopek genglik hastalif virisi ile % 42, kiigilk ruminant veba viriisiyle
% 40 bhomologluk gostermektedir (106). C proteinin, kizamik viriisii ile infekte
hiicrelerin  stoplazmasinda ve niikleusunda lokalize oldugu immunfloresan

caligmalarla gosterilmigtir (30).

3.1.2.6. V proteini

Sigir vebasi virisii V proteini yapisal olmayan bir proteindir ve
fosfoprotein geninden RNA tizerinde Guanin (G) editlemesi ile sentezlenmektedir
(19, 30, 62, 86, 96). V geni, 899 niikleotid uzunlugunda ORF’a sahip olup 299
amino asit aciklamaktadir. Fosfoprotein ve V proteinlerinin amino uglan ortak
olmasma ragmen karboksil uglan farklidir. V proteinlerinin karboksil ug kisimlan
sisteinden zengin bolgelerden olusmustur ve paramiksoviriisler arasinda
korunmugtur. V proteinin karboksil ucu ¢inko parmak (zinc finger) motifi ile
sonlanmaktadir. Sisteinden zengin bolgelerin niikleik asit baglanma bolgesi,
protein-protein iligkisi yada oligomerlerin stabilizasyonunda gorevli olabilecegi
bildirilmigtir. V proteinin viral transkripsiyon ve replikasyonda gorevli olabilecegi
kaydedilmigtic (11, 19, 24, 62, 75). Sendai viriis V proteinin genom
replikasyonunu azalttifn (down regulate) fakat transkripsiyonu ise etkilemedigi
bildirilmigtir. Aynica V proteini zayif bir sekilde L. ve P proteinleri ile iligki

halindedir. V proteini stoplazmada lokalize olan fosforile bir proteindir (30).
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3.1.2.7. Large proteini (1)

Sigir vebast viriisii large geni 6552 niikleotid uzuanlufunda bir ORF’a
sahiptir. Large geni 2183 amino asit biyikliginde ve 212 kDa molekiiler
agirhgindaki L proteinini agiklamaktadir (40, 62). Bu genin 3" ucu translasyona
ugramayan bolgesinde 72 nitkleotid, 5' ucu translasyona ugramayan bolgesinde ise
22 niikleotid bulunmaktadir (4, 62).

Morbilliviriis L proteinlerinin kargilagtirmah analizlerinde ¢ korunmus
bolgenin var oldugu tespit edilmigtir. Birinci bolgenin RNA baglanma bélgesi
olabilecegi bildirilirken, ikinct bolgenin replikasyon ile transkripsiyon
aktivitelerinde ve ugiincii bolgenin ise diger nitkleotidlere baglanma bolgesi
olabilecegi kaydedilmistir (62). Morbilliviriislerde L proteini en biiyitk yapisal
proteindir (78). Negatif zincirli RNA virislerinin large proteinleri en az dort
niikleotidden olusan korunmug bir bélge igermektedir. Paramiksovin’iélerin L
proteinlerinde korunmus pentapeptid sekans olarak QGDNQ bulunmaktadir ve bu
dizilimin RNA’ya bagmh polimerazin bir tiir ¢esidi olabilecegi bildirilmistir (3,
62). Large proteini polimeraz kompleksin (P-L) katalitik subiinitesidir. Large
proteini RNA’ya bagimh RNA polimeraz enzim 6zelligine sahiptir ve proteinin
birden fazla fonksiyonu bulunmaktadir. Bu proteinin fonksiyonlan arasinda
genomik RNA’nm transkripsiyon ve replikasyonu ile ilgili transkriptaz ve
replikaz, mRNA’nmn 5' ucunun baghklanmas: (cap), metil transferaz aktivitesi ve
poliadenilasyon aktivitesi gibi enzimatik aktiviteler yer almaktadir (15, 18, 52, 62,
86, 93, 102). Large proteini yapisal bir proteindir ve genomun 5' ucunda
bulunmas: nedeni ile en az sentezlenen proteindir (7, 19, 39, 40). Virisiin

replikasyon ve transkripsiyonunda rol oynamaktadir (13, 19, 21, 22). Simian viriis
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5, sendai viriis ve kizamik viriisii L proteinlerinin amino ug¢ kisminda fosfoprotein
icin baglanma bolgesi bulunmaktadir. Large proteinleri paramiksoviriislerde

belirgin bir benzerlik gostermektedir (24).

3.1.2.8. Niikleoprotein (NP)

Sigir vebast viriisii nitkleoprotein geni 1668 niikleotid uzunlugundadir.
Niikleoprotein geninin 3' ucunda 53 nikleotid 5' ucunda ise 40 nikleotid
uzunlugunda translasyona ugramayan bolgeler bulunmaktadir. Sigir vebast virisii
NP geninin baglama bolgesi AGGA dizilimidir. Niikleoprotein geni ATG ile
baglayan ve 1576 da TGA stop kodonu ile sonlanan 1575 niikleotid uzuntugunda
bir agik okuma bélgesine (ORF) sahiptir. Boylelikle 525 amino asitten olugan
niikleoprotein agiklanmaktadir (4, 48, 50).

Sigir vebast virtisit niikleoproteini genomik RNA’yir sola dogru (lefi-
handed) sararak helikal niikleokapsid formunu olusturmakta ve viral replikasyon
siklusu boyunca filamentoz riboniikleoprotein (RNP) kompleksi halinde
bulunmaktadir. Riboniikleoprotein kompleksi elektron mikroskopta karakteristik
olarak capraz dikiy (herring-bone) goriiniimiinde goriilmektedir (19, 33, 34, 108).
Paramiksoviriislerin  kurgulanmas:  nitkleokapsidin olugmasiyla baslamaktadir.
Kapsitlenme oncil RNA dzerinde bulunan spesifik bir nikleotid dizisinde
baglamasma ragmen kapsitin uzamast RNA iizerinde bulunan bazlardan bagimsiz
olarak gergeklesmektedir (108). Negatif anlamli RNA genomu yaklagik 2800
nikkleoprotein molekiilii tarafindan kapsitlenerek niikleokapsid merkezini (core)
olugturmaktadir. Yeni olugan nitkleokapsid merkeze daha sonra P ve L proteinleri

baglanmaktadir (83). N-RNA wve N-N arasinda giiglii bir hidrofobik ligki
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bulunmaktadir (63). Paramiksovirils nitkleoproteinlerinin amino uglanmn tamam
olmasa dahi biyilk bir kismi RNP olugumunun igerisinde yer almaktadir (83).
Niukleoprotein RNA’dan sadece sodyum dodesil sulfat ve 3M guanidine-HCl
iyonik deterjanlanyla ayrilmaktadir (54). Negatif zincirli RNA virislerinde
nitkleoprotein, viral RNA genomu, fosfoprotein ve large proteini
riboniikleoprotein yapiyr olugturmaktadir (13, 19, 25, 36). Viral replikasyon
boyunca niikleoprotein antiterminasyon aktivitesi ve RNP kompleks kopyeleri;
aym kalip tizerinde onciil RNA (leader RNA), mRNA durma (stop) sinyallerini,
poliadenilasyon ve P gen editleme sinyallerini ihmal etmektedir. Niikleoprotein
viral genomun etrafim sararak niikleokapsidi olusturmakta ve bu olugsan N:-RNA
kompleksi viral transkripsiyon ve replikasyon igin kalip olarak kuitaniimaktadir
(13, 21, 48, 86). Paramiksoviriisler ile yapilan invitro replikasyon galigmalarinda
ya ug¢ proteinin (N, P, L) ortak agiklanmas: ile yada P-NP ve P-L proteinlerinin
ayn olarak ortak agiklanmalan ile replikasyon gergeklesmektedir.  Burilann
diginda olugsan kombinasyonlarda replikasyon gerceklesmemektedir (22).
Fosfoprotein wve large proteinlei negatif zineii RNA’dan mRNA’lan
sentezleyebilmelerine ragmen, N pmteml kalibm bir pargasi -olarak belirtilmistir.
Bunun nedeni polimeraz enziminin giplak genom RNAy1 kopyalayamamasi ve
sadece niikleoprotein tarafindan kapsidlenen RNA’nin viral RNA sentezi igin
kalip olarak gorev yapmasida (21, 64, 83, 102).

Niikleoprotein tarafindan kapsitlenen RNA, RNase’lara kargi direnglidir ve
RNA’ya bagimh RNA sentezi boyunca kalip olarak kullamlmak igin gereklidir
(13, 19, 20). Niikleoprotein, genomik RNA’y1 kapsitlemesinden dolay1 P ve L
proteinlerine gore viriis yapisinda daha fazla bulunmaktadir (52). RNA genomu
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viral niikleokapsid proteini olan. nitkleoprotein ile siki bir iligki halinde iken L ve
P proteinleri ile daha gevsek bir iligki halinde oldugu bilinmektedir (21).
Paramiksoviriislerin  transkripsiyonu ve replikasyonu i¢in farkh protein
komplekslerine ihtiyag duyulmaktadir. Polimeraz kompleksi (P-L) hem
replikasyon hem de transkripsiyon igin ihtiyag iken; replikasyonda
kurgulanmamig NP (NP°) ve P proteini kompleksine ihtiyag duyulmaktadir (13,
86). Transkripsiyondan replikasyona gegcis kurgulanmamig niikleoproteinin (NP°)
konsantrasyonuna bagh olarak ger¢eklegsmektedir (13, 86). Niikleoprotein boylece
iki farkli kompleksin olugumu ile karakterizedir. Kurgulanmamg niikleoprotein
fosfoproteine baglamr (NP°-P) yada kurgulandift zaman P/L kompleksine
baglanarak niikleokapsidin core bolgesini olugturur (13, 86).

Morbilliviriis sinifinda bulunan viriislerin niikleoproteinlerinde DNA baz
diizeyindeki farkliiklar 3' ucunda belirgin, 5' ucunda hml, orta bélgesinde ise en
diisiik olarak belirlenmigtir. Niikleoproteinin 5' ucunda ve orta (core) bolgesinde
gorillen bir ¢ok nikleotid degigiklikleri tgli (triplet) kodonlarnin tginci
pozisyonunda goriilmesine ragmen genel olarak aym amino asitleri
agiklamaktadirlar. Morbilliviriis niikleoproteinlerinin yiiksek diizeyde korunmusg
olan Dbolgelerinin  viriis  replikasyonunda rol oynadift  bildirilmigtir.
Niikleoproteinin 3' ucundaki farkliliklarin ¢ogu ise tgli (triplet) kodonlarn birinci
ve ikinci niikleotidinde bulunmugtur (48, 71). Morbilliviris simfinda bulunan
kizamik virisi (MV) ve kopek genclik hastaligi virislerinin  (CDV)
niikleoprotein genlerinin DNA dizlimleri sifir vebast viriis niikleoprotein gen
DNA dizilimi ile % 68.1 ve % 63 oraninda bir homologluk gostermektedir. En

yiikksek homologluk MV ve CDV arasinda genin 593-1312. niikleotidlerindeki
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orta bélgelerinde bulunmugtur. Bu bélgelerdeki amino asitlerin homologlugu ise
kizamik viriisiinde % 88.3 iken kopek genglik hastaligy viriisiinde (CDV) % 86.3
olarak belirlenmigtir. En diigiik homologluk son 318 niikleotid (1313-1630)
arasinda go6rilmigtir (49). Niikleoprotein geninde meydana gelen degisiklikler
viriisiin viriilensini etkilemektedir (4).

Amino asit uzunlugu 525 olan niikleoprotein ii¢ bolgeye bolunebilir. (i)
Orta derecede korunmug amino ug¢ (N-Terminal) bolge. (ii) Yiiksek bir gekilde
korunmug orta bolge. (iii) Cok degisken olan (hypervariable) karboksil ug (C-
terminal) bolge (125a.a). Orta derecede korunmus olan bélge; niikleokapsid
yapilar igerisinde kurgulanma ve genom RNA’ sina baglanma i¢in gerekli olan bir
bolgedir. Ancak, fazla degisken olan karboksil ug bolge (421-525 a.a) hidrofilik
amino asitlerin ¢ogunu igermekte ve niikkleoproteinin dis yiizeyini kaplamaktadir.
Ayrica bu bolge tizerindeki 452-501 amino asitler T yardimer hiicreleri (T-helper
cell) i¢in epitoplan olugturmaktadir (50, 71).

Morbilliviris simmfinda  bulunan viriisler arasindaki amino asitlerin
homologlugu kizamik virtisiinde (MV) % 88.3, kopek genglik hastalif: viriisiinde
(CDV) % 86.3, phocid distemper viriis ile % 69 olarak bulunmustur. Amino
asitlerin bilinen sekunder yapilan bu ug¢ viriis iginde farklilbiklar géstermektedir.
Sekunder yapilanndaki bu farkliiklar karboksil ugta goriilirken, amino ugta ve
orta bolgede benzer yapilar gozlenmistir (11, 50). Aynica, diger Paramyxoviridae
ailesinde yer alan viriisler ile kargilagtirildiginda niikleoproteinler arasinda yitksek
oranda homologluk goériilmemektedir. Boylece niikleoprotein geninin g¢ok yiiksek
bir sekilde korundugu ortaya c¢ikmaktadir (50). Yine aym gekilde DNA

diziliminde bulunan AGLASGF ve WSYAMGL amino asitlerinin Sendai viriis ve
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Bovine Parainfluenza viriis 3 ile kargilagtinlmasinda ise bu bélgelerin korunmug
oldugu gosterilmigtir. Bu nedenle, bu bolgelerin RNA baglanma bolgesi yada
replikasyon diizenleme bolgesi olarak fonksiyonel bir goérevi olabilecegi
diigiiniilmektedir (48, 50).

Sigir vebas: viriisii niikleoproteini niikleusta lokalize olan bir proteindir.
Bununla beraber niikleoprotein fosfoprotein ile beraber aciklandiginda
stoplazmada, V proteini ile beraber agiklandiginda ise hem stoplazma hemde
cekirdekte yerlesmektedir (38, 47, 90). Niikleoprotein ile fosfoprotein arasindaki
iligki non-ioniktir ve bu iki protein arasindaki iligkinin gerceklesebilmesi i¢in her
iki proteinin birden fosforile olmasina gerek yoktur, iki proteinden birinin
fosforile olmast yeterlidir (86). Niikleoprotein fosfoprotein ile beraber
agiklandifinda NP proteinin  non-spesifik RNA’ya baglanmas1 onlenerek
intraniikleer lokalizasyonu engellenmektedir (38).

Sigir vebasi viriisii niikleoproteinin molekiiler agirhg 58-65 kDa arasinda
degismektedir (40, 48, 49). Niikleoprotein birkag bazik amino asitten olusmustur
(47). Kizamik viriisii nitkleoproteinin fosforilasyon bolgesi karboksil ug bolgede
bulunmakta ve fosfat gruplan threonin ile serin amino asitleridir (78). Sodyum
dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) analizlerinde fosforile
formunun fosforile olmamg formuna gore daha yavag hareket ettifi bilinmektedir
(28). Morbilliviriislerin niikleoproteinleri hiicre i¢i proteolizise karst oldukga
hassastir. Bu proteazlar tarafindan sindirilen niikleoproteinin proteolizis Uriinleri
ile yapilan SDS-PAGE analizlerinde, trtinlerin 40 ve 55 kDa molekiiler agilikta
hareket ettikleri bildirilmistir (78). Aym sekilde stoplazmadan ve niikleustan izole

edilen niikleoproteinler de SDS-PAGE analizinde farkh go¢ etmektedirler (78).
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Sendai viriis niikleoproteinin karboksil u¢ kismi niikleokapsidin dig yiizeyine
yerlesmistir ve proteaz kesimine daha dayamkhidir (83).

Sigir vebast virts infeksiyonunda niikleoprotein ilk sentezlenen ve akut
infeksiyonlarda ilk belirlenen proteindir (44). Niikleoprotein genomun 3' ucunda
bulunmas: nedeni ile en fazla sentezlenen proteindir ve sentezlenen viral
proteinlerin % 80’1, toplam hiicresel proteinlerin ise % 207sini olusturur (7, 33, 36,
55). Nikleoprotein infekte hiicrelerde fazla miktarda sentezlenmesinden dolay:
hiicresel immun sistemi uyarmaktadr (33). Bu protein yiiksek
immunojenitesinden dolay: sigir vebasi infeksiyonlarmin teghisinde énemli bir rol
oynamaktadir (48, 49).

Morbilliviris smifinda bulunan ve gevig getirenlerde infeksiyona neden
olan sifir vebasi virisii ve kiigiik ruminant vebas: virslerinin antijenik yaknhk
gostermelerinden dolayi, bu iki hastaligin gorildiigii bélgelerde ayirici teghisinin
yapiimas: onemlidir. Sifir vebast viriisii koyun ve kegilerde infeksiyona neden
olabildigi gibi kiigiik ruminant vebas1 viriisiide sigirlarda infeksiyona neden
olmaktadir (34, 57, 72). Bu hastaliklarin her ikisi de Office International
Epizootics tarafindan izl yayilmalan ve kontagiyoz olmalarindan dolayr A
grubuna dahil edilmiglerdir (23). Iki hastalifin birbirinden ayiric1 teshisinde NP
proteinin kullammi 6n plana c¢iknugtir,. Bunun igin NP proteinine spesifik
hazirlanan monoklonal antikorlar ve NP geninin radyoaktif olarak veya biotinle
igaretlenmis c¢DNA problan kullamimaktadir. Aynica her iki viris
niikleoproteinleri ile yapilan SDS-PAGE analizlerinde bu proteinlerin farkh gog

ettikleri bildirilmistir (26, 57, 58, 72).
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Son yillarda rekombinant DNA teknolojisinin ilerlemesi ile wviral
infeksiyonlara karst koruyucu amagh rekombinant aglar geligtirilmigtir.
Rekombinant agilarn kullaninu baganhi olmasina ragmen, rekombinant agi ile
agillanmig ve infekte hayvanlarin teshisinin yapilmas: oldukg¢a giigtiir. Bu sorunun
tizerinden gelmek igin virisiin igsel proteinleri kullamilarak teshis amach  kitler
hazirlanmustir (1, 40, 48, 49, 69, 85).

Bu c¢aligmada sigir vebas: viriisi RBOK ag1 sugu ile infekte Vero
hiicrelerinden elde edilen toplam RNA’lar kullamlarak NP genine spesifik
primerler ile tersine transkripsiyon ve polimeraz zincir reaksiyonuyla NP geni
gogaltildi. Polimeraz zincir reaksiyonu ile g¢ogaltilan NP geninin klonlama
plazmidine  yerlestirilmesi, rekombinant plazmidin E.coli Thiicrelerine
transformasyonu ve E.coli hicrelerinde NP geninin klonlanmasi gerceklestirildi.
Daha sonra klonlanan rekombinant plazmid DNA’sindan izole edilen sigir vebast
viriisit RBOK ag1 sugsu NP geninin okaryotik agiklama plazmidine yerlestirilmesi
" ve bu agiklama vektorii ile transfekte edilen Vero hiicrelerinde niikleoprotein
geninin agiklatiimasi amagclanmugtir. Nilkleoprotein geninin agiklatilmasi ile elde
edilecek olan niikleoprotein teshis amagh kitlerin hazirflanmasi ve immunizasyon
cahgmalarmin yam sira NP proteinin siir vebasi viriisii biyolojisindeki gorevinin

daha detayh caligilmasina imkan verecektir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Plazmidler

4.1.1. pGEM-3Zf (-) plazmidi

pGEM-3Zf (-) plazmidi standart bir klonlama vektorii olup invitro
transkripsiyon ile yitksek miktarda RNA -iiretmek i¢in uygun bir promotor bélgesi
icermektedir. Plazmid 3199 niikleotid uzunlugunda olup JacZ a-peptid ve pGEM-
3Z klonlama plazmidinden diizenlenen bir klonlama bolgesine sahiptir. Ayrica,
plazmid klonlama bolgesinin bitigiginde hem SP6 hem de T7 RNA polimeraz
bolgelerini bulundurmaktadu. Bu diizenleme plazmide fonksiyonel B-
galaktosidazi aciklayan JacZAM15 gen iiriiniinii tamamlayan fonksiyonel bir a-
peptid vermektedir. Bu LacZAM15 genotipini bulunduran ve aym zamanda
pGEM-3Zf (-) vektoriini tagtyan hiicreler IPTG ve X-Gal kapsayan besi yerinde
mavi beyaz renk seleksiyonuna imkan vermektedir. Plazmid sirkiiler tek iplikli
DNA iiretimi i¢in uygun olup, flament6z faj fl replikasyon baglangici ve

ampisiline direnglilik geni icermektedir (76).

4.1.2. pCI-neo plazmidi

pCl-neo; okaryotik hiicrelerde hem devamh hem de gegici protein
aciklatmakta kullamlan 5472 niikleotid uzunlugunda bir plazmiddir. pCI-neo
plazmidi insan cytomegalovirus (CMV) c¢ok erken enhancer/promotor, simian
viriis 40 (SV40) ge¢ poliadenilasyon sinyali ve gen agiklamast i¢in dizayn edilmig
optimize kimerik intron bolgesini igermektedir. Plazmid devamh transfekte
klonlann se¢imi igin neomisin fosfotransferaz geni, klonlama bélgesi (bu bolgenin

basinda T7 ve sonunda T3 RNA polimeraz promotorlan), fl replikasyon

26



baslangi¢ bolgelerinede sahiptir. Neomisin fosfotransferaz geni genetisin olarak
bilinen G-418 antibiyotigine direnglidir. Klonlama bolgesinin hemen yamnda
bulunan T7 ve T3 RNA polimeraz promotorlan ile klonlanan DNA’larin pozitif

ve negatif anlamh zincirlerini sentezleyebilmektedir (76).

4.2, Sigwr vebas: viriisii RBOK as1 susu
Calismada sigir vebasi virtisi RBOK agt susu kullanddi. Viris Etlik
Aragtirma Enstitisiinden temin edildi. Virlisiin Sperman ve Kaerber metoduna

gore titresi DKIDso= 10>%/0.1 ml olarak bulundu.

4.3. Hiicre kiiltiirii

Bu calismada Afrika yesil maymun bobrek hiicreleri (Vero) kullamldi.
Hiicreler % 10 fotal sigir serumu (Sigma, St. Louis, MO, USA) 100 IU/ml
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

(DMEM)’da uretildi. Bu hiicreler Sap Ensititii’sii, Ankara’dan sagland.

4.4. Primer secimi

Bu ¢ahgmada kullamlan primerler EMBL gen bankasi sigir vebasi viriisii
RBOK agt susu X 68311 gen diziliminden niikleoprotein geninin a¢ik okuma
bolgesine gore dizayn edildi. Primerler olugturulurken ¢ahigmada kullamlacak
klonlama ve agiklama plazmidlerinin klonlama bolgelerindeki enzim kesim
bolgeleri dikkate alinarak primerlerin 5' uglarma enzim kesim bolgeleri
yerlestirildi. pGEM-3Zf (-) klonlama vektoriine yerlegtirmek igin ileriye dogru

olan primerin 5' ucuna Hindlll ve geriye dogru olana ise Sall enzim kesim
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bolgeleri ve agiklama vektorii pCl-neo plazmidine yerlestirmek igin ise primerin
5' ucuna Nhel ve Sall enzim kesim bolgeleri ilave edildi. Ayrica agiklama
plazmidinde protein agiklatilmasim artirmak igin -3 pozisyonunda adenin bulunan
kozak dizisi (CCA) eklendi (84). Boylece NP1: 5 GG AAG CTT CCG CTA GCC
CAC CAT GGC TTC TCT C 3 ve NP2: 5 GGG TCG ACT CAG TTG AGA AT

3’ primerleri dizayn edildi.

4.5. Toplam RNA izolasyonu

Vero hiicreleri, sifir vebast virisi RBOK agt susu ile adsorbsiyon
metoduyla infekte edildi. Infeksiyonun 2. giiniinde viriise 6zgiil sitopatik etki
(CPE) olan sinsitialarin goérilmeye bagladigi goézlendi ve 5. giinde sitopatolojik
degisiklikler % 80’e ulagt1. Bu hiicreler toplam RNA izolasyonu igin kullanildi.

Bu amagla infekte Vero hiicrelerinin iizerindeki vasat dokiildi, 10 cm?
hiicre kultirt igin 1 ml Tri-reagent (Sigma, St. Louis, MO, USA) birakild1 ve
hiicreler bu solisyonla resiispanse edilerek hiicrelerin tamammn doku kiiltiir
kabimn tabanindan aynlmas: saglandi. Hiicreler tamamen resiispanse edildikten
sonra 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alindi ve 12000 rpm 4°C’de 10 dakika
santriftj edildi. Santrifiij sonunda tipin alt kismundaki hiicre peletine
dokunmadan tst kisim alindi ve yeni steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Beg
dakika oda isisinda bekletildikten sonra tiiplere 1 ml Tri-reagant igin 0.2 ml
kloroform eklendi; tiipler hizli bir sekilde sallanarak 5 dakika oda 1sisinda
bekletildi. Daha sonra kangim 12000 rpm 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Tiipte
santriflij sonunda t¢ ayn faz olustu. Tipiin alt kismindaki kirmiz1 faz protein, orta

faz DNA ve en ust renksiz olan faz RNA olarak aynisti. Renksiz olan dist fazdaki
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RNA yeni steril mikrosantrifiij tiipiine alindi. Bu tiplere birebir oraminda
isopropanol ilave edildi ve elle sallanarak 5 dakika oda 1sisinda bekletildi. Daha
sonra 12000 rpm 4°C’de 10 dakika santrifiij tekrarlandi. RNA pelet halinde
mikrosantrifiij tiiplerinin dibine ¢oktiiriildii. RNA peleti % 80°lik soguk etil alkol
ile yikanarak santrifij tekrarlandi. Ust kisim dikkatlice uzaklagtinldi ve pelet

RNA 2 ml mutlak etil alkol ile sulandinitarak -20°C’de sakland1 (89).

4.6. Tersine transkripsiyon (Reverse Transkripsiyon)

izole edilen ve -20°C’de saklanan toplam RNA’ dan 500 pl alinarak 5 pl
(20 pmol/pl) geriye dogru olan niikleoprotein genine spesifik primer ile aym
mikrosantriftij tiipiine kondu. Kangima 3M sodyum-asetat (pH 5.4) 1/10
hacminde eklendi ve -20°C’de bir gece ¢oktiirildii. Coktiirme igleminden sonra
12000 rpm 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Pelet % 80°lik soguk etil alkol ile
yikandi ve santrifiij tekrar edildi. Pelet 15 ul diethyl pyrocarbonate (DEPC)
iceren su ile sulandinldi. Kangim 90°C’deki suya birakiddi ve 11 37°C’ye
diigiinceye kadar bekletildi. Kangima reverse transkriptaz buffer (5X RT-buffer 6
pl, 5 mM dNTP 6 pl, MLV reverse transkriptaz enzimi 1.25 pl) 14 pl ilave edildi
ve karigim 37°C’de 1 saat bekletildi. Kanigima bir saat sonra tekrar 1.25 pl MLV
reverse transkriptaz enzimi ilave edilerek inkiibasyon tekrarlandi. Elde edilen

c¢DNA’lar PZR’de kullanilmak iizere -20°C’de saklandi (84).
4.7. Niikleoprotein gen bilgesinin PZR ile ¢ogaltilmas:
RT-PCR ile elde edilen cDNA’larin kalip olarak kullanildigs PZR’da [10

pmol primer, 1.25 mM dNTP (Promega), 25 mM MgCl; (Promega), 10X PCR
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buffer (Promega), 2 IU Taq DNA Polimeraz (Promega)], 50 pl’lik PZR karigim
hazirlandi. 95°C’de 2 dakika 6n 1sitmadan sonra, 94°C’de 1 dakika ayrilma,
44°C’de 1 dakika baglanma, 72°C’de 5 dakika uzatma ile 32 déngiiden olugan ve
72°C’de 15 dakika son uzatma ile sonlanan PZR kuruldu. Cogaltilan PZR iiriiniinii
gorintiilemek igin 50 ml Tris-asetat/EDTA elektroforez tamponu [TAE; 0.04 M
Tris-asetat ve 0.001 M EDTA) icerisine 1 gr agaroz (Promega Co. Madison, WI,
USA) ilave edilerek kaynatildi] hazirlandi. Kangim 65°C’ye kadar sogutulduktan
sonra 0.5 pg/ml oranminda etidyum bromid ilave edilerek agaroz jel donduruldu.
Polimeraz zincir reaksiyon tiriinleri jele 6X yiikleme tamponu (% 0.25 bromfenol
mavisi, % 40 siikroz) kullanilarak yiiklendi. Ornekler daha sonra 150 volt akimda
30 dakika elektroforez edildi. Agaroz jele ultraviole 151tk kaynaginda bakilarak

beklenen buyiikliikteki niikleoprotein geni goriintiilendi (84).

4.8. Niikleoprotein geninin agaroz jelden saflastiriimasi

Polimeraz zincir reaksiyonu ile gogaltilan sigir vebast viriisii RBOK agt
susu niikleoprotein geni % 1°lik agaroz jelden ticari piirifikasyon kiti (Wizard
PCR preps DNA Purification System, Promega Co. Madison, WI, USA) ile
saflagtinildi. Kisaca; % 1°lik agaroz jelde etidyum bromid boyama ile ultraviolede
goriintillenen niikleoprotein geni bistiiri ile kesilerek steril bir mikrosantrifiij
tiipiine kondu. Uzerine 1 ml rezin ilave edildi ve 65°C’deki su banyosunda jel
tamamen eriyinceye kadar beklendi. Mikrosantrifiij tiipiindeki kanigim steril bir
enjektore alindi ve enjektoriin ucuna filtre takildi. Enjektoriin pistonu itilerek
agarozun filtreden ge¢mesi, rezin ve DNA’nn ise filtrede tutulmasi saglandi.

Enjektore daha sonra 2 ml % 80°lik isopropanol ilave edildi ve rezin-DNA
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karigimu yikand:. Filtre daha sonra steril bir mikrosantrifiij tiipine takilarak 7000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda filtre bagka bir steril tiipe
takilarak, filtreye 60°C’deki steril dH,O’dan 30 pl ilave edildi ve oda isisinda 5
dakika bekletildi. Bu siire sonunda 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek
stispansiyondaki DNA’nin tiipe gegmesi saglanarak kullamhncaya kadar -20°C’de

sakland1 (76).

4.9. DNA miktarimn belirlenmesi

Steril dH,O ile sulandinlan DNA miktan spektrofotometrede 260 nm
dalga boyundaki ultraviole 1s1i3im absorbe etmesine bagh olarak olgiildii.
Niikleoprotein geni 1/50 sulandirildi ve spektrofotometrede (Jasco V-530,
Japonya) Optik Dansite (OD)so: 1 degeri ile ¢ift sarmal DNA miktarin
hesaplamada kullamlan 50 pg/ml degerine es tutularak DNA miktan belirlendi

(84).

4.10. RBOK NP geninin kesim enzimleri ile kesimi

Agaroz jelden saflagtinlan ve miktan belirlenen NP geni Hindlll kesim
enzimi ile tek kesime tabi tutuldu. Nikleoprotein geninin Hindlll enzimi ile
kesimi i¢in steril mikrosantrifiij tipiine 30 ul NP DNA soliisyonu, 5 pul 10X kesim
enzim solisyonu (10 mM Tris-HCl pH 8.5, 10 mM MgCl,, 100 mM KCl, 0.1
mg/ml BSA), 5 pl Hindlll (10 u/pl), ve 10 ul steril dH,O eklendi. Kesim igin
karigim 37°C’de 1 gece bekletildi. Kesim iiriinleri daha sonra steril dH,O ile 200
pul ye tamamlandi. Kangima egit miktarda fenolkloroform: kloroform: isoamilalkol

(25:24:1) ilave edildi, 30 saniye vortekslendi ve 12000 rpm’de 4°C’de 10 dakika
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santrifiij edildi. Santrifij sonunda Gst kismu alnan tiplere 2 hacim (2X) soguk
mutlak etil alkol ve 1/10 oraminda 3 M sodyum asetat (pH 5.4) ilave edildi. Daha
sonra kangim vortekslenerek -20°C’de 1 gece ¢oktiirmeye birakildi. Bu siire
sonunda kangim 12000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi, iist kisim
dokiilerek NP DNA peleti % 70°lik soguk etanolle yikandi. Santrifiij sonrast,
siipernatant alinarak pelet NP DNA kurutuldu. Nikleoprotein DNA’s1 40 ul steril
dH;0 ile sulandirild: ve soliisyonun tizerine 5 ul 10X kesim enzim soliisyonu (50
mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 0.1 mg/ml BSA) ile 5 ul
Sall enzimi eklendi ve kesim i¢in kanigim 37°C°de 1 gece bekletildi. Kesim
urinleri % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek parifive edildi ve ligasyon iglemine

kadar -20°C’de sakland1 (84).

4.11. Kompetan Escherichia coli hiicrelerinin hazirlanmasi

Bu ¢aligmada, kompetan hiicre olarak E.coli hiicrelerinin JM109 susu
kullamlds. Tk olarak Lurie-Bertani (LB) kat1 besi yerine hiicreler (1 It dH,O’da 10
gr Bacto-tryptone, 5 gr Bacto-yeast extract, 10 gr NaCl ve 15 gr agar eritildi ve
pH 7.4’¢ 5 M NaOH ile ayarlandi) tek nokta ekimi yapildi. Ekim yapilan pleyt
37°C°de 16 saat bekletildi. Bu siire sonunda iireyen kolonilerden bir koloni 6ze ile
almarak 5 ml LB sivi besi yerine (1 It dH2O’ da 10 gr Bacto-tryptone, 5 gr Bacto-
yeast extract, 10 gr NaCl ve pH 7.4’e 5 M NaOH ile ayarlandi) ekildi ve 37°C’de
sallayic1 tGizerinde tutuldu. Sivi besi yerinde iireyen hiicreler 2 saat sonra 100
ml’lik sivi besi yerine aktarildi. Iki saat sonra her yirmi dakikada bir hiicrelerin
ureme miktarlarim belirlemek igin spektrofotometrede ODggo degerinde absorbans

Olgimleri yapildi. Absorbans degeri 0.5 oldufu saatte, besi yerinde iireyen
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bakteriler 15 ml’lik steril santrifiij tiiplerine aktarildi. Tipler 3000 rpm’de 4°C’de
10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda st svi bosaltildi ve hiicrelerin
tizerine 40 ml steril RF1 ¢ozeltisi (100 mM rubidyum klorid, 50 mM mangan
klorid, 30 mM potasyum asetat, 30 mM kalsiyum klorid, % 15 gliserol ve glasial
asetik asit ile pH 5.8%¢ ayarland1) ilave edildi ve hiicreler bu soliisyonla dikkatli
bir gekilde resiispanse edildi. Kangim 20 dakika buz tizerinde bekletildi ve daha
sonra 3000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiyj edildi. Ust kisun alindi ve 5 ml RF2
soliisyonu (10 mM MOPS, 10 mM rubidyum klorid, % 75 CaCl,.2H20, % 15
gliserol ve NaOH ile pH 6.8’¢ ayarlandi) hiicrelerin iizerine ilave edildi.
Resiispanse edilen hiicreler buz iizerinde 15 dakika bekletildi. Hiicreler daha sonra
steril mikrosantriftij tiiplerine 100 pul olarak taksim edildi ve -80°C’de soguk etil
alkolde sok dondurma ile donduruldu. Hicreler etil alkolden ahnarak

transformasyonda kullanilincaya kadar -80°C’de sakland: (84).

4.12. pGEM-3Zf (-) plazmidinin E.coli hiicrelerine transformasyonu

Kompetan E.coli hiicrelerine pGEM-3Zf (-) plazmidinden (1 pg/pl) 5 pul
eklendi. Tiipler 30 dakika buz tizerinde bekletildi. Daha sonra tiipler 42°C’de 90
saniye bekletilerek plazmid DNA’smin E.coli hicrelerine transformasyonu
saglandi. Hiicrelerin iizerine 400 pl LB sivi besi yeri ilave edildi ve 37°C’de
sallayic1 {izerinde 1.5 saat sallandi. Bu siire sonunda lireyen hiicreler 60 pg/ml
ampisilin iceren LB kat1 besi yerine ekildi ve 37°C’de 16 saat bekletildi. Kat1 besi

yerinde iireyen hiicrelerden pGEM-3Zf (-) plazmid DNA’s1 izole edildi (84).
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4.13. pGEM -3Zf (-) Plazmid DNA’smmn izolasyonu

Ampisilinli kat1 besi yerinde E.coli hiicresinin JM109 susunda gogalan
pGEM-3Zf (-) plazmid DNA’sim izole etmek igin pleytten tek koloni alinarak 60
pg/ml ampisilin iceren 10 ml LB siv1 besi yerine ekildi. Besi yeri 2 saat 37°C’de
karigtirict izerinde (250 siklus/dak) sallandi. Bu siire sonunda hiicreler 60 pg/ml
ampisilin igeren 37°C 1sidaki 100 ml LB siv1 besi yerine aktarilarak sallayici
lizerinde 16 saat bekletildi. Daha sonra hiicrelerden alkali lizis yontemi ile
plazmid DNA’s1 elde edildi. Bunun igin, sivi besi yerinde tireyen hiicreler 15
ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve 3000 rpm’de 4°C’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda sivi besi yeri dokiildi ve hiicreler 1 ml STE
cozeltisi (0.1 M NaCl 10mM Tris.Cl [pH 8.0, 1 mM EDTA [pH 8.0]) ile
resiispanse edildi. Karigim steril mikrosantrifiij tiiplerine aktanlarak 12000 rpm’de
4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust kisim alind1 ve peletin iizerine 100 pl soguk
soliisyon I (50 mM glukoz, 25 mM Tris.Cl [pH 8.0], 10 mM EDTA [pH 8.0])
ilave edildi, pelet vortekslendi ve buz iizerinde 10 dakika bekletildi. Peletin
iizerine daha sonra yeni hazirlanan 200 pl hiicre lizis soliisyon II (0.2N NaOH, %
1 SDS) ilave edildi ve yavag bir gekilde sallandi. Solisyon II ilave edildikten
sonra kangim buz tizerinde yaklagik 5 dakika bekletildi. Karigima daba sonra 150
ul soguk notralizasyon soliisyonu olan soliisyon III (3M potasyum asetat, % 10
glacial asetik asit) ilave edildi, kangim sallandi ve 10 dakika buz iizerinde
bekletildi. Kanigim 12000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust kisim
steril mikrosantrifiij tiplerine aktarildi. Tiiplere birebir oramnda fenolkloroform:
kloroform: isoamilalkol (25:24:1) ilave edilerek 30 saniye vortekslendi. Santrifiij

tekrarlandi ve st kisim steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Taplere esit
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hacimde kloroform ilave edildikten sonra vortekslenme tekrarlandi. Santriftiji
takiben st kisim steril mikrosantrifiyj tiiplerine aktanldi. Tiiplere daha sonra 5 pul
DNase bulundurmayan pankreatik RNase (10 upg/pl) ilave edildi ve su
banyosunda 37°C’de 1 saat bekletildi. Bu siire sonunda tiiplere egit hacimde
fenolkloroform: kloroform: isoamilalkol (25:24:1) ilave edildi ve 30 saniye
vortekslendi. Santrifiij sonrasi st kisim steril mikrosantrifiij tiplerine aktarildi.
Tiiplere egit hacimde kloroform ilave edildi. Karigim 30 saniye vortekslendi ve
santrifiij edildi. Santriftij sonunda tst kisim alindi ve tiiplere 2 hacim soguk
mutlak etil alkol ve 1/10 oraminda 3 M sodyum asetat (pH 5.4) ilave edildi.
Kangim vortekslendi ve -80°C’de 1 saat ¢oktiirmeye birakildi. Bu siire sonunda
tipler 12000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiyj edildi ve DNA peleti % 70’lik
soguk etanolle yikandiktan sonra kurutuldu. Plazmid DNA’st 100 pl steril dH,O
ile sulandinildi. DNA miktan ODsg nm dalga boyunda belirlendi. Miktan
belirlenen DNA’ nin HindlIl ve Sall kesim enzimleri ile kesim islemi yapildi. Elde
edilen plazmid DNA’s1 agaroz jelden pirifiye edildi, 20 ul steril dH,O ile

sulandirildi ve -20°C’de ligasyon i¢in sakland: (84).

4.14. Rekombinant pGEM-SV-NP plazmidinin olusturulmas:

Piirifiye SV-RBOK-NP geni ile klonlama vektori pGEM-3Zf (-) HindIll
ve Sall enzimleri ile kesildikten sonra T4 DNA ligaz enzimi ile gen/vektér oram
3:1 olacak sekilde ligasyona bwakildi. Ligasyonda kullamilan gen ve vektériin
miktarint belirlemede;

Genin miktari: (gen buyouklogi/vektor buayiklugi) x (gen/vektoriin

molaritesi) x vektoriin miktar,, formili kullamldi.
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Bu formiille gére 60 nanogram plazmid DNA’s1 i¢in yaklagik olarak 90
nanogram niikleoprotein geni kullanildi. Ligasyon 15 ul tizerinden yapildi
Ligasyon kanigimi 5 pl NP gen, 2 ul plazmid DNA, 1.5 pl 10X bakteriofaj T4
DNA ligaz tamponu (200 mM Tris.Cl [pH 7.6], 50 mM MgCl, 50 mM
dithiotreitol ve 500 pg/ml sifir serum albiimini; Promega Co. Madison, WI,
USA), 2 ul T4 DNA ligaz (3 unit/ul) (Promega Co. Madison, WI, USA) enzimi
ve 4.5 pl nikleaz bulunmayan steril distile su eklenerek hazirlandi. Ligasyon

karigmm 16°C’de 12 saat bekletildi (84).

4.15. Rekombinant pGEM-SV-NP plazmidinin secilmesi

Ligasyon uriinleri daha o6nceden belirtilen yontemle E.coli JM109
hiicrelerine 3 pl, 5 pl ve 7 pl olacak sekilde transforme edildi. Transforme
hiicreler 60 pg/ml ampisilin igeren kat1 besi yerine ekildi.

Rekombinant plazmidi igeren hiicrelerin segimi isopropylthio-B-D-
galaktoside (IPTG) ve 5-bromo-4chloro-3-indolyl-f-D-galaktoside (X-gal) igeren
kat1 besi yerinde yapildi. Bu amagla, LB kat1 besi yerine 40 pl X-gal soliisyonu
(20 mg/ml; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) yayild: ve 15 dakika
bekletildi. Daha sonra 100 pl IPTG soliisyonu (200 mg/ml; Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) LB kat1 besi yerine yayild: ve 37°C’de 15 dakika bekletildi.

Transforme E.coli hiicrelerinden daba fazla beyaz koloni elde etmek igin
stvi besi yerinde tireyen hiicreler 1000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santriftyj edildi.
Stipernatant dokiilerek hiicre peleti 100 ul LB siv1 besi yeri ile resiispanse edildi.
Bu hiicreler daha sonra LB kati1 besi yerine yayildi. Lurie-Bertani kat1 besi yeri

37°C’de 16 saat bekletildi ve bu siire sonunda goriilen beyaz koloniler PZR-
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tarama (PZR-T) ve pGEM-SV-NP plazmid DNA’sinm izolasyonunda kullamidi

(84).

4.16. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Tarama Deneyi (PZR-T)

Transformasyon sonrast olugan beyaz kolonilerde niikleoprotein genini
iceren rekombinant plazmidleri belirlemek igcin PZR-T deneyi yapildi. Kisaca,
ampisilinli katt besi yerindeki kolonilerin her birine ayn numaralar verildi. Daha
sonra steril kiirdamin ucu numaralandirilmg kolonilere dokundurularak bir bagka
ampisilinli kat1 besi yerine aktanldi Kiirdanm wucu tekrar koloniye
dokundurularak 2 pl 25 mM MgCl, (Promega), 2 pl 10X PCR buffer (Promega),
3 ul 1.25 mM dNTP, 4 pl 10 pmol/pl niikleoprotein genine 6zgiil primer ve 4 pl
dH,0 igeren PZR kangimma degdirildi. Kangim 95°C’de 10 dakika 6n 1sitmaya
tutuldu. Polimeraz zincir reaksiyonu kangimimmn bulundugu ependorflarin igine
kisa bir santrifiijden sonra, kanigima 1 TU Taq polimeraz (Promega) eklendi ve 50
ul mineral yag damlatildi. Polimeraz zincir reaksiyon-tarama programu 95°C’de 5
dakika 6n 1sitma, 94°C’de 1 dakika ayrilma, 55°C’de 1 dakika baglanma, 72°C’de
1 dakika uzatma olacak sekilde 25 dongii olarak diizenlendi. Polimeraz zincir
reaksiyon triinleri % 1.5” lik agaroz jelde etidyum bromid boyama ile gosterildi

(84).

4.17. Rekombinani pGEM-SV-NP plazmid DNA’sinin izolasyonu
Elde edilen beyaz koloniler 6ze yardim ile alinarak 60 pg/ml ampisilin
iceren 10 ml LB sv1 besi yerine ekildi. Besi yeri 37°C°de sallayici lizerinde 16

saat bekletildi. Ureyen hiicrelerden plazmid DNA’s: alkali lizis yontemi ile daha
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once belirtildigi gibi elde edildi. Plazmid DNA’larina Nkel ve HindIlI-Sall enzim
kesim deneyleri yapildi. Kesim triinleri % 1.5°lik agaroz jelde etidyum bromid

boyama ile gériintiilendi (84).

4.18. Rekombinant pSV-NP plazmidinin olugturulmasi

Rekombinant pSV-NP plazmidini olusturmak i¢in pGEM-SV-NP plazmidi
Nhel-Sall kesim enzimleri ile kesildi. Kesim iiriinleri % 1°lik agaroz jelde
goriinttilendi ve yaklagik 1575 niikleotid uzunlugundaki NP geni agaroz jelden
piirifive edildi. Piirifiye NP geni -20°C’de saklandi.

Okaryotik agiklama plazmidi olarak segilen pCI-neo vektorii E.coli IM109
hiicrelerine transforme edildi ve LB kati1 besi yerine ekildi. Kati besi yerinde
tireyen hiicrelerden tek koloni alinarak LB sivi besi yerine ekildi ve 37°C’de 16
saat bekletildi. Ureyen hiicrelerden pCI-neo plazmid DNA’s: elde edildi ve 100 pl
steril dH2O ile sulandinldi. Plazmid DNA miktart spektrofotometrede belirlendi.

Plazmid DNA Nhel ve Sall kesim enzimleri ile kesildi. Kesim tiriinleri %
I’lik agaroz jelde gorintillendi ve yaklagtk 5430 niikleotid uzunlugundaki
plazmid DNA’st agaroz jelden piirifiye edildi. Pirifiye plazmid DNA’sinin
miktan spektrofotometrede olgiilerek -20°Cde saklands.

Purifiye pCIl-neo plazmid DNA’simin klonlama bélgesine siir vebasi
virisi RBOK agt susu niikleoprotein geni, bakteriofaj T4 DNA ligaz enzimi
kullamlarak gen/plazmid oram 3:1 olacak sekilde ligasyon yapildi. Ligasyon
urinleri E.coli JM109 hiicrelerine transforme edildi. Transforme hiicreler 60

pg/ml ampisilin igeren LB kat1 besi yerinde 37°C’de 16 saat bekletildi (84).
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Bu siire sonunda iireyen kolonilerde rekombinant plazmidlerin varhgim

belirlemek i¢in PZR-T, PZR ve enzim kesim deneyleri yapildi.

4.19. Rekombinant pSV-NP vektoriiniin Vero hiicrelerine
transfeksiyonu

Bu caligmada transfeksiyon i¢in Afrika yesil maymun bobrek hiicreleri
(Vero) kullamldi.

Rekombinant pSV-NP plazmid DNA’s: alkali lizis yontemi ile elde edildi.
Plazmid DNA’simin miktart ve saflift ODag0: ODagp absorbsiyon degerinde
belirlendi. Bu DNA’nin Vero hiicrelerine Transfast™ Transfection Reagant
(Promega Co. Madison, WI, USA) vasitasiyla gegici transfeksiyonu yapildi
Kisaca, transfeksiyondan bir giin once Transfast™ Reagant ([+]-N, N[bis(2-
hydroxyethyl)}-N methyl -N-[2;3 di (tetradecanoyloxy) propyl] amonium iodide,
nétral lipid DOPE] oda 1sisinda ¢ozduriilda ve 400 pl nikleaz bulundurmayan su
ile molaritesi 1 mM olacak sekilde sulandirldi ve vortekslendi. Kangim daha
sonra -20°C’de 1 gece bekletildi. Daha sonra plazmid DNA’st ve Transfast
kangtirilarak kangim 15 dakika oda isisinda bekletildi. Bu sirada hiicre iiretme
kaplarindaki vasat bosaltild: ve hiicreler steril 1X fosfatla tamponlanmug fizyolojik
tuziu su (PBS; 1 It dH,0’da 8 gr NaCl, 0.2 gr KCl, 1.15 gr Na;,PHO, ve 1.15 gr
KH,PO, ¢ozdirildii ve otoklavda steril edildi) ile yikandi. Daha sonra
transfeksiyon kangmm hiicrelere ilave edildi. Hiicreler 37°C°de 1 saat bekletilerek
hiicre tretme vasati ilave edildi. Transfekte hiicreler 72 saat 37°C’de bekletildi

(76).

39



4.20. Transfekte Vero hiicrelerinin parcalanmasi

Tek tabaka olusturan Vero-pCl-neo ve Vero-pSV-NP doku kiiltiir -
kaplarindaki vasat dokiilerek hiicreler PBS ile yikandi. Doku kiiltiir kabma 5 ml
steril PBS ilave edilerek hiicreler steril bir hiicre kaziyicr ile kaldinldi. Kangim
steril mikrosantrifiyj tiiplerine aktarldi ve 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda st kisim alindi ve hiicre peletinin tizerine 200 pl jel yiikleme
solisyonu (100 mM Tris.Cl pH 6.8, 200 mM dithiothreitol, % 4 sodyum dodesil
sulfat [SDS], % 0.2 bromfenol blue, % 20 gliserol) eklendi. Aym iglemler Vero-

pCl-neo hiicreleri iginde uygulanarak numuneler 5 dakika kaynatild: (84).

4.21. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE)
deneyi

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) igin
standart yiginlayicn jel (stacking) ve ¢ozdiriici jel (resolving) prosediirii
uygulandi. 20x20x5 ebatlarindaki elektroforez kasetine % 10°luk ¢ozdiiriici jel
(% 30 akrilamid-bisakrilamid, 1 M Tris pH 6.8, % 10 SDS, % 10 amonyum
persiilfat, TEMED, dH,O) dokildi. Coézdirici jel Gzerine polimerizasyonu
saglamak ve jelin hava ile temasim kesmek i¢in 2 ml biitanol ilave edildi. Jelin
polimerizasyonu igin 30 dakika beklendi Polimerizasyon gergeklestikten sonra
biitanol dokiilerek jelin yiizeyi distile su ile yikandi. Orneklerin yiiklenecegi
kuyucuklarin olugmasi igin elektroforez kasetine tarak yerlestirildi. Daha sonra
yiginlayici jel (% 30 akrilamid-bisakrilamid, 1.5 M Tris pH 8.8, % 10 SDS, % 10
amonyum persulfat, 50 ul TEMED [ N, N, N, N'-tetramethylethylendiamine],

hazirlandi ve g¢ozdiriicti jel tzerine dokildi. Polimerizasyon i¢in 30 dakika
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beklendi. Tarak g¢ikanldi ve kuyucuklar iyice yikanarak jel pargaciklarinin
uzaklagtinlmasi saglandi. Elektroforez alt ve st kisimlan 1X Tris-glycine
elektroforez buffer (25 mM Tris, 250 mM glycine pH 8.3, % 0.1 SDS) ile
dolduruldu. Vero, Vero-SV-RBOK, Vero-pCl-neo ve Vero-pSV-NP ile molekiiler
agirhik markeri (Sigma, SL, USA) 1X SDS yiikleme soliisyonu (50 mM Tris.Cl
pH 6.8, 100 mM dithiothreitol [DTT], % 2 SDS, % 0.1 bromophenol blue, % 10
glycerol) ile sulandirildi ve 6rnekler 100°C’de 3 dakika kaynatildi. Kuyucuklara
ornekler 40 pl, molekiler agirhk markeri ise 5 pl yiiklendi. Elektroforez iglemi

150 VoIt akimda 8 saatte gergeklestirildi (84).

4.22. Vestern immunoblotting (immunblotlama) deneyi

Orneklerin nitroseliiloz membrana transferi igin standart protokol uyguland:
(84). Yigmlayici jel kesilerek atildi. Cozdirici jel ile aym Oolgiilerde olan
nitroseliloz membran (Sigma, USA) ve alt1 adet Whatman 3MM kurutma kagid
kesildi. Nitroseliiloz membran distile suda, kurutma kagitlanimn iki tanesi Anot I
soliisyonu (0.3 M Tris pH 10.4, % 20 methanol), iki tanesi Anot II soliisyonu
(0.025 M Tris pH 10.4, % 20 methanol) ve diger iki tanesi ise katot soliisyonunda
(0.025 M Tris pH 9.4, % 20 methanol) 10 dakika bekletildi. Jeldeki proteinlerin
nitroseliiloz membrana transferi Semi-Dry sisteminde (IMM-Semi-Dry Blotter,
W. E. P, Comp., USA)) siras1 ile anottan katota dogru; Anot I ve Anot II
soliisyonlarinda bekletilen kurutma kagitlari, nitroseliiloz membran, jel ve katot
soliisyonunda bekletilen kurutma kagidi konularak gergeklestirildi. Transfer
isleminin bitiminde molekiiler renkli agirlik markerinin bulundugu serit kurutuldu

ve saklandi. Nitroseliiloz membran sulandirma soliisyonu (% 0.02 Tween-20
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iceren PBS) ile sulandinlan % 5°lik yagsiz siit tozu ile 37°C’de 2 saat bekletilerek
bloklama yapildi. Bloklama sonrast membran % 0.01 Tween-20 igeren PBS ile
yikandi. Membran, sigir vebasi viriis antikor pozitif olan ve PBS ile 1/50 oraninda
sulandirdan 10 ml serumda 37°C’de 2 saat bekletildi. Primer serum daha sonra
dokiilerek membran, yikama soliissyonu (% 0.01 Tween-20 iceren PBS) ile beger
dakika araliklarla wyikandi. Yikamayr takiben membranlar 1/1000 oraninda
sulandirilan Anti-bovine IgG-peroksidaz konjuge (Sigma, USA) serumda 37°C’de
2 saat bekletildi. Membranlar karanhk bir ortamda 15 ml kromojen-substrat
eriyiginde (0.05 M Tris pH 7.6 igerisinde 0.5 mg/ml diamino benzidine "DAB"
[Sigma, USA] eritildi, stziildii ve kullannmdan hemen 6nce 25 ul % 20 H,O,
eklendi) 10 dakika bekletildi. Reaksiyon dH,O ilave edilerek durduruldu ve

goriintileme iglemi tamamland: (84).
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5. BULGULAR
5.1. Vero hiicrelerinin siir vebasi viriisii ile infeksiyonu

Vero hiicreleri 25 cm?lik hiicre iiretme kaplarma ekilerek % 70-80
oraninda tek tabaka haline geldiginde sigir vebasi viriisi RBOK agt susu (SV-
RBOK) ile adsorbsiyona bagl yontemle infekte edildi. Ayrica infekte edilmeyen

Vero hiicresi kontrol hiicre olarak kullamld: (Sekil 1).

Sekil 1. SV-RBOK agi susu ile infekte olmayan kontrol Vero hiicreleri

L €. YOKSEKOGRETIM KURULY

DBOKUMANTASYON
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Paramiksoviriislere 6zgiil olan sitopatolojik degisiklikler ve sinsitialar
infeksiyonun ikinci giiniinden itibaren gorilmeye baslandi. Infeksiyonun 5.

giiniinde tek tabaka olan hiicrelerin % 70-80’inde sinsitialar belirlendi (Sekil 2).

Sekil 2. SV-RBOK ag1 susu ile infekte Vero hiicrelerinde infeksiyonun 5.

giiniinde olusan sinsitialarin goriniimii (100X).
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5.2. Tersine transkripsiyon ve PZR

Sigir vebasi viriisii RBOK ast susu ile infekte hiicrelerden elde edilen
toplam RNA’lardan, niikleoprotein geninin geriye dogru olan 6zgil primerleri
kullamlarak c¢DNA’lar elde edildi. Elde edilen cDNA’lar polimeraz zincir
reaksiyonunda kalip olarak kullanildi ve yaklagik 1575 niikleotid uzunlugunda
niikleoprotein geni % 1.5’lik agaroz jelde etidyum bromid boyama ile gosterildi

(Sekil 3 hat 1).

Sekil 3. % 1.5’lik agaroz jelde niikleoprotein geninin gériinimii. Hat 1:
PZR ile gogaltilan 1575 niikleotid uzunlugundaki niikleoprotein geni. Hat 2:
Lambda DNA EcoR1/HindlIl markeri.

Bu asamaya kadar olan basamaklar Sekil 4’te gosterilmigtir.
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Sekil 4. Sigir vebasi viriisii ile Vero hiicrelerinin infeksiyonu, toplam
RNA’larin elde edilmesi, tersine transkripsiyon ve PZR ile Nikleoprotein geninin

gogaltilmast.
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5.3. SV-RBOK-NP geninin pGEM-3Zf (-) plazmidinde klonlanmas
Niikleoprotein geninin pGEM-3Zf (-) klonlama vektoriine ligasyonu ve
ligasyon iiriinlerinin E.coli hiicrelerine transformasyonundan sonra rekombinant

plazmidleri belirlemek amaci ile kolonilere mavi-beyaz secimi yapild: (Sekil 5).

Sekil 5. Rekombinant pGEM-SV-NP plazmidlerinin £.coli hiicrelerine
transformasyonundan sonra kolonilerin mavi-beyaz renk segimi ile gosterilmesi.
Beyaz koloniler pGEM-SV-NP plazmidleri, mavi koloniler ise pGEM-3Zf (-)

plazmidlerini igeren k.coli hiicreleri.
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Escherichia coli hucrelerine transforme edilen rekombinant plazmidlerde
NP genini belirlemek amaci ile beyaz kolonilerde niikleoprotein genine 6zgiil
primerler kullanilarak PZR-T yapildi. Polimeraz zincir reaksiyonu-tarama deneyi
sonucunda 1575 niikleotid uzunlugundaki NP geni % 1.5’lik agaroz jelde etidyum

bromid boyama ile gosterildi ($ekil 6).

Sekil 6. % 1.5’lik agaroz jelde rekombinant pGEM-SV-NP plazmidlerinin
PZR-T ile gosterilmesi. Hat 1, 2, 3, PZR-T ile pozitif koloniler. Hat 4: Piirifiye
SV-RBOK-NP geni. Hat 5: Lambda DNA EcoRl/HindIll marker.
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Polimeraz zincir reaksiyonu-tarama yapilan kolonilerde niikleoprotein
geninin varhgm gostermek amaci ile alkali lizis yontemi ile elde edilen
rekombinant plazmid DNA’larina enzim kesim deneyleri ve PZR yapildi.
Rekombinant plazmid DNA’s1 Hindlll ve Sall enzimleri ile kesildi ve yaklagik
1575 niikleotid uzunlugundaki SV-RBOK-NP geni % 1.5’lik agaroz jelde etidyum

bromid boyama ile gosterildi (Sekil 7, hat 3).

Sekil 7. % 1.5°lik agaroz jelde rekombinant plazmid pGEM-SV-NP’nin
enzim kesim deneyleri ve PZR ile dogrulanmasimn gorinimi. Hat 1: pirifiye
SV-RBOK-NP geni. Hat 2: pGEM-SV-NP plazmid DNA’siin Nhel enzimi ile
kesimi. Hat 3: pGEM-SV-NP plazmid DNA’siun Hindlll ve Sall enzim
kesimleri. Hat 4: pGEM-SV-NP plazmid DNA’sinin kalip olarak kullamldigi PZR
ile ¢ogaltilan niikleoprotein geninin goriniimii. Hat 5: Rekombinant pGEM-SV-
NP plazmid DNA’s1. Hat 6: pGEM-3Zf (-) plazmid DNA’s1. Hat 7: Lambda DNA
EcoRl/HindlIl markeri.
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Ayrica pGEM-3Zf (-) klonlama vektoriinde herhangi bir bolgeyi
tamimayan fakat NP1 primerinin 5' ucuna yerlestirilen Nhel enzimi ile kesim
sonrasinda rekombinant plazmidin beklenildigi gibi linear bir yapida agildigi %
1.57lik agaroz jelde etidyum bromid boyama ile gosterildi (Sekil 7, hat 2).

Rekombinant plazmid DNA’simin kalip olarak kullamldigi NP genine
ozgil primerler ile yapillan PZR’da yaklagik 1575 niikleotid uzunlugundaki
niikleoprotein geni % 1.5’lik agaroz jelde gosterilmistir (Sekil 7, hat 4).

Klonlama vektorii olarak segilen pGEM-3Zf (-) plazmidi 3199 niikleotid
uzunlugunda olup 1575 baz ¢ifti uzunlugundaki niikleoprotein geninin ligasyonu
sonucunda olusan rekombinant plazmidin 4774 nikleotid buyiiklige ulastig
gosterildi (Sekil 7, hat 5). Olusturulan rekombinant plazmid pGEM-SV-NP olarak
isimlendirildi.

Rekombinant pGEM-SV-NP plazmidinin olusturulma asamalarnt Sekil 8°de

sematize edilmistir.
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Sekil 8. Rekombinant plazmid pGEM-SV-NP’nin olusturulmasi
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5.4. SV-RBOK-NP geninin pCl-neo vektoriinde klonlanmasi ve
aciklatilmasi

Rekombinant pGEM-SV-NP plazmidinden NAhel ve Sall enzimleri ile
¢ikarilan niikleoprotein geninin pCl-neo agiklama vektoriine ligasyonu ve bu
ligasyon tiriinlerinin Z.coli hiicrelerine transformasyonundan sonra rekombinant
plazmidleri belirlemek amact ile kolonilere niikleoprotein genine 6zgil primerler
kullamilarak PZR-T yapildi. Polimeraz zincir reaksiyonu-tarama deney sonucunda

1575 niikleotid uzunlugundaki NP geni % 1.5’lik agaroz jelde gosterildi (Sekil 9).

'.h-hﬂnnm-wm

Sekil 9. % 1.5’lik agaroz jelde rekombinant pSV-NP plazmidinin PZR-T
sonuglarinin gosterilmesi. Hat 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 PZR-T ile pozitif bulunan
koloniler. Hat 9: Pirifiye SV-RBOK-NP geni. Hat 10: Lambda DNA
EcoR1/Hindl1l markeri.
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Polimeraz zincir reaksiyonu-tarama sonucu pozitif bulunan kolonilerden
alkali lizis yontemi ile plazmid DNA’si elde edilerek enzim kesim deneyleri ve
PZR yapildi. Rekombinant plazmid DNA’sinin Nhel ve Sall enzimleri ile
kesiminde yaklagik 1575 niikleotid uzunlugunda niikleoprotein geni % 1.5’lik
agaroz jelde gosterildi (Sekil 10, hat 3). Niikleoprotein geninin ligasyonu ile
rekombinant plazmidin 7047 niikleotid biiyiikliginde oldugu % 1.5’lik agaroz
jelde belirlendi (Sekil 10, hat 4). Rekombinant plazmid pSV-NP olarak

isimlendirildi.

Sekil 10. % 1.5’lik agaroz jelde rekombinant pSV-NP plazmidinin enzim
kesim deneyleri ve PZR ile gosterilmesi. Hat 1: Purifiye SV-RBOK-NP geni. Hat
2: pSV-NP plazmid DNA’simin kalip olarak kullamldigi PZR ile g¢ogaltilan
niikleoprotein geninin gorinimi. Hat 3: pSV-NP plazmid DNA’siin Nhel ve
Sall enzim kesimleri. Hat 4: Rekombinant pSV-NP plazmidinin gortintimii. Hat 5:

Lambda DNA EcoRI/Hindlll markeri.
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Rekombinant pSV-NP plazmidinin olusturulmas: teyit edildikten sonra NP
proteinin aciklatilmas: igin transfeksiyon c¢alismasi yapildi. Bunun igin Vero
hiicrelerine, pCI-neo ve rekombinant plazmid pSV-NP gegici olarak transfekte
edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra pSV-NP ile gegici transfekte Vero hiicre
lizatlarinda yapilan Vestern immunoblot analizlerinde, hiicrelerin 60 kDa
molekiiler agirligidaki niikleoproteini agikladign goriildia (Sekil 11, hat 5).
Kontroliimiiz pCI-neo plazmidi ve SV-RBOK infeksiyonlarimin hiicre lizatlarinda
yapilan Vestern immunoblot analiz sonuglari ile kiyasladigimzda infekte hiicre
lizatlarinda 60 kDa molekiiler agirh@indaki niikleoprotein belirgin bir bant halinde
gozlendi. Bununla beraber pCl-neo plazmidinin transfekte edildigi hiicrelerde ise

bu molekiiler agirhikta bir protein agiklanmadigt belirlendi (Sekil 11, hat 3).

Sekil 11. Vero-pSV-NP hiicre proteinlerinin Vestern immunoblotlama ile
gosterilmesi. Hat 1: Renkli marker. Hat 2: Vero hiicresi. Hat 3: Vero-pCI-neo. Hat
4: infekte Vero hiicresi. Hat 5: Vero-pSV-NP hiicresi.
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Sekil 12. Rekombinant plazmid pSV-NP’nin olusturulmasi, Vero
hiicrelerine transfeksiyonu ve Vestern immunoblot ile gosterilmesi.
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6. TARTISMA

Bu ¢ahsmada sigir vebasi viriisii RBOK agt susu niikleoprotein geninin
(SV-RBOK-NP) klonlanmast ve oOkaryotik hiicrelerde agiklatiimas: rapor
edilmigtir. Cahgmanin ilk agamasinda SV-RBOK-NP geni pGEM-3Zf (-)
klonlama vektoriine yerlestirilerek E.coli JM109 hiicrelerinde klonland:. ikinci
asamada SV-RBOK-NP geninin agiklama vektoriine yerlestirilmesi ve memeli
hiicrelerine transfekte edilmesi gergeklestirildi. Transfeksiyon sonucu 60 kDa
molekiiler agirhgindaki SV-RBOK-NP geninin agiklanmasi Vestern immunoblot
deneyi ile gosterildi.

Sigir vebas: viriisii niikleoprotein geninin klonlanmas: ilk olarak Kamata
ve arkadaglan tarafindan 1991 yilinda gerceklestirilmistir. Niikleoprotein geninin
klonlanmasindan sonra prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerde agiklatilmasi
caligmalart yapilmigtir. Daha sonraki yillarda ise siir vebas: viriisii saha izolatlart
ve diger morbilliviis NP gen dizilimleri belirlenerek DNA  dizilim
kargilagtirilmalan yapilmugtir (48, 49, 50, 55).

Sigir vebas: infeksiyonlan akut salginlara neden olmasi ve yiiksek
mortalite ile seyretmesinden dolayr biyiik ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.
Hastahigin 2010 yilina kadar biitin diinyadan tamamen eradike edilmesi FAO
(Foot and Mouth Organization) tarafindan planlanmaktadir (6, 100). Bu
miicadelenin ilk adiminda infeksiyonun endemik olarak goriildigu bolgelerde
asilama yapmak, daha sonraki adiminda ise agllamamn tamamen ortadan
kaldinilmast yer almaktadir (6). Sifir vebast infeksiyonunun etkili bir sekilde
kontrolii ve eliminasyonu icin infekte ve agih hayvanlarm serolojik olarak ayirt

edilmesi 6nemli bir adimdir (100). Sigir vebas: infeksiyonlanna kargi kullamlan
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agt, doku kiltirinde zayiflatilomg canh (atteniie-canh) agilardir. Bu agilar
infeksiyona karsit etkin bir koruma saglamasina ragmen istya kargi oldukga
hassastir ve agtlann Uretimi pahalidir. Bu agilarn Afrika ve Asya’nin sicak
bolgelerinde kullamom oldukga zordur (12, 48, 94). Giiniimiizde rekombinant
DNA teknolojisindeki ilerlemeler ile sigir vebast viriisiinin hemagliitinin ve
fiizyon glikoproteinlerine yonelik hazirlanan agilar ile infeksiyona kargi tam bir
koruma saglanmaktadir (79, 85). Ancak rekombinant ag1 ile agilamalarda bir
endemi esnasinda infekte ve agih hayvanlann teghisi yapilamamaktadir.
Niikleoproteinin  belirlenmesi  infekte ve agh hayvanlann ayinminda
kullamlmaktadir. Aynica kizamik ve sifir vebast infeksiyonlarinda serumda itk
_goriilen antikor anti-niikleoprotein antikorlan olmast nedeni ile de NP’ nin varligt
hastaligin lizh bir gekilde teghisine imkan kilmaktadir (1, 40, 48, 49, 69).

Sigir vebasi infeksiylonlarlmn teshisinde agar jel immuno difiizyon
(AGID), counter immuno  elektrophesis (CIEP), niikleokapsidierin
elektroforezdeki hareketleri, indirek yada pasif hemagliitinasyon, RT-PCR,
immun floresans, immun peroksidaz boyama, kompleman fiksasyon ve serum-
notralizasyon deneyleri kullamlmaktadir (27, 55, 57). Bu deneyler arasinda en
givenilir yontemlerden birisi serum nétralizasyon deneyidir. Ancak serum
notralizasyon deneyi bazi dezavantajlara sahiptir. Bunlar, doku kiiltiirii ile steril
test orneklerine ihtiyag duymasi, sahada uygulanmasinimn zorlugu ve deneyimli bir
personele ihtiyag duymasi ile zaman ahci olmasidir (27, 48). Kizamik ve sifir
vebas1 infeksiyonlaninda serumda ilk gorilen antikor anti-niikleoprotein

antikorlanidir ve niikleoprotein ile hazirlanan tamsal kitlerde teghis daha ¢abuk
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yapilabilmekte, infekte ve agih hayvanlann ayirt edilmesi dogru bir gekilde
gerceklestirilmektedir (44, 48, 49).

Viriislerin internal proteinleri humoral immun yamt olugturmak yerine
hiicresel immun yamt uyarmaktadwr. Kizamik ve sigir vebasi infeksiyonlarinda
nitkkleoprotein ¢ok fazla sentezlenmekte ve hiicresel immun sistemi uyarmaktadir
(33, 40, 44, 48, 70, 83). Bununla beraber son yillarda yapilan caligmalarda
niikleoprotein ile hazirlanan rekombinant agilanin hayvanlan infeksiyona kargt
korumadigr gosterilmigtir (67, 70, 85). Rekombinant DNA teknolojisini
kullanarak sigir vebast viriisi nikleoprotein, hemagliitinin ve fiizyon
proteinlerinin antijenik bolgelerinden olusan bir ag1 ile infeksiyonlara karsi daha
etkin koruma saglanabilecegi diiginiilmektedir (40, 70).

Morbilliviriis  sinifinda  bulunan kizanmuk virtisii  niikleoproteini, B
hiicrelerinin FcyRII reseptérlerine baglanmakta ve boylece viriise kargt olugacak
olan immunglobulin sentezini inhibe etmektedir (35, 77). Sifir vebast viriisii NP
geninin bdyle bir fonksiyonunun olup olmadifi tam olarak aydmlatiimamgtir,
Rekombinant NP proteinin diretimi ile bu proteinin humoral immun sistem
tizerindeki etkilerini ¢aligmak kolaylagacaktir.

Kizamik viriisii NP plazmid DNA’si ile yapilan immunizasyon
caligmalarinda IgG2a iretiminin gekillendigi bildirilmigtir. IgG2a immun sistemin
onemli bir {iyesi olan kompleman sisteminin hem alternatif hem de klasik yolunu
aktive etmektedir (16). Sifir vebasi viriisiniin NP-DNA immunizasyonlan
bugiine kadar yapimamugtir. Daha sonraki ¢aliymalarda NP-DNA
immunizasyonlar yapilarak infeksiyonlara karst koruma etkinlifi aragtirilmasi

saglanmig olacaktir.
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Sigir vebast viriisi NP geni lizerinde yapilan caligmalarda genel olarak
immunizasyon ve teshise yonelik kitlerin hazirlanmas: 6n plana ¢ikmugtir. Bu
amag¢ i¢in prokaryotik ve oOkaryotik agiklama vektorlerinde uretilen yiiksek
miktarlardaki NP proteini ile agilama ve teghis ¢aligmalar yapilmmgtir (48, 55).

Sigir vebas: viriisi ve kiigik ruminant veba virislerinin ayiric
teshislerinde spesifik anti-serum, niikleokapsidlerin elektroforez hareketleri yada
radyoaktif olarak igaretli NP cDNA’lar kullamlmaktadir. Bu metotlardan serum
nétralizasyon ve niikleokapsidlerin elektroforez hareketlerini belirlemek igin canli
viriise ihtiya¢g duyulmaktadir. Radyoaktif olarak igaretlenmis cDNA problan ise
yan omrinin kisa olmasi, insan sagh@i igin zararli olmasi ve her laboratuarda
kullamm alam olmamasi gibi dezavantajlan bulunmaktadir (27, 57, 72). Son
yillarda molekiiler tekniklerin ilerlemesinden sonra viriislerin internal proteinleri
prokaryotik ve okaryotik agiklama vektorlerinde iretilerek viral infeksiyonlarm
teshisinde kullamlmaktadir. Influenza (Inf), lympocytic choriomeningitis virus
(LCV), lassa fever (LV), kuduz (RV) ve kabakulak (MV) viral infeksiyonlarinin
teshisi internal protein olan niikleoprotein ile izl bir gekilde yapilmaktadir (48).
Sigir vebas: viriisii niikkleoproteini prokaryotik ve Skaryotik agiklama vektorlerine
yerlegtirilerek agiklatilmigtir (48, 55, 67). Hem prokaryotik hem de okaryotik
agiklama vektorlerinin agikladif: niikleoproteinin  kullamldigs enzyme linked
immuno sorbent assay (ELISA) deneyleriyle sigir vebas: infeksiyonlarinin teghisi
yapilabilmistir (48, 55).

Niikleoprotein hiicre igerisinde yalmz agiklandiginda hem intrantkleer
hem de intrastoplazmik inkliizyon cisimcikleri olusturmaktadir. Fakat NP proteini

fosfoprotein ile beraber agiklandiginda stoplazmada lokalize olmaktadir.
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Niikleoproteinin yalnz agiklandiginda niikleusa yonelmesini belirleyen amino asit
dizilimlerinin hangilerinin oldugu, ayrica ¢ekirdek igerisinde niikleoproteinin
hangi bolgeye lokalize oldugu ve bu proteinin ¢ekirdek igerisinde yerlesmesinin
fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Corona viriis niikleoproteini niikleolusa
lokalize olmakta ve konak hiicrenin bélinmesini inhibe etmektedir (105).
Proteinlerin niiklear lokalizasyonlann bazik amino asitlerden zengin dizilimlerden
olugsmaktadir. Niikleoproteinin ¢ekirdek igerisinde lokalize olmasi yapisinda
bulunan birka¢ bazik amino asitten kaynaklanabilir (7). Daha sonraki yapilacak
caligmalarda NP proteinin ¢ekirdek igerisindeki lokalizasyon bdolgesinin
belirlenmesi ve hiicre tizerindeki etkilerinin aydinlatiimas: saglanabilir.

Sigir vebasi viriisii niikleoproteini fosforile bir proteindir. Viral
proteinlerin fosforlanmasi; niikleik asite baglanma ve protein-protein iligkilerinin
gergeklesmesini saglamaktadir (63). Fosforilasyonda gorevli olan amino asitler
serin ve threonindir (2, 105). Amino asit uzunlugu 525 olan sifir vebasi viriisii
niikleoproteini % 13 oraninda serin ve threonin amino asiti bulundurmaktadir. Bu
amino asitlerin hangi pozisyonda nikleoproteinin fosforlanmasim sagladiklan
bilinmemektedir. Ileriki ¢ahgmalarda NP geni prokaryotik agiklama vektériine
yerlestirilerek  fosforilasyon bolgelerinin  belirlenmesine  yonelik  ¢alismalar
yaparak bu bolgelerin identifikasyonu belirlenebilir.

Rekombinant DNA teknolojisi ile viriis genlerinin klonlanmast gen
maniplasyonlarma biiyitk kolaylik saglamaktadir. Viral genlerin klonlanmas: ile
genler iizerinde nokta, ¢ikarma (deletion), ilave etme (insertion) mutasyonlan

yapilarak, genin virisiin biyolojisindeki gorevinin saptanmast ve gen iizerinde
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bulunan replikasyon, protein-protein iligkisi ve antijenik bolgelerinin belirlenmesi
miimkiin olmaktadir (19, 101).

Son yillarda viral infeksiyonlara kargi koruyucu amagh olarak DNA
immunizasyonlart 6n plana ¢ikrmgtir. DNA agilan  adjuvanta gereksinim
duymamakta ve hiicre igerisinde proteazlar tarafindan sindirilmemektedir (103).
Niikleoprotein ile yapilan agilamalarda koruyucu cevap elde edilmemesine
ragmen NP-DNA immunizasyonlart veya NP-HA antijenik bolgelerini igeren
plazmid DNA agilamalann ile hem humoral hem de hiicresel immun sistem
uyarilarak infeksiyonlara kars1 koruma olusturulabilir.

Bu c¢ahsmada siir vebasi viriisii niikleoprotein geninin klonlanarak
Okaryotik hiicrelerde gegici agiklatilmasimin  sonucunda 60 kDa molekiler
agirhigmdaki NP proteini Vestern immunoblotlama deneyi ile gosterildi. Boylece,
NP geninin devamh agiklatilmasi, elde edilen NP proteinin pirifiye edilmesi ve |
sigir vebast infeksiyonlarinin teshisi igin ELISA kiti geligtirilmesinde kullanimm

hedeflenmigtir.
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