UNIvy

&Y fé& P TURKIYE CUMHURIYETI
A ANKARA UNIVERSITESI

s SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

ANx
ISES”

ASILAMA STRATEJILERINDE BiR GEN
AKTARIM VEKTORU OLARAK BoHV-4 MOVAR
SUSU ILE BAC-BoHV-4 ELDE EDILMESI

Touraj ALIGHOLIPOUR FARZANI

VIROLOJi ANABILIiM DALI
DOKTORA TEZi

DANISMAN

Prof. Dr. Seval BILGE DAGALP

ANKARA
2018



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

ASILAMA STRATEJILERINDE BiR GEN
AKTARIM VEKTORU OLARAK BoHV-4 MOVAR
SUSU ILE BAC-BoHV-4 ELDE EDIiLMESI

Touraj ALIGHOLIPOUR FARZANI

VIROLOJi ANABILIiM DALI
DOKTORA TEZIi

DANISMAN

Prof. Dr. Seval BILGE DAGALP

ANKARA
2018



Etik Beyan

Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitlisii Miidiirliigii ' ne,

Doktora tezi olarak hazirlayip sundugum “Asilama Stratejilerinde Bir Gen Aktarim
Vektort Olarak BoHV-4 Movar susu ile BAC-BoHV-4 Elde Edilmesi ” baslikli tez;
bilimsel ahlak ve degerlere uygun olarak tarafimdan yazilmistir. Tezimin fikir/hipotezi
tiimiiyle tez danismanim ve bana aittir. Tezde yer alan deneysel ¢aligma/arastirma
tarafimdan yapilmis olup, tiim ciimleler, yorumlar bana aittir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin Ad1 ve Soyadi: Touraj Aligholipour Farzani
Tarih:

Imza:



KABUL VE ONAY

Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

Viroloji Anabilim Dalinda

Touraj Aligholipour Farzani tarafindan hazirlanan

"Asilama Stratejilerinde Bir Gen Aktarim Vektorii Olarak BoHV-4 Movar susu ile

BAC-BoHV-4 Elde Edilmesi" adli tez ¢calismasi asagidaki jiiri tarafindan
DOKTORA TEZI olarak OY BIRLIGI/ OY COKLUGU ile kabul/ret edilmistir.

Imza
Unvani Adi ve Soyadi
Universitesi

Jiir1 Bagkan

Imza
Unvani1 Adi1 ve Soyadi
Universitesi

Jiiri Bagkan

Tez Savunma Tarihi:

Imza
Unvani Ad1 ve Soyadi
Universitesi

Jiiri Bagkan

[mza
Unvani Adi ve Soyadi
Universitesi

Jiir1 Bagkan

Imza
Unvani Ad1 ve Soyadi
Universitesi

Jiiri Bagkan

Tez hakkinda alinan jiiri karari, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisi

Yonetim Kurulu tarafindan onaylanmustir.

Imza

Prof. Dr. Mehmet AKAN

Saglik Bilimleri Enstitiisii Muidiirti



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay

Icindekiler

Onsoz

Simgeler ve Kisaltmalar

Sekiller

Cizelgeler

1. GIRIS

1.1. Herpesviridae Ailesi

1.1.1. Genel Bilgiler

1.2. Sigir Herpesviruslari

1.3. Bovine Herpesvirus 4 (BoHV-4)
1.3.1. Etiyoloji

1.3.2. BoHV-4'Un Genom Yapist

1.3.3. BoHV-4’iin Fiziksel, Kimyasal ve Invitro Ureme Ozellikleri

1.3.4. Epidemiyoloji
1.3.4.1. Bulagsma

1.3.4.2. Konak¢1 Spektrumu
1.3.4.3. Cografik Yayilim
1.3.5. Patogenez

1.3.6. Klinik Belirtiler
1.3.7. Tan1

1.3.7.1. Virolojik Tan1
1.3.7.2. Serolojik Tan1
1.3.8. Immunite

1.3.9. Koruma-Kontrol

1.4. Bacterial Artificial Chromosome (BAC) Teknolojisi
1.5. BAC Sistemi ile Herpesviral Vektér Hazirlanmasi
1.6. Iyi Bir Gen Aktarim Vektorii Olarak BoHV-4’ iin Ozellikleri

2. GEREC VE YONTEM

15
16
16
19
24
27
27
27
28
30
32
33
33
35
36
37
38
42
47
53



1.4. Gereg

2.1.1. Virus

2.1.2. Hucre Kdaltard

2.1.3. Plazmidler

2.1.4. Calismada Kullanilan Enzimler

2.1.5. Kullanilan E.coli Suslar1

2.1.6. Bakteri Besiyerleri

2.2. Yontemler

2.2.1. Hiicre Hattinin Uretilmesi

2.2.2. Virusun Uretilmesi

2.2.3. DNA Ekstraksiyonu

2.2.4. pSP72-ORF2-ORF3’iin Olusturulmasi

2.2.5. pBeloBAC11-CMV-EGFP-Neo Plazmidin Hazirlanmasi

2.2.6. pSP72-ORF2-BAC-CMV-EGFP-Neo-ORF3 Plazmidin Hazirlanmasi
2.2.7. MDBK Hicresinde Homolog Rekombinasyon ile BoHV-4-BAC-EGFP
Hazirlanmasi

2.2.8. Rekombinant Virus Secimi

2.2.9. Rekombinant Plaklarin Purifikasyonu

2.2.10. Hirt Metodu ile Sirkller BoHV-4-BAC-EGFP Elde Edilmesi
2.2.11. Sirkiler Rekombinant BoHV-4-BAC-EGFP Transformasyonu
2.2.12. MDBK Houcresinde Rekombinant Virus Eldesi

3. BULGULAR

1.5. BoHV-4’1in Hiicre Kiiltiirtinde Cogaltilmas1

3.2. DNA Ekstraksiyonu

3.3. pSP72-ORF2-ORF3’iin Olusturulmasi

3.4. pBeloBAC11-CMV-EGFP-Neo Plazmidin Hazirlanmasi

3.5. pSP72-ORF2-BAC-CMV-EGFP-Neo-ORF3 Plazmidin Hazirlanmasi
3.6. MDBK Hiicresinde Homolog Rekombinasyon ile BoHV-4-BAC-EGFP
Hazirlanmasi

3.7. Rekombinant Virus Se¢imi ve Purifikasyonu

3.8. Hirt Metodu ile Sirkiler BoHV-4-BAC-EGFP Elde Edilmesi

53
53
53
53
54
55
55
56
58
59
59
60
64
68

70
71
71
71
72
73
74
74
74
75
77
78

81
81
82



3.9. Sirkiler Rekombinant BoHV-4-BAC-EGFP'in, BH10B Bakteriye

Transformasyonu 83
4, TARTISMA 84
5. SONUC ve ONERILER 96
OZET 99
SUMMARY 100
KAYNAKLAR 101

OZGECMIS 127

Vi



ONSOZ

Viruslar, dogal olarak konake¢i hiicrelere genlerini aktarabilen gelismis
tagtyicilardir. Bu 6zellik onlar1 genlerin aktariminda vektor sistemler olarak cazip
kilmaktadir. Son yillarda yeni viral vektorlerin gelistirilmesi i¢in yogun caligmalar
yapilmaktadir. Immunizasyon ya da terapi amagl olarak viral vektdr gelistirilmesi
oldukga zor ve zahmetli uygulamalari igerir. Viral vektorler, sadece basit bir tasima
sistemi degil, adjuvant olarak da ¢alisarak, immun sistemi sitimiile etmekte ve
spesifik koruyucu immuniteyi uyarmaktadirlar. Birgok virus viral vektor olarak
denenmis, dezavantajlari/avantajlar1 degerlendirilerek c¢ok az1 vektér olarak

kullanilabilmistir.

Ozellikle herpesviruslar en yaygin kullanilan vektorlerdir. Genetik stabilitesi
ve blylk miktarda yabanci DNA’y1 tasiyabilme kapasitesine sahip olabilmeleri, in
vitro ve in vivo viral replikasyon dretimi icin gerekli olmayan virulans genlerinin
varlig1 ve herpesviral genomlara maniplasyon icin etkili yontemlerin varligi gibi
faktorler herpesviruslar1 gen aktarim vektorii olarak kullanmada 6nemli avantajlar

sunar.

Herpesviridae ailesinde, gammaherpesvirinae alt ailesinde ve rhadinovirus
genusunda yer alan BoHV-4, son yillarda 6zellikle {izerinde durulan, immunizasyon
ve terapotik amagli olarak caligilan bir etkendir. Virusun patojenitesinin az veya
olmamasi, onkojenitesinin bulunmamasi, yiiksek miktarda yabanci genetik materyal
barindirma kapasitesi, boliinen hiicrelerde epizomal formda kalabilmesi, degisik
hayvan tiirlerinden elde edilen pek ¢ok hiicre gesidini enfekte edebilme gibi biyolojik
ozellikleri birlikte degerlendirildiginde, BoHV-4 iyi bir viral vektor olarak
gorulmektedir.

Bu calisma ile, BoHV-4’iin (Movar susu) bir gen aktarim vektorii olarak
gelistirilebilmesi amaciyla BAC olarak klonlanmasit hedeflenmis ve c¢alismanin

uzantisinda iilkemizde dnemli ekonomik kayiplara neden olan patojenlere ait cesitli

Vi



immundominant antijenlerin aktarilmasiyla farkli hayvan tiirlerinde immunizasyon

ve kanser terapi amaciyla kullanilmasi planlanmistir.

Doktora egitimim ve tez ¢calismam siiresince, her konuda yardim ve destegini
aldigim, bilgisi deneyimleri ve goriisleriyle bana yol gosteren, 6zveri ve sabrini
esirgemeyen danigsman hocam Prof.Dr. Seval Bilge Dagalp’e, destek ve yardimlarin
higbir zaman esirgemeyen Viroloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Yilmaz Akga ve
Viroloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Feray Alkan, Prof. Dr. Aykut
Ozkul, Prof. Dr. M. Taner Karaoglu ve Prof. Dr. T. Cigdem Oguzoglu ile tez izleme
komitesi Uyesi Prof. Dr. Hakan Yardimci’ya tesekkiirlerimi sunarim. Doktora tez
calismam boyunca birlikte gorev yaptigim ve tez calismam sirasinda laboratuvar
ortaminda sonsuz desteklerini gordiiglim tiim arastirma gorevlisi ve doktora 6grencisi

arkadaslarima tesekkiirii bir borg bilirim.

viii
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1. GIRIS

Viral enfeksiyonlara karsi en iyi savunma yolu immunizasyondur. Ancak
atenliec suslarin gelistirilmesinde basarisizlik, inaktif virusun immun yanitin
uyartlmasinda yeterli olamamasi, purifiye viral proteinlerin immunojenik ya da
notralizan antikor yanitinda yetersiz kalmasi gibi nedenlerle baz1 viruslara karsi elde
edilen asilar basarisiz olabilmektedir. Klasik tekniklerle hazirlanan asilarin zamanla
ortaya c¢ikan dezavantajlar1 diisiiniilerek, giinlimiizde rekombinant stratejiler

kullanilarak yeni jenerasyon asilar tiretilmeye ¢alisilmaktadir.

Viruslar, dogal olarak konak¢i hiicrelere genlerini aktarabilen geligmis
tastyicilardir. Bu 6zellik onlar1 genlerin aktariminda vektor sistemler olarak cazip
kilmaktadir. Belirli viruslar, yabanci genetik materyalleri tasima ve etkili olarak bu
genleri aktarma kapasitelerinden dolayr gen aktarim vektorleri olarak
kullanilabilmektedir. Bu anlamda en ¢ok kullanilan viruslar retrovirus, adeno-

associated virus, poxvirus ve herpesviruslardir.

Ozellikle herpesviruslar en yaygin kullamlan vektdrlerdir. Genetik stabilitesi
ve biiylik miktarda yabanci DNA’y1 tasiyabilme kapasitesine sahip olabilmeleri, in
vitro ve in vivo viral replikasyon uretimi icin gerekli olmayan virulans genlerinin
varhigi, bolinen hiicrelerde epizomal formda kalabilmesi ve herpesviral genomlara
manipllasyon i¢in etkili yontemlerin varligi gibi faktorler herpesviruslart asi

vektorleri olarak kullanmada 6nemli avantajlar sunar.

Herpesviridae ailesi her biri pek c¢ok cins iceren Alpha-, Beta- ve
Gammaherpesvirinae alt ailelerini kapsar. BoHV-4, Herpesviridae familyasinin
Gammaherpesvirinae alt familyasinda ve rhadinovirus genusunda yer alan bir
etkendir. Diger herpesviral vektorlerin Ozelliklerine ilave olarak BoHV-4’iin
patojenitesinin az veya olmamasi, onkojeniteSinin bulunmamasi, degisik hayvan
tirlerinden elde edilen pek cok hicre cesidini enfekte edebilme ve bagkalagim

stresince transgen ekspresyonunu slrdirebilme gibi molekiler ve biyolojik



ozellikleri birlikte degerlendirildiginde, vektor asi iiretilmesinde oldukga avantajli bir

virus olarak gértlmektedir.

Bilindigi gibi genlerin etkili aktarimi ve uygun gen ekspresyonu gen
terapilerinin en Onemli basamaklaridir. Bu amaglart gergeklestirmede en iyi
metotlardan biri, herpesvirus genomunda mutasyonlar gerceklestirmek ve genin
fonksiyonunu aragtirmaktir. Herpesviral bir genomda ¢ok spesifik mutasyon, viral
genomik DNA ve bir DNA fragmenti tasiyan spesifik allelin mutasyonu ve hiicrelere
ko-transfeksiyon ile bir viral mutanti olusturmak ic¢in rekombinasyon stratejisi
uygulandiginda miimkiin olmustur. Bircok herpesviral mutant, Bacterial Artificial
Chromosome (BAC) yaklasimi ile saglanmis ve herpesviral genlerin fonksiyonlarini
karakterize etmek icin kullamlmustir. ilk insan herpesvirus BAC’1 herpes simplex
virus (HSV-1) igin iretilmistir. Daha sonra bu konuda bir¢ok calisma yapilmistir.
Son yillarda Human Sitomegalovirus (HCMV), HSV-1, Epstein Barr Virus (EBV) ve
BoHV-41i iceren herpesviral BAC vektdrlere bir¢ok drnek vardir. BoHV-4"1in iyi bir
gen aktarim vektorli olabileceginin bildirilmesinin ardindan bu konu iizerine bir¢ok
calisma yapilmis ve BAC olarak klonlanan BoHV-4, farkli patojenlere ait cesitli
immundominant antijenlerin aktarilmasiyla farkli hayvan tiirlerinde immunizasyon
ve Ozellikle glioma ve meme kanserinde Kiiratif amaglh olarak kullanilmig ve orijinal

konakgida kullanilabilirligi agisindan umut verici sonuglar alinmistir.

1.1. Herpesviridae Ailesi

1.1.1. Genel Bilgiler

Herpes kelimesi ilk olarak yaklasik 25 yiizyil 6nce Yunanca’da bazi deri
hastaliklarin1 tanimlamak i¢in kullanilmistir. Daha sonra 1962 yilinda Beswick

tarafindan bu terim spesifik olarak kullanilmaya baglanmistir.



Herpesviridae ailesi konakg: tiirii, latentlik bolgesi, sitopatolojik etkileri (CPE)
ve replikasyon hizina gore ayrilan, her biri pek ¢ok cins igeren Alpha-, Beta- ve

Gammabherpesvirinae alt ailelerini kapsar (Sekil 1.1; Davison ve ark., 2010).

Sekil 1.1. Herpesviridae ailesi siniflandirilmasi (Davison, 2010).
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Alphaherpesviruslar kisa replikasyon periyoduna sahip olup, replikasyon
sirasinda konakg1 hiicrelerin parcalanmasima neden olmakta ve farkli konake1
hiicrelerde c¢ogalabilmektedir. Genel olarak bu viruslar sensorik néronlarin

nikleusunda latent olarak kalabilmektedirler (Kramer ve Enquist, 2013).

Betaherpesviruslar dar konak¢i spektrumuna sahip olmalari, replikasyon
siirelerinin uzun olmasiyla diger herpesviruslardan ayrilmaktadir. In vitro kosullarda
genellikle fibroblast hiicrelerinde dev hiicresi olusturarak tremektedirler. Virus
tireme sirasinda hem c¢ekirdekte, hem de sitoplazmada inkluzyon cisimcikleri

olusturmaktadir. Betaherpesviruslar monositlerde, tikrik bezlerinde,



retikiiloendotelial hiicrelerde ve bobreklerde latent olarak bulunmaktadir (Santos,

2016).

Gammaherpesviruslar in vivo olarak sadece spesifik konakg¢ilarda litik faza
girmektedirler. Bu viruslar in vitro sartlarda belirli hiicrelerde ¢ogalabilmektedir.
Latent viruslar lenfositlerde ve lenfoid dokularda bulunmaktadir (Cizelge 1.1;

Rajcani ve Kudelova, 2003).

Cizelge 1.1. Herpesviridae ailesinde farkli viruslar ve iligkili hastaliklar (Murphy ve ark., 1999).

Virus

Hastahk

Alphaherpesvirinae

Bovine Herpesvirus 1

Bovine Herpesvirus 2
Bovine Herpesvirus 5
Caprine Herpesvirus 1
Porcine Herpesvirus 1

Equine Herpesvirus 1

Equine Herpesvirus 3
Equine Herpesvirus 4
Canine Herpesvirus 1
Felid Herpesvirus 1

B Virus (Cercopithecine

Simian Varicellavirus
Gallid Herpesvirus 1
Gallid Herpesvirus 2
Anatid Herpesvirus 1
Betaherpesvirinae
Porcine Herpesvirus 2

Gammaherpesvirinae

Alcelaphine Herpesvirus 1

Bovine Herpesvirus 4
Equine Herpesvirus 2

Equine Herpesvirus 5

Infectious Bovine Rhinotracheitis, Infectious

Pustular Vulvovaginitis, Infectious Balanoposthitis

Sigir Mammillitis, Pseudo-lumpy skin disease
Ensefalitis

Konjunktivitis, Solunum ve Genital kanal hastaliklar

Yavru Domuzlarda Jeneralize Hastaliklar,
Domuzlarda Abort.

Abort, Yavru Atlarda Perinatal Solunum
ve MSS Hastaliklar

Coital Exanthema

Rhinopneumonitis

Yavru Kopeklerde Kanamali Hastaliklar
Kedilerde Viral Rhinotracheitis
Maymunlarda Herpes Simpleks-1 Benzeri
Hastalik, insanlarda 6limcil Ensefalitis)
Maymunlarda Varicella Benzeri Hastaliklar
Tavuklarda Infectious Laryngotracheitis
Marek Hastalig:

Jeneralize Cytomegalovirus Hastalig

Sigir Malignant Kataral Fever
Solunum, genital hastalik, abort
Solunum sistemi enfeksiyonu

Solunum sistemi enfeksiyonu



Herpesviruslarin taksonomisi ilk olarak 1971 yilinda International Committee
on Taxonomy of Viruses (ICTV) tarafindan yapilmistir. Yapilan bu ilk
siiflandirmada 23 virus ve 4 grup tanimlanmustir (Davison, 2010). Herpesviruslarin
en yaygin gruplandirmasi Roizman ve ark. (1981) tarafindan, sahip olduklari DNA
yapisina gore gergeklestirilmistir (Sekil 1.2).

Grup A’da yer alan viruslarin DNA’sinda iki direkt tekrar (tandem repeat) gen
bolgesi, ortada olan unique sekans gen bdlgesine baglanmistir. Bu grupta

betaherpesviruslar ve equine herpesvirus tip 2 yer almaktadir.

Grup B’de yer alan viruslarda iki sirali direkt tekrar gen bolgesi, ortada olan
unique sekans gen bolgesine baglanmistir. Gammaherpesviruslar bu grupta
siniflandirilmigtir. Bu grupta tekrar bolgeleri virus DNA’sinin yaklasik %30’ unu

kaplamustir.

Grup C, grup B nin alt grubu olarak kabul edilmekte olup, bu grubun temsilcisi
olarak Epstein Barr Virus (EBV) bildirilmektedir.

Grup D’de DNA molekdll bir uzun (Unique Large segment; U, -103 kbp) ve
bir kisa (Unique Small segment; Us-32 kbp) kovalent baglanmis parcalardan
olusmustur. iki internal ve terminal inverted repeat bolgesi (IR ve TR-11kbp) Us
segmente baglanmistir. D grubu herpesviruslarda Us segmenti her zaman sabit
durumdadir; dolayisiyla bu bolgenin oryantasyonuyla iki farkli izomerik form tespit

edilmektedir. Alphaherpesviruslar bu grupta yer almaktadir.

Grup E en kompleks genom yapisi olarak tanimlanmaktadir. Bu grup, grup
D’deki viruslara benzer genomik organizasyona sahiptir ancak TR /IR_ bolgeleri
daha buyuktir (Roizman ve ark.,1981).
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Sekil 1.2. Herpesviruslarin DNA yapisina gore siniflandirilmasi (Roizman ve ark.,1981).

Tim herpesviruslarin ortak Ozelligi sferikal virion morfolojisidir. Bu ailede
ortalama 120-200 nm capinda olan sferikal virionlarda kor, kapsit, tegument ve zarf
bulunmaktadir. Herpesviruslar blyuk, linear, ¢ift iplikgikli DNA igeren bir kor ve
162 kapsomer igeren ikozadeltahedral bir kapsit tabakasindan olusur.
Herpesviruslarin genomik DNA’sinmn molekiiler agirligi 80-150 x 10° olup, % 32-75
arasinda degisen guanin-sitozin (G-C) oranina sahiptir. Kapsit yapisindaki
kapsomerler 12 penton ve 150 hekzondan olusmaktadir. Ayrica virion yapisinda her
penton kapsomerden 5 kopya ve her hekzon kapsomerden 6 kopya tespit edilmistir.
Herpesviruslarda kapsit genel olarak major kapsit proteini, alfa-tripleks, beta-tripleks
ve kugclk bazal kapsit proteinlerden olusmaktadir (Sekil 1.3; Trus ve ark., 2001).
Kapsomerler tripleks bolgeleri ile birbirine baglanmaktadirlar (Brown ve Newcomb,
2011). Herpesviruslarda kapsit viral DNA’y1 mekanik ve diger gevresel etkilerden
korumaktadir. Ayrica kapsit proteinleri, herpesvirusla enfekte hiicrelerde litik
donemde DNA’y1 ¢ekirdek porlarina yonlendirmektedir (Heming ve ark., 2017).
Enfekte hiicrelerde ayn1 zamanda A kapsit (bos kapsit), B kapsit (intermediate-kapsit
ve kor) ve C kapsit (olgun virion) yapisi bulunmaktadir (Tandon ve ark., 2015).

Arastirmalarda alphaherpesviruslarda A ve C kapsitin, B kapsitten olustugu ve ayrica



B kapsitde fazladan VP21 ve VP22a proteinlerinin bulundugu bildirilmektedir
(Rixon, 1993).

Tidm herpesviruslarda kapsit proteinlerinin birlesmesi ve olgun kapsit
olusmas1 ve viral DNA’nin paketlenmesi ¢ekirdekte gerceklesir. Yapisal proteinlerin
(kapsit ve tegument proteinleri) ekspresyonu ge¢ genlerde olmakta ve bu sureg
sitoplazmada gergeklesmektedir. Bu proteinlerin yapisinda Nuclear Localization
Signaller (NLS) bulunmaktadir ve bu peptidlerin yardimiyla kapsit c¢ekirdege
yonlendirilerek, DNA paketlenmesi cekirdekte meydana gelmektedir (Abaitua ve
ark., 2012).

(a)

HSV-1

(b)

HCMV

(c

KSHV

hexon

Sekil 1.3. Alfa, beta ve gammaherpesviruslarin kapsit yapilari (Trus ve ark., 2001).

Tegument proteinleri sadece herpesviruslarda bulunmaktadir ve bu proteinler

nikleokapsit  translokasyonu ve toparlanma  (assembly) slrecinde rol



oynamaktadirlar. Ayrica bu proteinlerin, en erken viral ve hucresel genlerin
ekspresyonunda da onemleri vardir. Bu proteinlerin sayist herpesviruslarda farklilik
gostermektedir. Ornek olarak HSV-1’de 26, insan Sitomegalovirusda (HCMV) 38 ve
EBV’da 17 tane tegument proteini tespit edilmistir. Bu proteinlerin yapisi elektron
mikroskopta, fibroz veya graniler olarak gorilmektedir. Tegument proteinleri major
(pUL36, pUL47, puUL48 ve pUL49) ve minor (pUL13) olarak gruplandirilmistir
(Guo ve ark., 2010).

Tegument proteinlerinin morfolojisi hiicrede farkli bolgelerde ve hiicre
digindaki virionda degiskenlik g0sterir. Dolayisiyla bu proteinlerin viriona
eklenmesi, virusun farkli replikasyon dénemlerinde meydana gelmektedir. Bazi
tegument proteinleri sadece hicre icinde bulunan viruslarda tespit edilmistir. Bu
noktadan hareketle, virusun farkli replikasyon donemlerinde farkli tegument
proteinlerinden yararlanabildigi ileri siiriilmektedir. Tegument proteinleri iki
tabakadan olusmaktadir. I¢ tabakadaki proteinler kapsit ile, dis tabakadaki proteinler
ise glikoproteinler ile iliski kurmaktadirlar (Coller ve ark., 2007).

Herpesviruslarda zarf genel olarak glikoproteinlerden olusmaktadir. Ayrica
zarfda hiicresel proteinler de bulunmaktadir. Ornek olarak HCMV zarinda 2-
mikroglobulin, CD55, CD59 ve annexin Il tespit edilmistir. Herpesviruslarda zarf
olusmasi1 ilk basamakta i¢ nlkleer membranda gergeklesir. Virus daha sonra
zarflanma/zarftan armma (envelopment/de-envelopment) islemi ile zarfim
kaybederek, cekirdekten sitoplazmaya gecer. Sitoplazmada golgi aparatinda virusa
tegument proteinleri ile tekrar zarf eklenir (Sekil 1.4). Dolayisiyla herpesviruslarin
zarfinda farkli hiicresel bolgelerin lipidleri bulunmaktadir. Bu lipidler genellikle
fosfatidilkolin,  fosfatidiletanolamin,  fosfatidilserin ~ ve  fosfatidilinositoldan

olugsmaktadir (Johnson ve ark., 2011).
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Sekil 1.4. Herpesviruslarin iki basamakli zarflanmasi (Johnson ve ark., 2011).

Genel olarak herpesviruslarda 20-80 arasinda degisen sayida glikoprotein tespit
edilmistir. Glikoprotein (g) B (heparan-binding, fusion), gH (gH iliskili, fuzyon), gL
(gL iliskili, fusion), gM (gN iliskili), gL (gM iliskili) tiim herpesviruslar arasinda
ortak olarak bulunmaktadirlar (Glauser ve ark., 2012).

Ornek olarak HSV-1 de 20 zarf proteininden 11 tanesi gL, gM, gH, gB, gC,
gK, gG, gJ, gD, gl ve gE zarfda bulunmaktadir. Bu proteinler hiicresel reseptorlere
baglanma durumunda, virusun hicreye girmesinde, tomurcuklanma, hiicreden
hlicreye gegmede ve immun yanittan kagmada rol oynamaktadirlar (Friedman, 2003).
Baska bir alphaherpesvirus olan Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) genomunda 48 viral
protein (33 yapisal ve 15 yapisal olmayan protein) tespit edilmistir. Bunlarin arasinda

0B, gC, gD, gE, gl, gH, gL, gG, gK ve gM gorilmektedir (Keil ve ark., 2005).

Sitomegaloviruslarda (Betaherpesvirus), 75 adet glikoproteinden 15 tanesi
zarfda tespit edilmistir. Zarfda bulunan glikoproteinler 3 grupda toplanmaktadir.
Grup CI de gB bulunmaktadir. Glikoprotein B (UL55) daha sonra hicrede furin ile
kesilip, gp55 ve gpll6 meydana gelmektedir. Grup CIlI de gN (UL73) ve gM
(UL100) bulunmaktadir. Son olarak grup ClllI’de gH (UL75) ve gO (UL74) yer
almaktadir. Bazi viruslarda gQ (UL100) da tespit edilmistir. Ayrica bu ailede UL4 ve
RL10 olarak iki spesifik glikoprotein daha bulunmaktadir (Adair ve ark., 2002).



Bir gammaherpesvirus olan EBV’da en az 12 adet glikoprotein tanimlanmistir.
Bunlar arasinda gB, gH, gL, gM ve gN tim herpesviruslar arasinda homolog olarak
bulunmaktadir. Ayrica bu viruslarda bulunan p38 (BFRF1) baska ailelerde de
bulunmaktadir. Glikoprotein 150, gp78, gp350/220, gp42 ve BMRF2 bu aileye
spesifik ylzey proteinleri olarak kabul edilmektedir (Hutt-Fletcher, 2015).

Bu proteinlerin ilk g0Orevi virusun hicreye girmesini saglamaktir.
Herpesviruslar zarf flizyonu ile hiicrelere giris yapmaktadirlar. Bu flizyon tim
herpesviruslarda gB, gH-gL kompleksi ile yapilmaktadir. Enfekte hiicrelerde gD ve
gH-gL nin bir araya gelmesi alphaherpesviruslarda gD, betaherpesviruslarda UL128,
UL130 ve UL131 ve gammaherpesviruslarda gp42 araciligiyla yapilmaktadir (Sekil
1.5; Spear ve Longnecker, 2003).
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Sekil 1.5. Herpesviruslarmn farkli hiicre baglanma reseptorleri (Spear ve Longnecker, 2003).

Genel olarak herpesviruslarin hiicresel tropizmast bu flizyon aksesuar

proteinleri ile yapilmaktadir. Ornegin alphaherpesviruslardaki gD endotelial hiicresel
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reseptorler olan HVEM ve nektin-1 ile baglanarak, virusun hiicreye girisini saglar.
Gammaherpesviruslarda ise viral gp42, B lenfositlerin HLA hiicresel reseptoriine
baglanmaktadir (Sekil 1.6; Eisenberg ve ark., 2012).
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Sekil 1.6. Herpesviruslarda viral ve hiicresel reseptor baglantisi (Eisenberg ve ark., 2012).

Herpesviruslarin glikoproteinleri, replikasyon icin gerekli olan (esansiyel) ve
gerekli olmayan glikoproteinler (non-essential) olarak gruplandirilmistir. Ornegin bir
alphaherpesvirus olan BoHV-1’de gB, gD, gH ve gL esansiyel; gC, gE, gl, gG ve gM
ise esansiyel olmayan glikoproteinlerdir (Pokhriyal ve ark., 2016).

Virusun hiicre icine girisi zarf glikoproteinleri tarafindan yonetilir.
Adsorbsiyon iki kademede gergeklesir. Bir alphaherpesvirus olan BoHV-1’de 6nce
zarf glikoproteinleri gC/gB, hucre yiizeyindeki heparan sulfat proteoglikanina gevsek
olarak baglanir. Daha sonra bunu, gD'nin yeni tanimlanmis olan reseptore (Receptor

C; HVEM ve Nectin-1 (HveC) olarak da
sekilde

glikoproteinleri gC/gB ve gH/gL Uzerinden gergeklesse de, bu slirecin mekanizmasi

Herpesvirus Entry Mediator

isimlendirilmektedir)  sabit baglanmast izler. Penetrasyon, zarf

heniiz ayrintili olarak tanimlanmamustir. Glikoprotein C, virus replikasyonu igin

esansiyel degildir fakat serbest virusun adsorbsiyonunda stabiliteyi saglamaktadir.
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Glikoprotein C’nin eksik olmasit durumunda, butln hicrelerde bulunan heparan
stlfat reseptoriine labil bir adsorbsiyon sekillenmektedir (Boehmer ve Nimonkar,
2003).

Virus replikasyonunun baslamasi i¢in ilk basamak hiicresel protein
ekspresyonunun engellenmesidir. Bu basamak early-shutoff ya da virion-associated
host shutoff olarak isimlendirilmistir. Herpesviruslarin farkl ailelerinde bu basamak
farkl1 viral proteinler ile gerceklesmektedir. Ornek olarak HSV-1 de bu gérev, VHS
(UL41 teguent proteini) tarafindan yapilmaktadir. VHS hem hicresel proteinlerin
ekspresyonunu engellemekte, hem de hicresel mRNA’y1 pargalamaktadir. Bu
protein viral DNA’nin ¢ekirdege transportu tamamlanana kadar sitoplazmada
bulunmaktadir. Daha sonra viral DNA hiicresel mikrotubul ile ¢ekirdege transporte
edilerek, ayn1 zamanda tegument proteinleri olan bTIF (VP16) ve VP8 ile en erken
(IE) genlerin (bICPO, bICP4 ve bICP22) transkripsiyonunu uyarmaktadir. Daha sonra
bu IE proteinler, Erken (E) ve Geg (L) proteinlerin iiretilmesine sebep olurlar. ki IE

transkripsiyon birimi mevcut olup bunlar:

- |[E transkripsiyon birimi 1 (IEtu 1)
- |IE transkripsiyon birimi 2 (IEtu 2) dir (Prasad ve ark., 2013).

Herpesviruslarda gen ekspresyonu, ekspresyonun bir litik donemde olusmasi

temeline dayanarak ve zamana bagli olarak 3 ayr1 fazda diizenlenmektedir (Sekil

1.7):
-En erken (Immediate Early, IE) genler

-Erken (Early, E) genler
-Geg (Late, L) genler (Cai ve Schaffer, 1992).
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Sekil 1.7. Herpesviruslarin enfekte hiicrede farkli viral gen gruplarinin sirali ekspresyonu (Gruffat ve
ark., 2016).

Fonksiyonel duzeyde, 1Etul tarafindan kodlanan proteinler bICPO ve bICP4
olarak adlandirilirlar. IEtu2 den tek bir transkript olusur ve bu gen bICP22’dir. IE
gen ekspresyonu, seluler transkripsiyon faktorii Oct-1 ile etkilesime giren bir virion
komponenti (bTIF) tarafindan uyarilir ve daha sonra bu protein kompleksi tim IE
promotorlarinda bulunan TAATGAGCT motiflerine baglanir. IE proteinleri E gen
ekspresyonunu aktive eder ve sonug olarak viral DNA replikasyonu olusur. Daha
sonra bir veya daha fazla IE proteini tarafindan L gen ekspresyonu aktive edilir ve bu
da virion birlesmesi ve serbest birakilmasi ile sonuglanir. DNA replikasyonu ve
transkripsiyonu hiicre cekirdeginde, protein sentezi ise sitoplazmada gergeklesir.
DNA, cekirdek icersine girdikten sonra sirkiiler hale gelir ve bu asamadan sonra

genom replikasyonu iki yolla gergeklesir.

1- Theta replikasyonu: Normalde plazmidler bu yontemle ¢ogalmaktadirlar.
2- Rolling circle model (Konkatamer) (Weller ve Coen, 2012).

Ayrica replikasyona 0©zel bu sirkiler formun olusmasindan dolay:
herpesviruslarda rekombinasyonlar da tespit edilmektedir. Genom replikasyonu uzun
ve kisa genom bolgelerinde farkli replikasyon orijini bolgelerinden baslamaktadir.
Yapilan bir ¢alismada BoHV-1’de iki replikasyon orijin boélgesi (ori) bulunmustur
(Glazov ve ark., 2010). HSV-1"de biri oriL’de ve 2 tane oriS (UL29 ve 30 arasinda)
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de olmak Uzere US bolgesinde 3 farkli replikasyon baslama bolgesi tespit edilmistir
(Weller ve Coen, 2012).

Replikasyon baslamasi i¢in gerekli proteinler viral DNA helikaz, viral DNA
polimeraz ve yardimci proteinlerdir. HSV-1 de UL5, UL8, UL52°den eksprese olan
proteinler DNA helikaz enzimi ve UL30’dan sentezlenen protein ise DNA polimeraz
olarak aktivite gostermektedir. Replikasyondan sonra ge¢ genlerden elde edilen
yapisal proteinler ile kapsit olusmakta ve virus cekirdekten sitoplazmaya
gecmektedir. Yapilan c¢alismalarda kapsit proteinlerinin ¢ekirdege transportu
hlcresel sitoskeletonlar (Dynein ve Kinesin) ile gergeklesmektedir. Yeni olusan
viruslar zarf ve glikoproteinlerini htcre i¢i organel membranlardan (golgi aparati)
alirlar. Olgun virus partikilleri tomurcuklanma yolu ile hiicre digina salinirlar (Sekil
1.8; Lyman ve Enquist, 2008).

" scp

6 Entey/Uncoatiny Vesicle Tnnsponh Q‘u\:‘ 3 5"‘ .
y/Uncoating Cf\\‘:’ ‘ .

LTP .o =P -
' . UPobp - e, "'. -« Cr\o;xaamr * y
\ 'J,'v.,. EQVGSS VPK .
J <N —~ Capsid : L : X
" LTPD
IO a2 N
CETP \
I\ TRIV:TRI2 ()OO 1 cgﬁw Ot ™
Endocysic pathway Y ScPr  DNA CEF2 o
Py Encapsitation gM:gN ® )l
MRE par PR VPK Final ™
/ DNA apmP | gep Primary 4 Envelopment
Repicaton CINP ECF Emvelopment
Gene [mtuss:on | ssB NuC cre P ‘ De-envslopmant
POl. PPS UNG TER & Transport
PCP Nuclaar
: “[' 2 pes Egress '
fi (DE) N qress A -
1Ly ﬁ\f NUCLEUS mp | Transport via
Nue N . vesicias
INM i /
-ONM\ - ®

Sekil 1.8. Herpesviruslarin enfekte hiicrelerde replikasyon detayi (Lyman ve Enquist, 2008).
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Herpesviruslarin en 6nemli 6zelligi konake1 hiicrelerde latent kalmasi ve daha
sonra farkli etkiler altinda reaktivasyon sergilemesidir. Alphaherpes alt ailesi, uzun
stireli latentlik i¢in oncelikle noronlar1 hedefler. Ayn1 zamanda deri veya mukoza
yoluyla ulasilan epitelyumda da cogalabilmektedirler. Beta ve gammaherpes alt
aileleri ¢esitli 10kosit alt gruplarini tercih eder ancak epitel hiicrelerini de enfekte
edebilmektedirler. Latent viruslar, viral genom biitiinligiinii korumak igin g¢esitli
mekanizmalar gelistirmistir. Herpesviruslarin genomu latent durumlarda epizomal
olarak enfekte hiicrelerde bulunmaktadir. Latentlik periyodunda, viral replikasyon
icin gerekli proteinler eksprese edilmediginden dolayi, bu viruslar konake¢i hiicre
¢ogalma mekanizmalarina bagimhidirlar  (Lieberman, 2016). Ayrica bazi
alphaherpesviruslarin -6rnegin herpes simpleks virus 1 (HSV-1) ve equine
herpesvirus tip 1 ve 3- onkojenik ve hiicre DNA’sina integrasyon ozelligi tespit

edilmistir (Morissette ve Flamand, 2010).

1.2. Sigir Herpesviruslar:

Sigir herpesviruslary, (BoHV’ler) sigirlarda ¢ok sayida klinik hastaliga neden
olurlar. Bugline kadar sigirlara 6zgii olarak 5 herpesvirus tespit edilmistir (Cizelge
1.2). Alphaherpesvirinae alt grubunda Enfeksiydz Bovine Rhinotracheitis/Enfeksiyoz
Vulvovaginitis (IBR-IPV) enfeksiyonunun etkeni BoHV-1, Bovine mammillitis
etkeni BoHV-2, Bovine encephalitis etkeni BoHV-5, Gammaherpesvirinae alt
grubunda BoHV-4, son yillarda tespit edilen bovine lymhotropic herpesvirus
(BoHV-6) bulunmaktadir. Ayrica Alphaherpesvirinae alt grubunda yer alan elklerde
enfeksiyona neden olan Elk Herpesvirus 1; Gammaherpesvirinae alt grubunda
koyunlarda subklinik enfeksiyona neden olan bovine malignant kataral fever (MCF)
etkenlerinden biri olan ovine herpesvirus 2 (OHV-2) ve antilop iliskili MCF’ye
neden olan alcelaphine herpesvirus 1 ve 2, (AIHV-1;-2) yine bu grupta yer alan

sigirlarda enfeksiyona neden olan diger herpesviruslardandir (Nandi ve ark., 2009).
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Cizelge 1.2. Sigirlarda tespit edilen herpesviruslar ve neden olduklari klinik bulgular (Murphy ve ark.,
1999).

Virus | Hastahik

Alphaherpesvirinae Alt familyasi

Bovine herpesvirus 1 Enfeksiydz Bovine Rhinotracheitis (IBR),
Enfeksiydz Pustuler Vulvovaginitis (IPV),
Enfeksiydz Pustuler Balanopostitis (IPB),
Abort

Bovine herpesvirus 2 Bovine Mammillitis, Pseudo-Lumpy Skin Disease

Bovine herpesvirus 5 Buzagilarda Encephalitis

Caprine herpesvirus 1 Genital Hastalig1 ve fotal neonatal hastaliklari

Elk herpesvirus 1 Subklinik genital hastalig1

Gammaherpesvirinae Alt familyasi

Alcelaphine herpesvirus 1 Bovine Malignant Kataral Fever

Alcelaphine herpesvirus 2 Bovine Malignant Kataral Fever

Ovine herpesvirus 2 Bovine Malignant Kataral Fever

Bovine herpesvirus 4 Postpartum Metritis, Abort, Mastitis

Bovine herpesvirus 6 Bovine Lymphotropic virus

1.3. Bovine herpesvirus 4 (BoHV-4)

1.3.1. Etiyoloji

BoHV-4, Herpesviridae familyasinin Gammaherpesvirinae alt familyasinda ve
Rhadinovirus genusunda yer alan bir etkendir. Virus American Type Culture
Collection (ATCC) tarafindan biyogivenlik seviyesi 2 patojenler iginde
gruplandirilmigtir.  BoHV-4'tin  diinyada yaygin olarak gorillen diger sigir
herpesviruslari ile antijenik ve biyolojik yakinligi tespit edilmemistir (Roizman ve
ark., 1992). Yapilan serolojik caligmalarda BoHV-4, BoHV-1 ve BoHV-2 ile
antijenik olarak iligkili bulunmamus; ayrica BoHV-4’¢ karsi hazirlanan monoklonal
antikorlarin BoHV-1 ve BoHV-2’ye karsi reaktiviteleri belirlenmemistir (Gagnon ve
ark., 2017).

BoHV-4 ilk olarak 1967 yilinda Macaristan’in batisinda biiyiik bir isletmede,
solunum sistemi problemleri ve keratokonjuktivitis gorilen 1-4 aylik buzagilardan

izole edilmistir (Bartha ve ark., 1967). Izole edilen bu virus, BoHV-4 Avrupa
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referans susu Movar 33/63 olarak adlandirilmistir. Daha sonra Amerika’da solunum
sistemi bulgular1 gézlenen 1.5 yasinda bir bogaya ait nazal swap Orneginden izole
edilen BoHV-4 saha susu, ABD referans susu DN-599 olarak tanmimlanmustir
(Mohanty ve ark., 1971). Ardindan virus farkl iilkelerde konjuktivit, pneumonia ve
iist solunum sistemi enfeksiyonlari (Mohanty ve ark., 1971), deri lezyonlar1 (Bellino
ve ark., 2015), mammillitis (Reed ve ark., 1979), enteritis (Eugster, 1979),
postpartum metritis (Parks ve Kendrick, 1973; Bilge Dagalp ve ark., 2010), kronik
metritis (Wellemans ve ark., 1984) ve mastitis (Wellenberg ve ark., 2002) gibi klinik

bulgulara sahip sigirlardan izole edilmistir.

Virusun Amerika ve Avrupa’da izole edilen saha izolatlari, bovine herpesvirus-
3 (Eugster, 1979), bovid herpesvirus-4 (Ludwig, 1983), bovine herpesvirus type-5
(Anson ve ark., 1982) ve bovine herpesvirus type 4 (Guo ve ark., 1988) gibi farkli
isimlerle tamimlanmistir. Ancak 1972 yilinda Smith yaptig1 ¢alismasinda Movar
33/63, DN-599, FTC-2, DDV-7, V-11, CK-54 ve BPX-11’in farkli oldugunu ve

bovine herpesvirus-5 olarak gruplandirilmasi gerektigini belirtmistir.

Daha sonra, ikiden fazla sus BoHV-4 grubuna eklenmistir (Storz ve ark., 1984
ve Todd ve Storz, 1983). Bu izolatlar MCF etkeni BoHV-3’den farkli oldugundan
sitomegalovirus olarak (CMV) isimlendirilmistir. Storz ve ark. (1984), izole ettikleri
iki susu (66-P-347 ve 75-P-2756) diger BoHV-4 suslar ile karsilastirmislar ve
bovine CMV olarak nitelendirmislerdir. Ayrica Bartha ve ark. (1967), Amerika ve
Avrupa’da izole edilen benzer viruslari bovine herpesvirus tip-4 olarak
isimlendirmistir. Uluslararas1 bilimsel kurum (ISC) yeni ismi kabul ederek, s6z

konusu viruslari Bovine Herpesvirus 4 (BoHV-4) olarak adlandirmustir.

Bu virusa ait 40 farkli sus tespit edilmistir. Referans suslar DN-599 (Amerika),
Movar 33/63-like (Avrupa) ve Avrupa V. test suslar1 olarak kabul edilmektedir.
Farkli BoHV-4 suglarinin ayrimi igin Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP), genellikle EcoRI, BamHI ve Hindlll enzimleri ile yapilmaktadir. Virusun
Long Unique (U.) bolgesinde bulunan Apal, BamHI, Banl, Bgll, EcoRlI, Hinfl, Nael,
Pstl, Pvull, Saml, Sstll, Stul enzimleri ile de, polyrepetitive (pr) DNA bélgesinin
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ayrimi gergeklestirilmektedir. Heterolog virus populasyonlari nedeniyle, bazen ayni
susun farkli izolatlarinin RFLP sonucunda farkli prDNA kesimleri gorilebilmektedir
(Sekil 1.8; Bublot ve ark., 1990).

Ayrica filogenetik analizde en sik kullanilan gen bolgeleri olarak ORF 6, 8, 9,
44, 46 ve 61-tum herpesviruslar da oldugu gibi- bildirilmektedir. Kit ve ark. (1986),
tarafindan yapilan bir ¢alismada izole edilmis olan Feline herpesvirus-2 susunun
RFLP ve serolojik testler ile BoHV-4 olabilecegi bildirilmistir.

Farkli BoHV-4 suslar1 arasinda immunfloresan testi ile ayrim yapmak
imkansizdir (Sekil 1.9). Bu nedenle BoHV-4 suslarinin serolojik olarak ayni

antijenlere sahip oldugu ifade edilmistir (Kruger ve ark., 2015).
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Sekil 1.9. BoHV-4'de RFLP teknigi ile sus ayrimi. Sekilde 4 farkli susun kesimi (V: VL, L: LVR140,
M: Movar 33/63 ve D: DN-599) gosterilmektedir (Bublot ve ark., 1990).
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1.3.1.1. BoHV-4'iin Genom Y apisi

BoHV-4’un linear cift iplikgikli DNA igeren B-tip genom yapis1 144 + 6 kb
biylklikte ve 150 nm ¢apindadir. Ayrica polyrepetitive (pr) DNA da denilen,
yuksek guanin-sitozin (G-C) igerikli tandem tekrarlarinin ¢oklu kopyalarinin her iki
ucuna eslik ettigi, 110 kb’lik disik G-C icerikli tek bir merkezi alandan
olusmaktadir (Ehlers ve ark., 1985). Tahmini aminoasit dizinlerinin analizi, diger
herpesvirus genlerine homolog bazi BoHV-4 genlerini eslestirmeye (mapping)

olanak saglamistir (Sekil 1.10; Bublot ve ark., 1992).

prONA L JP A E C GNFQD M B | KRH prONA

L Ll ] 1 1 | Ll 1l Ll I 1 i |

e 0 0 I

Sekil 1.10. BoHV-4' (in genomik organizasyonu (Ehlers ve ark., 1985).

BoHV-4 genomunda iki farkli bolge bulunmaktadir:

1- Polyrepetitive (pr) DNA eleman1 (pac-1 and pac-2 HSV benzeri) ya da H-DNA
(tandem repeat): BoHV-4 genomunda ortalama 15 prDNA bélgesi bulunmaktadir.
Bu bolgeler cleavage ve packaging bolgesi olarak virus replikasyonu icin gerekli
genlerden olugmustur; biiyiikligii 1450-2850 bp ve guanin-sitozin oran1 %68 olarak
tespit edilmistir (Sekil 1.11). Bu boélgenin uzunlugu susa bagli olarak degismistir.
Ayrica prDNA boélgesinde ORF bulunmamaktadir ve latent durumlarda virus bu
bolge yoluyla hiicresel DNA’ya epizomal sekilde baglanir. Bazi galismalarda bu
bolgede oriP (Latency associated replication) bulunmustur (Ehlers, 1985).
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Sekil 1.11. BoHV-4%{in farkli suglarinin prDNA bolgesinin RFLP ile ayrimi (Collins ve ark., 2002).

2- Long unique genom bolgesi (LUR, 108,873 bp) ya da L-DNA: BoHV-4
genomunun LUR bdlgesinde en az 79 ORF bolgesi (Viral enzimler, Glikoproteinler,
replikasyon orijini, IE transkript ve L transkript) bulunmaktadir. Bu bdlgenin G-C

oraninin diisiik oldugu (%42) tespit edilmistir (Zimmermann ve ark., 2001).

Ayrica BoHV-4 virusuna ait, OriP (latentik doneminde) ve OriLyt (Litik
déneminde: Bol12, Boll ve R2b) olarak 2 farkli replikasyon orijini tespit edilmistir.
LUR bolgesinde iki farkli coklu tekrar bolgeleri- R1 ve R2- bulunmaktadir. R1
bolgesinde 23, 25 ve 65 bp’lik direkt tekrar bolgeleri tespit edilmistir. Ancak R2
bolgesinde bu direkt tekrar sayisi ikiye (R2a ve R2b) inmektedir. Yapilan
aragtirmalarda R2b bolgesinde oriLyt, sag tokasi ilmek (hairpin loop) yapisinda tespit
edilmistir (Collins ve ark., 2002).

BoHV-4 de tiim herpesviruslar gibi ekspresyon zamanina gore 3 farkli gen
gruplari, cok erken (Immediate-early, IE) genler (IE1 ve IE2), erken (Early, E) genler
ve ge¢ (Late, L) genler bulunmaktadir. IE genlerden olusan proteinler enfekte
hicrelerde eksprese olmaktadirlar ve hucresel transkripsiyon faktorleri ile viral
transkripsiyonlar  gergeklestirilmektedir. Bu E ve

proteinler L genlerin
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traskripsiyonlari igin gereklidir (Franceschi ve ark., 2011a). E genlerin ekspresyonu
ile viral enzimler ve viral DNA replikasyonu igin gerekli olan proteinler
olusmaktadir. Ge¢ genlerin arasinda bazi yapisal ve yapisal olmayan proteinler

(tegument ve glikoproteinler) yer almaktadirlar (Donofrio ve ark., 2009).

BoHV-4 genomunda 79 adet ORF’dan (ORF1-ORF79) 62’sinin diger
rhadinoviruslar ile homolog oldugu tespit edilmistir; 17°si (Bo1l-Bol7) ise sadece
BoHV-4’de bulunmaktadir (Sciortino ve ark., 2000). Gammaherpesviruslar arasinda
Bol7’°nin sadece BoHV-4’de varoldugu ortaya konmustur. Bu ORF’dan eksprese
olan protein viral §-1,6-N-asetilglukozaminiltransferaz (-1,6GnT), virusun hicresel

Immun yanittan kagmasini saglamaktadir (Lete ve ark., 2016).

Genel olarak tespit edilen ORF’lardan yapisal (kapsit, tegument ve
glikoproteinler) ve yapisal olmayan viral proteinler eksprese olmaktadir. Bugiine
kadar BoHV-4 icin 9 kapsit proteini bulunmustur (Sekil 1.12). Kapsit proteinleri
ORF17 (minor scaffold protein-proteaz), ORF17.5 (major scaffold protein), ORF19
(capsid vertex-specific complex protein), ORF25 (PF03122 major capsid protein),
ORF26 (triplex component), ORF32 (capsid vertex-specific complex protein),
ORF43 (capsid portal protein), ORF62 (triplex component) ve ORF65 (small
capsomer interacting protein) olarak tespit edilmistir (Lete ve ark., 2012b).

Gomma-herpesvirinae Alpha-herpesvirinae Beta-'
Rhadinoviruses Maca-’ Lymph-" Simplex-” Varicel’ Cyto-’
ORF Protein description pK  KSHV'  MuHv-4’  RRV' AlHV-1* EBV* HSV-1 PRV’ Hemv*
Copsids
ORF17  minor scaffold protein (protease) + ORF17 ORF17 ORF17 ORF17 BVRF2 UL8O
ORF17.5 major scaffold protein + ORF17.5 ORF17.5 ORF17,5 BdRF1 UL26.5 UL26.5 ULB0.5
ORF19  capsid vertex-specific complex protein + ORF19 ORF19 ORF19 ORF19 uL77
ORF25  major capsid protein + ORF25 ORF25 ORF25
ORF26  triplex component + ORF26 ORF26 ORF26
ORF32  capsid vertex-specific complex protein + ORF32 ORF32
ORF43  capsid portal protein + ORF43 ORF43 uL104
ORF62 triplex component + ORF62
ORF65  small capsomer interacting protein + ORF65 ORF65

Sekil 1.12. BoHV-4' {in kapsit proteinleri (Lete ve ark., 2012b).
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Ayrica, BoOHV-4’iin yapisinda 4 major glikoprotein tespit edilmistir. Birincisi
gp6/gp10/gpl7 (150kDa/120kDa/51kDa) hicre icersinde gB’nin proteolitik kesimi
sonrasinda meydana gelmektedir. Bu kompleks proteinde 3 nétralizan antikor
domaini tespit edilmistir. Ikinci major glikoprotein olarak gp11/VP24 (120kDa/16,5
kDa) tanimlanmistir (Dubuisson ve ark., 1989). Uclincii olarak gp8 (135kDa) hem
virusun zarfinda, hem de hiicre kiltlr supernatantinda tespit edilebilmektedir.
Glikoprotein 8, ge¢ protein olarak antikor yanmitinin engellenmesinde rol
oynamaktadir. Son olarak gpl (>300kDa) gec¢ protein olarak isimlendirilmistir
(Dubuisson ve ark., 1991).

Heterodimer yapidaki glikoprotein B (gB), ORF8 geninden eksprese olurken,
hiicresel heparan siilfat ile baglanip virusun hiicreye girmesini saglamaktadir
(Franceschi ve ark., 2013). Glikoprotein 180 (gp180), Bol0 geninden eksprese
olmaktadir. Bu glikoproteine ait yogun glikan miktarinin, virusu notralizan
antikorlara kars1 korudugu bildirilmistir (Machiels ve ark., 2011). Esansiyel olmayan
glikoprotein L (gL), ORF47’den eksprese olmakta ve gH ile dimerik bir yap1
olusturmaktadir. Bu gL-gH dimer yapi, gB gibi hicresel reseptérlere baglanip,
virusun hicreye girisinde gorev almaktadir. Yapilan bir ¢alismada, BoHV-4’deki bu
gL-gH dimerik yap1, en 6nemli nétralizasyon hedef bolgesi olarak tespit edilmistir
(Lete ve ark., 2012a). Ayrica virusun yapisinda gH, gM ve gN glikoproteinleri de
bulunmustur (Kurjogi ve Kaliwal, 2014 ve Lete ve ark., 2012a).

Lete ve ark. (2012b), tarafindan yapilan bir ¢alismada, BoHV-4'e ait 15 farkli
tegument proteini tespit edilmistir (Sekil 1.13). En 6nemli BoHV-4 tegument
proteinlerinin arasinda timidin kinaz, ORF52, ORF38 ve ORF42 (UL7-like protein)
yer almaktadir (Cizelge 1.3; Lete ve ark., 2012b; Mettenleiter ve ark., 2009 ve Wang
ve ark., 2012). Tiim herpesviruslarin litik doneminde ORF21 geninden eksprese olan
timidin kinaz proteini bir esansiyel tegument proteini olarak kabul edilmektedir
(Lomonte ve ark., 1992). Dolayisiyla yabanci gen bolgelerinin aktarilmasinda, uygun

bir gen bolgesi olarak gorilmektedir (Donofrio ve ark., 2008).

22



Cizelge 1.3. BoHV-4' (in 6nemli tegument proteinleri.

Viral genler Rolu
ORF3 Tegument protein
ORF6 Single stranded DNA binding protein
ORF10 dUTPase related protein
ORF16 BORFB2
ORF33 Teg. Myristoylated protein binding protein
ORF35 Potential tegument protein
ORF36 Kinase
ORF38 Tegument myristoylated protein
ORF42 Potential tegument protein
ORF45 IRF7 binding protein
ORF46 Uracyl DNA glycosylase
ORF48 Potential tegument protein
ORF52 Tegument protein
ORF54 dUTPase
ORF55 Tegument palmitoylated protein

Putative

structural proteins
{not detected in
pK-treated sample)

pORF6

pBo5

©
PORF26 ¢

pORF17-17.5 PORF65

o @ O

pORF10

pORF16
pORF35
pORF19 PORF25 pORF36
pORF46
pORF54
pORF57
pORF59
pORF60

pORF67

OO0 O00OsaoNE
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Sekil 1.13. BoHV-4' {in kapsit, tegument ve zarf proteinlerin diizeni (Lete ve ark., 2012b).



1.3.1.2. BoHV-4’iin Fiziksel, Kimyasal ve invitro Ureme Ozellikleri

BoHV-4 partikiillerinin yogunlugu %20-65 sukrozda 1.2 g/cm® olarak tespit
edilmistir. Virus pH.3, %20 eter ve %20 kloroforma kars1 duyarhidir. Ayrica 50°C’de
30 dakika icerisinde inaktif hale gelmektedir (Bartha ve ark., 1967).

Diger Beta- ve - Gammaherpesviruslarin aksine, BoHV-4 c¢ok g¢esitli hiicre
kiiltiirlerinde (sigir, koyun, kegi, kopek, kedi, tavsan, domuz) gogalabilmektedir
(Gillet ve ark., 2005a). BoHV-4 replikasyonu sigir kokenli tim primer ve devamli
hiicre kiiltiirlerinde gerceklesmektedir. Ozellikle bobrek, testis, akciger, nasal
turbinata, B ve T lenfositler, makrofaj kokenli hucreler, Madin Darby Bovine Kidney
(MDBK), Georgia Bovine kidney (GBK) (Sekil 1.14), Bovine Embryonic Kidney
(BEK) hiicre kulturleri virusu tretmek amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica manda,
koyun, keci, domuz, kedi, kopek, tavsan, at ve fare gibi farkli hayvan orijinli hicre
kilttrlerinde de virus treyebilmektedir (Bartha ve ark., 1967 ve Markine-Goriaynoff
ve ark., 2003). Virusun DN-599 susu, vizon akcigerinde ve gelincik bobrek
hiicrelerinde de lireme gostermistir (Peterson ve Goyal, 1988). Bir ¢alismada, virusun
insan kokenli hiicrelerde de (MRC-5) replike olabildigi tespit edilmistir (Egyed,
1998). Diger taraftan virus, makrofaj hicrelerinde (BoMac) persiste olarak
bulunmaktadir (Donofrio ve ark., 2001).
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Sekil 1.14. BoHV-4’tin V.TEST susunun GBK (Georgia Bovine Kidney) hiicresinde tek basamakl
¢ogalma egrisi (Markine-Goriaynoff ve ark., 2003).

Virus bazi insan kokenli hiicrelerde tiretilebilmis ise de, buglne kadar insanda
hastalik yaptigina dair bir bildirim bulunmamaktadir. Virusun hiicreye girisinde ilk
olarak hiicresel heparan silfat reseptorlerine baglanmasi nedeniyle genis konakgi

hicre spektrumuna sahip olabilecegi bildirilmistir (Sekil 1.15; Egyed, 1998).

BHV-4 growth at PID 7

Cell line ATOC oo, Cell type : - 4
or reference Increase of viral DNA Titer Presence of
compared to control (PCR) inclusions
MRC-5 CCL 171 Embryonic diploid lungs 10* 10° +
WI-38 CCL 75 Embryonic lung 10* 10* +
U937 CRL 1593 Histiocytic lymphoma
THP-1 TIB 202 Monocytic leukemia
CEM-CM3 TIB 195 Lymphoblastic leukemia
UAC 17 Amniotic cell
Jurkat 21 T-cell leukemia
293 CRL 1573 Embryonic kidney
CACO-2 HTB 37 Colonic adenocarcinoma
HeLa ecL2 Cervical epithelioid carcinoma
HEp-2 CCL 23 Epidermoid carcinoma, larynx
Namalwa CRL 1432 Burkitt’s lymphoma, lymphoblastoid B cell
SK-N-SH HTB 11 Neuroblastoma
McCoy” CRL 1696 Fibroblast
Brain endothelium”
Glioblastoma giant-cell” 10* 10* +
Glioblastoma multiforme” 3
MDBK CCL 22 Bovine kidney 10* 10° +

“ Mixed McCoy A (human) and B (mouse) cells.
? Primary cell cultures.

Sekil 1.15. BoHV-4’{in invitro olarak ¢ogaldigi insan hiicreleri (Egyed, 1998).
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Yapilan c¢aligmalarda virusun yavas replikasyonu, hicre replikasyonu ile
iliskilendirilerek agiklanmaya calisilmistir (Storz ve ark., 1984); ayrica virusun
replikasyonu ve ge¢ protein ekspresyonunun hiicre replikasyonuna ve S fazina bagl
oldugu ifade edilmistir. Hiicre kiltiriinde enfeksiyonu izleyen 48-72 saatten itibaren

hiicre yuvarlaklagmasi ile karakterize CPE gorulmektedir (Sekil 1.16; Bilge-Dagalp
ve ark., 2007).

Sekil 1.16. BoHV-4 CPE'si (Izolat K.339 X 400; 4.giin) (Bilge-Dagalp ve ark., 2007).

Gammaherpesviruslar latent kalmayi litik doneme girmekten daha fazla tercih
etmektedirler. Rhadinoviruslarda litik donemde viral DNA enfekte hicrenin
cekirdegine gegmekte ancak alfa ve beta genlerin transkripsiyonlari
gerceklesmemektedir. Bu durumda viral DNA epizomal sekilde hiicre nukleusunda
barinmaktadir. Hlcre bolinmesi sirasinda bu sirkiiler viral epizomlar, bdliinen
hiicrelere de gecmektedirler. BoHV-4’de bu gorevi ORF73 tarafindan kodlanan
protein gergeklestirmektedir. Yapilan bir ¢alismada bu bolgenin viral genomdan
uzaklastirilmasi (silinme ile-deletion) ile elde edilen mutant viruslarin, replikasyonda
sorun yasamadiklar1 ancak latent kalma ozelliklerini kaybettikleri gosterilmistir
(Thirion ve ark., 2010).
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1.3.2. Epidemiyoloji

1.3.2.1. Bulasma

Sigir herpesviruslart genelde horizantal ve vertikal yollar ile bulasirlar.
Horizantal bulagsma, hayvanlarin nemli ve kontamine ylizeyler ile yakin temasta
bulunmasi ile meydana gelmektedir. Vertikal bulasma ise, gebelik ddneminde
virusun plasenta yoluyla fotusa ulagsmasi sonrasinda fotusun enfeksiyonu seklinde
gelisir (Romera ve ark., 2014). Sigir herpesviruslari, viicuttan sagildiktan sonra kisa
stirede gilines 15181 ve kurumayla inaktive olurlar. BoHV-4 iist solunum yollarim
hedef olarak secer ve okiiler enfeksiyon da tabloya eslik edebilir (Bartha ve ark.,
1967; Bellino ve ark., 2015 ve Smith ve ark., 1972). Virusun sagilmasinda en etkili
materyaller nasal, okiiler ve vajinal salgilar olarak goriilmektedir. BoHV-4
enfeksiyonun diger olas1 hedef bolgeleri iirogenital sistem, meme bezleri ve sindirim
sistemidir. BoHV-4’Un sutte bulunabildigi ve bu yolla anneden yavruya gectigi
gosterilmistir (Donofrio ve ark., 2000a). BoHV-4 orchitis ve azospermiye neden
olur; dexamethason uygulanmasindan sonra epididimisten etken izole edilmistir
(Dubuisson ve ark., 1989). Virusun spermadan izole edilememesine ragmen, bu yolla
yayilabildigi diisiiniilmektedir (Graham ve ark., 2005). Embriyo transferi virusun
gecisinde dnemli bulunmamistir (Chastant-Maillard, 2015).

1.3.2.2. Konak¢1 Spektrumu

BoHV-4 icin genis bir konak¢1 spektrumu tanimlanmistir. Virus sigir, Afrika
mandast (Syncerus caffer), Amerikan bizonu (Bison bison), zebu (Bos indicus),
koyun, keci, aslan ve kedilerde dogal enfeksiyona neden olmakta; tavsanlarda da
deneysel enfeksiyon olusturabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda Afrika mandalarinda
BoHV-4 enfeksiyonunun seroprevalansi yliksek bulunmus; bu nedenle mandalarin
BoHV-4 i¢in dogal konakg1 olabilecegi bildirilmistir. Deneysel ¢alismalarda BoHV-4

replikasyonunu yiiksek oranda destekledigi i¢in genel olarak tavsan kullanilmaktadir.
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Tavsanda enfeksiyon olusumu i¢in intravendz, intravajinal veya konjuktival yollar
Onerilmektedir (Osorio ve ark., 1982). Hamster, fare, rat, kobay ve civcivlerde
yapilan deneysel BoHV-4 enfeksiyonlar1 basarisizlikla sonuglanmistir (Gibbs ve
Rweyemamu, 1977). Cesitli calismalar evcil kedilerin, BoHV-4 ile dogal olarak
enfekte olabilecegini gostermistir (Chiu ve ark., 2017 ve Rich ve ark., 1969).
Deneysel olarak BoHV-4 ile enfekte edilmis kedilerde idrar yolunda klinik belirtiler
goriilmiis; bu nedenle BoHV-4 ile dogal enfeksiyonun kedilerin alt Uriner sistem
hastaliklar1 ile iliskili olabilecegi hipotezi ortaya atilmistir (Troyer ve ark., 2014).
Yaban hayvanlarinin, BoHV-4'lUn epidemiyolojisinde 06nemli bir role sahip
olmadiklart bildirilmistir (Thiry ve ark., 1989).

1.3.2.3. Cografik Yayillim

Virusun ilk izolasyondan bu yana BoHV-4 enfeksiyonu ¢esitli Ulkelerde tespit
edilmis ve farkli semptomlarla iliskilendirilmistir. Enfeksiyonun seroprevalansinin

sigir populasyonunun %4.2-%30'u oldugu tahmin edilmektedir (Graham ve ark.,

2005).

Bilge-Dagalp ve ark. (2007), yaptig1 bir ¢aligmada 2 yasindan kiigiik sigirlarda
seroprevalans orani %42 olarak tespit edilirken, 2 yasindan biyiik sigirlarda %62
olarak belirlenmis ve BoHV-4 ile ilgili seroprevalans oranmin yasa bagli olarak

arttigi bildirilmistir.

Zaire'de yapilan bir ¢calismada 6rneklenen sigirlarin yaklasik %70°nin BoHV-4
antikorlar1 yoniinden pozitif oldugu ortaya konulmustur (Kruger ve ark., 2015).

Tiirkiye’de BoHV-4 enfeksiyonunun varliginin ve ¢esitli klinik semptomlarda
etiyolojik ajan olarak roliiniin arastirildig1 ¢alismalar bulunmaktadir (Bilge-Dagalp,
2007, 2008; Gur ve Dogan, 2010; Kale ve ark., 2011; Nak ve ark., 2011; Tuncer-
Goktuna ve ark., 2016 ve Yildirim ve ark., 2011).
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Bilge-Dagalp ve ark. (2007), Tiirkiye’de ilk kez BoHV-4 enfeksiyonunun
varligimi serolojik ve virolojik olarak ortaya koymuslardir. S6z konusu galismada,
Tiirkiye'nin ti¢ farkli bolgesinde bulunan ve fertilite problemleri bildirilen 6 sit
sigircilig@n isletmesinden alinan 877 sigir kan serum Ornegi BoHV-4 antikorlar

yoniinden test edilmis ve %54.3 oraninda pozitiflik tespit edilmistir.

Gur ve Dogan (2010), dol tutmayan 273 inek serumunu BoHV-4 varligi

yoniinden test etmisler ve %69 oraninda seropozitivite belirlemislerdir.

Bilge-Dagalp ve ark. (2010), 6zellikle kronik ve post-partum metritis olgular
bildirilen bir stride BoHV-4 varligin1 serolojik ve virolojik olarak arastirmislardir.
Orneklenen hayvanlarin %69.6’s1 (256/368) BoHV-4 antikorlar1 yoniinden pozitif
olarak belirlenirken; alinan vajinal swap Orneklerinde PCR ile %29.1 (16/55)

oraninda viral niikleik asit varlig1 tespit edilmistir.

Kale ve ark. (2011), d6l tutma problemi olan siiriilerden sagladiklar1 6rnekleri
ELISA ile BoHV-4 antikor varligi yoniinden test etmisler ve %53,7 oraninda

seropozitiflik belirlemislerdir.

Yildirim ve ark. (2011), Kars ve cevresinde abort yapmis sigirlardan alinan
serum orneklerinde BoHV-1, BoHV-4 ve BVDYV viruslarinin roliinii arastirmiglar ve

%52.9 oraninda BoHV-4 yoniinden seropozitiflik tespit etmislerdir.

Yine abort yapmis hayvanlarda ii¢ virusun varligimi arastiran bagka bir
caligmada kontrol edilen serum drneklerinin % 28.78’sinde BoHV-4 antikor varligi

belirlenmistir (Tuncer-Goktuna ve ark., 2016).
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1.3.3. Patogenez

Dogal enfeksiyon solunum ve sindirim sistemi yolu ile olugmaktadir. Virus
organizmaya girdikten sonra ilk olarak larenks, trakea, bronsiyol ve bagirsak epitel
hlcrelerinde replike olur. Asemptomatik sigirlarda virus aylarca kan l6kositleri,

dalak ve lenf yumrularindan izole edilebilmektedir (Osorio ve ark., 1982).

BoHV-4 ilk replikasyondan sonra periferal kan l6kositlerinde, monosit ve
makrofaj hiicrelerinde ¢ogalip, bu hicreler yoluyla viicuda dagilmaktadir. Enfekte
hayvanlarin kaninda, enfeksiyondan 10-30 giin sonra viral DNA tespit
edilebilmektedir (Egyed ve ark., 1999).

BoHV-4 enfeksiyonlarinda her zaman viremi donemi goriilmemektedir.
Virusun tercih ettigi replikasyon bolgeleri arasinda konjunktiva, iist solunum yolu
mukozasi ve genital mokoza bulunmaktadir. Laboratuvar kosullarinda enfekte
tavsanlarda BoHV-4 aktif olarak dalak ve makrofajlarda replike olmaktadir
(Donofrio ve ark., 2007b).

Egyed ve ark. (2011), yaptiklar1 bir calijmada virusun intrauterin yol ile
anneden fetusa gectigini ve daha sonra fetuslarin farkli dokularindan izole edildigini

bildirmislerdir.

Genel olarak virusun postpartum metritisde diger bakteriler ile birlikte ko-
faktor olarak rol oynadigi gOsterilmistir. Sigir uterus liimeni, ¢evresel bakteriler (E.
coli ve T. pyogenes) tarafindan buzagilamadan kisa bir siire sonra kontamine olur ve
Toll Like reseptorler (TLR) tarafindan endometrium hiicrelerinde bu bakteriler
taninip, inflamasyon sitokinlerinin salinimina neden olur. Bu durumda en énemli
sitokinler TNF-alfa ve IL-8 olarak tespit edilmistir. Salinan sitokinler makrofajlarin
uterus limenine gelmesini saglar ve makrofajlar BoHV-4 ile enfekte oldugu
durumda ortamda virusun ¢ogalmasina neden olur (Sekil 1.17; Aslan ve ark., 2015 ve
Chastant-Maillard, 2015).
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Sekil 1.17. Postpartum dénemde patojen bakterilerin BoHV-4 ile iliskisi (Chastant-Maillard, 2015).

Alpha ve betaherpesviruslarda oldugu gibi gammaherpesviruslar da, primer
olarak enfekte ettigi konakgida latent olarak kalabilmektedir (Belak ve Palfi, 1974).
Virusun latentlik bolgesi olarak lenfoid dokular ve mononiikleer kan hicreleri
gosterilmektedir (Osorio ve Reed, 1983). Latent viruslar genellikle sinir sistemi, lenf
yumrulari, Gist solunum yolu, akcigerler, kemik iligi ve konjunktivada bulunmaktadir
(Boerner ve ark., 1999). Ancak dalak makrofajlar1 latent viruslar icin en 6nemli
rezervuar alan olarak kabul edilmektedir. Bu latent durum hem dogal konakgida, hem
de deneysel enfeksiyonlarda tavsanlarda goriilmektedir. in vivo olarak sigirlarda
reaktivasyon deksametazon uygulamasiyla gerceklesebilir ancak tavsanlarda
deksametazon ile reaktivasyon tespit edilmemistir. Enfekte hiicre kiiltiirlinde latent
viruslar, genellikle sirkiiler epizomal formda bulunmaktadirlar. Bazen bu latent
viruslar spontan olarak reaktive olarak enfekte hiicrelerin 6lmesine neden
olabilmektedirler. Latentlik doneminde, hiicre kiiltiirlerinin vasatina sodyum biitirat
ya da forbol esterler eklenirse, viruslar reaktive olup litik donem baslayabilir (Sun ve
ark., 1999). BoHV-4, dogum sirasinda kan kortizol diizeyinin artis1 ve bu periyot ile
iliskili ¢esitli streslere bagli olarak reaktive olmaktadir (Graham ve ark., 2005).
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1.3.4. Klinik Belirtiler

BoHV-4 hem farkli klinik belirtiler gosteren hayvanlardan, hem de saglikli
goranimli  asemptomatik hayvanlarin ¢esitli sekret ve ekskretlerinden izole
edilmistir (Donofrio ve ark., 2007a ve Monge ve ark., 2006). Virus Ozellikle
reproduktif problemlerde sorumlu olarak kabul edilmektedir. Ayrica BoHV-4, kan
mononikleer hicrelerini enfekte ederek vaskiler endotel, meme dokusu,
endometriyum ve fetal dokular icin spesifik bir tropizm goésterir (Donofrio ve ark.,
2007a).

Abort problemi bulunan surulerde BoHV-4'lin seroprevalansinin yiiksek
oldugu tespit edildiginden, abort problemlerinde virusun etiyolojik ajan olarak rol
oynayabilecegi bildirilmistir (Chastant-Maillard, 2015; Czaplicki ve Thiry., 1998;
Monge ver ark., 2006 ve Yildirim ve ark., 2011). Virus aborte fetuslarin dalak
lenfositleri ve monositlerinde, bazen de hepatik Kupfer hiicreleri ile renal tibdllerde
bulunmustur (Deim ve ark., 2007). Plasental bulasma olduk¢a sinirli gériilmektedir
(Egyed ve ark., 2011). Baz1 abort olgularinda BoHV-4'in BVDV ile iligkisi de
gosterilmistir (Bilge-Dagalp ve ark., 2011 ve Reed ve ark., 1979). BoHV-4 Ust
solunum yollarin1 hedef olarak seger ve okiiler enfeksiyon da tabloya eslik edebilir.
BoHV-4 enfeksiyonun diger olasi hedef bolgeleri lirogenital sistem, meme bezleri ve

sindirim sistemidir (Donofrio ve ark., 2008).

BoHV-4’iin siitte bulunabildigi ve bu yolla anneden yavruya gectigi
gosterilmistir (Donofrio ve ark., 2007b ve Wellenberg ve ark., 2002). Virusun
Ozellikle subklinik mastitisde rol oynadigi bildirilmistir. Graham ve ark. (2005),
mastitis goriilen 10 siirliden 4'inde mastitisin meydana geldigi sirada devam eden
BoHV-4 enfeksiyonu oldugunu tespit etmislerdir. BoHV-4'lin sigir mastitisindeki
roliinii arastirmak i¢in yapilan deneysel bir g¢alismada, laktasyondaki ineklerin
BoHV-4 ile es zamanli intramammal ve intranasal inokulasyonu sonrasinda klinik
mastitis tespit edilememistir (Wellenberg ve ark., 2001). Ineklerde BoHV-4
antikorlarinin varligi ile S. aureusun neden oldugu sigir mastitiSinin insidansi

arasinda pozitif bir iligski kaydedilmistir (Zadoks ve ark., 2001). Baska bir ¢alismada,
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mastitisli meme dokusunda PCR ile BoHV-4 viral DNA’s1 tespit edilmistir (Izumi ve
ark., 2006). BoHV-4 klinik mastitisin etiyolojisinde primer meme patojeni olarak
onemli bir rol oynamasa bile, subklinik mastitis vakalarinda indirekt olarak rol

oynayabilmektedir (Wellenberg ve ark., 2002).

BoHV-4 ayrica metritisli hayvanlarin uterus sivisindan diger uterus patojenleri
olan bakteri turleriyle (Trueperella pyogenes, Escherichia coli, Streptococcus sp.,
Citrobacter) birlikte tespit edilmistir (Nak ve ark., 2011). Yapilan bir ¢alismada,
BoHV-4 fertilite problemli ineklerin uterusundan %87 oraninda izole edilmistir
(Fabian ve ark., 2008). Benzer c¢alismalarin sonuglart birlikte degerlendirildiginde,
BoHV-4, uterusda post-partum dénemde inflamasyon gelismesinde bir ko-faktor
olarak disiiniilmektedir (Areda ve ark., 2018; Frazier ve ark., 2001; Jacca ve ark.,
2013; Klamminger ve ark., 2017; Monge ve ark., 2006 ve Nak ve ark., 2011).

Yapilan bir c¢alismada DN-599 susu diyareli bir sigirin gaitasindan izole
edilmistir. Bu hayvanda bagka bir parazit ya da bakteri bulunmamistir. Ancak bu
izolat kullanilarak yapilan deneysel enfeksiyon c¢alismasinda ayni sonug
almamamustir (Eugster, 1979).

Virusun lenfoid dokulara olan tropizmi bilinmektedir. Bu nedenle bazi
calismalarda Malignant Catarhal Fever (MCF) materyallerinden de izole edilmistir
(Todd ve Storz, 1983). Ancak tekrar BoHV-4 ile yapilan deneysel enfeksiyon

sonrasinda MCF benzeri semptomlar tespit edilememistir (Bellino ve ark., 2015).

1.3.5. Tam

1.3.5.1. Virolojik Tam

BoHV-4 bir¢ok hiicre tipine affinite gostermesine ragmen izole edilebilmesi

zor olan (Bublot ve ark., 1990 ve Thiry ve ark., 1998) ve diger herpesviruslarin
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aksine yavas lireyen, belirgin bir CPE gostermeyen bir virusdur (Wellenberg ve ark.,
2001). Ayrica virusun dig sartlara dayanikli olmamasindan dolay1 laboratuvara
ulastirilincaya kadar inaktive olabilmesi, materyallerde enfeksiy6z partikillerin
olmamasi, 6rneklerdeki yogun kontaminasyonlar (sekonder enfeksiyonlar nedeniyle)
ve virus liremesinin hiicrenin tireme siklusuna bagimlilik géstermesi gibi nedenler de
izolasyon c¢alismalarini olumsuz etkileyen diger faktorlerdir (Naeem ve Goyal,
1990).

Virus izolasyonu amaciyla sigir orijinli hiicre kiiltiirlerinden MDBK, bovine
turbinata (BT), bovine embriyonal kidney (BEK) hiicre kiiltiirleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Virus izolasyonu sonrasi, BOHV-4 saha suslari arasindaki farkliligi

belirlemek i¢in restriksiyon endoniikleaz analizleri kullanilmaktadir (Bublot ve ark.,

1990 ve Thiry ve ark., 1998).

BoHV-4 ile enfekte hayvanlarda virus kan monontkleer hiicreleri ve lenfoid
organlardan izole edilmistir. Postpartum metritis bulgular1 saptanan sigirlarda virus
uzun zaman uterus sekresyonlarinda bulunmaktadir (Wellemans ve ark., 1984).
Solunum sistemi problemli hayvanlarda nasal swap virus izolasyonu amaciyla
kullanilmaktadir. Izole edilmis viruslarin dogrulanmas1 amaciyla direkt IF teknigi ve

PCR testlerinden yararlanilmaktadir (Donofrio ve ark., 2008).

Ozellikle son yillarda hizla gelisen molekiiler tan1 ydntemleri arasinda en
yaygin kullanilan PCR teknigi ile TK veya gB genlerinin hedeflenmesi suretiyle,
viral DNA’nin in vitro amplifikasyonuna dayanan testlerdir (Egyed ve ark., 1998 ve
Wellenberg ve ark., 2002). PCR da en ¢ok calisilan bolge glikoprotein B’yi
kodlayan gen bdlgesidir (Goltz ve ark., 1994). Wellenberg ve ark. (2001), gB PCR
ile, bir klinik 6rnekte 2-10 BoHV-4 DNA kopyasi oldugunda, viral DNA nin tespit
edilebildigini ortaya koymuslardir. Aymi calismada, ayrica gB PCR ve virus
izolasyonunu karsilastirmali olarak degerlendirmisler, gB PCR ve virus izolasyon
yontemlerinin sensitivitesini sirasiyla %93 ve %61 olarak belirtmislerdir. Bunun

yan1 sira Wellenberg ve ark. (2001), siit drneklerinde viral DNA tespiti amaciyla
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gelistirdikleri timidin kinaz nested PCR’n, siit 6rneklerinde BoHV-4 DNA’sinin
tespitinde gB PCR’dan 2 kat daha duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Organ ve dokulardaki viral DNA’nin saptanmasi igin, DNA hibridizasyon
metodu kullanilabilse de, rutin tanida pratik degildir (Galik ve ark., 1993). Virusun
66-p-347 susunun tam genomu ve diger BoHV-4 suglarinin timidin kinaz (Lomonte
ve ark., 1992), glikoprotein B (Goltz ve ark., 1994), erken genler ve pr-DNA’s1

sekanslanmistir (Zimmermann ve ark., 2001).

1.3.5.2. Serolojik Tan1

Dogal enfeksiyonlarda diigiik aviditeli ndtralizan antikor olusumundan dolayz,
virus notralizasyon testi antikor belirlemek i¢in uygun bir metot degildir (Van
Opdenbosch ve ark., 1988).

BoHV-4’e karsi spesifik antikorlar komplement fikzasyon, dot immunobinding
test, agar jel immunodifiizyon test (AGID), immunfloresan test (IFAT) veya ELISA
(Asano ve ark., 2003 ve Guo ve ark., 1988) metotlar1 ile belirlenmistir (Sekil 1.18;
Gagnon ve ark., 2017). Ayrica, farkli orijinli BoHV-4 izolatlar1 IFAT ile ayirt
edilebilmektedir (Dubuisson ve ark., 1988 ve Osorio ve ark., 1982).

Notralizasyon testi ile BoHV-4 ve BoHV-1 aras1 ya da BoHV-4 ve BoHV-2
aras1 antijenik iliski bulunmamistir (Osorio ve ark., 1982). BoHV-1 ve BoHV-4
arasinda ELISA ile capraz reaksiyon belirlenmis (Kruger ve ark., 2015); ancak
Metzler ve ark. (1986), ¢apraz reaksiyonun nedenini hayvanlarin hem BoHV-1, hem

de BoHV-4 ile enfekte olmasina baglamiglardir.
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Sekil 1.18. BoHV-4'lin tespitinde kullanilan metotlar. (A) BoHV-4'lin elektron mikroskop gorintus.
(B) Enfekte MDBK hiicrelerde Indirek IF testi ile BoHV-4 tespiti. (C) IIF negatif kontrol hiicreleri
(Gagnon ve ark., 2017).

BoHV-4 enfeksiyonunun serolojik teshisi amaciyla, Wellenberg ve ark. (1999),
tarafindan gelistirilen Immunperoksidaz monolayer testi (IPMA) ile tiim alt smif
immunglobulinler saptanabilmektedir. Bu test ile deneysel enfeksiyonda 16-18 giin

sonra virusa kars1 olusan spesifik antikorlar belirlenmektedir.

1.3.6. immunite

Genel olarak enfekte sigirlarda BoHV-4'e karst nétralizan antikor yaniti
olugsmamakta ya da ¢ok az miktarda ortaya ¢ikmaktadir (Wellemans ve ark.,1986).
Etken yavas tiremekte ve humoral immunite standart virus notralizasyon testleri ile
saptanamayacak diizeyde diisiik aviditeli notralizan antikor olusumu ile karakterize
edilmektedir (Thiry ve ark., 1998 ve Wellenberg ve ark., 1999). Bu durum bazi

arastiricilar tarafindan 6nemli nétralizan domainlerin saklanmis olmasi ve bu nedenle
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sinirli miktarda antikor olusumuna neden olmasi ile agiklanmaktadir (Li ve ark.,

1991).

IFAT ve ELISA ile primer enfeksiyondan 14-20 gilin sonra spesifik antikorlar
saptanmaktadir (Dubuisson ve ark., 1987 ve Osorio ve ark.,, 1982). Latent
enfeksiyonun deneysel olarak reaktivasyonundan 7-15 giin sonra spesifik antikorlarin
arttig1 tespit edilmistir. Hiicresel immunite, konakta noétralizan antikorlarin diizeyi
diisiik oldugundan dolayi, antiviral immunitede énemli rol oynamaktadir (Dubuisson
ve ark., 1989).

Virusa karsi hiicresel immun yanit i¢in arastirmalar halen devam etmektedir.
BoHV-4’iin konak immun fonksiyonlar:1 {izerine immunsupresif etkisinin dnemli
nedeni, immun sistem hicrelerinde persiste kalist ve bu hiicrelerden stirekli
izolasyonu (dalak makrofajlari, 16kositler) olarak gosterilse de, BoHV-4’lin immun
sistem fonksiyonlar1 {izerine direkt inhibitor olarak etkisini ortaya koyabilecek heniiz

giiclii bir kanit bildirilmemistir (Dewals ve ark., 2005).

1.3.7. Koruma-Kontrol

BoHV-4’iin etiyopatolojik rolii {izerine ¢aligmalar halen devam etmektedir.
Tespit edildigi klinik bulgularin  olusumundaki rolii tam olarak ortaya
konulamamuistir. Notralizan antikorlarin yeterince uyarilamamasindan dolay1 (Egyed,

1998), simdiye kadar etkili bir BoHV-4 agis1 iiretilememistir (Trapp ve ark., 2003).

Bugiin i¢in hastaligin eradikasyonu i¢in onerilen yollar; siirii taramas1 yapilip
enfekte bireylerin tespiti ve ayrilmasi, siiriiye hayvan alirken PCR(-) ve sero (-)
bireylerin secilmesi ile yavrularmm virus (-) annelerin kolostrumu ve sutleriyle
beslenmesi olarak sdylenebilir. BoHV-4’tin diger viral ve bakteriyel ajanlar ile
birlikte enfeksiyonun siddetini arttirdigi bilindiginden enfeksiyonu kontrol altina

almak i¢in, diger enfeksiyonlara karsi etkili tedbirlerin alinmas1 ve latent enfeksiyona
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neden oldugu i¢in de, stresin miimkiin oldugunca Oniine gecilebilmesi uygun

olacaktir (Egyed ve ark., 2011).

1.4. Bacterial Artificial Chromosome (BAC) Teknolojisi

Yillarca biliyiik DNA viruslarina manipilasyon sadece memeli hicrelerinde
rekombinasyona bagli olarak gerceklesmekte; bu prosediir ise hem zaman alici, hem
de yorucu bir metot olarak kabul edilmektedir. Memeli hiicrelerinde viral DNA ve
viral homolog bolge ve marker gen tasiyan vektorlin ko-transfeksiyondan olusan
rekombinant  viruslar, uzun purifikasyon basamaklarindan sonra elde
edilebilmektedir. Bu yontemde bazen hicreden kaynakli olarak olusan
rekombinasyonlarda farkli sonuglarla karsilagiimakta ve dogru rekombinant virusun
secimi oldukga zorlu siiregleri kapsamaktadir. Dolayisiyla viruslarin bakteri igersinde
manipilasyonu i¢in BAC sistemi virolojide yaygin olarak kullanilmaya baslanmustir.
BAC, yeast artificial chromosome (YAC) ve mammalian artificial chromosome
metotlarinin arasinda en uygun sistem olarak tanimlanmistir. Bakteri igersinde
bakteriyel = polimerazdan  dolayr virus genomunda fazla  mutasyonlar
goriilmemektedir. Bazi durumlarda yiiksek kopya plazmid tasiyan viruslar, bakteri
icin toksik gelebilmektedir. Bu nedenle genel olarak diisiik kopya plazmidler ve
ozellikle BAC vektorler bu amacla kullanilmaktadirlar. Bu metodun en biiyiik
avantaji, bakteride mutasyon olusturmaya yoneliktir. Dolayisiyla BAC tasiyan

viruslarin bakteride mutasyon olusturmasi oldukg¢a kolaydir (Kuroda ve ark., 2006).

BAC sistemi ilk olarak 1992 yilinda biiyiik genomik DNA’larin klonlanmasi
i¢in tasarlanmistir (Shizuya ve ark., 1992). Bu vektorler, biiyiik olmalar1 sebebiyle
tim genomik DNA, intron ve/veya ekzon bolgelerin klonlanmasinda tercih
edilmektedirler. Diisiik kopya 0zelliklerinden dolay1 BAC vektorler, kompleks insan

DNA ve repetetive DNA klonlamasinda yararli olmaktadirlar.

BAC vektorler normalde bir Mini F faktor plazmidden olusmaktadir. Bu

plazmid icersinde 3 6nemli gen bolgesi bulunmaktadir:
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1- oriS ve repE: Replikasyon orijini.

2- parA-parB-parC: Bu bolgeler plazmidin kopya sayisini kontrol edip, her bakteri
igersine 1 ya da 2 plazmid girmesini saglarlar.

3- Marker gen: Normalde antibiyotik rezistans (kloramfenikol gibi) ya da lacZ gen
kullanilmaktadir (Wild ve ark., 2002).

BAC vektorlerin sentezi ilk olarak bakteriyel F faktoriin tanimlanmasiyla
ortaya ¢itkmustir. E.coli bakterilerinde F faktorler ekstra kromozomal element olarak
DNA transfer ve konjugasyonda rol oynamaktadirlar. ilk tasarlanan BAC vektor
Shizuya ve ark. (1992), tarafindan tasarlanmis olup, pBACI108L olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 1.19).
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Sekil 1.19. pPBAC108L vektoriin yapist (Shizuya ve ark., 1992).

Vektor pPBAC108L'nin genom yapisinda kloramfenikol rezistans marker gen,
Hindlll ve BamHI klonlama bélgesi, T7 ve SP6 promoter bdlgeleri, bakteriyofaj
lambda cosN sitesi ve P1 loxp bolgeleri bulunmaktadir (Shizuya ve ark., 1992).

Daha sonra Kim ve ark. (1996), tasarladig1 vektorde EcoRI kesim sekansini,
multi cloning site (MCS) bdlgesine ekleyip, ayn1 zamanda EcoRI, BamHI ve HindIII

ile klonlama gergeklestirmistir.
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BAC vektorler genel olarak elektroporasyon yontemi ile bakteriye transforme
edilir. Transformasyon etkinligi olarak her 1 mikrogram DNA’mn, 10° transformant
olusturdugu tespit edilmistir. Bu vektorlerin rekombinasyon negatif (rec-) bakteri

suslarinda ¢ogalmasi, in vivo rekombinasyon olasilifin1 oldukg¢a diistirmektedir

(Novakova ve ark., 2014).

Loannou ve ark. (1994), BAC vektorlerin stabilitesini uygun bakterilerde 100

pasaj yaparak gostermislerdir.

pBAC108L vektdrde, rekombinant ve rekombinant olmayan bakterilerde secim
mekanizmas1 olmadigindan, yapilan c¢alismalarda %90 bos vektor elde
edilmekteyken (Shizuya ve ark., 1992); daha sonra rekombinant vektorlerin secimini
kolaylastirmak i¢in pBeloBAC11 ve pBACe3.6 olarak iki farkli vektor tasarlanmistir
(Frengen ve ark., 1999).

pBeloBAC11 plazmidin klonlama bélgesine (MCS) lacZ geninin eklenmesiyle
pozitif bakteri kolonileri X-gal ve IPTG igeren petrilerde beyaz, rekombinant

olmayan koloniler ise mavi olarak gorilmektedir (Sekil 1.20; Kim ve ark., 1996).

BamHI  Sphl Hingdll
Nofl Noil

loxP

pBeloBACI1 1

7.4 kb
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repE
Sekil 1.20. pBeloBAC11 vektoriin yapisi (Kim ve ark., 1996).
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Daha sonra Frengen ve ark. (1999), tarafindan pBACe3.6 plazmidi

tasarlanmistir. Bu vektorde klonlama bdlgesi sacB bolgesinin igersine eklenmistir.

Dolayisiyla pozitif kolonilerin se¢imi sukroz igeren besiyerinde kolaylikla

yapilabilmektedir (Sekil 1.21).
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Sekil 1.21. pBACe3.6 vektoriin yapisi (Frengen ve ark., 1999).

Wild ve ark. (2002), pBeloBAC vektori modifiye ederek, vektorin kopya

sayisini her hiicre i¢in 100’¢ kadar yiikseltmislerdir. Elde edilen vektér pBAC/oriV
olarak isimlendirilmistir (Sekil 1.22).
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Sekil 1.22. pBAC/oriV vektoriin yapisi (Wild ve ark., 2002).
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1.5. BAC Sistemi ile Herpesviral Vektor Hazirlanmasi

Terapotik genlerin yetersizliginden ¢ok etkili, toksik olmayan bir gen aktarim
sisteminin olmamasi, in vivo gen terapisinin en biiylik zorlugudur. Genel olarak,
viruslar konakg1 enfekte hiicrelerde kendi genomlarin ekspresyonunu yeterli seviyede
saglarlar. Rekombinant viral vektorler, esansiyel olmayan viral genleri terapotik
istenen yabanci genler ile degistirerek, normalde enfekte edecegi hiicre tipinin
transdiiksiyona neden olabilirler. Heterolog antijenlerin aktariminda vektorler olarak
viruslarin kullanim1 dikkatli diistinmeye ihtiya¢ duyar; ¢link{i immun sistem viruslari
tespit etme ve elimine etmek i¢in gelismis bir seri mekanizmay1 kullanir. Bir viral
vektor yliksek diizeyde intraseliiler ekspresyona izin veren konakgi hiicreye antijenini
direkt olarak aktarir. Boylelikle viral vektorler bir adjuvant ve bir aktarim sistemi
olarak gorev alir. Etkili bir viral vektor eksprese edilen antijeni bir immun hedef
olarak sunmali ve konake¢ida etkili bir yaniti uyarabilmek igin yeterince uzun
kalabilmelidir. Bu nedenlerle, asilarin viral vektore bagli patojenite riski viral vektor
gelisiminde 6nemli bir endisedir; atenliasyon viral vektor icin istenen bir 6zelliktir ve
caligmalar biiylik oranda ateniie suslarin gelistirilmesi tizerinedir (Kelleher ve ark.,
1998 ve Kung ve Medveczky, 1996).

Gilinimiizde farkli viral vektoérler hem immunizasyon, hem de kanser
terapisinde kullanilmaktadir. Bu amaglarla en yaygin olarak retro-, adeno-, lenti-,
adeno-associated virus gibi viral vektorlerden yararlanilmaktadir (Sekil 1.23). Bu
viral vektorlerin hazirlanmasinda farkli yontemler kullanilmaktadir. Genel olarak
tercih edilen metot invitro hicrede homolog rekombinasyondur. Bu yontemde
bakteriye ihtiya¢ duyulmamaktadir. Dolayisiyla BAC sisteminin kullanimi bu viral
vektorlerde yaygin degildir (Bouard ve Alazard-Dany, 2009). Ancak bu viral
vektorlerin avantaj ve dezavantajlar1 mevcuttur. Rutin olarak kullanilan viral
vektorlerin gen aktarma kapasitelerinin diisiik olmasi (maksimum 3-5 kbp, 6rnegin
adeno- ve adeno-associated), konak¢1 genomuna integrasyon (6rnegin retroviral) ve
fazla miktarda tretilememesi gibi dezavantajlar ile karsilasiimaktadir (Cizelge 1.4;

Bouard ve Alazard-Dany, 2009).
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Sekil 1.23. Yaygin kullanilan viral vektorler. (a) Rekombinant adeno-associated. (b) Retroviral. (c)
Adenoviral. (d) HSV-1 viral vektér (Bouard ve Alazard-Dany, 2009).

Cizelge 1.4. Cesitli viral vektorlerin karsilagtirmas: (Bouard ve Alazard-Dany, 2009).

Uretim miktan
Vektor (transducing inflamasyon Tropizma Hucresel genom ile | Ekspresyonu
units mL) yaniti iliskisi
Retroviral Orta (10™) Az Béliinen Integre Uzun Sreli
Hiicreler (Y1)
Lentiviral Yiksek (10%) Yiiksek Sinir sistemi Epizomal Kisa Sureli
Adenoviral Yiiksek (10%) Yiiksek Genis Epizomal Kisa Sareli
Adeno- Yiiksek (10%) Az Genis Epizomal (%90) | Bilinmiyor
Associated integre (%10)
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Dolayisiyla dezavantajlar1 en aza indirgenmis yeni viral vektor gelistirme
lizerine arayislar devam etmektedir. Bu konuda en yogun ¢aligmalar herpesviruslar
Uzerine yapilmaktadir. Herpesviruslar, gen aktarma vektorleri olarak 6nemli
avantajlara sahip olan buyiuk DNA viruslaridir. Herpesviral vektorlerin biylk insert
kapasitesi ve stabil olarak epizomal formda hiicrede kalma &zellikleri, bir viral
vektor igin cok 6nemli avantajlar olarak kabul edilmektedir (Hukkanen, 2010).

Herpesviruslarin genomuna manipUlasyon etkinligini gelistirmek icin ilk
calismalar kosmid olarak bilinen Escherichia coli plasmid replikonlarin kullanimi ile
gerceklesmistir. E.coli'de enfeksiy6z herpesvirus genomlarinin klonlanmasi ve bu
genomlara manipiile etmek i¢in tekniklerin gelistirilmesi rekombinantlarin yapimi ve
yenilenmesini 6nemli 6l¢iide kolaylastirmistir (Adler ve ark., 2003). Luckow ve ark.
(1993), ilk kez suni kromozom (BAC) olarak buyuk, ¢ift iplik¢ikli DNA virusunun
komple genomunun klonlanmasini gergeklestirmistir. E.coli'de viral genomun
manipilasyonu, iiremeye izin veren ve ardindan enfekte virusun serbest kalmasini
saglayan baculovirus genomunun klonlanmasi ile basarilmistir. Messerle ve ark.
(1997), ardindan bir BAC i¢ine murine cytomegalovirusun komple genomunun

klonlanmasi ile herpesvirus familyasi i¢in bu teknigi genigletmistir.

Herpesviral vektorlerin  hazirlanmasinda genellikle ilk basamak, BAC
vektorlerin herpesvirus genomuna aktarilmasidir. Bu durum homolog rekombinasyon
ile memeli hiicrelerinde gergeklestirilmektedir. Ikinci basamakta, istenen genin
herpesvirus genomuna aktarimi ise bakteride recombineering yontemi ile
yapilmaktadir. Rekombinant viruslarin daha kolay segimi igin, BAC vektor ile
beraber bir marker genin aktarimi gerekmektedir. GilinliimUzde en yaygin marker
olarak yesil floresan proteini (EGFP) kullanilmaktadir. Bu durumda rekombinant
viruslarin varligi enfekte hiicrelerde yesil plaklar olarak tespit edilmektedir (Sekil
1.24; Warden ve ark., 2011).
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Sekil 1.24. Herpesviruslarda BAC sistemi ile viral vektor hazirlanmasi (Warden ve ark., 2011).

Yapilan ¢alismalarda herpesviral vektorlerin iyi bir as1 tabani oldugu ortaya

konulmustur (Esaki ve ark., 2013; Schrijver ve ark., 1997 ve Trapp ve ark., 2005).

Herpesviral vektorler uygulamalarina gore onkolitik viral vektorler,
rekombinant viral vektorler ve asilama/gen transferi amaciyla gelistirilen viral

vektorler olarak {i¢ ana gruba ayrilirlar (Paredes ve Yu, 2012).

Herpesviruslar arasinda en yogun c¢alismalar HSV-1-BAC (izerine
yapilmaktadir. Bu rekombinant virus hem asilama, hem de kanser terapisinde
kullanilmak tizere hazirlanmistir (Bedadala ve ark., 2014; Feng ve ark., 2007 ve
Suter ve ark., 1999). BAC sisteminin kullanimi, insan herpesviruslari olan
sitomegalovirus, Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus (KSHV), Epstein-
Barr (EBV) ve insan herpes simpleks 2 (HSV-2) gibi viruslarda, onkojenik
potansiyelleri oldugundan ¢ok smirhidir (Brulois ve ark., 2012; Feederle ve ark.,
2010; Meseda ve ark., 2004 ve Paredes ve Yu, 2012).

Bugiin i¢in insan ve veteriner hekimlik acisindan 6nemli en azindan 20
herpesvirus, BAC teknolojileri kullanilarak enfeksiyoz klonlar1 olusturmak iizere

gelistirilmistir (Sekil 1.25; Rosas ve ark., 2007).
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A Acronym* Taxon name Genome size
Common name*

Her pesviridae

Alphaherpesvirinae
Bovine herpesvirus | BoHV-1 Bovine herpesvirus 1 135kbp
Canine herpesvirus CHV Cariid herpesvirus 1 160 kbp
Equine herpesvirus 1 EHV-1 Equid herpesvirus 1 150 kbp
Equine herpesvirus 4 EHV-4 Equid herpesvirus 4 146 kbp
Felid herpesvirus 1 FeHV-1 Felid herpesvirus 1 136 kbp
Herpes simplex virus 1 HSV-1 Human herpesvirus 1 152 kbp
Herpes simplex virus 2 HSV-2 Human herpesvirus 2 155 kbp
Herpesvirus of turkey HVT Meleagrid herpesvirus 1 160 kbp
Marek’s disease virus MDV Gallid herpesvirus 2 178 kbp
Pseudorabies virus PRV Suid herpesvirus 1 142 kbp
Simian varicella virus SVV Cercopithecine herpesvirus 9 125 kbp
Varicella-zoster virus VZV Human herpesvirus 3 125 kbp

Betaherpesvirinae
Guinea pig cytomegalovirus GPCMV Caviid herpesvirus 2 220 kbp
Human cytomegalovirus HCMV Human herpesvirus 5 229 kbp
Human herpes virus 6A HHV-6A Human herpesvirus 6 159 kbp
Mouse cytomegalovirus MCMV Murid herpesvirus 1 230kbp
Rhesus cytomegalovirus RhCMV Macacine herpesvirus 3 221 kbp

Gammaherpesvirinae
Bovine herpesvirus 4 BoHV-4 Bovine herpesvirus 4 171 kbp
Epstein-Barr virus EBV Human herpesvirus 4 172kbp
Herpesvirus saimiri HVS Saimiriine herpesvirus 2 113 kbp
Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus KSHV Human herpesvirus 8 137 kbp
Murine gammaherpesvirus 68 MHV-68 Murid herpesvirus 4 119kbp
Rhesus lymphocryptovirus rhLCV Macacine herpesvirus 4 171 kbp
Rhesus rhadinovirus RRV Macacine herpesvirus 5 133 kbp

Unassigned
Duck enteritis virus DEV Anatid herpesvirus 1 158 kbp

Alloher pesviridae
Channel catfish herpesvirus ccv Ictalurid herpesvirus 1 134 kbp
Koi Herpesvirus KHV Cyprinid herpesvirus 3 295 kbp

Sekil 1.25. Farkli herpesviruslarda BAC kullanimi ile rekombinant virus hazirlanmasi (Rosas ve ark.,
2007).

Son yillarda hayvan herpesviruslarindan yararlanilarak farkli viral antijenlerin
aktarilmasiyla yeni vektor asilar gelistirilmeye c¢alisilmistir. BAC teknigi, Bovine
Viral Diarrhoea (BVDV) yapisal proteini olan E2 ve Bati Nil virusu (BNV) pRM ve
E proteinlerini eksprese eden equine herpesvirus tip 1 (EHV-1) rekombinantlarinin
tretimi  igin uygulanmistir. BNV ig¢in hazirlanan rekombinantlar, atlarin
immunizasyonundan sonra BNV ’a kars1 nétralizan antikor yanitin1 uyarmistir (Rosas
ve ark., 2007). Sigirlarin EHV-1/BVDV rekombinantiyla asilanmasi, BVDV
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challenge enfeksiyonundan sonra BVDV spesifik nétralizan antikor yanitini uyarmas,
ayrica viremi ve klinik belirtilerin azaldig1 da gozlenmistir. Bu da EHV-1 vektorlerin
sigirlarin asilanmasi i¢in uygun oldugunu ve son zamanlarda BVDV gpE2 veya
BoHV-1 gD eksprese eden rekombinant BoHV-4 viruslart gibi sigir viruslarindan
elde edilen canli vektor asilarin, antikor varligi durumunda da uygulanabilecegini

ortaya koymaktadir (Donofrio ve ark., 2007Db).

1.6. Iyi Bir Gen Aktarim Vektorii Olarak BoHV-4’ iin Ozellikleri

BoHV-4'ln iyi bir gen aktarim vektorii olarak kullanilabilecegi ilk kez Gillet
ve ark. (2005a), tarafindan Onerilmistir. Daha sonra yapilan bir ¢alismada, Donofrio
ve ark. (2006), neomisin-direngli gen tasiyan bir rekombinant BoHV-4’lin insan
rhabdomyosarcoma hiicre hattin1 (RD-4) CPE yapmadan, epizomal viral DNA iceren
persiste enfekte ilaca direngli hiicrelerin se¢imine olanak verecek sekilde, enfekte
edebildigini gostermislerdir. Bu, BoHV-4’tin bir viral vektor olarak potansiyelini
arastirmak {izere yapilmis konak gesitliligi ile ilgili ilk bildirimdir. ilk yapilan
caligmalarda rekombinant BoHV-4 (retimi igin, plazmidlerin rekombinasyonunun
yapimin1  gerceklestiren bir plazmid vektor sistemi gelistirilmistir. Olugsan
rekombinantin BOHV-4EGFPATK’in 94 bp TK (timidin kinaz) gen delesyonu vardir
ve geri kalan TK geni yesil floresan protein (EGFP) ekspresyon kaseti ile yer
degistirmistir (Donofrio ve ark., 2008).

Daha sonra BoHV-4 iizerine yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore BoHV-4’i

1yi bir gen aktarim vektorii olarak tanimlayan bir¢ok 6zelligi belirlenmistir.

BoHV-4 hem dogal konakc¢ida, hem de deneysel ¢alismalarda sinirl
patojeniteye sahip ya da apatojen olarak gosterilmistir (Castrucci ve ark., 1987a,
1987b, 2004; Thiry ve ark., 1989, 1998 ve Wellemans ve ark., 1986, 1989). Boylece
BoHV-4 vektor olarak kullanildiginda, ¢cok sayida genin kesilmesi veya pargalanmasi
gibi manipilasyonlara ihtiya¢ yoktur; ¢linki daha fazla mutasyon virusun yeterli

diizeyde immun yanit1 Uyarma yetenegini sinirlandirabilir.
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BoHV-4’lin genomu bazi herpesviruslara gore daha az kompleks yapidadir. Bu
Ozellik virusun genomuna yapilabilecek manipilasyonlari kolaylastirmaktadir

(Zimmermann ve ark., 2001).

BoHV-41i bir potansiyel gen aktarim vektorii olarak istenilir kilan bir diger
ozelligi ise, onkojenitesine iligkin bir tespitin olmamasidir. Gammaherpesvirinae alt
ailesinde olan diger herpesviruslar-Epstein—Barr virus (EBV), Herpesvirus Saimiri
(HVS), Insan Herpesvirus-8 (HHV-8), ve Murine Gammaherpesvirus-68 (MHV-68)

hiicre transformasyonuna neden olmaktadirlar (Jung ve ark., 1999).

Diger gammaherpesviruslar ile karsilastirildiginda BoHV-4, hicrenin ireme
ozelligini degistiren ¢cok az hiicresel genlerle homolog genler tasir (Zimmermann ve
ark., 2001). BoHV-4 tarafindan tasman homolog hiicresel genlerin hiicreleri
apoptosisden korudugu ve BoHV-4 enfeksiyonunda apoptosisin baz1 hiicre hatlarinda
engellendigi gosterilmesine ragmen; bazi karsinoma hiicre hatlarini1 da igeren birgok
hiicre tipinde apoptosisin virus tarafindan uyarildigi da gosterilmistir (Gillet ve ark.,
2005a). Bu durum, virusun 6zellikle bazi kanser tiirlerinde tedavi amagli kullaniminm
desteklemektedir. Bir alphaherpesvirus olan HSV-1’in -6zellikle sinir sistemi icin-
gen terapisinde bir vektor olarak gelisimiyle ilgili bircok c¢alisma yapilmistir
(Glorioso ve ark., 1995). Her ne kadar sitotoksisitesini azaltmak igin genetik
degisimler yapilmis olsa da, HSV-1’in 6nemli bir dezavantaji, néronlar da dahil pek
cok hicre ¢esiti igin sitotoksik olmasidir (Glorioso ve ark., 1984). Buna karsin,
BoHV-4’iin noral hiicreler de dahil sitotoksite olmadan ¢esitli hiicre ¢esitlerini
enfekte edebilecegi gosterilmistir. BoHV-4 norotropik bir virus olarak diistiniillmese
de, persiste enfeksiyon sirasinda siklikla perifer ve/veya merkezi sinir sistemi
dokularinda goriilmektedir (Krogman ve Mcadaragh, 1982 ve Lopez ve ark., 1996).
Bu gozlemler BoHV-4’1in sinir sistemi igin gen aktarim vektorii olarak kullaniminin

uygun olabilecegini 6nermektedir.

Bircok gammaherpesvirusun aksine BoHV-4 invivo ve invitro olarak ¢ok genis

konakegr tiiriinde replike olabilir (Thiry ve ark., 1998).
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Birgok genin esansiyel olmamasi nedeniyle herpesvirus genomlari en az 40 kb
yabanci gen dizini barindirabilmektedir (Glorioso ve ark., 1995). Bu da kullanilan
basit enhancer-promoter sistem yerine yiiksek seviyede, dokuya 6zel ve gelisimsel
acidan stabil gen ekspresyonu tasimasi gereken kompleks regiilator bolgelerin
kullanimina olanak verebilir. BoHV-4 de diger gammaherpesviruslarda oldugu gibi

onemli oranda heterolog genetik bilgi tasima kapasitesine sahiptir.

Diger herpesviruslar gibi BoHV-4 de dogal ve deneysel konak¢ida persiste
enfeksiyon olusturur (Dubuisson ve ark., 1987, 1989, 1991; Egyed ve ark., 1998;
Krogman ve Mcadaragh., 1982 ve Naeem ve Goyal., 1990). Bu durum, ozellikle
BoHV-4 tabanli bir vektor as1 icin uzun siire konakg¢ida heterolog antijenin
ekspresyonu agisindan 6nemli bir avantajdir. Birgok dokuda persiste enfeksiyon
gosterilmesine ragmen, BoHV-4’iin hedef hiicreleri monosit/makrofaj hiicre hattidir
(Dubuisson, 1989; Egyed ve ark., 1998 ve Krogman ve Mcadaragh, 1982). BoHV-
4’1in bu ozelligi vektor as1 gelisiminde ¢ok istenilir bir 6zelliktir. Clinki makrofajlar
profesyonel antijen sunan hiicrelerdir ve BoHV-4’{in dogal hedefleridir. Dalak ve
lenf nodilleri gibi lenfoid organlar i¢in BoHV-4 ile persiste enfekte makrofajlarin
hedefi bulmasindan sonra, immun yanitin yiikselmesini izleyerek aktarilan heterolog
antijen direkt olarak islem goriir ve immun sisteme sunulur (Donofrio ve ark.,
2007D).

Diger gammaherpesviruslar gibi BoHV-4 genomu da persiste enfekte
hicrelerde epizomal formda bulunur (Donofrio ve ark., 2000a). Dolayisiyla BoHV-4
genomunun konakg1 hiicre genomuna entegrasyonu virusun devamliliginda gerekli
degildir. Boylece, rekombinant BoHV-4 teorik olarak viral bir aktarim sisteminin
etkinligini yapay bir kromozomla kombine edebilir ve gen ekspresyonunda

konakgiya entegrasyonun konumunu kolaylastirabilir.

Vektor as1 gelistirmede 6nemli endiselerden biri, konak¢1 organizmada daha
onceden varolan antivektdr immunitedir. BoHV-4 kullanildigi durumda, bu bir
problem olarak gérilmemektedir. Cunkii BoHV-4 dogal olarak serum noétralizan

antikor Uretimini etkili bir sekilde uyarmamaktadir. Yapilan bir calismada BoHV-
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1’in gD bolgesi aktarilan BoHV-4 vektor aginin antikor yaniti her iki virus yoniinden
irdelenmis; BoHV-1’¢e karsi istenilen diizeyde serum nétralizan (SN) aktivitesi tespit
edilirken, BoHV-4’e kars1 SN aktivitesi gosterilememistir. Bu durum, BoHV-4’{in
hiicre penetrasyonunda diger herpesviruslardan farklt bir modele sahip olmasiyla

aciklanmaktadir (Donofrio ve ark., 2006).

BoHV-4 —BAC sisteminden yararlanilarak BVDV E2, BoHV-1 gD, Mauvidil
virtsi (BTV) VP2, peste des petits ruminants virus (PPRV)-Hemaglutinin, Ebola GP
ve Caprine Herpesvirus 1 (CpHV-1) gD antijenleri eklenerek gelistirilen
rekombinant vektor asilar cesitli deneme hayvanlarinda basariyla uygulanmistir
(Donofrio ve ark., 2006, 2007b, 2013; Franceschi ve ark., 2011b; Macchi ve ark.,
2018 ve Rosamilia ve ark., 2016). Ayrica glioma ve meme kanseri gibi kanser
tirlerinde terapétik olarak soz konusu viral vektér kullanim alani bulmustur (Jacca

ve ark., 2016 ve Redaelli ve ark., 2010).

Viruslar, dogal olarak konak¢i hiicrelere genlerini aktarabilen gelismis
tastyicilardir. Bu 6zellik onlar1 genlerin aktariminda vektor sistemler olarak cazip
kilmaktadir. Glinlimiizde birgok virus, yabanci genetik materyalleri tasima ve etkili
olarak bu genleri aktarma kapasitelerinden dolayr gen aktarim vektorleri olarak
kullanilabilmektedir. Bu anlamda, son yillarda immunizasyon ve kanser terapisinde
kullanim alan1 bulan herpesviruslardan Gammaherpesvirinae alt grubunda yer alan
BoHV-4, diger vektor viruslar ile karsilagtirildiginda biyolojik ve molekiler

ozellikleri agisindan birgok avantaja sahip goriilmektedir (Donofrio ve ark., 2003).

Bu ozellikler arasinda patojenitesinin az veya olmamasi, onkojenitesinin
olmamasi, biiyiik miktarda yabanci genetik materyal barindirma kapasitesi, boliinen
hiicrelerde epizomal formda kalabilmesi, degisik hayvan tiirlerinden elde edilen pek
cok hticre gesitini enfekte edebilme ve baskalagim siiresince transgen ekspresyonunu
surdlrebilme olarak sayilabilir (Donofrio ve ark., 2007a). Iyi bir viral vektdr, segici
immunizasyonu sadece spesifik patojene karsi gostermelidir ki, BoHV-4 bunu

gerceklestirebilen nadir viruslardandir.
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Herpesviral vektorlerin gelistirilmesi amaciyla, bir esansiyel viral genin
delesyonu gergeklestirilerek replikasyonu smirli  vektorler gelistirilmistir. Bu
tekniklerin basaris1 2 faktorle simirlanabilir. Bunlardan biri, duyarli hiicrelerde
virusun  genlerine  yalmizca  homolog  rekombinasyonla  manipllasyon
yapilabilmektedir. Bu yaklasimi basariyla kullanmak i¢in hiicreler, yabanci genetik
materyali sunmaya uygunlukta olmalidir. ikinci olarak, virus replikasyonu igin
gerekli olmayan genlerin delesyonu ya da degistirilmesiyle mutant virus elde etmek
kolay degildir. Bu genellikle yardimer viruslarin kullanimiyla ya da ilgilenilen genin
ekspresyonunu saglayan saglam transforme hiicre hatlarinin dengeli {iretimiyle
saglanir. Bu sinirlamalarin sonuglar1 olarak, yeni vektorlerin gelisimi ve gen
fonksiyonlar1 iizerine yapilan caligmalarin zaman alict prosesler olmasiyla birlikte,

bu konuda ¢alismalar yapilmasi yararh olacaktir (Tomanin ve Scarpa, 2004).

Bu bilgiler 1s1ginda planlanan bu ¢alismada, BoHV-4 Movar 33/63 susunun bir
gen aktarim vektori olarak kullanilabilmesinde, herpesviruslar igin gelistirilen ve son
yillarda yaygin olarak kullanilmaya baslanan Bacterial Artificial Chromosome
(BAC) olarak klonlanmasi ve ¢alismanin uzantisinda 6zellikle Ulkemizde 6nemli
ekonomik kayiplara neden olan patojenlere ait ¢esitli immundominant antijenlerin
aktarimi ile farkli hayvan tiirlerinde immunizasyon ve Kkanser terapisi amaciyla

yararlanilmas1 hedeflenmistir.

Bu tez ¢alismasinda, BoHV-4 Movar 33/63 Avrupa referans susu kullanilarak,
BAC kasetin yerlesmesi igin, virusun en stabil bolgesi olarak tespit edilen ORF2
(Bo2), ORF3 (Bo3) gen bolgeleri segilmistir. Marker gen olarak yesil floresan
protein eksprese eden kaset ve genetisin antibiyotik direng saglayan gen bolgesi
pEGFP-C1  plazmidinden  alinmistir.  Memeli  hicrelerinde  homolog
rekombinasyonun gerceklesmesi i¢in virusun replikasyonu gerekmektedir. ORF2 ve
ORF3 genleri virusun Long Unique Bolge’sinde (LUR) yer almakta olup, virusun
replikasyonunda herhangi bir role sahip degildirler. Homolog rekombinasyondan
sonra BoHV-4 genomunda sadece insersiyon olusumu saglanacaktir. Homolog
rekombinasyonu gergeklestirmek icin BoHV-4 Movar 33/63 susu ile enfekte
hicrelerin transformasyonu, hazirlanan pSP72-ORF2-BAC-CMV-EGFP-Neo-ORF3
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plazmidi ile yapilarak, MDBK hicresinde de novo rekombinasyonla
gerceklestirilecektir. Yesil floresan protein ekspresyonu ve genetisine karsi direng
Ozelliklerinin, BoHV-4 Movar susuna 2 farkli kaset halinde aktariminin
saglanmasiyla, rekombinant olmayan viruslarin ortamdan elimine edilmesi
gerekmektedir. Rekombinant virusun DH10B bakteriye aktarilmasi igin, bu virusu
sirkiiler sekilde hiicre ¢ekirdeginde yakalamak gerekmektedir. Bu durumda en iyi
yontem olarak Hirt yontemi kullanilacaktir. Bu metot kullanilarak elde edilen
sirkiler rekombinant viral DNA, bakteriye transforme edilerek, bakteride stabilitesi
ortaya konulacaktir. DH10B bakteriye aktarilmis olan rekombinant virus, daha sonra
ozellikle iilkemizde onemli ekonomik kayiplara neden olan ve/veya ateniie suslarin
gelistirilmesinde basarisizlik, inaktif virusun immun yanitin uyarilmasinda yeterli
olamamasi, purifiye viral proteinlerin immunojenik ya da ndtralizan antikor yanitina
neden olamamasi gibi nedenlerden kaynakli olarak basarili bir ag1 gelistirilememis
ve/veya zoonoz etkenlere karsi immunizasyon ve Kkanser terapisi ¢alismalarinda
recombineering yontemi ile istenilen genlerin aktariminda ve ekspresyonunda

kullanilacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Virus

Bu ¢alismada BoHV-4’tin Movar 33/63 referans susu kullanildi. Bu referans
sus Prof. Dr. L.Egyed’dan (Budapeste Universitesi, Macaristan) temin edildi.

2.1.2. Hicre Kultard

BoHV-4 Movar 33/63 susunun Uretilmesi ve BoHV-4-BAC’m homolog
rekombinasyon ile elde edilmesinde Anabilim Dali stoklarinda yer alan Madin Darby
Bovine Kidney (MDBK) ve Prof. Dr. G. Donofrio’dan (Parma/italya) temin edilen
Bovine Embryonic Kidney (BEK) hcre kilturleri kullanildi. Ayrica, pBeloBAC11-
EGFP konstraktinin in vitro protein ekspresyonun dogrulanmasi i¢in Anabilim Dali
stoklarinda mevcut olan insan Embryo Bobrek (HEK293IQ ve HEK293FT) hiicre
kaltdarleri kullanilda.

2.1.3. Plazmidler

Ik klonlama basamaginda pSP72 plazmidi (Promega, ABD) ORF2, ORF3 ve
BAC-CMV-EGFP kasetin klonlanmasi i¢in kullanildi. Ayrica, pBeloBACI11
plazmidi (E. coli K12 ER2420/pBeloBAC11, ABD) ticari (New England Biolab;
NEB) olarak elde edildi. Bu plazmid BAC vektor olarak secildi. Marker kaseti
(CMV-EGFP-Neo), pEGFP-C1 plazmidinden (Clontech, ABD) alindi. pEGFP-C1
ve pSP72 plazmidleri Viroloji Anabilim Dali stogundan temin edildi (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Bu ¢alismada kullanilan plazmidlerin genom haritasi. (A) pSP72, (B) pBeloBAC11 ve (C)

PEGFP-CL1 vektorler.

2.1.4. Calismada Kullamlan Enzimler

Klonlama ¢alismasinda kullanilan tiim enzimler asagida verildi (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Kullanilan kesim enzimleri ve markast.

Kesim Enzimler Marka
FD-EcoRI ThermoScientific/ABD
FD-Xhol ThermoScientific/ ABD
FD-Kpnl ThermoScientific/ ABD
Asel ThermoScientific/ABD
ApalLl ThermoScientific/ABD
Mlul ThermoScientific/ ABD
HF-HindlIl New England Biolab/ABD
Tag DNA polimeraz ThermoScientific/ABD
Phusion Tag DNA polimeraz ThermoScientific/ABD
T4 DNA ligaz ThermoScientific/ ABD
T4 DNA polimeraz ThermoScientific/ ABD

2.1.5. Kullanilan E.coli Suslar:

Tez galismasinda genel klonlama amaciyla E.coli Max Efficiency DH5-alfa (F
endAl gln V44 thi-1 recAl rel A1 gyrA96 deoR nup G pur B20 ¢ 80d lacZ A M15 A
(lacZYA-argF) U169, hsdR17(rc mg"), ") ve viral vektoriin klonlamasi i¢in DH10B
(F endA1 deoR" recAl galE15 galK16 nupG rpsL A(lac)X74 ¢80lacZAM15 araD139
A (ara,leu)7697 mcrA A (mrr-hsd RMS- merBC) StrR 1) suslar kullanilda.

2.1.6. Bakteri Besiyerleri

Bu tez ¢alismasinda bakteri besiyeri olarak Super Optimal Broth (SOC), Luria
Bertani (LB) broth ve agar kullanildi (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. Bakteri besiyerlerinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar Kimyasal Miktar Kimyasal Miktar
Madde Madde Madde
Tryptone 109 Agar 209 Tryptone 2% (w/v)
Yeast extract 59 Tryptone 109 Yeast extract ~ 0.5% (w/v)
NaCl 109 Yeast extract 5¢g NaCl 10 mM
distile su 1 litre NaCl 109 KCI 2.5mM
distile su 1 litre MgCl, 10 mM
Glucose 20 mM
2.2. YOntem

Planlanan bu calismada hedefler anahatlariyla soyledir:

> Yeni bir viral vektor gelistirmek adina bu calismada BoHV-4’iin Movar

referans susu kullanildi.

> Bu ¢alismada, biiyiik genoma sahip olan herpesviruslari klonlamak amaciyla

gelistirilen BAC sisteminden yararlanildi.

> BAC vektoriin klonlanmasi i¢in virusun replikasyon icin gerekli olmayan
ORF2 ve ORF3 bolgesi secildi.

> Bu amacla, ORF2 ve ORF3 genleri PCR ile amplifiye edilip, pSP72 vektore

klonlanda.

> BAC ile birlikte marker gen olarak yesil floresan proteini (EGFP) ve

antibiyotik olarak genetisin (Neo geni) secildi.
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> Olusan pSP72-ORF2-ORF3 vektore BAC-EGFP-Neo klonland: ve bu sekilde
BoHV-4 icin homolog kollar igeren vektor hazirlandi.

> Elde edilen pSP72-ORF2-BAC-EGFP-Neo-ORF3 vektori, BoHV-4 Movar
susu ile enfekte MDBK hicresine homolog rekombinasyonun ger¢eklesmesi

amaciyla transfekte edildi.

> Rekombinant viruslarin secimi yesil floresan plak yontemi ve genetisin

direncine bagl olarak yapildi.

> Hirt metodu ile elde edilen sirkiler viral DNA DH10B bakteriye transforme

edildi ve stabilitesi bakteride kesim enzimi ile dogrulandi.

> Daha sonra bakteriden ekstraksiyonu yapilan rekombinant virus, MDBK
hlcresinde transfeksiyondan sonra yeni rekombinant virus olarak istenilen amaca

gore kullanilabilecektir.
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A MDBK Hiicresi
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Sekil 2.2.Calisgmada uygulanan metotlarin sematik 6zeti. A) MDBK hiicresinde homolog
rekombinasyon. B) Hirt yontemi ile elde edilen sirkller BoHV-4-BAC'in DH10B bakteriye

transformasyonu.

2.2.1. Hiicre Hattinin Uretilmesi

MDBK ve BEK hicreleri % 10 FDS, 2mM glutamine, 100U/ml penisilin,

10mg/ml streptomisin ilave edilmis olan Dulbeco’s Minimal Essential Medium
(DMEM; Sigma, ABD) iginde dretildi. Hucreler, %70-90 kapladiginda subkulturi
yapilip, 37°C’de, %5 CO’li inkubatdrde inkubasyona birakildi. Ayrica, farkli

plazmid konstraktlarin ekspresyon dogrulamasi ic¢in insan embriyo bdobrek



(HEK293IQ ve HEK293FT) hucreleri kullanildi. HEK hucrelerinin Gretilmesinde
Alfa-MEM (ThermoScientific, ABD) vasati tercih edildi.

2.2.2. Virusun Uretilmesi

BoHV-4 Movar 33/63 susunu iiretmek amaciyla MDBK hiicre Kkiiltiiriinden
yararlanildi. Virus 175 cm?’lik hiicre kiiltiirii sisesinde iiretilen ve %70-80 kaplamis
olan MDBK hiicre kiiltiiriine, i¢lerindeki hiicre iiretme vasati1 dokiildiikten sonra, sise
hacminin %1’i oraninda inokule edildi. Virus inokule edilmis hicre kalturd
siselering, 37°C’lik inkubatorde 1 saat inkubasyonun ardindan, sise hacminin %5-
10’u oraninda, %2 fotal dana serumu (FDS) igeren virus iiretme vasati (DMEM)
konuldu. Hucre kalttrleri 5-7 giin sire ile 37°C’de inkubasyona birakilip, her giin

sitopatik degisiklikler yoniinden kontrol edildi.

2.2.3. DNA Ekstraksiyonu

Virus inokulasyonu yapilan hiicrelerde en az %90 CPE goriilmesinin ardindan,
virus toplandi ve 3 kez dondurma/¢6zme isleminden sonra 4°C’de, 3000 x g'de 10
dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant, 2 saat boyunca 61.000 x g'de 4°C’de
ayn1 sekilde santrifiij edilip, pelet 12 ml TE tamponu (10Mm Tris-HCI, 1mM EDTA,
pH:7.4) bulunan bir tlipte resuspanse edildi. Daha sonra % 40°lik, 3 ml sukroz
lizerinde tabakalanmasi saglandi. 4°C'de, 4 saat boyunca 61.000 x g'de santrifiijden
sonra elde edilen virus peleti, 550 pl molekdiler su icinde resuspanse edildi. 35 pl
%20’ lik SDS ve 40 ul proteinaz K (ThermoScientific, #AM2548, 20 mg/ ml)
eklendikten sonra, 37°C'de 1 saat boyunca inkube edildi. Iki kere fenol-kloroform
(ThermoScientific, #AM9730) 25:24:1 (625 nl) ile yikanip, daha sonra oda 1sisinda
3-5 dakika, 12,000 x g'de santrifiij edildi. Siv1 faz yeni bir tiipe alinip, 1/10 oraninda
3M sodyum asetat, 2 hacim %95 etanol (EtOH) eklenerek karistilip, en az 1 saat
boyunca -80°C’de tutuldu. 12,000 x g' de, 4°C' de 30 dakika boyunca santriftjden
sonra, s1v1 faz ayrildi. 4°C' de, 12,000 x g' de 5 dakika boyunca santrifiij yapildiktan
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sonra, 300 pul % 70 lik EtOH eklenip, viral pelet 20 pl molekiler su iginde
restispanse edildi. BoHV-4 DNA'sinin dogrulanmasi i¢in gB spesifik primerler ile
PCR yapildi (Cizelge 2.5; Goltz ve ark., 1994).

2.2.4. pSP72-ORF2-ORF3’iin Olusturulmasi

ORF2 (Bo2, Gen bankast No.NC002665- 2000 bp) ve ORF3 (Bo3, Gen
bankasi No.NC002665- 2000 bp) primerleri ve PCR kosullar1 Donofrio ve ark.
(2009) bildirdigi sekilde uygulandi.

Virusun ORF2 ve ORF3 bolgeleri PCR ile c¢ogaltildi. Asagida verilen
tablolarda PCR reaksiyonunda kulllanilan primer ¢iftleri ve PCR reaksiyonu sartlari
verildi (Cizelge 2.3 ve 2.5).

Cizelge 2.3. Bu ¢aligmada kullanilan primerlerin dizi, hedef bolgesi ve iiriin bityiikligi.

Primer kodu Primer dizini (5°—3°) Uriin biiyiikliigii Literatur
ORF2-F? CCGCTCGAGACGCGTGCCAAT
TTCAACAGAATATCATAC 2000 bp Donofrio ve ark.,
ORF2-R GCCGGTACCTATGTTATGGGG 2009
GTCCATCAAAG
ORF3-F CGGGGTACCGCCATTCTCCAG
AGGATGATAAAA 2000 bp Donofrio ve ark.,
ORF3-R? GCCGAATTCGTTAGGTACAGC 2009
ATTGAGTTTGTTG
gB-F CCCTTCTTTACCACCACCTACA
615 bp Goltz ve ark., 1994
gB-R TGCCATAGCAGAGAAACAATGA

2. Xhol ve  : EcoRI kesim enzimlerin dizisi koyu gizgi ile gésterildi.
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Cizelge 2.4. BoHV-4 gB PCR i¢in miks bilesenleri ve programu.

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1 Dongiileri

10 X Taqg DNA polimeraz buffer 3
10 mM dNTP mix 0.5 94 °Cde 3 dk
Primer F (10 pmol/pl) 0.5 94 °C’de 30 s

_ 50°C’de 20 st 30 siklus
IPrimer R (10 pmol/ul) 0.5 72 °Cde 45 s
IPhusion DNA polymerase (2u/ul) 0.3 72°C’de 10 dk
Niikleaz Free Su 19.8
DNA (5ng/ul) 3
Toplam 30

Cizelge 2.5. BoHV-4 ORF2 ve 3 i¢in PCR miks bilesenleri ve programi.

Bilesen

Konsantrasyon (pl)

Is1 dongiileri

5 X phusion HF buffer 10

10 mM dNTP mix 1 98 °C’de 30 s

Primer F (10 pmol/ul) 0,3 98 °C’de 10°s _
55°C’de 15s 30 siklus

Primer R (10 pmol/pl) 0,3 72 °C°de 32 s

Phusion DNA polymerase (2u/ul) 0.5 72°C’de 10 dk

Nukleaz Free Su 34.9

DNA (5ng/ul) 3

Toplam 50

Elde edilen ORF2 PCR 0rinid ve pSP72 vektorinin fastdigest Xhol
(ThermoScientific, # FD0694) ve fastdigest Kpnl (ThermoScientific, #FD0524) ile
kesilip (Cizelge 2.6), T4 DNA ligaz enzimi ile (ThermoScientific, #EL0014)

ligasyonlar1 yapildi. Asagida PCR iriiniiniin enzim ile kesim protokoli verildi

(Cizelge 2.7).
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Cizelge 2.6. pSP72 ve ORF2 PCR irunlerin kesim protokold.

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1
DNA (ORF2 PCR (rint yada pSP72) (1pg) 1
Fastdigest 10X buffer 2
Xhol fastdigest 1
. 37°C de 15 dk
Kpnl fastdigest 1
Nikleaz Free Su 13
Toplam 20

Cizelge 2.7. pSP72 ve ORF2 icin T4 ligaz ile ligasyon protokol .

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1
pSP72 vektor? 2
ORF2 insert?® 4
10X T4 ligaz buffer 1
- — 22°C de 1 saat
T4 ligaz enzimi 2
Nikleaz Free Su 11
Toplam 20

& Vektor-insert oram 3:1 olarak hesaplandi.

Kesim gergeklestikten sonra kit (GeneJET Gel Extraction and DNA
Cleanup Micro Kit; ThermoScientific, #K0831) yardimiyla DNA clean-up
yapildi. DNA miktar1 su ile 200 pl’ye kadar tamamlandi. Daha sonra 100 pl binding
buffer eklenip, ardindan 300 pl %100 EtOH ilave edildi. Karisim filtreli tipe
eklenip, 14,000 rpm de 1 dakika santriftj edildi. 700 pl wash buffer eklenip, 14,000
rpm’de 1 dakika santrifij edildi. Son olarak 30 pl Elisyon buffer eklenip,
santrifiijden sonra DNA toplandi. Daha sonra DH5-alfa competent bakteriye (DH5-
alpha Competent cells, ThermoScientific, #18265017) ligasyon drlinlerinin

transformasyonu gerceklestirildi.

2 Ml ligasyon drinunden alinip, 50 pl hacminde hazirlanan DH5-alfa
kompetent bakteriye eklendi. Daha sonra bakteri 30 dakika buzda bekletildi.
Ardindan 42°C’de 30 saniye bekletilip, son basamakta 600 pl Super Optimal
Brothdan (SOC) bakteriye eklenip, 37°C de 1 saat 250 rpm’de santriftjiin ardindan,
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ampisilin iceren LB agar tablette (100ug/pL) gece boyunca 37°C’de ¢ogaltildi.
Pozitif bakteri kolonilerinin se¢imi igin koloni PCR teknigi kullanildi. Koloni PCR
icin, asagida verilen PCR sartlar1 ve primerleri kullanildi (Cizelge 2.8).

Pozitif koloniler 37°C’de 16 saat Luria-Bertani (LB) Broth icersinde
(Ampisilin  100pg/puL) cogaldiktan sonra, plazmid ekstraksiyon kiti (GeneJET
Plasmid Miniprep Kit, ThermoScientific, #K0502) ile ekstraksiyonu yapildi ve ikinci
dogrulama i¢in Kpnl ile restriksiyon enzim kesimi gerceklestirildi. Plazmid
ekstraksiyonu icin tek koloni secilip, 5 ml 100 pg/ul ampisilin iceren LB brothda
37°C’de, 250 rpm’de gece boyunca ¢ogaltildi. Elde edilen bakteriler, 14000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilip, tstteki sivi atildi. 250 pl restispansiyon solusyonu ile pelet
¢ozildu. Daha sonra 250 ul lizis buffer eklenip, oda 1sisinda 5 dakika bekletildi.
Ardindan 350 pl nétralize soliisyondan ilave edilip, 5 dakika 14000 rpm’de santrifiij
edildi. Ustteki stv1 almip, filtreli tiiplere aktarild1 ve tekrar 14000 rpm de 1 dakika
santrifiij edildi. 500 pl yikama solusyonu ile iki kere yikandi. Son olarak 50 pl

elisyon buffer icinde plazmidler toplandi.

Cizelge 2.8. BoHV-4'in ORF2 ve 3 i¢in koloni PCR miks bilesenleri ve programi

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1 dongiileri

10 X Taq buffer 3
MgCI2 (25 mM) 2,4
10 mM dNTP mix 0,5 94 °C’de 10 dk

- 94 °C’de 1 dk
T7 Primer F (10 pmol/pl) . 0,5 50°C’de 30 s = 25siklus
5 -TAATACGACTCACTATAGGG-3 72 °C’de 2 dk
SP6 Primer R (10 pmol/ul) 0,5 72 °Cde 10 dk
5-ATTTAGGTGACACTATAG-3'
Taq DNA polymerase (5u/pl) 0.25
Nukleaz Free Su 19,85
Toplam 27
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Virusun ORF3 bolgesi ayn1 PCR sartlari ile gogaltildi (Cizelge 2.3 ve 2.5).
Daha sonra ORF3 PCR drund ve pSP72-ORF2 plazmidi fastdigest Kpnl
(ThermoScietific, #FD0524) ve fastdigest EcoRI (ThermoScietific, #FD0274) ile
ayni protokole uygun olarak kesilip (Cizelge 2.9), ligasyonlar1 gergeklestirildi
(Cizelge 2.10).

Cizelge 2.9. pSP72-ORF2 plazmid ve ORF3 PCR drinlerinin kesim protokolii.

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1
DNA (ORF3 PCR {iriin{i ya da pSP72- 1
ORF2) (1p9)
Fastdigest 10X buffer 2
EcoRlI fastdigest 1 37°C de 15 dk
Kpnl fastdigest 1
Nikleaz Free Su 13
Toplam 20

Cizelge 2.10. pSP72-ORF2 ve ORF3 i¢in T4 ligaz ile ligasyon protokol(.

Bilesen Konsantrasyon (pl) Is1
pSP72-ORF2 vektor? 2
ORF3 insert? 4
10X T4 ligaz buffer 1
_ — 22°C de 1 saat
T4 ligaz enzimi 2
Nikleaz Free Su 11
Toplam 20

Ligasyon Urlnleri DH5-alfa bakterisine transforme edildi. Koloni PCR ile ayn1
kosullarda dogrulama gergeklestirildi (Cizelge 2.9); daha sonra pozitif kolonilerin
plazmid ekstraksiyonu Kit ile yapildi. Elde edilen pSP72-ORF2-ORF3 plazmidi

EcoRl ile kesildi ve dogrulandi.

2.2.5. pBeloBAC11-CMV-EGFP-Neo Plazmidin Hazirlanmasi

CMV-EGFP-Neo kaseti pEGFP-C1, (Clontech, #6084-1) plazmidden Asel
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(ThermoScientific, #ER0911) ve ApaLl (ThermoScientific, #ER0041) enzimleri
kullanilarak ¢ikartildi. Kesim protokolii asagida verildi (Cizelge 2.11).

Cizelge 2.11. pEGFP-C1 plazmidin kesim protokold.

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1
PEGFP-C1 plazmid (300ng) 3
ApaLl enzimi 1
Asel enzimi 1
37°C de 2 saat
10X Tango buffer 2
Nikleaz Free Su 13
Toplam 20

Kesimden elde edilen CMV-EGFP-Neo kasetinin jel ekstraksiyon Kiti
(GeneJET Gel Extraction and DNA Clean-up Micro Kit, ThermoScientific, #K0831)
ile ekstraksiyonu yapildi. Istenilen bant, UV 15181 altinda jelde goriintiilendikten
sonra kesildi. Her 100 g DNA iceren agaroz jel icin 100 ul binding buffer eklendi ve
60°C’de, en az 10 dakika ¢oziilene kadar bekletildi. Uzerine 300 pl %100 EtOH
eklenip, filtreli santriflij tlibe aktarildi. 14000 rpm’de 1 dakika santrifujden sonra
yikama solusyonu eklenip, tekrar ayni kosullarda santrifuj edildi. Son olarak 30 pl
elusyon buffer eklenip, tekrar santriftij edilip, DNA toplandi. Daha sonra T4 DNA
polimeraz (ThermoScientific, #EP0061) enzimi ile asagida verilen protokole uygun
olarak kit (blunt) uclar elde edildi (Cizelge 2.12).

Cizelge 2.12. CMV-EGFP-Neo kasetin T4 DNA polimeraz ile kit ug elde etme protokol.

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1
5% reaksiyon buffer 4
dNTP 2mM ! 11°C de 20 dk, 75°C de 10 dk
T4 DNA polimeraz 0.2 inaktivasyon
Linear CMV-EGFP-Neo (300ng) 3
Nukleaz Free Su 11.8
Toplam 20
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BAC plazmidi Hindlll (NEB, #R0104S) enzimi ile asagida bildirilen yonteme

uygun olarak kesilip linear hale getirildi (Cizelge 2.13).

Cizelge 2.13. pBeloBACL11 plazmidin kesim protokoli.

Is1

Toplam

Bilesen Konsantrasyon (ul)
pBeloBAC11Plazmid (100ng) 10
10X NEB 3.1 buffer 5
Hindlll enzimi 1 37°C de 15 dk
Nikleaz Free Su 34
50

Kesilmis pBeloBAC11 plazmide, GeneJET kit ile clean-up yapildi ve ayni

sekilde T4 DNA polimeraz ile kiit uclar elde edildi (Cizelge 2.14).

Cizelge 2.14. Linear pBeloBAC11 plazmidin T4 DNA polimeraz ile kiit uc elde etme protokold.

Toplam

Bilesen Konsantrasyon (pl) Is1
5% reaksiyon buffer 4
dNTP 2mM 1
T4 DNA polimeraz 0.2 11°C de 20 dk, 75°C de 10 dk
- - inaktivasyon
Linear pBeloBAC11 plazmid (100ng) 10
Niikleaz Free Su 4.8
20

Elde edilen uglarm BAC plazmid ve CMV-EGFP-Neo kasetin, T4 Ligaz

enzimi ile asagida bildirilen sekilde ligasyonu yapildi (Cizelge 2.15).
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Cizelge 2.15. Linear BAC ve CMV-EGFP-Neo kasetin T4 ligaz ile ligasyon protokoli.

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1

Linear pBeloBAC11? 2

CMV-EGFP-Neo Kaset? 2
T4 Ligaz 10x Buffer 2
1
2

T4 Ligaz enzimi 22°C de 1 saat

PEG4000
Nikleaz Free Su 11
Toplam 20

& Vektor-insert oram 3:1 olarak hesaplandu.

Ligasyon drinu DH5-alfa kompetent hicreye transforme edildi ve
transformasyondan sonra kloramfenikol (15pg/pL) iceren tablette gogaltildi. Bu
konstraktin dogrulamasi igin restriksiyon kesimi, fastdigest Xhol ile yapildi ve jelde
goruntilendi. Ayrica bu konstrakt 293FT hicreye transfekte edilip, EGFP
ekspresyonu dogrulandi. Transfeksiyondan 24 saat énce HEH293IQ hiicreleri, 24
g0zlu tablette hazirlandi. Transfeksiyon icin Lipofectamine 3000 Transfection
Reagent (ThermoScientific, #L3000015) kullanildi. 125 pl opti-MEM
(ThermoScientific, #31985062) vasatin igine, 2.5 pg pBeloBAC11-CMV-EGFP-Neo
plazmid ve 5ul p3000 reagentdan eklendi. Ayn1 zamanda 125 pl opti-MEM vasatin
icinde 5 pl Lipofectamine 3000°den eklenip, daha sonra bu karisim DNA igeren tiipe
aktarildi. Oda 1s1s1nda 10-15 dakika beklendikten sonra karisim, %90 kaplamis Insan
Embryo Bobrek (HEK2931Q) hiicre kiltiiriine inokule edildi. inokulasyondan 6 saat
sonra vasat alinip, Uzerine High Glucose DMEM eklendi ve 72 saat sonra floresan
mikroskopda EGFP ekspresyonu dogrulandi.
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2.2.6. pSP72-ORF2-BAC-CMV-EGFP-Neo-ORF3 Plazmidin Hazirlanmasi

pSP72-ORF2-ORF3 plazmidi, fastdigest Kpnl enzimi kullanilarak linear hale

getirildikten sonra (Cizelge 2.16), T4 DNA polimeraz ile kit uclu yap1 olusturuldu

(Cizelge 2.17).

Cizelge 2.16. pSP72-ORF2-ORF3 plazmidin kesim protokolii.

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1
pSP72-ORF2-ORF3 Plazmid (500ng) 2
10X Fastdigest buffer 2
Kpnl enzimi 1 37°C de 15 dk
Nukleaz Free Su 15
Toplam 30

Cizelge 2.17. pSP72-ORF2-ORF3 plazmidin T4 DNA polimeraz ile kiit u¢ elde etme protokol.

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1
5x reaksiyon buffer 4
dNTP 2mM 1
T4 DNA polimeraz 0.2 11°C de ﬁ%gt'?{/;?;gnde 10.dk
Linear pSP72-ORF2-ORF3 plazmid (1pg) 1
Nikleaz Free Su 13.8
Toplam 20

Ayn1 zamanda pBelo-BAC11-CMV-EGFP-Neo plazmidi de Mlul enzimi

(ThermoScientific, #ER0561) ile linear hale getirilip (Cizelge 2.18), ayn1 sekilde T4
DNA polimeraz kullanilarak kiit uclu olmas: sagland: (Cizelge 2.19). iki linear
konstraktin ligasyonu T4 Ligaz ile yapilip (Cizelge 2.20), bu ligasyon triini DH5-
alfa kompetent hiicrelere (NEB, #C30191) ayni protokol ile transforme edildi.
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Cizelge 2.18. pBelo-BAC11-CMV-EGFP-Neo plazmidin kesim protokold.

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1
pBelo-BAC11-CMV-EGFP-Neo Plazmid 10
(100ng)
10X Tango buffer 2
Mlul enzimi 1 37°C de 2 saat
Nikleaz Free Su 7
Toplam 30

Cizelge 2.19. pBelo-BAC11-CMV-EGFP-Neo plazmidin T4 DNA polimeraz ile kit ug elde etme

Is1

protokol.
Bilesen Konsantrasyon (pul)
5% reaksiyon buffer 4
dNTP 2mM 1
T4 DNA polimeraz 0.2
Linear pBelo-BAC11-CMV-EGFP-Neo plazmid 5
(100ng)
Nikleaz Free Su 9.8
Toplam 20

11°C de 20 dk, 75°C de 10 dk
inaktivasyon

Cizelge 2.20. Linear pBelo-BAC11-CMV-EGFP-Neo ve pSP72-ORF2-ORF3 plazmidlerin T4 ligaz

ile ligasyon protokolu.

Is1

Bilesen Konsantrasyon (pl)

Linear pBelo-BAC11-CMV-EGFP- 2

Neo?

pSP72-ORF2-ORF3? 2

T4 Ligaz 10x Buffer 2

T4 Ligaz enzimi 1
PEG4000 2

Nikleaz Free Su 11

Toplam 20

22°C de 1 saat

& Vektdr-insert orani 1:1 olarak hesaplanda.
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Transformasyondan sonra pozitif koloniler ampisilin  (100pg/pL) ve
kloramfenikol (15pg/pL) iceren LB agardan secildi. Plazmid ekstraksiyonu GeneJET
Kit ile yapildi. Bu konstraktin dogrulamasi i¢in restriksiyon kesimi fastdigest Xhol ile
yapildi ve ardindan agaroz jelde goruntilendi. Konstraktin yesil floresan protein
(EGFP) ekspresyonu, HEK293FT hicrelerinde Lipofectamine 3000 ile yukarida
verilen protokole gore dogrulandi. Ayrica bu konstraktin dizinini kontrol etmek igin
yeni nesil sekanslama yapildi ve Integrative Genomics Viewer (IGV) programi ile

analiz edildi.

2.2.7. MDBK Hiicresinde Homolog Rekombinasyon ile BoHV-4-BAC-EGFP

Hazirlanmasi

Rekombinant virusun dretilmesi icin T75 hiicre kiltiirii sisesinde ftretilen
MDBK hiicresi, BoHV-4 Movar susu ile 1 moi olarak enfekte edildi. Virus
inokulasyondan 24 saat sonra pSP72-ORF2-BAC-CMV-EGFP-Neo-ORF3 plazmidi
elektroporasyon ile hucreye verildi. Elektroporasyon igin hucreler tripsin ile
kaldirildi ve 2 kere 1X fosfat buffer saline (PBS) ile yikanip, 1000 rpm’de, 5 dakika
santrifij edildi. Hiicre peleti 5x10° oraminda, 750 pl 1X PBS ile restispanse edildi.
Sirkuler pSP72-ORF2-BAC-CMV-EGFP-Neo-ORF3 plazmidi ve 30 pgr Salmon
Sperm DNA (ThermoScientific, #AM9680) ile birlikte 50 pl olarak hiicreye eklendi.
Hiicre ve DNA karisimi 0.4 mm Kivete aktarildi ve elektroporasyon CelljecT Duo
(ThermoScientific, ABD) elektroporasyon cihaz1 ile 270 pV, 1500 F’de
gerceklestirildi. Elektroporasyonun ardindan hiicreler tekrar % 2 FDS iceren DMEM
ilave edilmis, T75 hucre kdltlrh siselerine aktarilarak 37°C’ye kaldirildi. EGFP
ekspresyonu her gin floresan mikroskop ile takip edildi. Elektroporasyondan 7 giin
sonra %90 CPE gosteren hiicreler ve supernatant 3 kez dondurulup/¢ézdiiriildi. Daha
sonra 3000 rpm’de, 4°C’de 10 dakika santriftj edildi ve slipernatant rekombinant
virus iceren materyal olarak -80°C’de donduruldu. Ayrica hiicre transfeksiyonu
Lipofectamine 3000 (Donofrio ve ark., 2009) ile de denendi ve rekombinasyonun

gerceklesmesinde elektroporasyon metodu ile karsilastirildi.
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2.2.8. Rekombinant Virus Se¢imi

Altt gozli hicre kdltiri tabletlerinde (Greiner, Almanya) MDBK hiicresi
hazirlandi. Hiicreler %70-80 oraninda kapladiktan sonra, elde edilen rekombinant ve
rekombinant olmayan karisim viruslar hiicreye adsorbsiyona bagli yontem ile inokule
edildi. Adsorbsiyon igin viruslar, 2 saat 37°C’de inkube edildi ve plak test icin
hicrelerin Gzerine agar eklendi. Agar hazirlamak igin %2 UltraPure Low Melting
Point Agarose, (ThermoScientific, #16520050) esit hacimde 2x DMEM ile 37°C de
karistirtldi ve hiicreye eklendikten sonra oda 1sisinda 15 dakika, donmasi igin
bekletildi. Daha sonra viruslar 37°C’de, %5 CO>’li inkubatorde tutuldu. 7-10 giin
sonra olusan yesil plaklar floresan mikroskop altinda segilip toplandi ve 250 pl
DMEM icersinde, 4°C’de gece boyunca virusun serbest kalmasi i¢in bekletildi. Elde

edilen viruslar -80°C’lik derin dondurucuya kaldirildu.

2.2.9. Rekombinant Plaklarin Purifikasyonu

Toplanan yesil floresan proteini eksprese eden viruslar, tekrar ayni protokol ile
8 kere plak purifikasyonuna tabi tutuldu. Elde edilen yesil floresan proteini eksprese
eden viruslar, 3 kere BEK hiicresinde 500ug/ul genetisin (G418) antibiyotik iceren
DMEM vasatta pasajlandi. Bu yontemde T75 flaskta hazirlanan %90 oraninda
kaplamis BEK hicrelerine adsorbsiyonlu metot ile virus inokule edildi. Daha sonra
G418 iceren DMEM vasati hiicrelere eklendi. inokulasyondan 5 giin sonra %90 CPE
gOsteren hiicreler toplandi. Uglincli pasajdan sonra toplanan viruslar saf rekombinant
virus olarak kabul edilerek, -80°C’de stoklandi.

2.2.10. Hirt Metodu ile Sirkiler BoHV-4-BAC-EGFP Elde Edilmesi

Elde edilen saf rekombinant yesil parildama veren viruslar, tekrar MDBK
hlcresine yukarida bildirilen yonteme gore ekildi ve stok virus -80°C’de tutuldu. Hirt

metodu igin, ilk olarak MDBK hiicresi hazirlandi ve hiicreler %80 kapladiginda virus
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100 moi olarak inokule edildi. Virus inokulasyondan 6 saat sonra enfekte hiicreler
tripsin ile toplandi ve Hirt ekstraksiyonu gergeklestirildi (Hirt, 1967). Elde edilen
hiicreler 2 kez 1X PBS ile yikandi ve 500 pl restispansiyon buffer icinde ¢ozildu
(Cizelge 2.21). Daha sonra 500 pl lizis buffer eklenip (Cizelge 2.22), 10 dakika oda
1isisinda bekletildi. Ardindan 660 pl 5M NaCl eklenip, 4°C de gece boyu tutuldu.
Karigim 14000 rpm de, 4°C’de 5 dakika santrifiij edildi ve santrifiij sonrasi istteki
stvi toplandi. 800 pl izopropanol ile presipitasyon gergeklestirildi. 14000 rpm’de
tekrar 20 dakika santriftlj edildi. Elde edilen pelet 1 ml %70’lik etanol ile yikand1 ve
kuru pelet 50 pl TE bufferda ¢6zuldu.

Cizelge 2.21. Hirt yonteminde kullanilan Buffer | (resiispansiyon buffer).

Bilesen Konsantrasyon
50mM Tris, pH 7.5(1M) 1.25 ml
10mM EDTA(0.5M) 0.5 ml
50pg/ml RNase A(50 mg/ml stok) 25 ul
Nikleaz Free Su 23.2ml
Toplam 25ml

Cizelge 2.22. Hirt yontemde kullanilan Buffer Il (lizis buffer).

Bilesen Konsantrasyon
1.2% SDS(10% SDS stoktan) 3ml
Nukleaz Free Su 22 ml
Toplam 25ml

2.2.11. Sirkuler Rekombinant BoHV-4-BAC-EGFP Transformasyonu

Hirt metodu ile hazirlanan sirkiiler rekombinant BoHV-4-BAC-EGFP, 10 pl
hacimde DH10B bakterisine (ThermoScientific, #12033015) elektroporasyon ile
transforme edildi. Elektroporasyon 0,1 ml Kkivette (BioRad, #1652089)
gerceklestirildi. 100 pl bakteri kilivete aktarildi ve tizerine 10 pl Hirt
ekstraksiyonundan elde edilen DNA eklendi. Elektroporasyon MicroPulser
Electroporator (BioRad, ABD) cihazinda Ecl programi (1.8 kV) kullanilarak yapildi.
Elektroporasyondan sonra 1 ml SOC vasattan eklenip, 37°C’de 250 rpm’de santrifij
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edildi. 150 pl alman bakteriden, 12.5 pg/pl kloramfenikol iceren LB agara ekilip,
agar 37°C’de gece boyu inkubasyona birakildi. Cikan koloniler ekstraksiyondan
sonra EcoRI kesim enzimi ile dogrulandi. Ayrica bakteri transformasyonu igin
kalsiyum klorid (CaCl,; Sambrook ve Russel, 2000) metodu da transformasyonun

gerceklesmesinde elektroporasyon metodu ile karsilastirildi.

2.2.12. MDBK Hiicresinde Rekombinant Virus Eldesi

Plazmid ekstraksiyonundan elde edilen rekombinant viral DNA, 6 gozli
tablette retilen MDBK hiicresine Lipofektamin 3000 ile transfekte edildi ve
rekombinant virusun olusmasi i¢in 37°C’de 10 giin bekletildi. Olusan viruslar 3 kere
dondur/g6zden sonra -80°C ye kaldirildi.
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3. BULGULAR

3.1. BoHV-4’iin Hiicre Kiiltiiriinde Cogaltilmasi

Virus ¢ogalmast MDBK hiicresinde gergeklestirildi. Bu amagla virus %50
kaplamis hiicreye inokule edildiginde, daha yuksek titre elde edildi. Genel olarak
sitoliz, hiicre yuvarlaklagmasi ve hiicre dokiilmesi ile karakterize CPE
inokulasyondan 72 saat sonra basladi. Besinci-6. glinde tum hicreler enfekte oldu ve
Ureyen viruslar topland1 (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. BoHV-4'iin MDBK hiicresinde ¢ogalmasi. (A) Negatif kontrol. (B) Inokulasyondan 72 saat
sonra. (C) 5-6. glinde tespit edilen CPE.

3.2. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu amaciyla tasarlanan protokol ile her T75 hicre kultirt
sisesinden yaklasik 1.5- 2 pg olacak sekilde saf viral DNA (260/280 orani: 1.8-2)
elde edildi. Elde edilen viral DNA, BoHV-4’in gB bolgesine yonelik spesifik
primerler ile de dogrulandi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. BoHV-4 gB PCR sonucu. 1: Pozitif bant (615 bp) ve 2: negatif kontrol. Merdiven (M): 100
bp ladder (ThermoScientific, SM0241).

3.3. pSP72-ORF2-ORF3’iin Olusturulmasi

BoHV-4 ORF2 ve ORF3 Phusion enzimi ile belirlenen kosullarla ¢ogaldi. En
uygun baglanma derece ise 50°C olarak tespit edildi (Sekil 3.3).

2000 bp

B e o e e e D e *-‘

Sekil 3.3. ORF2 ve 3 i¢in gradient PCR (50-60°C) sonuglari. 1-6: ORF2 i¢in gradient PCR ve 7-12:
ORF3 icin gradient PCR. Merdiven (M): 1 kbp plus ladder (ThermoScientific, SM1331).

N sooc s0°C

Daha sonra ORF2 ve ORF3 PCR drlnleri, pSP72 vektore klasik yontem ile
klonlandi ve elde edilen pSP72-ORF2-ORF3 plazmid (Sekil 3.5) koloni PCR ile
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transforme bakterilerden secildi. Pozitif koloniler plazmid ekstraksiyonundan sonra
Xhol enzimi ve daha sonra Xhol ve EcoRI ile kesildi ve dogruland1 (Sekil 3.4B).
Ayrica ORF2 ve ORF3 varlig1 PCR ile tespit edildi (Sekil 3.4A ve C).

. 4000 bp

[

Sekil 3.4. pSP72-ORF2-ORF3 konstraktin dogrulanmasi. (A) koloni PCR ile yapilan dogrulamada
4000 bp spesifik ORF2 ve -3 iceren bant. Toplam 6 koloniden (C1-6) hepsi pozitif olarak tespit edildi.
M: merdiven (1kb plus, ThermoScientific). (B) Dogrulama plazmid ekstraksiyonundan sonra kesim
enzimleri ile yapildi. Tek kesim (1) i¢in Kpnl ve ¢ift kesim (2) i¢in EcoRI ve Xhol secildi. Tek
kesimde tek bant 6700 bp ve gift kesimde 4000bp insert ve 2700bp vektor jelde goriintilendi.
Kesilmemis vektOr (3) plazmid kontroll olarak gorintiilendi. (C) Ayrica, izole edilmis plazmidlerden
ORF2 ve -3’¢ spesifik primerler ile bu genlerin varligi tespit edildi (3 ve 4). Plazmid icermeyen
reaksiyonlar (1 ve 2) negatif kontrol olarak belirlendi. Merdiven (M): 1 kbp plus ladder
(ThermoScientific, SM1331).
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Sekil 3.5. pSP72-ORF2-ORF3 vektdriin genom haritasi.
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3.4. pBeloBAC11-CMV-EGFP-Neo Plazmidin Hazirlanmasi

CMV-EGFP-Neo kaseti pEGFP-C1 plazmidinden kit ug seklinde alindi. Daha
sonra pBeloBACI11 plazmide klonlandi. Bu asamada CMV-EGFP-Neo kasetin

oryantasyonu 6nem tasimamaktadir. Elde edilen pBeloBAC11-CMV-EGFP-Neo

plazmidi (Sekil 3.6) ekstraksiyondan sonra BamHI ile kesildi ve dogruland1 (Sekil

3.7). Ayrica bu konstrakt HEK293I1Q hiicresine transfekte edildi ve transfeksiyondan

72 saat sonra EGFP ekspresyonu tespit edildi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.6. pBeloBAC-CMV-EGFP-Neo plazmidin genom haritasi.

GspDI* - Clal*
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Sekil 3.7. BamHI ile kesilmis pBeloBAC11-CMV-EGFP-Neo ve olusan (1) BAC (7400 bp) ve (2)
EGFP (1500 bp) bantlar1. Merdiven (M): 1 kbp plus ladder (ThermoScientific, SM1331).

Sekil 3.8. Transfeksiyondan 72 saat sonra HEK293IQ hiicresinde pBeloBAC-CMV-EGFP-Neo
plazmidin EGFP ekspresyon dogrulamasi. A: Faz kontrast ve B: floresan goruntu.

3.5. pSP72-ORF2-BAC-CMV-EGFP-Neo-ORF3 Plazmidin Hazirlanmasi

pSP72-ORF2-BAC-CMV-EGFP-Neo-ORF3 konstrakti (Sekil 3.9)
pBeloBAC11-CMV-EGFP-Neo plazmidin pSP72-ORF2-ORF3'e aktarimi ile
hazirlandi. Bu plazmidin dogrulamasi ekstraksiyondan sonra Xhol kesimi ile

gerceklesti (Sekil 3.10). HEK293FT hicresinde yesil floresan protein ekspresyonu
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tespit edildi (Sekil 3.11). Son basamak olarak bu konstraktin dizini yeni nesil
sekanslama ile kontrol edildi. Yeni nesil sekansin sonuglari1 IGV programu ile analiz

edildi ve mutasyon bulunmadi (Sekil 3.12).

XomI (1157)

(15,330) Pmil < Nbel (2953)

Sacll (3754)

SV4G poly(A) signat
Mlul (4013}

AMpR promoter

-5V40 pramotar
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Sl (6987)

(10,19s) BipI
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pSP72-ORF2-BAC-CMV-EGFP-Neo-ORF3
18,250 bp

Sekil 3.9. pSP72-ORF2-BAC-CMV-EGFP-Neo-ORF3 vektdrin genom yapisi.

79



Sekil 3.10. pSP72-ORF2-BAC-CMV-EGFP-ORF3 vektdriin Xhol ile kesimi ve dogrulamasi. (1)
kesilmemis vektdr ve (2) Xhol ile kesilmis vektér. Merdiven (M): 1 kbp plus ladder
(ThermoScientific, SM1331).

Sekil 3.11. Transfeksiyondan 72 saat sonra HEK293FT hiicresinde pSP72-ORF2-BAC-CMV-EGFP-
Neo-ORF3 plazmidin EGFP ekspresyon dogrulamasi. A: Faz kontrast ve B: floresan gorunta.
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Sekil 3.12. IGV programi ile pSP72-ORF2-BAC-CMV-EGFP-Neo-ORF3 plazmidin yeni nesil
sekanslama analizi.

3.6. MDBK Hiicresinde Homolog Rekombinasyon ile BoHV-4-BAC-EGFP

Hazirlanmasi

Homolog rekombinasyon i¢in MDBK hiicresi kullanildi. Transfeksiyon metodu
olarak elektroporasyon metodu, kimyasal metoda (Lipofectamine 3000) gére daha
etkili bulundu. Enfekte hicrelerde pSP72-ORF2-BAC-CMV-EGFP-Neo-ORF3
plazmidin transfeksiyonundan sonra, ilk CPE 5. gunde tespit edildi ve virusun
uremesi 12. gune kadar devam etti. Transfeksiyondan sonra hemen hemen tim
hiicrelerde yesil floresan proteinin ekspresyonu tespit edildi. Birinci virus pasajinda

rekombinant virus orani diigiiktii ancak yapilan pasajlar ile bu oran arttirildu.

3.7. Rekombinant Virus Sec¢imi ve Purifikasyonu

Rekombinant viruslarin se¢imi igin plak purifikasyon yontemi tercih edildi.

Birinci plak purifikasyonda sadece 4-5 adet rekombinant yesil enfekte hiicre tespit

81



edildi. Rekombinant virusun replikasyon hizi normal viruslara gOre daha yuksek
bulundu. Enfekte yesil hiicrelerin orani plak piirifikasyon sayist arttiginda ¢ogaldu.
Rekombinant virus oranimi arttirmak adina, virus se¢imine BEK hiicresinde ve
genetisin antibiyotik iceren vasat ile devam edildi. Genetisinin letal dozunu bulmak
icin enfekte olmayan BEK hicresi, farkli G418 dozlar ile karsilastirildi. En disiik
letal doz olarak 500ug/pl secildi. Rekombinant viruslar 3 kere BEK hiicresinde
500ug/pl G418 ile pasajlandi ve son pasajda rekombinant virus orani en az %80-90
olarak tespit edildi (Sekil 3.13).

Sekil 3.13. Rekombinant yesil viruslarin BEK hiicresinde 3. pasajdan sonra Uremesi. A: Faz kontrast
ve B: floresan goruntd.

3.8. Hirt Metodu ile Sirkller BoHV-4-BAC-EGFP Elde Edilmesi

Genel olarak, herpesviruslar hiicreye girdikten sonra hemen c¢ekirdekte sirkiler
hale gelip replikasyona hazirlanirlar. Bu 0Ozellikten yararlanabilmek icin farkl
zamanlarda rekombinant BoHV-4 ile enfekte hiicreler toplandi ve sirkiiler viral
DNA’nin varhigr bakteri transformasyonu ile denendi. Sirkiler viral DNA’y1
yakalamak i¢in en uygun zamanin inokulasyondan 6 saat sonra oldugu tespit edildi.
Ayrica bu yOntemde enfekte hiicre sayisi Onemli role sahiptir. Yapilan denemelerde
bakteri transformasyonu gerceklesti. En uygun virus titresi ise 100 moi olarak tespit
edildi.
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3.9. Sirkuler Rekombinant BoHV-4-BAC-EGFP'in, BH10B Bakteriye

Transformasyonu

Hirt ekstraksiyonundan elde edilen sirkuler BoHV-4-BAC-EGFP, DH10B
bakteriye elektroporasyon ile transforme edildi. Transformasyon metodu olarak
elektroporasyon metodu, kimyasal metoda (CaCl,) goére daha etkili bulundu.
Transformasyondan 24 saat sonra ilk koloniler LB agarda Uredi ve hepsi pozitif
olarak tespit edildi. Dogru kolonilerin sec¢imi, plazmid ekstraksiyonundan sonra
EcoRI kesim enzimi ile gerceklestirildi. Rekombinant virus, kontrol olarak Movar
susu ile karsilastirildi. Kesim enzimi analizinde rekombinant virusda bir ekstra 7400
bp bant ve Movar’a gore eksik bir 100 bp’lik bant tespit edildi (Sekil 3.14).

Ekstraksiyondan sonra rekombinant virus DNA'st MDBK hiicresine
Lipofectamin 3000 ile transfekte edildi ve hiicrede rekombinant virusun olusmasi
sagland1. Birinci pasajda virusun tiremesi 10 giinde gergeklesti ve enfekte hiicrelerde

Movar susuna benzer CPE tespit edildi.

7400 bp W U P i o

Sekil 3.14. DH10B bakteriden elde edilmis 7 farkli rekombinant virusun EcoRI ile kesim dogrulamasi
ve Movar referans susu ile karsilagtirilmasi. Merdiven (M): 1 kbp plus ladder (ThermoScientific,
SM1331).
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4. TARTISMA

Viruslara kars1 elde edilen klasik nitelikteki asilar inaktif veya atteniie olarak
hazirlanmaktadir. Inaktif asilar, tamamen o&ldiiriilmiis virus veya spesifik viral
proteinlerden (subunit) olusur. Subunit asilarda kullanilan proteinlere karsi immun
yanitin sinirli olmasindan dolayi farkli proteinler kombine olarak kullanilmaktadirlar.
Attenlie asilarda ise, viral virulans olduk¢a azaltilmis ancak virus canli olarak
bulunmaktadir. Inaktif asilara karst immunitenin kisa siireli ve yeterli olamamasi,
canli agilarda as1 virusunun sagilmasi, abort ve anomali gibi baz1 patolojilere neden
olabilmesi, reassortment olasiligi gibi nedenler bircok hastalikta klasik tlrde
hazirlanan asilarin kullanimini1 sinirlamaktadir (Estivariz ve ark., 2011; Lindsey ve
ark. 2008; Rha ve ark., 2014 ve Stauffer ve ark., 2006).

Klasik tekniklerle hazirlanan asilarin zamanla ortaya ¢ikan dezavantajlari
diistiniilerek, giiniimiizde rekombinant stratejiler kullanilarak yeni jenerasyon agilar

iiretilmeye ¢alisilmaktadir.

Asilama ve kanser hiicrelerini hedef alarak humoral ve hiicresel immuniteyi
arttirmak adina, antijen tasiyan yeni vektorlerin tasarimi igin farkli caligmalar ortaya

konulmustur (Donnelly ve ark., 1997 ve Krieg, 2002).

Tastyic1 vektorler olarak gorev yapan mevcut bakteriyel plazmidler guvenlik,
kolay tasarim ve seri tiretim, enfeksiyon riskinin az olmasi, konake1 hiicre genomuna
entegre olmama, ve uzun siren immun yanit gibi 6zellikle hiicresel yaniti uyarma
gibi avantajlara sahiptir. Ancak yeterli bir humoral bagisiklik tepkisi yaratmak i¢in
bir adjuvanta ihtiya¢ duyulmasi 6zellikle biiyiik hayvanlarda dezavantaj olarak kabul
edilmektedir (Lewis ve ark., 1999; Liu ve ark., 1997 ve Van Drunen Littel ve ark.,
2009). Genellikle, DNA asilar1 konakg1 hicrelere girdikten sonra olusan immun
yanitin  diizeyi, hedef hicrelerdeki antijen ekspresyonunun ardindan olusan

transfeksiyon verimliliginden direkt etkilenir. Dolayisiyla DNA asilarmin in vivo

84


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Est%C3%ADvariz%20CF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21685412

diisiik etkinligi, konake1 hiicreye bagli bazi faktorlere de- 6rnegin endoniikleazlar ve

cekirdek kor kompleksi gibi- baghdir (Ferraro ve ark., 2011).

Viruslar, dogal olarak konak¢i hiicrelere genlerini aktarabilen gelismis
tastyicilardir. Bu 6zellik onlar1 genlerin aktariminda vektor sistemler olarak cazip
kilmaktadir. Belirli viruslar, yabanci genetik materyalleri tasima ve etkili olarak bu
genleri aktarma kapasitelerinden dolayr gen aktarim vektorleri olarak
kullanilabilmektedir (Liu ve ark., 1997).

Viral vektorler ilk kez Rogers ve ark. (1973), tarafindan kullanilmis ve antikor
tepkisini uyaran adjuvantlara olan ihtiyaci ortadan kaldirmasi bakimidan da, birgok
as1 ¢esidine gore daha avantajli bulunmustur. Ancak hayvanlarda ve insanlarda viral

vektor kullanimini sinirlayan birgok faktor vardir.

Gunimuzde arastirmalar rekombinant adeno associated virus (AAV) vektor,
retroviral vektor, adenoviral vektor ve HSV-1'den koken alan amplikon vektori
olmak (zere dort ana viral vektére odaklanmistir. Bununla birlikte, bu viral
vektorlerin - kullannrminin  farkli  avantaj/dezavantajlari bulunmaktadir. Ornegin
retroviral vektorlerin konakgi hiicrelere entegre olma potansiyeli vardir ve
entegrasyon yerlerine bagli olarak bazi problemlere neden olabilmektedirler. Ayrica
rastgele mutagenez olusumu bu vektorlerde siklikla tespit edilmektedir (Bouard ve
ark., 2009). Adenoviral vektorler diistiniildiigiinde ise en buyik engel, konakgida
daha Onceden adenovirusa karsi gelismis immunitenin varligidir (Wold ve Toth,
2013). Dolayisiyla arastiricilar yeni, ¢ok daha etkili ve daha az dezavantaja sahip

viral vektor gelistirmek i¢in adeta bir yarisa girmislerdir.

Diger viral vektorler ile karsilastirildiginda, herpesviral vektorlerin
kullaniminin bir¢cok avantaji vardir. Son yillarda herpesviral vektorler ti¢ farkli
grupta incelenmektedir. ilki onkolitik herpesviruslar olup, replikasyon kompetent
HSV-1 tiirevi rekombinant viruslardan olusmaktadir. Ornegin Talimogene
laherparepvec (T-VEC), bir rekombinant HSV-1 tabanli viral vektor olarak melanom

kanserini hedefleyerek, insan granllosit-makrofaj koloni uyarici faktorini (GM-
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CSF) eksprese etmek iizere tasarlanmistir (Rehmanve ark., 2016). Ikinci grup,
rekombinant as1 hazirlamada kullanilmaktadir. Ugiinci grupda ise biyik gen

transferi i¢in kullanilan herpesviral vektorler tasarlanmistir (Jerusalinsky ve ark.,
2012).

HSV-1 ve 2, Varicella Zoster, Epstein Barr ve Bovine Herpes Virus 1 (BoHV-
1) dahil olmak tizere bu ailede bulunan ¢ok sayida virus, tatmin edici sonuglara sahip
asilama ve kanser terapisinde kullanilmak {izere viral vektorler olarak tasarlanmistir

(Hukkanen, 2010).

Herpesviral vektorlerin en biiyiikk dezavantaji, affinite gosterdigi alanlarda
latent kalabilme 0zelligidir. Ayrica, bu viral vektorleri kullanarak toksik viral genler
ve onlar1 manipiile etmeyi zorlastiran biliylik genom da dahil olmak iizere bazi

engellerle karsilagilmaktadir (Lachmann, 2004).

Herpesvirus toksisitesini engellemek icin atenlie mutantlar, replikasyon
defektif vektorler ve amplikon vektérleri dahil bazi stratejiler kullanilmistir. Ornegin,
zayiflatilmis HSV-1 viral vektorleri olusturmak igin, boliinen hiicrelerde viral
replikasyon icin gerekli olmayan fakat noronlar gibi hiicrelerde gerekli olan TK geni
secilmistir. Bu viral vektdr, néron hicrelerini hedefleme potansiyeline sahiptir
(Lachmann, 2004).

Son yillarda viral vektor olarak tlizerinde calisilan ve diger viral vektorlerle
karsilagtirildiginda  bircok avantaja sahip oldugu bildirilen BoHV-4, sigir
populasyonlarinda yaygin goriilen bir etkendir. Virus abort, metritis, pnémoni,
diyare, solunum yolu enfeksiyonu ve meme pustiler dermatit belirtileri gdsteren
sigirlardan izole edildigi gibi, saglikli goriiniimlii hayvanlarin farkli materyallerinden
de izole edilmistir. Deneysel enfeksiyon olusturabilen calismalar smirli sayida
oldugundan bu hastaliklarda BoHV-4'in roli tam olarak ortaya konulamamistir
(Thiry ve ark., 1989).
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BoHV-4, rhadinovirus genusunda yer alan diger herpesviruslardan farkli olarak
birgok hicre kilturinde ¢ogalma potansiyeline sahiptir. Ayrica daha az kompleks

genoma sahip oldugu i¢in manipulasyonu daha kolaydir.

Yeni bir viral vektoriin gelisimi sirasinda g6z Oniline alinmasi gereken
konulardan biri, konak¢i hiicrelerde replikasyon sirasinda viral vektore ait olan
potansiyel risktir. Bu nedenle viral vektoriin gelisimi sirasinda s6z konusu virusun
atentie olmas1 6nemlidir. Bununla birlikte, BoHV-4 tabanli viral vektor soz konusu
oldugunda, konak¢ida patojenitesinin diisiik olmasi ya da patojenitesinin olmamasi

nedeniyle, bu durum endise yaratmamaktadir (Thiry ve ark., 1998).

Epstein-Barr virus (EBV), herpesvirus saimiri (HVS), insan herpesvirus 8
(HHV-8) ve murin gammaherpesvirus-68 (MHV-68) gibi diger gammaherpes-
viruslarin onkojenik potansiyelleri olmasina ragmen, BoHV-4’iin simdiye kadar bu

tir etkileri goriilmemistir (Lomonte ve ark., 1997).

Retroviral vektorlerin in vitro avantajlarindan birisi, konakg¢i hiicrenin
genomuna entegrasyonundan dolayr kalici olarak proteinlerin ekspresyonudur.
Bununla birlikte, bu o6zellik in vivo deneyler sirasinda dezavantaj olarak
diistiniilmektedir. Donofrio ve ark. (2010), tarafindan rekombinant EGFP-BoHV-4
ile yapilan bir ¢alismada, BoHV-4’lin baz1 hiicrelerde epizomal kalabilme 6zelligini
gostermislerdir. Dolayistyla bu viral vektor, hiicrelerde entegrasyon olmadan
korunabilir ve ilgili geni uzun siire eksprese edebilir. Ayni ¢alismada kalict olarak
enfekte olmus konakg¢i hiicre kromozomuna BoHV-4 DNA'larmin entegrasyonu da

gosterilmistir.

Viral vektorlere yonelik en biiyiik problemlerden biri, hedef konakg¢1 hiicrede
vektor virusa karsi daha oOnceden gelismis olan immunitedir. Bu adenoviral
vektorlerde karsimiza c¢ikan en Onemli engellerdendir. BoHV-4’e¢ karsi olusan
antikorlar ¢cok zayif notralizan etki gostermektedirler (Dubuisson ve ark., 1987).
Dolayistyla BoHV-4 tabanli viral vektorlerde nétralizan antikorlarin etkin iiretimine

dair bir bildirim yoktur (Kit ve ark., 1985 ve McGregor ve ark., 1985). Bu nedenle,
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BoHV-4 kullanildiginda konakgida spesifik olarak hedeflenen virusa karst immunite

gelismektedir.

Yeni viral vektoriin gelisimi sirasinda distliniilmesi gereken en Onemli
konulardan biri, viral vektori test etmek icin in vitro ve in vivo ortamlarin var
olmasidir. Daha 6nce belirtildigi izere BoHV-4 primer ve devamli hiicreler de dahil
olmak iizere ¢ok cesitli hiicre hatlarinda ¢ogalabilmektedir. Deneme hayvani olarak

fare, tavsan ve kegide etken iiretilebilmektedir (Donofrio ve ark., 2013).

BoHV-4, in vitro ve in vivo ortamlarda makrofaj ve monosit hicrelerine
affinite gostermektedir. Donofrio ve Van Santen (2001), virusun makrofajlarda
persiste kalmasini destekleyebilen, BoHV-4 tarafindan latent sigir makrofaj hiicre
kalturd olan BOMAC’1 olusturmuslar; bdylece BoHV-4 kokenli vektoriin kanser

terapisinde kullanimini kolaylagtirmiglardir.

Kanser tedavisinde kullanilan viral vektorler iki grupta toplanmaktadir. Bazi
viruslar direkt onkolitik 6zellige sahip oldugu i¢in kanser hiicrelerinde replikasyon
potansiyeli vardir. Ancak diger onkolitik virus grubunda bir onkolitik ya da
proliferasyon supresor genin aktarimi nedeniyle kanser hiicreleri hedeflenmektedir.
BoHV-4 virusu insan kokenli kanser hiicrelerinde replike olup, apoptozise neden
olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, BoHV-4’iin apoptozis etkisi insan kanser
hicrelerinde incelenmis ve onkolitik virus oldugu ortaya konulmustur (Gillet ve ark.,
2005D).

HSV-1 tabanli viral vektor, ndrotropizma nedeniyle sinir sistemini hedef almak
icin kullanilmistir. Ancak bu viral vektor, sinir hicrelerinde toksisiteye neden
olmaktadir. HSV-1 tabanli viral vektorlerin aksine, BoHV-4 toksik etkileri olmayan
sinir sistemi hiicreleri de dahil olmak iizere c¢ok gesitli hiicreleri enfekte etme

potansiyeline sahip bir viral vektor adayidir (Lopez ve ark., 1996).
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Virusun kisaca bahsettigimiz biyolojik ve molekdler ozellikleri g6z 6nlinde
tutularak son yillarda viral vektdr olarak asilama ve gen terapisinde yaygin bir
kullanim alani buldugu goérilmektedir. Virus BoHV-1, Bovine Viral Diarrhea Virus
(BVDV), Mavidil virus (BTV) ve Ebola virusa (Donofrio ve ark., 2006, 2007b;
Franceschi ve ark., 2011b ve Rosamilia ve ark.,, 2016) ait immundominant
antijenlerin aktarilmasinda immunizasyon amagli kullanimimin yani sira, kanser

calismalarinda da kullanilmaya baslanmistir (Jacca ve ark., 2016).

BoHV-4'lin bir viral vektoér olarak potansiyelini géstermek igin Donofrio ve
ark. (2006), BoHV-1'in immundominant proteini olan gD eksprese eden bir
rekombinant BoHV-4 tabanli as1 virusu tasarlamiglardir. Bu asiy1 tavsan modelinde
test etmisler ve laboratuvar hayvanlarinda tatmin edici bir serum-notralizan antikor

yanit1 elde etmislerdir.

Yine aym diisiinceden hareketle BoHV-4 vektor tabanli Mavidil (BTV-8) ve
CpHV-1’e ait immundominant antijenlerin aktarimiyla gelistirilen asilarin deneme
hayvanlarinda immuniteyi uyardigi bildirilmistir (Donofrio ve ark.,, 2013 ve
Franceschi ve ark., 2011b).

Donofrio ve ark. (2007b), BVDV yapisal glikoproteini E2’yi kullanarak
gelistirdikleri BoHV-4CMV-IgKE2-14ATK olarak dizenlenen BoHV-4 tabanh
vektor asiy1 tavsan ve koyun modellerinde kullanmiglar ve humoral yanitin koruyucu

seviyede oldugunu belirlemislerdir.

Rosamilia ve ark. (2016), Ebola virusa ait as1 gelistirmek amaciyla BoHV-4'e
dayali viral vektorl kullanmislar; hazirlanan BoHV-4-syEBOVgD106ATK olarak
elde edilen asiy1 kecilerde denemisler ve kuvvetli bir humoral yanit gelistigini
belirlemiglerdir. ~ Genel olarak Ebola’ya kars1 gelistirilen asilar viral vektor
tabanhdir. Farkli viral vektorler hazirlanmis ancak virusa karsi iyi diizeyde immun
yanit tespit edilememistir. Dolayisiyla yeni gelistirilen BoHV-4 viral vektor bu
virusa karsi denenmis ve c¢alismada Ebola virusa karsi kegilerde yeterli diizeyde

notralizan antikor yaniti olusmustur.
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Bu konu iizerine yapilan bagka bir ¢alismada, rekombinant BoHV-4 vektore,
optimize edilmis peste des petits ruminants virus (PPRV)-Hemaglutinin genine ait
ORF klonlanmis ve iiretilen BoHV-4-A-PPRV-H-ATK asisinin immunojenik etkisi
C57BL/6 farelerinde degerlendirilmistir. BoHV-4-A-PPRV-H-ATK-immunizasyonu
spesifik T hiicresi, sitotoksik T lenfositlerini uyararak, PPRV’a kars1 iyi bir hiicresel

ve humoral immun yanit gelistirmistir (Macchi ve ark., 2018).

Yapilan bir ¢calismada, BoHV-4’0n onkolitik etkisi in vitro olarak insan glioma
hicre hatlarinda ve ayni zamanda in vivo sartlarda ratlarda glioma kanserinde
gosterilmistir. Bu arastirmada virusun replikasyonu sadece kanser hiicrelerinde tespit

edilmis ve saglam hiicrelerde virus liremesi saptanmamistir (Redaelli ve ark., 2010).

BoHV-4’iin kanser iizerine etkisine yonelik baska bir ¢alismada, Jacca ve ark.
(2016), fareleri Her-2" meme kanserine karsi profilaksi amaciyla BoHV-4-RHUT-gD
kullanmislardir. Bu ¢alismada Her-2 eksprese eden BoHV-4 viral vektorin etkisi
meme kanser terapisinde denenmistir. Genel olarak BoHV-4 bir onkolitik virus
olarak kabul edilmektedir. Dolayisiyla bu arasgtirmada hem bu viral vektoriin

onkolitik 6zelligi, hem de Her-2 ekspresyonundan yararlanilmistir.

Bu bilgiler 1s18inda planlanan bu g¢alismada, Ulkemizde Onemli ekonomik
kayiplara neden olan etkili asilarin iiretilemedigi ve/veya zoonoz enfeksiyonlara
yonelik olarak immunizasyon ve ayrica hayvan ve insan kanser terapisinde kullanim1

s6z konusu olabilecek BoHV-4 tabanli bir vektor gelistirilmesi planlanmugtir.

Bu amagla, herpesviruslar i¢in gelistirilen ve kullanilmakta olan Bacterial
Artificial Chromosome (BAC) olarak virusun klonlanmasi diisiiniilmiistiir.
Calismada BoHV-4’iin farkli yerel saha suslari denenmis ancak BoHV-4 suslarinin
yapilan full genom analizlerine dayanilarak %99’un iizerinde benzerlik gostermesi
sonucundan hareketle, mutasyon orani ¢ok diisiik olan bu viruslar icinde BoHV-4’iin
Avrupa referenz susu olan Movar kullanilarak rekombinant vektor gelisimi

saglanmistir.
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BAC vektoru (bakteri segici ajan olarak) ve EGFP ekspresyon kaseti (memeli
hiicre segme ajani olarak) klonlamak i¢in se¢ilen BoHV-4 gen alani, Donoftrio ve ark.
(2005), bildirdigi yonteme uygun olarak ORF2 (Bo2) ve ORF3 (Bo3) bdlgeleri
arasindadir. ORF2 (Bo2) ve ORF3 (Bo3) bdlgelerinin secilmesinin nedeni, BoHV-4
genomunun Long Unique Repeat (LUR) boélgesinde yer almasi ve bu alana yabanci
DNA yerlestirilmesinin  viral replikasyon Uzerine herhangi bir etkisinin
olmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu arastirmada da ayn1 sekilde, bu alanda yapilan
klonlamanin, virus replikasyonuna higbir etkisinin olmadigi ve rekombinant

viruslarin, saha viruslari ile ayn1 sekilde ¢ogaldig1 goriilmiistiir.

Hicre ici ekstra kromozomal homolog rekombinasyonun (HR) diisiik olmasi
nedeniyle (yaklasik %3), in vitro rekombinant herpesviruslarin olusturulmasi ¢ok
zaman alicidir. Hiicrelerdeki HR orani hiicrelerin pasaj sayisi, primer veya devaml
hiicre olmast ve hiicresel p53 geninin ekspresyon miktar1 gibi bazi faktorlere
baghidir. P53 genini eksprese eden bir plazmidin ko-transfeksiyonu ile yapilan bazi
arastirmalarda HR orani artmustir (Arias-Lopez ve ark., 2006). Ote yandan,
hiicrelerdeki HR oraninin transfeksiyon orani ile iliskisi vardir (Bandyopadhyay ve
ark., 1984).

Transfeksiyon ve transformasyon yontemlerinde rekombinant viruslarin
uretimi  ve Dbakteriye aktariminda kimyasal ve elektroporasyon metotlari
karsilastirilmis; MDBK hiicreleri Lipofectamine 3000 ve elektroporasyon ile
transfekte edilmis ve benzer bir calismada bildirildigi (zere elektroporasyon
metodunun bu amag i¢in en iyi metot oldugu gosterilmistir (Sharifi-Tabar ve ark.,
2015). Ayrica rekombinant virusun bakteriye transformasyonunda CaCl, yontemi
(Sambrook, 2009) ayni sekilde elektroporasyon metodu ile karsilagtirilmig ve

elektroporasyon metodu kimyasal metoda gore daha iyi sonug vermistir.

Bu calismada rekombinant viruslarin se¢giminde marker olarak yesil floresan
protein ekspresyonu ve genetisin antibiyotik direnci kullanilmistir. Genellikle tasiyici
vektorde sadece EGFP marker varsa, rekombinant viruslarin se¢imi yesil plak

saflastirma yontemi ile yapilabilmektedir. Ayrica ilk virus stogunda saha susu
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viruslarin baskin olmasindan dolayi, plak saflastirma adiminin ilk turunda yesil plak
bulunmasi olduk¢a nadirdir. Ayrica, bu arastirmada kullandigimiz Movar susunun
belirgin plak olusum potansiyeline sahip olmamasi nedeniyle ortaya ¢ikan plaklarin,
agaroz jel altinda kii¢iik ve tespit edilmesi zor oldugu goriilmiistiir. Bu problemin
asilmas1 amaciyla, yesil plaklarin se¢iminde genetisin ikinci bir marker olarak

kullanilmistir.

Genetisin antibiyotik markeri kullanilarak, rekombinant viruslarin populasyonu
arttirtlmis  ve rekombinant olmayan virus iceren enfekte hicrelerin virus
replikasyonundan 6nce  Glmesi saglanmistir. Ancak rekombinant  virus
olusturulmasinda bir se¢cim markeri olarak genetisinin kullanilmasinin dezavantaji
vardir. Bu antibiyotigin hiicrelerin protein sentezi Uzerindeki etkisi, iki mitozdan
sonra ortaya ¢ikmaktadir; bu nedenle, ylksek titreli saha viruslarinin gogalmak icin
yeterli zamani olmaktadir (Gillet ve ark., 2004). Dolayisiyla hem virus, hem de
antibiyotik hicre 6lumunu yaratabilmektedirler. Bu anlamda baska antibiyotiklerin

denenmesinin de stireci kisaltmak adina ilerde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Donofrio ve ark. (2005), rhabdomyosarkoma hiicre hatti1 olan RD-4 hiicresinin
BoHV-4’ii epizomal formda tutma potansiyeline sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Boylece, genetisin gibi antibiyotikleri kullanarak persiste bir hiicre dizisi olusturmak
mimkun olabilecektir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuclara gore, hiicre kultiriinde
yeni viral vektorlerin hazirlanmasinin bu antibiyotiklerin kullanimiyla kolaylastigi

diistiniilmektedir.

Tum herpesviral vektorlerin konakei hiicrelere bazi toksik genleri vardir ve bu
da onlar giivensiz kilmaktadir. Bu genlerin silinmesi ya da inaktivasyonu ile sorun
ortadan kaldirilabilmektedir. Daha Once belirtildigi gibi BoHV-4 ORF71 geni
enfekte hicrelerde TNF-a ile indiklenen apoptosise neden olur. Bu genin
inaktivasyonu ile daha guvenli bir viral vektér Uretme sansina sahip olabilecegi
bildirilmistir (Gillet ve ark., 2005b).
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Herpesviral vektorlerin en 6nemli dezavantajlarindan biri, enfekte hiicrelerde
latent kalma 0Ozelligidir. BoHV-4 viral vektor tasariminda, ORF50'in over-
ekspresyonu veya ORF73'Un silinmesi ile latent kalma 6zelliginin ortadan

kalkabilecegi 6nerilmektedir (Fowler ve Efstathiou, 2004).

Rekombinant virusun se¢imi MDBK ve BEK hiicresinde gergeklestikten sonra,
Hirt metodu ile enfekte hiicre ¢ekirdeginde var olan sirkiiler DNA yakalanmis ve
bakteriye aktarilmistir. Alphaherpesviruslarin hizli replikasyonundan dolayr Hirt
ekstraksiyonu genellikle virus inokulasyondan 1 saat sonra gerceklestirilmektedir
(Liu ve ark., 2011). Gammaherpesviruslarda ise, replikasyon hizinin diisiik olmasi
adma bu sure daha uzun olmaktadir. Sirkiler DNA’nin yakalanmasi i¢cin BoHV-4 ile
enfekte hiicreler farkli zamanlarda (3, 6, 8, 12, 24 saat) toplanmis ve sirkiler
DNA’nin ekstraksiyonu i¢in en uygun zaman 6. saat olarak belirlenmistir. Yapilan
bir ¢aligmada maksimum sirkiiler DNA 24 ve 48. saatlerde tespit edilmistir
(Donofrio ve ark., 2000a). Bu farkliligin nedeni, virus titresinin diisiik veya yiiksek
olusuna baglanmaktadir. Bu ¢alismada Hirt ekstraksiyonu igin hticreler 100 moi ile
enfekte edilmistir. BOylece, fazla sayida virusun hiicreye girmesinden dolay: sirkiiler

DNA daha hizli olarak enfeksiyonun ilk saatlerinde maksimum seviyiye ulagmustir.

E. coli, ¢ogunlukla metile olmus sirkiler DNA’y1 g¢ogaltabilme yetenegine
sahip degildir. Bu ¢alismada Hirt ekstraksiyonundan elde edilen sirkiler viral DNA,
DH10B bakterisine klonlanmigtir. Bu bakteri, iki 6nemli 6zellige sahip oldugu i¢in
tercih edilmistir. DH10B bakterisi genetik modifikasyondan dolayr metile olmus
DNA'y1 ¢ogaltabilmektedir. Ayrica bu bakteri herpesvirus gibi biiyiikk yabanct DNA
materyalininin transformasyonu ic¢in uygundur. DH10B bakterisi rekombinasyon
negatifdir. Dolayisiyla BoHV-4-BAC-EGFP  stabil olarak bakteri icinde
kalabilmektedir (Gillet ve ark., 2005a). Genel olarak buyik DNA’lar bakteri icinde
rekombinasyondan dolay1r stabil degildirler. Bu nedenle, bu ¢alismada
rekombinasyon negatif (rec-) suslar tercih edilmistir. Yapilan bir ¢alismada BoHV-4
rekombinant virusun stabilitesi bakteride 10 pasaja kadar g0sterilmistir (Donofrio ve
ark., 2009). Ayrica BAC vektor ¢cok az kopya sayisina sahip oldugu i¢in, BoHV-4-
BAC-EGFP plazmidinin bakteriye toksik etkisi yoktur.
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Bakteri transformasyonu icin elektroporasyon yontemi tercih edilmistir. Daha
Onceki ¢aligmalarda, BAC gibi biiyilk DNA’larin elektroporasyon kosullar (kV ve F)
belirlenmistir (Sheng ve ark., 1995 ve Zhang ve ark., 2007). Ancak bu ¢alismada,
elektroporasyon cihazinin 6nerdigi protokol kullanilmis ve transformasyon etki orani

istenilen diizeyde ger¢eklesmistir.

Bakteriden elde edilen sirkiler viral DNA rekombinant virus olusturmak igin
MDBK hiicresine transfekte edilmistir. Transfeksiyondan 10 giin sonra yesil
rekombinant viruslar ortamda tespit edilmistir. Boylece, rekombinant virusun
bakteride stabil halde kalmasi, rekombinasyon ve reassortmintin olusmadig: ortaya

konulmustur.

Bu asamadan sonra istenen genlerin viral vektore aktarimi bakteride
recombineering yontemi ile gergeklesebilmektedir. Bakteri icersinde rekombinasyon
(recombineering) hiicreye gore daha kolay ve daha hizli gergeklesen bir prosedurdur.
Bu metotta rekombinasyon orani daha yiiksek ve yaklasik %100 olarak tespit

edilmektedir.

Viral vektorlerin 1973 yilinda ilk kullaniminin ardindan farkli viral vektorler
gelistirilmis; avantaj/dezavantajlar1 distiniildigiinde, hayvanlarda ve insanlarda
kullanimini sinirlayan bir¢ok faktor zaman iginde ortaya c¢ikmistir (Bouard ve
Alazard-Dany, 2009).

Hedeflenen amaglar dogrultusunda, olumsuzluklari en aza indirgenmis ve
basarili bir viral vektor arayislari sonrasinda, farkli viruslarin kullanimi ve
rekombinant virusun liretilmesinde yeni tekniklerin gelistirilmesiyle giiniimiizde viral

vektor lizerine yapilan ¢alismalar hiz kazanmis ve basarili sonuglar alinmstir.

Sahip oldugu biyolojik ve molekiiler 6zellikleri agisindan son yillarda birgok

virusa ait immundominant antijenlerin aktarilmasi ile immunizasyon ve ayrica kanser
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terapisi amaglartyla kullanilan BoHV-4, diger viral vektorler ile karsilastirildiginda

oldukca avantajli gortilmektedir.

Sonug olarak, bu c¢alismada elde edilen BoHV-4-BAC viral vektoriin, daha
onceki ¢alismalarda da bildirilen avantajlarindan dolayr hem immunizasyon, hem de
kanser terapisinde kullanilabilme potansiyeli oldugu ortaya konularak, bu baglamda
ileride yapilmasi planlanan iilkemizde 6nemli ekonomik kayiplarin nedeni ve/veya
zoonoz karakterde etkenlere yoOnelik asilamalarda ve basta glioma olmak {izere

bircok kanserin terapisinde yararl olabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, Tiirkiye’de ilk olarak BoHV-4 tabanli bir rekombinant viral

vektor gelistirilmistir.

BoHV-4’iin farkli saha izolatlar1 ve referens suslarindan biri olan DN-599
kullanilarak Donofrio ve ark. (2007) ile Gillet ve ark. (2005) tarafindan BoHV-4
tabanli vektor gelistirilmistir. Bu ¢alismada ilk defa virusun Movar susu kullanilarak

viral vektor hazirlanmistir.

BoHV-4 kullanilarak gelistirilen viral vektor Bacterial Artificial Chromosome
(BAC) plazmidi olarak klonlanmis ve herpesviral vektor gelistirmede basarili
bulunmustur. Bu calismanin sonuglar1 degerlendirildiginde, BAC sisteminin bu
nitelikte yapilacak ¢aligmalar i¢in kullanilabilirligi bir kez daha ortaya konmus ve bu

konu tizerine ¢alisacak arastiricilar i¢in 6nemli bir basamak gergeklestirilmistir.

BAC plazmidin BoHV-4 genomuna aktarimimda memeli hiicresinde homolog
rekombinasyon teknigi kullanilmis ve rekombinant virusun se¢iminde yesil floresan
protein ekspresyonu ve genetisin antibiyotik direncinden yararlanilmistir. Hirt
metodu ile enfekte hiicre cekirdeginde var olan sirkiiler DNA yakalanmig son

basamakta DH10B bakterisine aktarilmistir.

BAC vektorii (bakteri secici ajan olarak) ve EGFP ekspresyon kaseti (memeli
hiicre segme ajan1 olarak) klonlamak i¢in secilen BoHV-4 gen alani, ORF2 (Bo2) ve
ORF3 (Bo3) bolgeleri arasindadir. ORF2 (Bo2) ve ORF3 (Bo3) bdlgelerinin
secilmesinin nedeni, BoHV-4 genomunun Long Unique Repeat (LUR) bolgesinde
yer almasi ve bu alana yabanci DNA yerlestirilmesinin viral replikasyon iizerine
herhangi bir etkisinin olmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu aragtirmada da ayni

sekilde, bu alanda yapilan klonlamanin, virus replikasyonuna higbir etkisinin
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olmadigi ve rekombinant viruslarin, referens virusla ayni sekilde cogaldig

gorilmiistiir.

Virusun enfekte hiicrelerde plak olusturma yetene8inin diisiik olmasi
nedeniyle, rekombinant viruslarin se¢iminde yesil floresan protein ekspresyonunun
yani sira genetisinin antibiyotik direncinden yararlanilmistir. Ancak séz konusu
antibiyotigin etkisinin goriilmesi i¢in hiicrede en az 2 pasaj gerekmektedir. Bundan
sonra yapilacak calismalarda farkli antibiyotiklerin-higromisin vb. gibi.- denenmesi

siireyi kisaltma adina faydali olacaktir.

Transfeksiyon ve transformasyon yontemlerinde rekombinant viruslarin
tiretimi ve Dbakteriye aktarimimnda kimyasal ve elektroporasyon metotlar
karsilastirillmis;  MDBK hiicreleri Lipofectamine 3000 ve elektroporasyon ile
transfekte edilmis ve benzer bir calismada bildirildigi {izere elektroporasyon
metodunun bu amag i¢in en iyi metot oldugu gosterilmistir (Sharifi-Tabar ve ark.,
2015). Ayrica rekombinant virusun bakteriye transformasyonunda CaCl, yéntemi
(Sambrook ve Russel, 2000) ayni sekilde elektroporasyon metodu ile karsilastirilmig

ve elektroporasyon metodu kimyasal metoda gore daha iyi sonu¢ vermistir.

Sirkiiler DNA’nin yakalanmasi i¢in BoHV-4 ile enfekte hiicreler farklh
zamanlarda (3, 6, 8, 12, 24 saat) toplanmis ve sirkiiler DNA’nin ekstraksiyonu igin

en uygun zaman 6. saat olarak belirlenmistir.

S6z konusu viral vektor, biyolojik ve genetik ozellikleri agisindan diger viral
vektorlere gore daha avantajli goriilmektedir. Bu 6zellikleri kisaca: daha az kompleks
genoma sahip oldugu i¢in manipUlasyonunun kolay olmasi, patojenitesinin az ya da
olmamasi, enfekte hiicrelerde transformasyona neden olmamasi, genis konake1
spektrumuna sahip olmasi, insanlarda replikasyon potansiyelinin tespit edilmemesi,

monosit/makrofaj hiicrelerinde persiste kalabilmesi olarak sayilmaktadir.
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Elde edilen BoHV-4-BAC viral vektoriin, yukarida belirtilen avantajlarindan
dolayr hem immunizasyon, hem de kanser terapisinde kullanilabilme potansiyeli
oldugu ortaya konularak, bu baglamda ileride yapilmasi planlanan tilkemizde 6nemli
ekonomik kayiplarin nedeni ve/veya zoonoz Kkarakterde etkenlere yonelik
asilamalarda ve insan ve hayvanlarda bir¢cok kanserin terapisinde s6z konusu

vektoriin yararli olabilecegi diisliniilmektedir.
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OZET

Asilama Stratejilerinde Bir Gen Aktarim Vektorii Olarak BoHV-4 Movar Susu ile
BAC-BoHV-4 Elde Edilmesi

BoHV-4, herpesviridae ailesinin gammaherpesvirinea alt ailesinde ve rhadinovirus
cinsinde yer alan bir etkendir. Virus solunum sistemi enfeksiyonunda, vulvovaginitis,
endometritis, mastitis, abort, metritis, dermatitis olgularinda tespit edilmistir. Ayrica saglikli
goriinimlii hayvanlarin c¢esitli materyallerinden de etken izole edilmistir. Son yillarda,
BoHV-4 farkli patojenlere ait immundominant antijenlerin aktariminda ve kanser terapisinde
yeni bir viral vektdr olarak sunulmaktadir. BoHV-4’lin biyolojik ve molekiiler 6zellikleri,
onu diger viral vektorlerden daha avantajli kilmaktadir. Bu calismada, BoHV-4’iin Movar
susu kullanilarak bir viral vektor gelistirilmesi planlanmistir. Rekombinant virus olusturmak
icin, virusun ORF2 ve ORF3 gen bolgelerinin arast BAC-EGFP-Neo kasetin klonlanmasi
icin tercih edilmistir. Hiicrede gerceklestirilen homolog rekombinasyondan sonra,
rekombinant viruslar yesil floresan protein ekspresyonuna bagli olarak bir antibiyotik olan
genetisin direncine goére segilmistir. Hirt yontemi kullanilarak elde edilen rekombinant
sirkuler viruslar DH10B bakterisine transforme edilmistir. Son basamakta, bakteriden
ekstraksiyonu yapilan BoHV-4-BAC-EGFP, MDBK hiicresine transfekte edilmis ve
rekombinant virus hazirlanarak stabilitesi DH10B bakterisinde dogrulanmistir. Elde edilen
BoHV-4-BAC viral vektoriin, sahip oldugu ozelliklere dayanarak, bu baglamda ileride
yapilmasi planlanan iilkemizde ©Onemli ekonomik kayiplarin nedeni ve/veya zoonoz
karakterde etkenlere yonelik agilamalarda ve basta glioma olmak {izere insan ve hayvanlarda

birgok kanserin terapisinde kullaniminin yararl olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bacterial Artificial Chromosome (BAC), Bovine Herpesvirus 4,

Homolog Rekombinasyon, Memeli Hiicre, Viral Vektor
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SUMMARY

BAC-BoHV-4 Obtaining With BoHV-4 Movar Strain As a Viral Gene Delivery Vector
For Vaccination Strategies

BoHV-4 is a member of herpesviridae family, Gammaherpesvirinae subfamily and
rhadinovirus genus. The virus has been detected from respiratory infections, vulvovaginitis,
endometritis, mastitis, abortion, metritis and dermatitis. In addition, this virus has been
isolated from different samples of the healthy animals. During the last years, BoHV-4 has
been used as a new viral vector in the immunodominant antigen transfer and cancer therapy.
Due to biological and molecular characteristics, BoHV-4 has more advantages in comparison
to other viral vectors. In this study, we have planned to create a viral vector based on BoHV-
4 Movar strain. To create recombinant virus, ORF2 and ORF3 genes have been selected to
insert BAC-EGFP-Neo cassette. After homologous recombination in the cells, recombinant
viruses have been selected based on the green fluorescence protein expression and geneticin
antibiotic resistance. By performing Hirt method, circular recombinant viruses transformed
into DH10B bacteria. In the last step, extraction of BoHV-4-BAC-EGFP from bacteria has
been done and transfected into MDBK cells to verify the stability of recombinant virus in the
bacteria. By considering the characteristics of this viral vector, we have planned to use
BoHV-4-BAC vector in vaccine production against diseases that cause economic loses
and/or are zoonotic and to use in some cancer therapy especially glioma in humans and

animals.

Keywords: Bacterial Artificial Chromosome (BAC), Bovine Herpesvirus 4, Homologous

Recombination, Mammalian Cell, Viral Vector
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