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SIGIR HERPES VIRUS 1 (BHV-1) PROTEINLERININ ELEKTROFOREZ VE VESTERN
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Study of Bovine Herpes Virus 1 (BHV-1) Proteins with Electrophoresis and Western Immunoblot
Methods

SUMMARY

Bovine herpes virus 1 (BHV-1) proteins were studied with
analyse BHV-1 proteins by SDS-PAGE, BHV-1 infected MDBK
o electrophoresis on 10 % polyacrylamide gel. After staining
determined in the infected MDBK cells. However, precise analysi

two different methods. Initially, in order 1o
and control MDBK cell lysates were subjected
with Coomassie blue, different proteins were
s of viral proteins could not be carried out.

Infected MDBK and VERO cell proteins, subjected to electrophoresis, were also examined by Western

blot using immune rabbit serum. As aresult, proteins at the molecular weights of approximately 55 kDa, 75 kDa
and 180 kDa were determined to be antigenic proteins of BHV-1.
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OZET

Sigir herpes viris 1 (BHV-1) proteinleri iki farkh test ile galisildi. Oncelikle, Sipar herpes vinis |
proteinlerinin SDS-PAGE ile analizi amacryla BHV-1 infekte Sigar Bobrek Hiicre (MDBK) ve kontrol MDBK
hicre lizatlan % 10'luk poliakrilamid jelde elektroforez edildi. Proteinlerin belirlenmesi igin jelin Coomassie

mavisiyle boyamasi yapildi. Boyama neticesinde, infekte MDBK hiicrelerinde, kontrol MDBK hilcreleriyle
kargilagunidiginda, farkh proteinler tespit edildi. Ancak, viral proteinlerin tam bir analizi yapilamads,

Bu ¢alismada kullamulan ikinci testte, elektroforezleri yapilan infekte MDBK ve Yesil Maymun Bébrek
Hicre (VERO) proteinleri immun tavsan serumu kullanilarak Vestern immunoblot yontemiyle goriintilendi.
Vestern Immunoblot neticesinde, molekiil agirliklan yaklagik olarak 55 kDa, 75 kDa ve 180 kDa olan
proteinlerin BHV-1'in antijenik proteinleri olduklan belirlendsi.

Anahtar Kelimeler: Sigir herpes viris 1, Elektroforez, Vestern Immunoblot

" Bu aragtirma F .Aragtirma Fonu (FONAF- Proje No: 161) tarafindan desteklenmig, aym adli doktora tezinden 6zetlenmisgtir.
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GiRIS

Sigir Herpes Viris 1 (BHV-1), sigirlarda;
solunum, genital ve sinir sisteminde infeksiyonlara
sebep olan Onemli bir viral patojendir. Viris,
Herpesviridae  ailesinin bir  iiyesi  olup,
alfaherpesvirinae  alt  ailesine mensuptur Ve
infeksiyoz Bovin Rhinotrakeitis-nfeksiyoz Pustiiler
Vulvovaginitis  (IBR/IPV)  virisi olarak da
isimlendirilir (10). : _

Virionun yapisinda; 152 kbp uzunlugunda ¢ift
iplikli ve linear DNA, 160-162 kapsomerden olugmus
ikosahedral morfolojiye sahip, yaklasik, 100-110 nm
capinda kapsid, kapsidi sikaca cevrelemis olan
tegument tabaka ve en dista ise viriis tarafinda
kodlanmug olan glikoproteinleri de ihtiva eden zarf
bulunmaktadir (10, 28, 29).

Litik bir herpesviriis infeksiyonu esnasinda,
viral proteinlerin goriilme zamant, sentez kinetigi ve
baz: metabolik inhibitorlere karst duyarlihiklan gibi
kriterler dikkate alinarak, herpesviriis proteinleri ii¢
grupta sumflandinlmagtir (16, 26, 28, 35).

Replike DNA'ya ait transkripler tarafinda
sentezlenen geg proteinler (lare ya da gamma) yeni

-virionlara ait yapisal proteinlerdir. Yapisal
proteinlerin  bir  kismu, infekte hiicrenin
sitoplazmasinda sentezlendikten sonra, hiicre

niikleusuna gider ve burada niikleokapsidi olugturur
(31). Olusan bu niikleokapsidler, niiklusun i¢
membramndaki viriona ait tegument ve zarf kismint
da alip, endoplazmik retikulumun sisternasindan
plazma membranina uzanan tiibiiler yapilar i¢inden
hiicreyi terk eder (8, 22).

Purifiye herpesviriis partikiilleriyle yapilan
Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid  Jel (SDS-
PAGE) analizi neticesinde en az 33 farkl yapisal
protein tespit edilmistir (1, 4,5,17,15,19,23,26,33,
35). Bunlardan 5’inin kapsid proteini = oldugu
bildirilmistir (27). Ayrica, kapsidin tipine gore de
kapsid protein sayillannin ve kompozisyonlarinin
degistigi saptanmustir (28). Transkripsiyonu aktive
edici faktor-alfa, konakgi hiicre metabolizmasini
durdurucu protein (VHS protein) ve viral genomun
terminal (a) sequensine baglanan proteinler
tegument proteinleri olarak virion yapisinda
bulunmaktadir (15, 32).

Herpesviriis  yapisal  proteinlerinden 11
tanesinin, kimyasal olarak, glikoprotein yapisinda
oldugu yine SDS-PAGE analizle belirlenmistir (1, 4,
13, 15, 26, 36, 37, 38). Bunlardan bir gogu virionun
yapisal  unsurlandir.  Bu  glikoproteinlerden

tamamumun fonksiyonu bugin icin bilinmemesine
ragmen, bazilannin viriisiin hiicreye adsorps.i.yonu.
penetrasyonu V€ viriisiin hﬁcrgdfzn hiicreye
yayiliminda etkin olduklar belirlenmugtir (17, 18, 37,

38). Aynca bu glikoprotein]erden bazilari, virise

karst konak¢ida sekillenen hiicresel ve stvisal immun
kabul edilirler (6,

cevabin asil determinantlan olarak
9,20, 37).

Bu caligmada, S1g1r Herpes Viris 1 (BHV-'I)
proteinlerinin Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid
Jel  Elektroforez (SDS-PAGE)  ve Vestern
immunoblot metotlartyla incelenmesi amaglanmustr.

MATERYAL VE METOT

Hiicreler ve Viris. Caliyma siiresince iki
farkli devaml hiicre hatti kullamld:. Viriis firetimi,
Sigir Bobrek (MDBK; American Type Culture
Collection, MD, USA) ve Afrika Yesil Bobrek
(VERO; Sap Enstitiisii, Ankara) hiicrelerinde
gergeklestirildi.

Cahsmada, [BR/IPV virisinin referans susu
olarak kabul edilen IBR-Colorado susu (Ankara
Universitesi, Veteriner Fakiiltesi) kullanild1.

Viriis Uretilmesi. Viriis iiretimi amaciyla % 1
Fotal Sigir Serum (FBS; SIGMA) igeren Dulbecco's
Modified Eagle's Medium Nutrient Mixture F-12
(DME/F-12; SIGMA) vasatindan faydalanildi.
ELISA'da kullanilan viriisii elde etmek igin virds
infekte MDBK hiicre iist sivist kullamildr Ust siva,
once +4 °C, 8000 rpm (Hettich, Tuttlingen,
Germany)'de 20 dak. santrifiij edilerek hicre
artiklan uzaklastirildi. Ust sivinin 5 mI’lik kism sivi
azota kaldinldi. Azottan gikartilan bu vinisin titresi
hesaplandi  (14). Kalan ist siv1 ise 40.000 rpm
(Sorvall, RC 5B)'de 4 saat santriifiij edildi. Pelet
viriis, PBS iginde sullandinlip, - 20 °C'ye kaldinldi.

SDS-PAGE ve Vestern blot deneylerinde viral
proteinlerin incelenmesi amaciyla ikiser adet 75
cm?lik hiicre iiretme kabinda MDBK ve VERO
hiicreleri  retildi. Hiicreler  tek  tabaka
olugturmasindan sonra hiicre iiretme vasati dokulup,
IBR viriis ekimi yapildi (3). Kontrol hiicreler ise
serumsuz vasatta bekletildi. Viris ekilen hicrelerde,
inokulasyondan 30 dak. sonra, vasat dokiiliip,
hiicreler yikandi. Bu kaplara viriis iiretme vasatt ilave
edildi. Viriis inokulasyonunu takip eden 14. saatte
infeksiyon + 4 °C'de durduruldu. E§ zamanl olarak
kontrol hiicre kaplan da + 4 °C'ye kaldinldi. Kaplann
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vuzeyi PBS ile yikamp, 5 m] PBS icinde yumugak bir
kaziviciyla hiscreler Kazindi. Hiicreler 1200 pm’de,
15 dak. santrifij edilerck infekte ve kontrol hiicre
pelederi elde edildi (3). BHV-1 infckte ve kontrol
hiiereleri iizerine 250 ul protein pargalama tamponu
(% {0 gliserol. G 0004 Bromfenol blue, % 2 SDS, %
4 mierkaptoetanol, (.004 M EDTA, 0.05 M Tris pH
68 ve G 60 dH0 ) ilave edildi (2). Apgirhk
markerlen  olarak Kullanilmak  iizere protein
par¢alama  tamponundy /10 oraminda  serum
nimuncleri ve 2 mg/ml  ovalbumin ¢cOzdiruldi.
Hazirlanan numuneler, kaynar suda 3 dak tutuldu,
Vorlckslencrek, - 70 °C've kaldinldy,

infekte Tavsan Serumu, Yetiskin beyaz
tavsan (Viroloji Enstitiisi. Elazi1g) temin edildi. Azot
tankindan Gikartilip, ¢ozdiiniilen DKIDq; Log 10 %%
/0.1 ml titredeki virsin 0.2 ml'si intravenoz yolla
uvgulanarak bir tavsanda infeksiyon baglauldi (21).
Bu tavsandan, virig inokulasyonundan énce ve
infeksiyondan 20 gun sonra kulak venasinda kan
ahnip, serum ¢ikaruldi. Serumlar kullanihncaya
Kadar — 20 °C’de sakland, '

ELISA. IBR-Colorado susu ile infekte tavsan
serumlannin test edilmesi i¢in ELISA gergeklestirildi
(25). Karbonat lamponu iginde viriis baglanan ELISA
pleyterinde pozitif ve negatif serumlarin 1/100
dilusyonlar test edildi (25). Serumlann 492 nm’deki
adsorbans  degerleri mikroeliza okuyucusunda
olgiildi.

Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforez. Protein 6rnekleri Laemmli'nin aralikly
SDS-PAGE sistemi kullanilarak % 5'ik y1gimlayici
ve % 10'lik ayinci jelde, 15 cm vertikal clektroforez
cithazinda molekiil agirliklanna gore aynstild: (2).
Jeldeki taraklarin her Kuyucuguna 20'ser M numune
yiklendikten sonra, numuneler 200 Volt'da 3,5 saat
clektroforez edildi (30).

Elektroforczi  takiben, jelin - Coomassie
mavisiyle boyanacak kismi keskin bir bistiirii
yardimiyla dikkatlice kesildi ve icinde Coomassie
mavi eriyigi bulunan derin bir kaba brrakildi.
Otomatik calkalayici iistiinde 4 saat boyama yapild,
Boyanin giderilmesi icin: Coomassic maviden alinan
jel, derince bir kapta bulunan boya giderici (% 30
metanol, % 10 glasial asetik asit ve % 60 dH,0) icine
auldr ve otomatik sallayict istiinde jel berrak
oluncaya kadar igleme devam edildi. Boya
giderilimesi esnasinda birkag kez boya giderici eriyik
degistirildi. Daha sonra jelin fotografi alind; (11).

Vestern Blotlama, By teste, elektroforezle
ayngunlan  viral proteinler gnce nitroselliiloz

F.0.Saglik Bil. Dergisi 2000, 14 (1),

membrana transfer edildi, Daha sonra, proteinlerin
yeri antijen-antikor tepkimesi tizerine kurgulanan bir
yontemle belirlendi (11).

Transfer islemi, Semi-dry transfer cihazinim
clkitabinda belirtildigi sckilde gergeklestinldi (IMAT
Semi-Dry Blotter Instruction Manual, W. E p
Comp.Seattle, WA, U. S. A.). Transfer islemi 03
Amperde, 45 dak. yapild.

Transfer  islemi  bitiminde nitrosellil -
membran, bloklama tampon (% 5 yagsiz sit lozu
igeren PBS) igerisine birakild: vo oda sisinda,
otomatik sallayici tistiinde 2 saat bekletildi. Yikama
islemini takiben, membran 1/100 sulandinilng an-
BHV-1 tavsan serumu icine  birakildi. Otomauk
sallayicida 1 saat inkubasyon yapildr.  Yikama
tekrarlandi.  Membran  daha sonra  bivotinle
Isaretlenmis kegi anti-tavsan IgG enyigi (DAKO
Corp., Carpintera, CA., U.S. A)icine birakildi. Oty
dakikalik  bir inkubasyondan  sonra yiKam:
tekrarlandi. Arkasindan, avidinle bilestirilmis sorse
radish-peroxidase enzimi eriyigi (DAKO Corp .
Carpintera, CA., U. S. A) eklendi ve 30 dat
inkubasyona birakildiktan sonrayikama tekrarland,
Tepkimenin ortaya ¢ikanlmas:  igin Kromojen-
substrat eriyigi (0.05 M Tris PH 7.2 | 1 mg/mi
diaminobenzidin ve % 0,03 H,0,) icerisine birakilan
nitroselliilsz membran karanhk ortamda, 10 dakika
inkube edildi. Membran, distile suda yikandi ve
membranin fotografi ¢ekildi (11). Jelde belirlenen
proteinlerin biiyiikliikleri molekiiler agirhk markeri
(MW-SDS 200, SIGMA) ile karsilastinlda.

BULGULAR

ELISA ile Antikor Yamtin Tespiti. Sigr
herpes viriisle infekie tlavsan serumlanmin ELISA
degerleri  sekil-1'de verilmigtir.  Sekil-1"de
gorilecegi gibi, BHV-1'e ozgiil antikor titreleri
olgildiigiinde, infekte tavsan scrumundaki BHV-|
titresi aym tavsandan infckte edilmeden nce aliman
serumla kiyaslandiginda yuksek bulundu,

BHV-1  Proteinlerinin SDS-PAGE ile
Caligilmasi, BHV-] infekte ve kontrol MDBK
hiicrelerinde elde cdilen proteinler % 10’luk SDS-
PAGE'de  incelendi. Coomassic mavisiyle
boyamadan sonra infekte hiicrelerde, yaklagik olarak,
20 ile 300 kDa arasinda biyikliige sahip farkls
protein tiiri  belirlendi. Genel olarak, infekie
hiicrelerdeki protein tiirleri  intekte olmayan
hicrelerdeki protein tiirleriyle ortak bir elektroforez
motifi sergilemektedir. Ancak, infekie hiicrelerde
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tespit  edildigi halde kontrol  hiicrelerinde
belirlenemeyen proteinler dikkat cekmcektedir. Buna
karsin, kontrol hiicrelerindeki bazi proteinlerin de
infekte hiicrelerde miktarlarimin azaldig kaydedildi

(Sekil-2).

BHYV-1 Protcinlerinin immunoblotla
Cahgilmasi. Immunoblotta BHV-1 immun tavsan
serumu kullamlarak, infekte MDBK ve VERO
hiicrelerindeki ~ immunojenik  viral proteinler
belirlenmeye ¢alisildi. BHV-1 ile infekte her iki
hiicrede de molekil agirhiklan yaklagik olarak 55
kDa, 75 kDa ve 180 kDa olan iig protein belirlendi

(Sekil-3).
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Sekil-1. BHV-1 infekte tavgan serum antikorlarinin 492
nm’deki OD degerleri
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Sekil-2. BHV-1  infekte ve infekte olmayan MDBK
hiicrelerine ait proteinlerin, %10 Poliakrilamid
jelde elektroforezden sonra Coomassie maviyle
boyamada belirlenmesi. MW: Molektler agirlik
(kDa), 1; Infekte MDBK, 2; Kontrol MDBK, 3;
Fare serum, 4; Tavgan serum, 5, Ovalbumin, 6;
Si1gir serumu.

184

Sekil-3.  BHV-1 infekte hilcrelerdeki immunojenik
protein]erin, immun tav§an serumu kullanilarak,
Vestern Immunoblotta belirlenmesi. MW,
Molekiler agirhk (kDa), 1; Tavgan serum, 22
infekte VERO, 3; Kontrol VERO, 4. Infekte
MDBK, 2; Kontrol MDBK

immun boyamada, bu ii¢ proteinin de VERO
hiicrelerine kiyasla, MDBK hiicrelerinde daha yogun
olarak bulunduklan tespit edildi.

TARTISMA VE SONUC

Virislerin temel yapisal komponentlerinden
biri olan viral proteinler, viris morfolojisini
olusturma ve  viral niikleik asidi  koruma

~ fonksiyonlarina ilave otarak, viriis yagam siklusunda
' etkin gorev alan biyomolekiillerdir (12).

Viral proteinler, virisin antijenik yapisini
olusturur ve viral infeksiyonlardan sonra konakgl
viicudunda 6zgiil antikor sentezi ve hiicresel immun
yanit olgusu bu molekiillere karst sekillenir (20. 24,
37). Bugiine kadar yapilan viroloji alanindaki
calismalarda, yukarida belirtilen 6zelliklerden dolay1,
viral proteinler; gerck  viris mortolojisinin
anlagilmasina  yonelik arastirmalarda  gerekse
viriislere karst koruyucu agtlann hazirlanmast ve
viral infeksiyonlann tedavi ile teshisinde oncelikli
hedefler olmuslardir (12, 20, 37).

Viriis proteinlerinin SDS-PAGE ile analizi

—amaciyla yapilan calismalarda, gogunlukla, radioaktif

izotoplarla isaretli esansiyel amino asitleri ihtiva
eden vasat ortaminda iretilen viris proteinleri
kullammaktadir. Herpesviriisle yapilan bu galigmalar
ya saflagtinlmig virionlarla (5, 26, 27) ya da infekle
hiicre lizatlartyla gergeklestirilmigtir (24, 26, 33,34).

Saflagtinlmuig BHV-1ile yapilan bir galigmada,
virionda molekil agirliklare 14 ile 330 kDa arasinda
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degisen en az 25 tane yapisal protein bulundugunu ve
bu proteinlerden 11 tanesinin glikoprotein yapisinda
oldugunu belirtmislerdir (26). Ayrica, infekte hiicre
lizatimin analizinde ise, 25 yapisal proteine ilave
olarak, molekiil agirhiklan 32 kDa ve 182 kDa
arasinda degisen, 15 tane yapisal olmayan viris
proteini tespit etmislerdir (26). Buna kargin, bir diger
¢alismada, saflastinlnus virionun yapisinda, molekiil
agithiklar: 11 ve 240 kDa arasinda degisen, 20 tane
yapisal proteinin bulundugu bildirilmistir (33).
Benzer bir caligmada ise virionun yapisinda 11 tanesi

glikoprotein olan 32 tane yapisal protein rapor
edilmigtir (1).

Simdiye kadar infekte ve infekte olmayan
hiicre  lizatlanyla gerceklestirilen  SDS-PAGE
¢aligilmalaninda elde edilen bulgular su sekilde
0zetlenmistir. Elektroforezi yapilan her iki hiicre
numunesinde de hiicreden kaynaklanan ortak
proteinler belirlenmistir (3 3). Bu ortak proteinlere
ilave olarak infekte hiicrelerde pek ¢ok farkh protein
turinin varhg bildirilmistic (26, 33). Ozellikle
radioaktif izotoplar kullanilarak yapilan protein
isaretlemelerinde infeksiyon  ilerledikce, viriis
tarafinda hiicresel protein sentezinin tamamen
durdurulmasi veya azalmas1 s6z konusu oldugu igin,
ortak hiicresel proteinlerin bir gogunun ortadan
kalkabilecegi belirtilmistir (33). Ancak, aym
¢alismada Coomassie mavisiyle yapilan boyamalarda
infekte hiicre numunelerindeki bazi  hiicresel
proteinlerin sentezinin viriis tarafindan durdurulmus
oldugunun belirlendigi, buna ragmen her iki
numunede de hiicreye ait proteinlerin tespit edildigi
ve tam bir viral protein analizinin bu boyamayla
miimkiin olamayacag bildirilmistir (33).

Infekte ve infekte olmayan hiicreleriyle
gergeklestirilen bu galismadaki SDS-PAGE analizde,
yukarida Coomassie mavisiyle boyamada belirtilen
sonuglara  paralel  veriler elde edilmistir.
Gergeklestirilen galigmada, viriis proteinlerinin tam
bir analizi yapilamamustir. Bunun en énemli sebebi,
bu caliymada radioaktif izotoplarla igaretlenmenin
yapilamamas: veya saf vinis elde edilememesidir.
Aynca, herpesviriislerde fazla sayida protein

bulunmasi1 da diger 6nemli bir sebep olarak
disiniilmektedir.

Herpesviriislerin  yapisinda pek ¢ok farkh
protein bulunmasina ragmen, bu proteinlerden ancak
bazilan  konak¢t  immun  sistemj tarafindan

F.U.Saglik Bil. Dergisi 2000, 14 (1),

taminmaktadir ve immunojenik proteinler olarak
algilanmaktadirlar. Ozelikle glikoproteinlerin, viriise
kargi sekillenen hiicresel ve sivisal immun yanitia
onemli hedefler olduklan yapilan ¢alismalarla ortaya
konmustur (9, 20, 37).

Glikoproteinlere 6zgiil monoklonal antikorlar
kullamlarak gergeklestirilen ¢alismada 130 kDa, 71
kDa ve 55 kDa'lik glikoproteinlerin viriis
nétralizasyonunda ve komplemente bagh lizizde
etkin - olduklanni  belirlenmistir  (38).  Aym
aragtirmacilar, bu  glikoproteinlerin  tavsanda
nétralizan etkinlige sahip antikorlar olusturdugunu
bir diger ¢alismada gostermislerdir (36). Monoklonal
antikorlar kullanarak gergeklestirilen bir diger
calismada 55 kDa, 69 kDa, 82 kDa, 96 kDa ve 102
kDa’lik glikoproteinlerle haricinde 82 kDa ve 92
kDa’lik glikolize olmayan proteinlerin de notralizan
aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir (6).

BHV-1’e kars1 nétralize edici aktiviteye sahip
tavsan serumlan kullanarak gergeklestirilen
immunopresipitasyon ve immunoblot deneylerinde
ise, caligtlan serumlann 69-75 kDa, 77-81 kDa, 82-
92 kDa ve 108-115 kDa’lik 4 tane glikoproteinle
reaksiyon verdikleri gosterilmigtir (19).

BHV-1 ile infekte hayvanlardan, infeksiyonun
nekahat doneminde alinan ve yiiksek nétralizan
antikor titresine sahip serumlarda gergeklestirilen bir
caligmada ise, serumlann tamamimin 85 kDa ve 70
kDa’lik ve bazilannm ise, bunlara ilave olarak, 130

- kDa’likk  glikoproteinlerle ozgil tepkime verdikleri

Vestern blot ile saptanmustir (33).

Deneysel ~ olarak infekte edilen sigir
serumlarryla yapilan ¢alismada, BHV-1'in primer
infeksiyonu esnasinda sivisal immun yamitin g [, g I11
ve g IV (yeni nomenklatiire gore; g B, g Cve g D)'ye
0zgiil oldugunu tespit etmistir (23).

Immunojenik proteinlerin tespiti amaciyla
gergeklestirilmis olan Vestern blot testlerinde, gerek
bu calismada gerekse daha &nce yapilmis olan
calismalarda farkly sayida ve molekiil agirhiginda
proteinlerin  belirlenmesinin degisik nedenlerden
kaynaklanabilecegi  bildirilmistir. Oncelikle,
kullamlan poliakrilamid jel sistemlerinin farkliligiin
bunda etkin olabilecegi kaydedilmistir (19, 33).
Aynca, infeksiyonun seyri ve konak¢i immun
yamtimn da bir diger etmen’ olabilecepi ifade
edilmistir (23, 33),
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