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SIGIR VEBASI VIRUSU RBOK ASI SUSU MATRIKS GENININ ACIKLANMASI
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Expression of Matrix Gene of Rinderpest Virus (RPV) RBOK Vaccine Strain

Summary

The aim of this study was to investigate expression of matrix (M) gene of RBOK vaccine stram.of nnderpe.st
virus (RPV) in eucaryotic cell. The M gene was cloned into TOPO XL cloning vector. The rccombmant plasmid
was cut with EcoRI and Sall enzymes to obtain the M gene. Then, the M gene was transferreq into pCl-neo
mammalian expression vector. So, the resulting recombinant plasmid was named as pCI-neo Malljlx. Afte.rwardS,
the pCl-neo Matrix vector was transiently tranfected into Vero cells. The presence of the Matrix prplems was
showed by Western Immunoblotting Assay demonstrating that Vero cells expressed a 38 kDa protein reacting
with anti-M antibody.
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Ozet

Bu ¢alismanin amaci sigir vebasi (SV) virusu RBOK ag1 susu matriks (M) geninin 6karyotik hiicrelerde
aciklatilmasidir. Matriks geni pTOPO XL klonlama vektoriinde klonlandu. Elde edilen plasmid EcoRI ve Sall
enzimleriyle kesilerek M geni pCl-neo agiklama vektoriine yerlestirildi. pCI-neo Matrix vektdriinde M geninin
varligin1 teyit etmek amaciyla PZR-T ve enzim kesim deneyleri yapildi. Olusturulan rekombinant plazmid, pCI-
neo Matrix vektorii olarak adlandinldi. Sonrasinda, rekombinant pCI-neo Matrix plazmidi Vero hiicrelerine
gegici olarak transfekte edildi. Matriks proteinin varligt Vestern immunoblotlama ile gosterilerek Vero
hiicrelerinin anti-M antikoruyla reaksiyona giren 38 kDa’luk bir proteini agtkladig1 gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Sigir vebasi, matriks geni, protein agiklanmasi

Giris

Sigir vebasi (SV) virusu Dogu Afrika, Ortadogu ve
Giiney Asya bagta olmak iizere diinyanin bir¢ok
yerinde, evcil ve vahsi gevis getirenlerde ekonomik
yonden biiyik kayplara sebep olmaktadir (2,21).
Diinya Gida Orgiitii (DGO) tarafindan 2010 yilina kadar
hastaligin eradike edilmesi igin ¢alismalar planlamigtir.
Avrupa, Amerika Birlesik Devletleri, Yeni Zellanda ve
Avustralya’da  goriilmemesine ragmen hastalk bu
iilkeleri de tehdit etmektedir. Herhangi bir salginin ise
bugiine kadar yapilan tim cabalari bosa ¢ikaracagi
asikardir  (8). Sigr vebasi hastaliginin  etkeni
Mononegavirales siiper ailesinin, Paramyxoviridae
ailesi Morbillivirus cinsi igerisinde yer alan SV
virusudur. Sigir vebasi virusu RBOK ag1 susu 15882
niikleotid uzunlugunda negatif anlamli RNA virusudur.
Diger morbilliviruslarda oldugu gibi iist iiste gelmeyen
(non-overlapping) 6 gen bdlgesi vardir. Bu genler 3' N-
P-M-F-H-L 5' seklinde dizilmistir (7,14).

Hastaligin morbiditesi %100 monrtalitesi ise yitksek
virilense  sahip viruslarla infekte olan duyarh
hayvanlarda %100’diir. Akut veya subakut seyredebilen
hastalik, 42°C’ye varan yiiksek ates, dis etleri, dil ve
yanakta siddetli doku kayiplari, goézyas1 akintisi, kanh
ishal ve 1okopeni ile karakterizedir (2,7,9,16,20,21).

Sigir vebasi virusu RBOK asi susu ile asilanan
hayvanlarda M proteinine kargi gelisen CD4+ T hiicre
cevabinin, virusun niikleoprotein (NP), fiizyon (F),
hemaglutinin (H) proteinlerine kargi gelisen CD4+ T
hiicre cevabu ile ayni seviyede oldugu bildirilmistir (16).
Bu gibi sebeplerden dolay1 SV virusu M geninin infekte
hayvanlarin  bagigiklik sisteminde, patojenitesinde
biyolojisinde oynadig) rolin daha iyi anlagilmasi igin
calismalar devam etmektedir (1,9,16).

Rekombinant DNA teknolojisi  gen izerinde
yapilmak istenilen midahaleleri kolaylastirarak, bir gok

* Bu galisma, doktora tezinin bir bdlimiinden ¢zet olup, FUBAP (Proje No: 615) tarafindan desteklenmistir,
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genin yapisal ve fonksiyonel &zelliginin ortaya
¢ikarilmasim saglamistir. Ayni zamanda istenilen
miktarda ve farkh ozelliklere sahip proteinlerin
tiretilmesine de olanak vermistir (3,4,5,6)

Bu c¢alismada rekombinant DNA teknolojisi
kullanarak, SV RBOK ast susu M geni kodlama
yapan bolgesinin pCl-neo okaryotik plazmidinde
klonlanmasindan sonra hiicre kiltiiriinde gegici
olarak M proteininin agiklatilmasi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Hiicre: Afrika yesil maymun bobrek hiicresi
(Vero), %10 fotal sigir serumu (Sigma, St. Louis,
MO, A.B.D.), 100 IU/ml penisilin ve 100 pg/ml
streptomisin igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM)’da iiretildi.

Virus: Calismada virus olarak Etlik Arastirma
Enstitisiinden temin edilen hiicre kiiltiriine adapte
SV virusu RBOK as1 susu kullanildi (15,17).

Toplam RNA izolasyonu: Yirmibes cm?lik
hiicre kiiltir kabinin yaklasik %60-70'i  Vero
hiicreleri ile kaplandiktan sonra, Vero hiicreleri SV
RBOK agi susu adsorbsiyona bagli metoda gore
inokule edildi (17). Inokulasyonun 5. giiniinde
hiicrelerin yaklasik %80’inde sitopatik etki (CPE)
olustufu donemde toplam RNA TRI-Reagent
(Sigma) kullamlarak yapildi.

Tersine Transkripsiyon (TT) ve Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR): Primerler olugturulurken
gen bankasi X76186 SV RBOK asi susu M geninin
protein kodlama bolgesi goz Oniinde tutuldu. Primer
1, EcoRI kesim enzim bolgesi 5'-ggg aat tcc cac cat
ggc aga aat t -3' (P1) dizilimini, primer 2 ise Sall ve
Hindlll kesim enzim bélgesini ve 5'-gga agc ttc cgt
cga cec tta cag gac ctt-3' (P2) dizilimini igerecek
bigimde olusturuldu (13,22).

Tersine transkripsiyon igin, SV virusu RBOK a1
susu ile infekte edilmis Vero hiicrelerinden elde
edilen toplam RNA kalip olarak kullamldi. Tersine
transkripsiyon polimeraz zincir reksiyonu ile kopya
DNA (cDNA)’lar elde edildi. Her bir ornekte 2 ul
cDNA, 2 pl 10 pmol PI1-P2 primer, 4 pul 1,25 mM
dNTP (Promega), 5 ul 25 mM MgCl, (Promega), 5 ul
10X PCR buffer (Promega), 1 ul 2 U Taq DNA
polimeraz (Promega) ve 31 ul dH,O kullamldigi 50
ul’'lik PZR kansimi hazirlandi. 95°C’da 2 dk on
isitmay1 takiben, 95°C’da 1 dk, 55°C’da 1 dk,
72°C’da 3 dk, 35 dongii ve 72°C’da 8 dk son uzatma
ile sonlandirilan PZR programi uyguland: ve iiriinlere
elektroforez islemi 150 volt (V) akimda 40 dakika
yapildi. PZR driinleri agaroz jelde ultraviole (UV)
151k kaynagindan bakilarak belirlendi (18,12, 22),
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Rekombinant pCl-neo Matrix plazmidinin
olusturulmasi: Rekombinant pTOPO XL Matriks ve
pCl-neo (Promega) plazmid DNA’lari EcoR! ve Sall
kesim enzimleri ile kesildi. Rekombinant pTOPO XL
Matriks plazmid DNA’sindan ¢ikarilan M geni ve
pCl-neo plazmidi agaroz jelden saflastinildi. Ayni
yapiskan uglara sahip olan 0.5 pl igerisinde yaklagik
100 ng pCI-Neo ve 1 pl igerisinde yaklagik 200 ng M
geni, bakteriyofaj T4 DNA ligaz (MBI Fermentas)
yardimi ile 16°C’de 17 saat ve +4°C’de bir giin
bekletilerek  ligasyon  iglemi  gergeklestirildi.
Sonrasinda rubidyum klorid (RbCl) metoduna gére
hazirlanan Escherichia coli (E.coli) kompetan DH5a
hiicrelerine ligasyon riinlerinin transformasyonu
gerceklestirildi. Transformasyon islemi igin karigim
30 dk buzlu su igerisinde bekletildi. Buradan alinan
hiicreler 42°C’de ki su banyosunda 2 dk tutuldu ve
ardindan tekrar buzlu su igerisinde 80 saniye
bekletildi. Rekombinant pCI-Neo Matrix
plazmidlerinin segimi ncelikle, PZR tarama (PZR-
T) metodu ile yapildi. Bu deneyde pozitif olarak
bulunan kolonilerin plazmid DNA’lar1 alkali lizis
metoduyla elde edildi ve enzim kesim deneyleri
uygulandi (11,22).

Rekombinant pCl-neo Matrix  plazmid
DNA’simin Vero hiicrelerine transfeksiyonu: Vero
hiicrelerine, pCl-neo ve rekombinant pCI-neo Matrix
plazmid DNA’lari Transfast™ Transfection Reagant
(Promega) kullanilarak gecici olarak transfekte
edildi. 18 pl transfast ve 6 pg plazmid DNA’si igeren
30 pl solisyon L5 ml’lik mikrosanrifiij tipiine
konuldu ve vortekslendikten sonra oda 1sisinda 15 dk
bekletildi. Bu arada %80’i Vero hiicreleriyle kaph 25
cm® lik hiicre iiretme kabindaki vasat bosaltilarak
hiicreler steril fosfatla tamponlanmig tuzlu su (PBS)
ile iki kez yikandi. DNA-transfast karisimi 1 ml vasat
igerisinde hiicre tiretme kabina ilave edildi ve
37°C’ye tekrar kaldirildi. Yaklasik 1 saat sonra 3.5
ml vasat ve 0.5 ml fotal sigir serumu ilave edilen
hiicre iiretme kabi 37°C’deki etiivde 3 giin inkiibe
edildi (19).

Sodium-dodesil ~siilfat  poliakrilamid jel
elektroforez (SDS-PAGE): pCl-neo, rekombinant
pCl-neo Matrix plazmidlerinin transfekte edildigi
Vero hiicreleri ile pozitif ve negatif kontrollerin
bulundugu hiicre iiretme kaplarindaki vasat dokiildi.
Hiicreler 1X PBS ile yikandiktan sonra hiicre-PBS
karigimi plastik bir kaziyicr yardimi ile kazind.
Hiicre-PBS karigimi 13000 rpm +4°C’de 10 dk
santrifij edildi. Ust sivi atildiktan sonra pelet 1X
sodiumdodesil ~ siilfat  yiikleme tamponu ile
sulandirildi.  Boylece  transfekte  hiicrelerin
parcalanmasi gergeklestirildi (22).
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Transfekte Vero hiicrelerinin protein analizini
yapmak amaciyla SDS-PAGE gergeklestirildi. Bu
amagla elektroforez kasetinin igerisine 50 ml %10’luk
aynstirma jeli (resolving gel) dokildii. Jelin izerine,
hava ile temas: keserek yiizey gerilimini azaltip
polimerizasyonu kolaylastrmak amaciyla, 2 ml
biitanol (Sigma) dokildii. Jel bu sekilde 30 dk
polimerizasyona birakildi. Daha sonra iizerindeki
biitanol d¢kiilerek, jel birkag kez dH,O ile yikandi. Bu
sirada 20 ml %5’lik yiginlayicr jel (stacking gel)
hazirland1. Kasete tarak takilarak yiginlastirict jel
dokildi. Polimerizasyon igin jel 30 dk bekletildi.
Elektroforez kaseti sogutmali elektroforez tankina
yerlestirildi. Ornekler ve molekiiler agirlik markeri
icerisine  %0.01 oraninda dithiothretiol (DTT)
eklenmis 2X yiikleme tamponu ile 3/1 oraninda
sulandinldi. Ornekler 3 dk, agirlik markeri ise 20 sn
kaynayan suda bekletildi. Kuyucuklara &rnekler 40 pl,
molekiiler agirhk markeri 5 pl olmak iizere yiiklendi.
Elektroforez iglemi 150 V akimda 8 sa. tamamland:
210).

Vestern Immunoblot Deneyi: SDS-PAGE
sonrasl elektroforez kaseti igerisindeki yiginlama jeli
kesilerek ortamdan uzaklastirildi. Aynstirici jel ile
ayni biiyiikliikkte nitroselilloz membran ve 6 adet
kurutma kagidi kesildi. Kurutma kagitlari, anot 1 (0.3
M Tris pH 10.4, %20 metil alkol), anot II (0.0025 M
Tris pH 10.4, %20 metil alkol), katod tamponu (0.025
M Tris pH 9.4, %20 metil alkol) igeren kaplara 2’ser
adet olmak iizere konuldu. Nitroselilloz membran
(Sigma,) ise dH,O igeren bir kaba birakildi. Kagtlar
ve membran 10 dk bekletildi. Bu arada jel anot
tamponu ile islatildi.  Transfer islemi semi-dry
sisteminde 10 miliamperde 2 saat uygulandi. Transfer
sonrasinda bloklama amaciyla sulandirma

islemi
soliisyonu (%00.2 Tween 20 igeren 1X PBS)
icerisinde  %5°lik  yagsiz siit tozu hazirland.

Nitroseliiloz membran %5°lik yagsiz siit tozu igerisine
konuldu ve +4°C’de sallayici Uzerinde 1 gece
bekletildi. Siit tozu igerisinden alinan membran,
yikama soliisyonu (%0.1 Tween20 iceren 1X PBS) ile
birka¢ kez yikandi. Primer serum /50 oraninda
sulandirilma soliisyonu ile sulandirildi. Bu oranda
sulandirilmis serumu igeren kaba membran konuldu.
Membran sallayict  iizerinde 37°C’de | saat
bekletildikten sonra yikama soliisyonu ile 5 dk olmak
iizere 5 kez yikandi. Membrani igeren kaba sulandirma
soliisyonu ile 1/1000 oraninda sulandirilan anti-bovine
immunoglobulin G peroksidaz (Sigma) eklendi.
Sallayici tizerinde 37°C’de 1 saat bekletildi. Yikama
soliisyonu ile yikama islemi ayni sekilde tekrarlandi.
Membran 151k gegirmeyen bir kapta kromojen DAB
soliisyonu igerisinde birkag¢ dakika bekletildi. Goriintii
olustuktan sonra membran su ile yikanip kurutma
kagid igerisinde kurutuldu (22).
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Bulgular

Matriks geninin elde edilebilmesi igin Vero
hitcreleri SV RBOK asi1 susu ile inokule edilen Vero
hiicreleri tersine mikroskopta gozlendi.
inokulasyonun S’inci gliniinde Vero hiicrelerinin
yaklasik %80 oraninda CPE olusurken, kontrol
grubunda CPE gozlenmedi. Bu asamada infekte Vero
hiicrelerinden RNA izolasyonu yapildi ve tersine
transkripsiyon gergeklestirildi. Elde edilen kopya
DNA’lar ve M genine 6zgii primerler kullanilarak
yapilan PZR neticesinde yaklagik 1038 bazlik M geni
%]1.5’lik agaroz jelde etidyum bromid boyama ile
goriintiilendi. Ardindan SV M geni pTOPO klonlama
vektoriinde klonlandi. Rekombinant pTOPO Matriks
vektori EcoRI ve Sall enzimleriyle kesildi ve %1°lik
agaroz jelde yiiriitilen kesim dirtinleri saflastirildi.
Ayni enzimlerle kesilen pCI-neo plazmid DNA’s1 ile
M genine ligasyon islemi yapilarak E.coli hiicrelerine
transforme edildi. Ampisilinli katr besi yerinde
iireyen kolonilere PZR tarama deneyi yapilarak
pozitif koloniler belirlendi ve pozitif kolonilerin
plazmid DNA’lari kesim deneyi igin kullamldi.
Rekombinant pCl-neo Matrix geni EcoRI-Sall

enzimleri ile kesilerek M geni ¢ikarildi (Sekil 1 Hat
6). Yeni olusan rekombinant pCl-neo Matrix vektorii
yaklasik 6512 baz uzunlugunda olup PZR tarama ve
kesim enzim deneyleri ile pCl-neo Matrix geninin
klonlandig1 teyit edildi. Ayn1 zamanda olusturulan
pCI-Neo

rekombinant  vektor Matrix  olarak

adlandirildi.

Sckil 1. %1.5'lik agaroz jelde rekombinant pCl-neo Matrix
vektorinin kesim enzimleriyle dogrulanmasi.

Hat 1; SV M geni PZR iriinii, Hat 2; Kesilmemis
rckombinant pCl-neo Matrix vektorii, Hat 3; rekombinant
pCl-neo Matrix vekitriiniin Sall enzim kesimi, Hat 4;
rekombinant pCl-neo Matrix vekloriiniin EcoRI enzimi ile
kesimi, Hat 5; rekombinant pCl-neo Matrix vektdriinin
EcoRl-Sall kesim enzimleri ile kesimi, Hat 6; 100 baz'lik
ladder DNA.
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Agiklama vektoriine yerlestirilen M geninin Vero
hiicrelerinde agiklatiimasi amaciyla rekombinant
pCl-neo Matrix vektorii Vero hiicrelerine  gegici
olarak transfekte edildi. Elde edilen hicre lizatlan
%10’luk  poliakrilamid jel de yuratildi ve
nitroseliiloz membrana transfer edildi. Transfekie
Vero  hiicrelerinin - M proteinini  agtkladigini
gostermek amaciyla Vestern Immunoblotlama deneyi
yapildi. Sonug olarak rekombinant Vero-pCl-neo
Matrix hiicrelerinde, SV pozitif serumlarla yapilan
deneyde 38 kDa agirhigma sahip proteinin varli
tespit edildi (Sekil 2 Hat 4). Ayn1 agirliga sahip olan
protein SV infekte edilimis Vero hiicre lizatlarinda da
goriildi (Sekil 2 Hat 3). Fakat bu bantlara Vero ve
rekombinant  Vero-pCl-neo  hiicre lizatlarinda
rastlanmad (Sekil 2 Hat 1, 2).

Sekil 2. Rekombinant SV matriks proteinin Veslern
blotlama ile gosterilmesi

Hal 1; Vero, Hat 2; pCl-nco transfekte edilmig Vero hticre
lizati, Hat 3; SV-infekte Vero hiicre lizau, Hat 4;
Recombinant pCl-neo Matrix transfekte edilmis olan Vero
lizati, Hat 5; Marker , Ok; yaklasik 38 kDa’luk Matriks
proteini.
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