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n Vitro Transcription of the Matrix and Nucleoprotein Gene of Rinderpest Virus (RPV) Vaccine Strain

Summary

In this study, in vitro transcription assay was performed usin i
) . . as g DNA templates for matrix (M) gene and
:::lejgfl'eln-u\{])) gene c_)f rmderp_esl (RPV) RBOK vaccine strain. All kind of in vitro transcriptiongof DNA
NA is carngd_out with bacteriophage-encoded DNA-dependent RNA polymerases. The RNA polymerases
recognise the spegnﬂc DNA region called promotor to transcribe of DNA into RNA. Thus, it was cloned both M
and NP genes of RPV RBOK vaccine strain into pCl-neo and pGEM -3Zf (-) were cloned using vector

containing T7 promotor site. After in vitro trancription assay, the RNA transcripts were obtained and visuliazed
on agorose gel.
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Ozet

Bu g¢aligmada, sigir vebas: (SV) virusu RBOK agi susu niikleoprotein (NP) ve matriks (M) genlerinin kalip
olarak kullanilmast ile in vitro transkripsiyon deneyi yapildi. DNA’y1 RNA’ya geviren in vitro transkripsiyonun
biitiin ¢esitleri bakteriyofaj tarafindan kodlanan DNA'ya bagimli RNA polimeraz tarafindan yapilmaktadir. RNA
polimeraz DNA’dan RNA yapan &zgiil DNA bdlgesi olarak adlandinlan promotor bdlgesini tanimaktadir. Bu
calismada, SV virusu RBOK ag1 susunun hem M hemde NP genleri, T7 promotor bélgesi igeren pCl-neo ve
pGEM-3Zf (-) vektorlerinde klonlandi. In vitro transkripsiyon deneyinden sonra agoroz jelde goriilebilen RNA
transkriptleri elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Sigir vebasi, matriks ve niiklcoprotein genleri, transkripsiyon

Giris

Sigir vebast  (SV) sigirlarda mortalitc  ve
morbiditesi %95'den daha yiiksek oranda seyreden
viral bir hastaliktr. Bu hastalik iilkemizin de
aralannda bulundupu  bircok iilkede etkin  bir
miicadele neticesinde tam olarak eradike edilmesine
ragmen, pek cok ilkede hala sigir yetigtiriciligini
tehdit etmektedir (4,6,9,15).

Paramyxoviridae familyasinin morbilli  virus
smifi ierisinde yer alan sifir vebasi virusu, tek
iplikli, negatif anlamlh genomun 3' ucundaki tek
promotordan agiklanan bir yapiya sahiptir. Sigir
vebasi virusu zarh, helikal niikleokapsit ile kiiresel
bir morfolojiye sahip olup alti tane yapisal proteini
vardir. Sigir vebasi virus proteinleri large (L),
fosfoprotein (P), hemaglutinin (H), matriks (M),
niikleoprotein  (NP) ve  fiizyon (F) olarak

isimlendirilmigtir. Daha sonra yapilan galismalarda
ise yapisal olmayan C ile V olarak isimlendirilen iki
protein daha bildirilmigtir. Transkripsiyon haritalama
yontemiyle, viral genom {izerindeki  yapisal
proteinleri kodlayan genlerin dizilisi 3' yoniinden 5'
yoniine dogru N-P-M-F-H-L olarak belirlenmigtir
(2,3.4).

Gen agiklanmasinmn ilk adimt olan transkripsiyon
DNAya bagunlt RNA polimeraz (RNAP) tarafindan
yaptlmaktadir. RNAP, DNA’nin tek ipligini sablon
olarak kullanmakta ve RNA sentezini
gergeklestirmektedir, Bu islem, DNA’nin
polimerizasyonuna  benzemekle  birlikte,  iki
polimerizasyon  arasinda  bashca  iki  fark
bulunmaktadir.  Farkhliklarin  birincisi  RNAP
polimerizasyonun primerlere ihtiyag duymamasi,

* Bu galigma S. Ulusal Veteriner Mikrobiyoloji kongresinde teblig edilmistir.
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ikincisi ise yeni senlezlenen RNA zincirinin DNA
sablonundan ayrilmasidir. Ayrica RNA molekiilleri
de tersinc transkriptaz  (reverse lranscriptase)
enzimleri vasitasiyla kopya DNA (cDNA) halinc
doéntstirilmektedir. Bu tir enzimlerin kullaniimasi
ile reverse genctikte molckiiler diizeyde arastirmalar
yapilmaktadir (13,16).

Riboniikleik asitlerin (RNA), molekiiler diizeyde
yapr ve fonksiyon ¢aligmalart giincel bir konudur.
Klonlama ve reverse genetik sayesinde in vitro
sartlarda elde edilen RNA molekiilleri ile, RNA-
RNA, RNA-protein iliskileri, gen regiilasyon
caliymalann, RNA’nin ikili ve gl yapilarinin
fonksiyonlart  hakkinda 6nemli  bilgiler elde
edilmektedir. Cevresel kogsullara g¢ok hassas olan
RNA molekiilleri, ¢cDNA formunda plazmidlere
yerlestirilmekte ve in vitro transkripsiyon sayesinde
tekrar RNA haline donistiirillerek  ¢aligmalar
yapilmaktadir. Bu baglamda in vitro transkripsiyon
sisteminin  RNA c¢alismalarinda 6nemi biyiktiir
(1,5,17).

Bu cahismada sigir vebasi virusu RBOK asi
susunun M ve NP genleri iizerinde in vitro
transkripsiyon ve translasyona temel olusturmak
amaciyla, T7 promotor bdlgesi bulunan plazmidlere
klonlanarak M ve NP DNA’larindan in vitro
transkripsiyonla RNA elde edilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Hiicre kiiltiirii ve virus

Afrika yesil maymun bobrek epitel hiicreleri
(Vero) %10 fotal sigir serumu (Sigma St. Louis, MO,
USA), 100 1U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin
iceren  Dulbecco’s Modified  Eagle’s Medium
(DMEM)’da iiretildi. Caligmada virus olarak, Etlik
Arastirma Enstitiisi’'nde  dretilen hiicre kiltiiriine
adapte SV RBOK ag1 susu kullanildi.

Total RNA izolasyonu

Hiicre kiiltiirii kabmin yaklagik %60-70°i Vero
hiicreleriyle kaplandiktan sonra SV RBOK asi susu
ile infekte edildi. Virusun sitopatik etkisi (CPE)
mikroskopta gdzlendi. infeksiyonun 5. giiniinde
hiicrelerin  yaklasik %80’inde  CPE gorildigiinde
total RNA izolasyonu steril sartlar alunda TRI
reagent (Sigma St. Louis, MO, USA) kullanilarak
yapildi (14).

Tersine transkripsiyon ve polimeraz
reaksiyonu (PZR)

Primerlerin dizayn cdilmesinde gen bankasi
X76186 ve X68311 SV virusu RBOK agi susu gen
diziliminden yararlamldi. Total RNA’lar SV virusu
ile infekte Vero hiicrelerinden clde edildi. Matriks ve

zinceir
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niiklcoprotein genlerinin (M1: 5'- ggg aat lec cac cat
ggc aga aat 1- 3' ve M2: 5" gga agc e cgl cga ¢cc tta
cag gac clt- 3'); (NP1 5' gga agce tic cge lag ccC ace
atg get tet cte-3' ve NP2: 5' ggg (cg act cag tg aga at-
3') primerleri kullanilarak c¢DNA’larin ('lrculmc_5|
saglandi. Bu cDNA’lar M ve NP genine spesifik
primerler kullanilarak PZR ile cogaltildi (12).

Kompetan hiicrelerin hazirlanmasi

Kompetan E. coli IM109 hiicreleri Luriec Bertani
(LB) kati besi yerine tck nokta ckimi yapildi. Kati
besi yeri 37°C’ de bir gecc bekletildi.  Olusan
kolonilerden tck bir koloni alinarak 5 mI’lik LB sivi
besi yerine ekildi ve 37°C" de 2 saat calkalanarak
beklctildikten sonra 100 ml LB sivi besi yeri eklendi.
Spektrofotometrede  ODgon = 0.5 olana kadar
bakteriler besi yerinde inkiibe edildi. Besi yeri steril
tiplere konularak 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi
ve st sivi atildr. Pelet toplam 33 ml RFI (100 mM
rubidyum klorit, 50 mM mangan klorit, 30 mM
potasyum asetat, 30 mM kalsiyum klorit ve %15
gliserol) ile stispanse cdildi. Karisim buzlu su iginde
20 dk bekletildikten sonra 3000 rpm’de 15 dk
santrifij yapildi. Ust sivi atildiktan sonra pelet
toplam 5 ml RF2 (10 mM OPS, 10 mM RbCl, %75
CaCl,.2H,0 ve %15 gliserol) ile siispanse edildi. 10
dk buzlu suda bekletilen karigim steril mikrosantrifiij
tiiplerine 100 pl olacak sekilde paylastinldi ve -
80°C’ de metanol iginde 10 dk inkiibe edildikten
sonra kullanilincaya kadar -80°C’ de muhafaza edildj
(8,12).

Rekombinant
dogrulanmasi

plazmidin  olusturulmasi  ve

Matriks geni ve pCl-neo vektorii (Promega, USA)
EcoRI-Sall - (Promega, USA) kesim enzimleriyle
kesildi. Kesim driinleri agoroz jelden, Wizard PCR
Preps DNA Purification Systemi (Promega, USA)
kullanilarak tretici firma Onerisine gore saflastirld,
ve ligasyon yapildi. Niikleoprotein geni ve prM-

321 (-) vekoria (Promega, USA)  Hindlll-Sall
(Promega, USA) kesim enzimleri ile kesilerek

ligusyona tabi wtuldu ve rekombinant plazmidlerin
dogrulanmast PZR-tarama ve kesim enzimleri ile
yapildi (11,12).

Invitro transkripsivon

In 'vil.ro transkripsiyon, Riboprobe in virro
Transcription Systems (Promega, USA) kullanilarak
)’ﬂp'lldl. Rekombinant  plazmidlerin DNAg, Sall
kesim enzimiyle kesilerck agoroz jelden snﬂu\lxr;ldl
DNA miktart spektrototometrede belirlendi. ill \'lllr-
transkripsiyon i¢in - 50 ul'lik transkripsj '00
reaksiyonu [10 pl transkripsiyon buffer’; 75) r;
DTT, 5 ul RNasin, 10 I iNTP (rATP. rC”]"p-;_G.[HP

ve rUTP'nin her birinden 2.5 ul), 10 DNA, 5
3

Scanned by CamScanner



T7 RNA Polimeraz ve 7.5 pl distile su] hazirlandi.
Bu karigim 37°C” de 1 saat inkiibe cdildi. Inkiibasyon
sonrast 50 pl'lik transkripsiyon reaksiyonuna Spl
DNase eklendi ve 37°C" de 30 dk bekletildi.
Karigima  fenol:kloroform:isoamilalkol  (25:24:1)
eklendi ve 4°C” de 13500 rpm’de 10 dk santrifiij
edildi. Ust sivi yeni bir tiipe aktarildi, Tiipe kargimimn
1/10"u kadar 3 M sodyum asetat, 2 hacim soguk
etanol eklendi ve -80°C" de 30 dk bekletildi. 4°C’ de
13500 rpm’de 10 dk sanurifiij sonrasi elde edilen
pelet 1 ml %70’lik ectanol ile yikandi %1.5'luk
agoroz jelde yiiriitilen RNA etidyum bromid
varhginda ultraviole (UV) 15151 altinda gézlendi (10).

Bulgular

Virusun sitopatik etkisi mikroskopla
incelendiginde infeksiyonun 5. giiniinde hiicrelerin
yaklasik %80’inde CPE goriildiigiinde toplam RNA
izalosyonu yapild: ve tersine transkripsiyonla M, NP
genlerine 6zgiil primerlerle cDNA’lar elde edildi. Bu
cDNA’lar PZR ile ¢ogaluldiginda yaklagik 1038
bazhk SV virusu RBOK asi susu M geni triind ve
1575 bazlik NP geni iirini UV altinda gozlendi
(Sekil 1 Hat 2,3).

Sekil 1. %1.5'luk agaroz jelde SV virusu RBOK ag1 susu
M ve NP genlerinden elde edilen PZR irinleri

Hat 1; M geni, Hat 2: NP geni, Hat 3: EcoR 1- Hind 111
Lambda DNA marker

Matriks geni pCl-nco vektoriine EcoRI-Sall
enzimleri ile, NP geni ise pGEM-3Zf{ (-) vektoriine
Hindl1-Sall enzimleri il yerlestirildi. Olusturulan
rekombinant plazmidler E.coli JM109 hiicrelerine
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transforme  edildi.  Transformasyon  irtinleri
ampisilinli LB kat1 besi yerine ckildi. Koloniler kat
besi yerinde gozlendi. Alkali lizis y®ntemi ile
plazmid  DNA’lant  elde edildi. Rckombinant
plazmidin varligi enzim kesim dencyleri yapilarak
teyit edildi (Sekil 2 Hat 3,10). /n vitro transkripsiyon
icin sirkiiler formda bulunan plazmid DNA’lari Sall
enzim kesim bolgesi kullanilarak lincar halc getirildi
(Sckil 2 Hat 4,9). Sonrasinda in vitro transkripsiyon
deneyi yapilarak DNA’dan RNA elde cdildi. /i vitro
transkripsiyon driinleri  %1.5’luk agoroz jelde
goriintiilendi (Sekil 2 Hat 1,8).

Sekil 2. %1.5’luk agaroz jelde rekombinant plazmidleri ve
in vitro transkripsiyon iirtinleri

Hat |; NP transkript tiring, Hat 2; pGEM-NP Sall enzim
kesimi, Hat 3; pGEM-NP Sall-Nhel enzim kesim, Hat 4;
pGEM-NP, Hat 5; pGEM3Zf (-), Hat 6; EcoR 1- Hind 111
Lambda DNA marker, Hat 7; M transkript iiriinii, Hat 8;
pCl-neo Matrix Sall enzim kesimi, Hat 9; pCl-neo Matrix
EcoR1-Sall enzim kesimi, Hat 10; pCl-neo Matrix, Hat 11;
pCl-neo.

Tartigma

Bu ¢alismada SV virusu RBOK agi susunun NP
ve M genleri pGEM-3Zf (-) ve pCl-neo vektorlerinde
klonlandi. Bu vektorlerin her ikisi de T7 RNA
polimeraz bolgesi igermektedir. Vektorlerin  bu
ozelligi kullanarak in vitro transkripsiyon yapildu.

Daha onceki yapilan galismalarda piirifiye sigir
vebasi virusu ile birlikte riboniikleoprotein (RNP)
kompleksi  kullamlarak in  virro  wanskripsiyon
gergeklestirilmigtir. Ghosh ve ark. tarafindan yapilan
calismada piirifiye virus kullanmalant nedeniyle
bireysel gen transkriptlerinin  sentezlenmesi ve
miktarlanndaki farkliliklan gosterebilmislerdir (7).
Fakat yapilan bu g¢aligmada deterjanla muamele
edilen piirifiye virus yerine sadece NP ve M
genlerinin kullanilmasindan dolayt iki gen transkripti
arasinda fazla bir fark bulunamanustir (Sekil 2 Hat
1,8).

In vitro ranskripsiyon iilkemizde veteriner
virolojide ilk defa gergeklestirilen bir ¢aligmadir. Bu
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calisma sayesinde daha sonraki asamalarda RNA-
protein, RNA-RNA ve RNA-DNA iligkilerinin
belirlenmesine 151k tutacaktir, Elde edilen RNA in
vitro kosullarda yiiksek miktarda protein elde ctmeye
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