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SIGIR YEBASI VIRUSU RBOK ASI SUSU NUKLEOPROTEIN (NP) GENININ
ACIKLANMASI
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Expression of Nucleoprotein Gene (NP) of Rinderpest Virus (RPV) RBOK Vaccine Strain

Summary

In the present study, expression of nucleoprotein (NP) gene of rinderpest virus (RPV) RBOK vaccine strain in
eucaryouc cells was performed. The NP gene of RPV-RBOK vaccine strain was cloned into a pGEM-3Zf (-)
vektor. The _recombmant plasmid was cut with Nhel and Sall enzymes to obtain the NP gene. Then, the NP gene
was placed into pCl-neo mammalian expression vektor. The resulting recombinant plasmid was named as pSV-
NP. pSV-NP was transiently transfected into Vero cells. The presence of the NP proteins was analaysed by
Western Immunoblotting demonstrating that Vero cells express a 60 kDa protein reacting with anti-NP antibody.
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Ozet

Bu ¢alismada, sigir vebasi virusu RBOK a1t susu (SV-RBOK) niikleoprotein (NP) geninin dkaryotik hiicrelerde
aciklanlmas1 amaglanmugtir. Sigir vebasi RBOK ag1 susu NP geni pGEM-3Zf (-) vektoriine klonland:.
Niikleoprotein genini elde etmek igin rekombinant plazmid Nhel ve Sall enzimleri ile kesildi. Daha sonra NP
geni pCl-neo memeli agiklama vektdrine yerlestirildi. Elde edilen rekombinant plazmid pSV-NP olarak
isimlendirildi. pSV-NP gegici olarak Vero hiicrelerine transfekte edildi. Vero hiicrelerinin 60 kDa’'luk NP
proteinini agiklamasi anti-NP antikorlan kullamilarak Western immunbloting deneyi ile incelendi.

Anahtar Kelimeler: Sigir vebasi virusuy, niikleoprotein geni, protein agiklaulmas.

Giris
Sigir vebasi ytiksek mortalite ve morbidite ile Polimeraz  enzimi, ¢iplak genom RNA'y
seyreden akut ve perakut seyirli viral bir hastalikur. kopyalayamamakta ve sadece niikleoprotein
Hastahk solunum ve sindirim sistemi mukozalarinda tarafindan kapsidlenen RNA viral RNA sentezi igin
nekroz ve erozyonlara neden olmaktadir (2,14). kalip olarak gorev yapmaktadir (3,17). Niikleoprotein
Sigr vebasi virusu, Paramyxoviridae familyasinin geni 1668 nukleotid uzunlugunda olup 65 kDa
e Smfinda bulunan tek iplikli, ~ moickuler alwbda STLP olan NP proteinini
segmentsiz, negatif polariteli  15-16 kilobaz agiklamaktadir. Bu gen 1575 nikleotid uzunlugunda
uzunluzunda bir RNA genomuna sahiptir. Tek bir 525 amino asit kOdE‘_‘_)’aﬂ bir agik okuma bolgesine
serotipi olan sigir vebast virusu morbilli virus (Ole:) ’Sahlpl;'r. N"kleto)g:‘“e‘_“ geninin 3 ucu
simifinda bulunan kizamik, kopek genglik hastahigi ve translasyona ugramayan gesinde 53 niikleotid, 5
ucu translasyona ugramayan bolgesinde ise 40

kiigiik ruminantlarda vebaya neden olan virus ile N _
antijenik yakinhk gostermektedir (1,2,7). Sigur vebasi niikleotid bulunmaktadur (1,5,7).
virusunun niikleoprotein (N), fosfoprotein
), hemagliitinin (H), large (L)

(P), Viral genlerin klonlanmasi ve farkhi sistemlerde
gecici (transient) olarak agiklanlmast bu proteinlerin

matriks (M), fuzyon (F _
olmak izere aln tane yapisal, iki tanede yapisal fonksiyonlanim belirlemede hizli bir yoldur. Gegici
. -} ) - - .

olmayan V ile C proteini bulunmaktadir (3,4). siireyle agiklanan gen iizerindeki transkripsiyon

Sigir  vebasi  virus niikleoproteini  sadece kontrol ve RNA iifl‘?“imi gdrevlerini  yuruten

niikleokapsid  olusumunda  degil ~ aym zamanda regiilator .elememlenn c}ahn kisa zamanda
wranskripsiyon ve replikasyonda da gorev almaktadir. belirlenmesi kolaylasmusur (8,16,17).
* Bu calisma doktora tezinin bir bolimiinden ozt olup, FOBAP (Proje No: 645) tarafindan desteklenmistir.
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Bu ¢alismada, sigir vebast virusu RBOK asi susu
niiklcoprotein geninin memeli agiklama  vektdriine
yerlestirilmesi ve dkaryotik hiicrelerde gegici olarak
agiklaulmas1 amaclanmistir,

Materyal ve Metot

Hiicre kiiltiirii ve virus: Afrika yesil maymun
bobrek hiicreleri (Vero), %10 fStal sifir serumu
(Sigma, St. Louis, MO, USA), 100 TU/m! penisilin ve
100 pg/ml streptomisin iceren Dulbecco’s Modified

Eagle’s Medium (DMEM)’da iretildi. Calismada =

Etlik Arastirma Enstitlistinde Gretilen hiicre kiiltiirine
adapte sigir vebasi virusu RBOK agi susu kullamldi.

Toplam  RNA  izolasyonu:  Yirmi  bes
santimetrekarelik hiicre kiiltéir kabinin yaklagik %70-
801 Vero hiicreleri ile tek tabaka olduktan sonra sigir
vebasi virusu RBOK asi susu ile infekte edildi.
Infeksiyonun 5. glinlinde hiicrelerin  yaklasik
%380’inde sitopatolojik etki (CPE) goriildiigiinde
toplam RNA izolasyonu, TRI-Reagent (Sigma, St.
Louis, MO, USA) ile iiretici firmanin protoKoliine
gore yapildi (13).

Tersine Transkripsiyon ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR): Niikleoprotein genine ozgiin
primerlerin olusturulmasinda EMBL gen bankasi
X68311 sigir vebasi virusu RBOK agi susu gen
diziliminden yararlanildi. Bu gen dizilimine gdre,
ileriye dogru olan primer (NPI: 5 GG AAG CTT
CCG CTA GCC CAC CAT GGC TTC TCT C 3) ve
geriye dogru olan primer (NP2: 5 GGG TCG ACT
CAG TTG AGA AT 3) olusturuldu. Sigir vebasi
virusu RBOK as1 susu ile infekte Vero hiicrelerinden
izole edilen toplam RNA’lardan gen spesifik primer
ile cDNA’lar elde edildi. Bu cDNA’larin kalip olarak
kullanildigi 10 pmol primer, 1.25 mM dNTP
(Promega), 25 mM MgCl, (Promega), 10X PCR
bufer (Promega), 2U Taq DNA Polimeraz
(Promega), S50 pl’lik PZR kansimi hazirland.
95°C’de 2 dakika On isitmadan sonra, 94°C’de |
dakika denatiirasyon, 44°C’dc 1 dakika baglanma,
72°C’de 5 dakika uzatma ile 32 dongiiden olugan ve
72°C’de 15 dakika son uzatma ile sonlanan
amplifikasyon iglemi yapildi. PZR iriinleri %]1.5'lik
agaroz jelde ectidyum bromid varhginda incelendi

(12).

Niikleoprotein ~ geninin  klonlanmasi ve
rekombinant  pSV-NP  plazmidinin  olugturulmast:
Sigir vebas: virusu RBOK agi susu NP geni pGEM-
3Zf (-) vektorine Hindlll ve Sall enzimleri ile
yerlestirilerck klonlandi. NP geni bu vektorden Nhel
ve Sall cnzimleri kullamlarak ¢ikanldi ve aym
enzimler ile pCl-neo agiklama plazmidine T4 DNA
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ligaz enzimi ile gen/vektér oram 3:1 olacak sckilde
ligasyonu yapildi (12).

PZR tarama ve kesim enzimleri ile dogrulama:
Rekombinant  plazmidleri  belirlemek igin - PZR-
tarama (PZR-T) deneyi yapildi (9). Steril kiirdan ucu
numaralandiriimis kolonilere degdirildi ve bir baska
ampisilinli kati besi yerinc aktanildi. Kirdan ucu
tekrar koloniye dokundurularak 2ul 25mM MgCl,
(Promega), 2ul 10X PCR buffer (Promega). 3ul
1.25mM dNTP, 4ul 10pmol/¢] niikleoprotein genine
ozgiil primer ve 4ul dH.O igeren kangimla temas
ettirildi. 93°C de 10 dakika 6n isitmaya tutuldu. Kisa
bir santrifiijden sonra 1 [U Taq polimeraz (Promega)
cklendi ve mineral yag damlatildi. PZR-T programu
95°C 5 dakika on 1sima, 94°C 1 dakika ayrlma,
55°C | dakika baglanma, 72°C | dakika uzatma
olacak sekilde 25 siklus olarak diizenlendi. PZR
iiriinleri %1.5’lik agaroz jelde etidyum bromid
boyama ile gosterildi.

Vero hiicrelerine gecici (transient) transfeksiyon:
Vero hiicrelerine rekombinant pSV-NP plazmidinin
gecici  transfeksiyonu Transfast™  Transfection
Reagant kullanilarak yapildi. Rekombinant plazmid
DNA’st ve Transfast™ Transfection Reagant
kanigtinlarak 15 dakika oda 1s1sinda bekletildi. Hiicre
tiretme kaplaridaki vasat bogaltildi ve hiicreler steril
fosfatla tamponlanmis Phosphate Buffer Saline
(PBS) ile yikandi. Daha sonra transfeksiyon karigimi
hicrelere ilave edildi. Hiicreler 37°C’de 1 saat
bekletilerek hiicre dretme vasan ilave cdildi.
Transfekte hiicreler 72 saat 37°C’de bekletildi (10).
Tek tabaka olusturan Vero-pSV-NP doku kiiltiir
kaplarindaki  vasat dokiilerek hiicreler PBS ile
vikandi. Doku kiiltiir kabina 3 ml steril PBS ilave
edilerck hiicreler steril bir hiicre kaziyicr ile
kaldinldr. Kangim  steril - mikrosantrifiyj t-i.'lplcrinc
aktanildi ve 1000 rpm’de 10 dakika sanuifij edildi.
Santrifly sonunda tst sivi alinarak hiiere peletinin
tizerine 200 gl jel yiikleme solisyonu eklendi (12).

SDS-Page:  Plazmidlerle  transfekte  Vero
hiicrelerinde protein sentezini belirlemek igin SDS-

Plg«, ._y;ipald{. Elektoroforez  kasctine 9410’ |luk
¢ozdiirici  jel  hazirlandiktan  sonra lizerine
pohmerizasyon  gergeklestikten  sonra 945k

yiginlayicr jel dokildii. Ornekler X SDS viikleme
solisyonu (50 mM Tris.Cl pH 6.8, 100 mM
dithiothreitol [DTT], %2 SDS, 0.1 bromophenol
blue, %10 glycerol) ile sulandinldi ve 100°C*de 3
dakika kaynauldiktan sonra kuyucuklara viiklcndih.

Elektroforez iglemi 150 Volt akimda 8 saae
gergeklestirildi (12).
Western immunobloting: SDS-Page asamasindan

sonra gozduriici jel tle aym biiyiklikte olan Kurutma
{8
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kagitlarn anot I, anot 11 ve katot soliisyonlarinda 10
dakika bekletildi. Nitroseliiloz membrana (Sigma,
USA) proteinlerin - transfer  iglemi  Semi-Dry
sisteminde  (IMM-Semi-Dry  Blotter, W. E. P,
Comp.. USA) 10 mA’de 2 saatte gergeklestirildi.
Transfer igleminden sonra membran 4°C'de bir geee
%S5'lik yagsiz sit tozu ile bloklandi. Membran,
yikama solisyonu (%0.01 Tween-20 i¢eren PBS) ile
S defa yikandt ve 1/50 oraninda sulandirdmig sigir
vebast pozitift primer  serumla 37°C’de 1 saat
bekletildi. Membran yikandiktan sonra anti-bovine
IgG-peroksidaz konjuge serumda 37°C’de 1 saat
bekletildi. Yikama islemi tekrarlanarak membranlar
karanhk bir ortamda 15 ml kromojen-substrat
eriyiginde 10 dakika bekletildi. Reaksiyon distile su
ilavesi ile durduruldu ve goriintlleme yapildi (12).

Bulgular

Sigir vebast virusu RBOK agt susu ile infekte
edilen Vero hiicrelerinde infeksiyonun 5. giinlinde
paramiksoviruslara 9zgiin sitopatolojik degisiklik
olan sinsitiyalarin hiicrelerin %70-80"inde belirgin
oldugu goriildi. Bu infekte hiicrelerden clde edilen
toplam RNA’lar ile NP geninin geriye dogru 6zgiil
primeri kullamilarak tersine transkripsiyon (TT) ile
cDNA’lar elde edildi ve PZR yéntemiyle ¢ogaltildi.
PZR sonrasi yaklasik 1575 niikleotid uzunlugunda
NP geni pGEM-3Zf (-) vektorine ligasyonu
yapilarak pGEM-SV-NP plazmidi olusturuldu.

Niikleoprotein geni pGEM-SV-NP plazmidinden
Nhel ve Sall enzimleri ile gikanlarak pCl-neo
memeli  aciklama  vektérine  ayn enzimler
kullanilarak ligasyon yapildi. Escherichia  coli
hiicrelerine transformasyonundan sonra elde edilen
rekombinant plazmidleri belirlemek icin polimeraz
zincir reaksiyon-tarama (PZR-T) deneyi  yapildh
(Sekil 1). PZR-T ile pozitif olarak belirlenen
rekombinant plazmid DNA’s: alkali lizis yontemi ile
clde edilerck NP geninin varligl enzim kesim
deneyleri ve PZR ile teyit edildi  (Sekil  2).
Olusturulan reckombinant plazmid pSV-NP olarak
isimlendirildi.

pCl-neo ve rekombinant pSV-NP plazmidi gegici
olarak Transfast™ Transfection Reagant kullanilarak
Vero hiicrelerine transfekte edildi. Transfeksiyondan
72 saat sonra transfekte hiicreler pargalanarak SDS-
Page yapildi. SDS-Page ile clde cdilen jele sigir
vebast  pozitif — antikorun kullanildigr  vestern
immunoblotlama deneyi yapildi. Negatif kontrol
olarak kullandizimiz pCl-neo transfekie hiicrede SV-
RBOK a ait protcin bandi gozlenmedi. Rekombinant
pSV-NP plazmidinin transfckte edildigi htcrelerde
ise yaklagik 60 kDa molekiiler agirlikta NP proteini
belirlendi (Sckil 3.hat 5).
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Sekil 1. %I1.5'lik agaroz jelde PZR-T sonuglarinin
gbriinimi

Hat 1.2,3,4,5,6,7,8 PZR-T ile pozitif kolonilerin goriinlimi.
Hat 9: Piirifiye si@ir vebasi virusu RBOK asi susu
niikleoprotein geninin gdriiniimi. Hat 10: Lambda DNA

EcoRl/Hindlll marker

Sekil 2. %1.5’lik agaroz jelde rekombinant plazmid pSV-
NP enzim kesim deneyleri ve PZR ile dogrulanmasi

Hat 1: Piirifiye SV-RBOK-NP geni. Hat 2: pSV-NP
plazmid DNA’smn kalip olarak kullamildigr PZR ile
cogaltilan niikleoprotein geninin goriiniimd. Hat 3: pSV-
NP plazmid DNA’simin Nhel ve Sall enzim kesimleri. Hat
4: Rekombinant pSV-NP plazmidinin goriniimi. Hat 5
Lambda DNA EcoRU/HindIll markeri
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Sekil 3. Vero-pSV-NP hiicre proteinlerinin  Vestern
immunoblotlama ile g&sterilmesi
Hat 1: Renkli marker. Hat 2: Vero hiicresi. Hat 3: Vero-

pCl-neo. Hat 4: Infekte Vero hiicresi. Hat 5: Vero-pSV-NP
hiicresi.
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Tartiyma

Bu galigmada siir vebasi virusu RBOK asi1 susu
NP geninin  dkaryotik  hiicrelerde  agiklatilmasi
amaglanmigtir. Niikleoprotein viruslanin bir internal
proteini olup viral infeksiyonlara karsi hiicresel
immunitenin uyarilmasinda énemli bir yere sahiptir
(5,6). Ayrica NP proteinin  belirlenmesi  viral
hastaliklarin teshisinde kullanilmaktadir. Sigir vebasi
hastaliimin ~ etkili  bir  sekilde kontroli  ve
eliminasyonu igin infekte ve agili hayvanlarin
scrolojik olarak ayirt edilmesi énemli bir adimdir
(15). Son yillarda sigir vebasi hastalig: ile etkili bir
miicadelede rekombinant asilarin kullanimi giindeme
gelmistir (11). Fakat bu asilar ile agilamalarda asili
hayvan ile infekte hayvan ayirt edilememektedir.
Bununla beraber niikleoprotein ile hazirlanan teshis
amagli kitlerde rekombinant as1 ile agilanmig ve hasta
hayvanlarin birbirinden ayirt edilmesi kesin bir
sekilde yapilabilmektedir (5,6).

Bu gahgmada SV-RBOK niikleoproteini
Okaryotik agiklama vektoriine yerlestirilerek gegici
olarak agiklatilmasi sonucu yaklasitk 60kDa
molekiiler agirhgindaki NP proteini  western
immunobloting deneyi ile ortaya konuldu. fleriki
asamalarda NP proteinin memeli hiicrelerinde
segiciligi belirleyen genetisin antibiyotigi iceren

.ortamda devamli agiklatilmasi saglanarak, elde edilen

proteinin piirifiye edilip tan1 amagh ELISA kiti
gelitirilmesi ¢calismalan yapilabilir.
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