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ARASTIRMA

Bovine Ephemeral Fever Virisiin Rekombinant G Proteininin
Immunoperoksidaz Metodu ile Belirlenmesi

Bu galismanin amaci, bovine ephemeral fever virusun (BEFV) rekombinant glikoproteini (G) ile
transfekte hicrelerin immunoperoksidaz (IP) yontemi ile belirlenmesidir. Bu amagla, BEFV G genini
bulunduran rekombinant pcDNA4/HisMax (pcDNA4-G) vektéri Vero hicrelerine transfekte
edilmistir. Daha sonra, BEFV igin spesifik monoklonal antikorlar kullanilarak gergeklestirilen 1P
yontemi ile G proteininin aciklatimasinin hicresel lokalizasyonu belirlenmigtir. Calismanin
sonuglari IP yonteminin transfeksiyonun ve agiklatiimanin gorintiilenmesi igin ucuz, hizli ve uygun
bir yéntem oldugunu gdésterdi.

Anahtar Kelimeler: Bovine ephemeral fever viris, transfeksiyon, immunoperoksidaz

Detection of Recombinant G Proteins of Bovine Ephemeral Fever Virus by
Immunoperoxidase Method

The aim of this study was detection of the cells that transfected with recombinant glycoproteins (G)
of bovine ephemeral fever virus (BEFV) by immunoperoxidase (IP) method. For this aim, the
recombinant vector pcDNA4/HisMax (pcDNA4-G) including BEFV G gene was transfected into
Vero cells. Immunoperoxidase (IP) method was used to investigate the intracellular localization of
G protein expression using the spesific monoclonal antibody for BEFV G protein. According to our
results, the IP method is affordable, rapid and suitable detection method for screening of
transfections and expression.
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Girig
Uc giin hastaligi olarak da isimlendirilen bovine ephemeral fever hastaligi (BEF),
sigirlar bagta olmak Uzere, bazi ruminant turinde gorulen vektér kaynakh akut bir

hastaliktir. Hastaligin etkeni olan virus (Bovine ephemeral fever virus; BEFV)
Rhabdoviridae virus ailesinin Ephemerovirus genusunda yer alir (1).

Bu viris diger memeli Rhabdoviruslari ile benzer yapisal ve biyolojik 6zelliklere
sahiptir.  Virls yapisinda tek iplikli, negatif anlamli ve 14.900 baz uzunlugunda RNA
genom mevcuttur. Viral genom tarafindan bes yapisal protein kodlanmaktadir. Bunlar;
niikleoprotein (N), fosfoprotein (P), matriks protein (M), glikoprotein (G), and large (L)
proteinleridir. Bu yapisal proteinlere ilave olarak, viral genom tarafindan yapisal
olmayan proteinler de kodlanmaktadir (1-3).

Ulkemizde BEF ilk olarak 1985 yilinda bildiriimistir (4). Son yillarda tilkemizde 2-4
yil araliklar ile BEF epidemileri bildiriimektedir (5-7). Ozellikle verimli irklarin (ilkemizde
sayisindaki artiglara ve global iklim degisikliklerine paralel olarak bu hastaligin etkisi son
yillarda daha da hissedilir olmustur. Turkiye’de bildirilen son iki BEF salginlari 2008 ve
2012 yillarinda rapor edilmistir (6, 7). BEF 2008 olgulari Tirkiye’nin Suriye, Irak ve iran
sinirina yakin Guiney-Dogu bdlgelerinde nispeten lokal salginlar olarak kaydedilmigstir
(8). Ancak, 2012 olgulari bu bdlgelere ilave olarak, Akdeniz, i¢ Anadolu, Dogu Anadolu
ile birlikte Marmara, Ege ve Bati Karadeniz bdlgesinin bazi illerinde de bildirilmistir (6).

BEFV’nin yapisal proteinlerinden biri olan G proteini viristin biyolojisinde
esansiyeldir. BEFV G protenleri virlis baglanma aktivitesinin yani sira bu proteine karsi
olusan antikorlarin nétralizan olmasi bakimindan olduk¢a énemlidir (9, 10). Bu nedenle
BEFV’e karsi gerek koruyucu gerekse asi amagli calismalarda oncelikli hedef G
proteinidir. Viral etkenlere karsi tanisal test kitlerinin geligtiriimesinde ve korunmada
kullanilan viral proteinlerin in vitro sistemde fazla ve saf olarak uretiimesi oldukca
6nemlidir.

Bu calismada BEFV G proteinin in vitro olarak rekombinant teknolojisiyle Uretim
asamalarinin en o6nemli adimlarindan biri olan transfeksiyonun ve hicre protein
aciklatiimasinin  gbsteriimesine ydnelik immunoperoksidaz ydnteminin  kullanimi
amaglanmistir.
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Gereg ve Yontem

Reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR): BEFV 2012 izolatinda G geninin
amplifikasyonu daha onceki calismaya gbre
gerceklestirildi (6). Bu islem sonucunda yaklasik 1870
baz cifti uzunlugunda BEFV G geni amplifiye edildi.

Klonlama: Amplifiye G geninin protein acgiklama
vektoriine (pcDNA-4/HisMax-TOPO Vector) klonlanmasi
daha Onceki yayimlanan calismada modifikasyonlarla
gerceklestirildi (11). Kisaca, %1’lik agarozda yuritilen G
geni PureLink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen Co,
ABD) kullanilarak purifiye edildi. Jelden purifiye edilen G
geninin vektdre vyerlestirimesinde ilk adim olarak
ligasyon islemi gergeklestirildi. Bu amacla 1 yL plazmid
vektor Uzerine 2 L purifiye G geni, 3 yL dH,0 ve 1 pL
salt solusyonu ilave edildi ve karigsim oda isisinda 5 dk
inklibe edilerek rekombinant pcDNA4-G  vektori
olusturuldu. Transformasyon iglemi icin 50 yL TOP10
kompeten hicre Uzerine 6 pL ligasyon Urini birakildi.
Bu karisim buz Gzerinde 30 dk bekletildi ve sonrasinda
Onceden 42°C’e ayarlanmis su banyosu igerisine
daldiriip 90 sn tutularak rekombinant vektorlerin bakteri
hiicrelerine transformasyonu gerceklestirildi. Bu sire
sonunda karisim tekrar buz Uzerine alindi. Karisim
Uzerine 400 pL antibiyotiksiz sivi besi yeri (LB Medium)
ilave edildi. Bu karisim 37°C’de 90 dk karistirici lizerinde
bekletildi. Bu sureyi takiben karigimin 100 pL’si
antibiyotikli (Ampisillin 60 pg/uL) petri icindeki kati besi
yerine (LB Agar) ekildi. Petri 15-16 saat 37°C’de inkiibe
edildi ve petride bakteriyel koloniler belirlendi.

Glikoprotein genini ihtiva ettigi PCR ile dogrulanan
rekombinant  vektoérlerin  (pcDNA4-G)  bulundugu
transforme hiicreler 15 mL’lik falkon tlp igerisinde 10 mL
antibiyotikli (Ampisillin 60 pg/mL) sivi besi yerine ekildi
ve bir gece uremeye birakildi. Sivi besiyerinde lreyen
rekombinant vektorlerin bulundugu kompeten
hlcrelerden rekombinant plazmid DNA’si ticari kit
(PureLink HiPure Plasmid Miniprep Kit, Promega Co,
ABD) kullanilarak elde edildi.

Transfeksiyon: Bu c¢alismada transfeksiyon
islemleri Vero E6 hicrelerinde gergeklestiriimistir. Bu
hicrelerle gerceklestirilen zeosin (Invitrogen Co, ABD)
duyarhlik testinde zeosin miktarinin (60 ug/mL) 3.
glinden sonra hicrelerin blylk kismini, 5. giinden sonra
ise tamamini 6ldirdigu belirlendi. Bu nedenle BEFV G
geni ile transfekte Vero E6 hicrelerinde seleksiyon
amaciyla 60 yg/mL oraninda zeosin kullanilmasina karar
verildi.

Top-10 kompeten hicre igerisinde cogaltilan ve
PureLink HiPure Plasmid Miniprep Kit kullanilarak saf
olarak elde edilen plazmid DNA’si Nano-Drop 2000
Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) ile o6lguldi.
Lipofectamine 2000 kullanilarak Vero E6 hicrelerine
transfeksiyon gergeklestirildi. Transfeksiyon asamasinda
ariin igerisindeki kullanim talimati uygulandi (Invitrogen
Co, ABD).
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Bu asamadan sonra her vasat degisiminde hicre
kiltir kaplarina 60 pg/mL zeosin igeren hicre kultir
vasati konuldu. Yirmibir giin bu islem devam ettirildi. Bu
islem sonunda antibiyotige duyarli olan normal hicrelerin
oldugu tersine mikroskopta gézlemlenir iken, transfekte
olmus ve zeosin direngli geni (Rekombinant geni) tagiyan
hiicrelerin cogalmaya devam ettigi goruldu.

immunoperoksidaz: immunoperoksidaz deneyi 6
kuyucuklu hicre kultir kaplarina ekilen rekombinant
vektdrle transfekte edilen ve 21 glin 60 pyg/mL zeosin ile
secgilen Vero hdcreleri ile kontrol Vero hicrelerinde
gerceklestirildi. Yéntem daha o6nceden tarif edilen
yontemden modifikasyonlarla  gerceklestirildi  (12).
Kisaca, 6 kuyucuklu kaplarda tek tabaka olusturduktan
sonra hucrelere 6nce fiksatif sollisyonu olarak %2
paraformaldehit ve %0.1 Triton X-100 ihtiva eden PBS
eklendi ve hiicreler bu solisyonla 30 dakika muamele
edilerek fikse edildi. Endojen peroksidaz ithimaline karsi
hicreler %3 HO: ile bir saat muamele edildi. Daha sonra
bu hicrelere, bloklama amaciyla, %5 bovine serum
albumin eklendi ve 2 saat inkibasyon gerceklestirildi.
PBS ile yikamalari takiben transfekte ve kontrol hiicre
kuyucuklarina PBS iginde 1/50 sullandinlan BEFV G
proteini spesifik monklonal antikor ilave edildi. Bu
antikorlar BEFV antikor ELISA kitinde temin edildi (EMAI,
Camden NSW, Avustralya). Oda 1sinda 2 saat
inklibasyon gerceklestiriidi. En az 10 kez PBS ile
yikamalar tekrarlandi. Kuyucuklara PBS icinde 1/1000
sullandirilan peroksidaz enzimi ile de isaretli tavsan anti-
mouse IgG (Sigma Co, Almanya) eklendi ve inkiibasyon
tekrarlandi. inkiibasyonu takiben hiicreler yine en az 10
defa PBS ile yikandi.  Yikanan hicreler, karanlik
ortamda kromojen sollisyonuyla (Diaminobenzidin 6 mg,
0.05 M Tris pH 7.6 10 mL, %3 H,O, 1 mL) 15 dak.
reaksiyona sokuldu. Hicreler, hematoksilin-eozin ile
boyama ve etanolle yikamayi takiben, mikroskopik olarak
incelendi ve hicrelerin mikrograflari alindi.

Bulgular

Rekombinant pcDNA4-G ile transfekte Vero
hicrelerinde G geninin varhgi PCR taramasi ile
dogrulandi (Sekil 1, Hat 1). Ayni ¢alismada transfekte
edilmeyen Vero hicrelerinde gergeklestirilen PCR’da ise
her hangi bir amplifikasyon belirlenmedi (Sekil 1, Hat 2).

Rekombinant pcDNA4-G ile transfekte edilen ve 21
gin 60 pg/mL zeosin igeren hiicre kiltir vasatinda
tutulan Vero hiicrelerinde hazirlanan preparatlarla
gercgeklestirilen IP yéntemi neticesinde tim hicrelerde
kromojene 6zgl kahverengi boyamalar yodun olarak
tespit edilmistir (Sekil 2). Kontrol Vero hicrelerinde
gerceklestirilen IP yonteminde ise kromojen boyamalarin
olmadigi gorintilenmistir (Sekil 3).



Cilt: 30, Sayi: 3

Sekil 1. Rekombinant pcDNA4-G vektérle transfekte
Vero ve kontrol Vero hicrelerinde elde edilen DNA
orneklerinde G genlerinin varliginin PCR taramasi ile
dogrulanmasi. Hat 1; Transfekte Vero hucre 6rnegi, Hat
2; Kontrol Vero hicre 6rnegi, M; DNA agirlik markeri.

$ekll 2. Rekomblnant plazmld vektorle (pcDNA4 G)
transfekte Vero hiicrelerinde BEFV G spesifik
monoklonal antikor kullanilarak gergeklestirilen IP deneyi
(40 X)

Smei(il 3. Transfek3|yonu yapllmamlsn kontrol Vero
hicrelerinde BEFV G spesifik monoklonal antikor
kullanilarak gerceklestirilen IP deneyi (100 X).
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Virlslerin biyolojik olarak esansiyel proteinlerini
iceren rekombinant vektdrlerin olusturulmasi veya bu
proteinlerin saf olarak elde edilmesi teshis ve koruma
amagli oldukgca Onemlidir. Gerek ELISA gelistiriimesi
gerekse DNA immunizasyonu amaciyla BEFV G
genlerini hedef alan sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. Bu
calismalarin biylk bir kisminda G geni ve proteini hedef
alinmistir (10, 13-15). Mevcut calismada, oncelikle,
BEFV virustin G proteini agiklayan rekombinant vektor

olugturulmustur. Daha sonraki adimda ise bu
rekombinant vektorin transfeksiyonunun ve
aciklatiimasinin gosterimi P yontemi ile

gerceklestirilmistir.

Rekombinant DNA teknolojisinde U¢ temel adim
bulunmaktadir (16-19). Bunlar rekombinant vektérin
olusturulmasi, olusturulan bu rekombinant vektdrin
istenilen sistemlerde agiklatimasi ve agiklatilan
proteinlerin saf olarak elde edilmesidir. Birgok ¢alismada
Okaryotik veya prokaryotik sistemde agciklatiima
asamalarinin gosterimi hiicre lizat veya Ust sivilarindan
elde edilen proteinlerin sodyum dodesil silfat-
poliakrilamid jel elektroforez SDS-PAGE ve Western
blotlama ile goruntilenmesiyle gerceklestiriimektedir.
SDS-PAGE ve Western blotlama yoéntemi 6zellikle bant
blyukligl duzeyinde sonu¢ vermesi ve aciklatilan
proteinin istenilen blyUklukte aciklatilhp, aciklatiimadigini
belilemesi nedeniyle altin standart olarak kabul
edilmektedir (16, 17). Bu nedenle, bizler de SDS-PAGE
ve Western blotlamayi 6zellikle protein Gretiminin
gorintilenmesinin ~ son  asamasinda  kullanimini
onermekteyiz. Ancak, IP gibi tek adimda gergeklestirilen,
uygulanmasi kolay ve ucuz bir yéntemle deneyin ilk
asamalarinda ekspresyonun test edilmesi 6zellikle
ekspresyonun olmamasi durumunda uzun ve masrafli
sureci engellemesi bakimindan 6nemli olacagini
dusunmekteyiz.

Immunoperoksidazla birlikte yaygin kullanimi olan
diger bir immunohistokimyasal deteksiyon ydntemi de
immunofluoresans (IF) yontemidir. Rekombinant vektorle
transfekte hicrelerin gésterilmesi amaciyla IF yontemi de
kullanilabilmektedir (20, 21). Ancak, IF ydnteminde
pahali bir ekipman olan fluoresans mikroskoba ihtiyag
duyulmasi en 6nemli dezavantajdir. IP metodunda ise
goruntilenme normal bir  invert mikroskopla
yapilabilmektedir.

Mevcut galismanin devami neticesinde saf olarak
Uretilecek proteinlerin ELISA testi basta olmak Uzere
diger tanisal testlerde kullanimi potansiyeli mevcuttur.
Ayrica, Uretilecek proteinlerin guvenli yeni nesil subunit
viral asi olarak kullanimi mimkundudr. Bu kullanimlarina
ilave olarak, saf proteinler 6zellikle monoklonal antikor
uretilmesinde iyi birer aday antijenler olacaklardir.

Mevcut calismada rekombinant vektorle transfekte
hiucrelerde transfeksiyonun ve protein aciklatiimasinin
basarisi IP yontemi ile tek adimda belirlenmistir.
Calismanin sonugclari IP yénteminin transfeksiyonun ve
aciklatiimanin goérintilenmesi icin ucuz, hizli ve uygun
bir yontem oldugunu gosterdi.
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