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Onemli Balik Viruslarina Karsi Revers Genetik Yaklagimlar
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Ozet: Bu derlemede baliklarin dnemli RNA viruslarina karsi gelistirilen revers genetik sistemler anlatiimistir. Balik gift-
liklerinde ekonomik kayiplara neden olan hastaliklarin gogu viral etkenlerden kaynaklanmaktadir. Bakteriyel, paraziter
ve fungal balik hastaliklar ¢esitli kemoterapétikler ile tedavi edilmesine karsin, viral hastaliklarin tedavisi yapilamamak-
tadir. Teknolojideki gelismeler ve molekuler ¢aligsmalar viral genoma midahaleyi mimkin kilmistir. Viral RNA geno-
mundan canl virus elde edilmesi “revers genetik” olarak isimlendiriimektedir. Revers genetik yontemlerle viral RNA
genomuna midahale edilmesi, arastirmacilara birgok faydalar saglamistir. Revers genetik sistemler infeksiy6z salmon
anemi virus (ISA), salmonid alfavirus (SAV), infeksiy6z hematopoetik nekrozis virus (IHNV), viral hemorajik septisemi
virus (VHSV), infeksiy6z pankreatik nekrozis virus (IPNV) ve strip cek nervoz nekrozis virus (SINNV) gibi balilk RNA
viruslari igin olusturulmustur. Revers genetik sistemlerin kesfi baliklarda patojen RNA viruslari igin blylk bir bulus ve
saha arastirmalari igin 6nemli bir ara¢ olmustur. Gelecek yillarda revers genetik konusundaki ¢alismalarin artacagi ve
bilim dlnyasi i¢in ilgi odag olacagi tahmin edilmektedir

Anahtar kelimeler: Balik, revers genetik, RNA virlisi
The Reverse Genetics Assessment of Major Fish Viruses

Summary: In this review, the reverse genetics assessment of major fish viruses has been evaluated. The majority of
the diseases causing economic losses in fish farms have been viral agents. Bacterial, parasitic and fungal fish disea-
ses can be treated via various chemotherapeutics but viral diseases cannot be treated via these. Technological deve-
lopments and molecular studies allowed manipulation of the viral genome. The live viruses were recovered from RNA
genome. This applications is named as reverse genetics. The ability to manipulate the viral RNA genome trough rever-
se genetics methods provided many benefits for researchers. The reverse genetics systems for the several fish RNA
viruses were constructed; Infectious salmon anaemia virus (ISA), salmonid alphavirus (SAV), infectious hematopoietic
necrosis virus (IHNV), viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV), infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) and stri-
ped jack nervous necrosis virusu (SJNNV). Discovery of the reverse genetics on the pathogen fish RNA viruses have
been a breakthrough and an important tool for field researches. In the next years forth, the studies of reverse genetics
will increase and it supposes focus of attraction by the world of science.
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Giris

Kaliteli hayvansal proteine artan talepten dolayi,
su Urunleri sektori tarim sektorl icerisinde en
hizli gelisen sektdr haline gelmistir (14). Dinya-
da toplam su drlnleri yetigtiriciligi 1998-2007
yillar arasinda iki kat artmistir. Su Grunleri tike-
timindeki artis, dogal stoklardaki balik tirlerinin
azalmasina neden olmustur. Bakteriyel, parazi-
ter ve fungal balik hastaliklari g¢esitli kemotera-
potik ajanlar ile tedavi edilmesine karsin, viral
hastaliklarin tedavisi yapilamamaktadir (25). Su

Gelig Tarihi/Submission Date :02.02.2016
Kabul Tarihi/Accepted Date  : 14.06.2016

Urtnleri yetistiricileri, balik stoklarini viral enfek-
siyonlardan koruyabilmek icin, yeni nesil asilarla
ilgili gelismelere odaklanmiglardir. Yapilan c¢alis-
malar sonucunda viral genoma miidahale edil-
mesine izin veren yeni bir ydntem gelistirilmistir.
Gen mihendisligi i¢in buylk bir adim olan
“revers genetik”, RNA genomunun DNA kopya-
sindan canli virusun yeniden elde edilmesi ola-
rak agiklanabilir (5). Bu gine kadar kullaniimis
olan bltin sistemler yardimci bir vaksinia viru-
sun (VTF7-3) drettigi T7 RNA polimerazin
(T7RNAP, kep eklenmesinde kullanilan bir pro-
motor, enzim) kontrolii altinda viral genomlarin
ekspresyonuna dayanmaktadir (3). RNA virusla-
rina 6zgun bir revers genetik sistemin gelistirile-
bilmesi i¢in, tam bir viral transkripsiyon ve repli-
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kasyon mekanizmasina ihtiya¢ duyulmaktadir
(33).

Revers genetik yontemler baliklarla yapilan viro-
lojik galismalarda; viruslarda gen fonksiyonlari-
nin arastirilmasi, virllens farkliliklari, konakgi
cesitliliginin belirlenmesi, viruslarin attentasyo-
nu, hedeflenen mutasyonlarin gergeklestiriime-
si, patojeniteden sorumlu genlerin inaktivasyonu
veya aktivasyonu, antijenlerin ekspresyonu,
rekombinant proteinlerin ve asilarin hazirlanma-
sI, biyolojik aktif molekdllerin Uretilmesi gibi
amaglarla kullaniimaktadir (3,4,5,6,29,33). Bun-
lara ilave olarak; genlerin silinmesi, nakli veya
¢ogaltilmasi, rekombinant antijenlerin ve prote-
inlerin Uretilmesi, hormonlarin, interferonlarin,
bakterilerin, enzimlerin ve immunglobulinlerin
Uretilmesi, aminoasitlerin kimliklendiriimesi, elde
edilen rekombinant virusun gen vektéri olarak
kullaniimasi ve gen sagaltim g¢alismalari amag-
lariyla da kullaniimaktadir (3,4,5,11,14,30).
Revers genetikteki ilk bagari, 1981 yilinda pozi-
tif iplikgikli RNA virusu olan poliovirus igin elde
edilmistir. Bu gelismeden 13 yil sonra segment-
siz, negatif iplik¢ikli, RNA virusu olan kuduz viru-
su (RV) i¢in de bir revers genetik sistem kurul-
mustur (5). Revers genetik sistemler, baliklarin
Onemli RNA viruslarindan olan infeksiy6z sal-
mon anemi virus “ISAV” (33), salmonid alfavirus
“SAV” (18,21), viral hemorajik septisemi virus
“VHSV”, infeksiydz hematopoetik nekrozis virus
“IHNV” (2,3,19), infeksiydz pankreatik nekrozis
virus “IPNV” (22,29) ve strip cek nervéz nekro-
zis virus (SJNNV) icin de olusturulmustur
(15,30).

Yabanci Bir Genin Yerlestiriimesi

Yabanci bir geni virus RNA’s| igerisine yerlestir-
me stratejisi, genom organizasyonuna baglidir.
Hedeflenen yabanci gen, cDNA olarak dizayn
edilir ve bir proteaz bdlinme vyeri ile birlikte ge-
nom igerisine yerlestirilir (7). Vaksinia virus ge-
nomunda bulunan timidin kinaz (Tk) geni, viru-
sun htcre i¢i replikasyonu igin gerekli olmadigi
gibi virllense de bir katkisi bulunmamaktadir.
Dolayisiyla, bu genin icerisine yabanci gen
transfer edilebilmesine karsin, aktarilan genin
ekspresyonu zayif olur (4). Rhabdoviruslardaki
ardisik transkripsiyonlar, her bir genin yukari
kisminda bulunan ve RNA polimeraz tarafindan
taninan gen baslangi¢ sinyali ile baslar ve gen
sonlanma sinyali ile biter (7,11). Yabanci genin
ekspresyonunu kodlayan sinyaller, cDNA Uzeri-
ne yapay olarak eklenebilir veya mevcut bir
genden viral gen aligverisi ile ya da bir flizyon
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proteini tasarimi ile de elde edilebilirler. Gen
transferi, cDNA igerisindeki protein kodlama
yapmayan bodlgelere yapilir. Eklenen yabanci
gen dizisi, takip eden genlerin ekspresyonunu
disurir ve degisen oranlarda rekombinant viru-
sun replikasyonu Uzerine etki eder. IHNV’'nin
non virion (NV) gen bolgesine farkh reporter
genlerin yerlestiriimesi sonucu virus blyuk oran-
da attenle edilmistir. Bu attenlie rekombinant
suslar, hicre kiltirlerinde saptanabilir miktarlar-
da yabanci proteinlerin ekspresyonunu yapabil-
mektedirler (32). Arastirmacilar, patojen olma-
yan IHNV sugslarindaki NV genini, rekombinant
IHNV lusiferaz (LUC) geni ile degistirerek elde
ettikleri yeni rIHNV’nin, ylzgeclerde sinirli bir
replikasyona neden oldugunu ve enfeksiyondan
sonra 3 haftaya kadar balikta herhangi bir yayil-
ma gostermeksizin persiste kaldiklarini géster-
mislerdir. ISAV’In alt tiplerini rekombinant virus-
lar araciligiyla goéstermek igin, segment 6yl
klonlayan plazmit icerisine ilave olarak iki sente-
tik genetik eleman yerlestirilmistir (33). SAV’nin
viral genomu igerisine GFP veya LUC genlerinin
integrasyonu sonucunda, vahgi virus tipinden
%20 daha uzun genomlu bir rSAV olusturulmus
ve bu olusturulan genomun kapsit igerisine pa-
ketlenebildigi belirlenmistir (5).

Viral Vektérler

Viral vektorler, genlerin ekspresyonlari, genlerin
hlcrelere aktarilmasi, viral enfeksiyonlara karsi
etkin asilarin hazirlanmasi ve diger amaglarla
kullaniimaktadirlar. Vektor olarak kullanilacak
viruslarin konakg¢l ve hlcre spektrumu genis
olmali, viral genom igerisine biylk bir DNA seg-
mentini kabul edebilmeli, kendi replikasyonunu
engellememeli, enfeksiy6z ve onkojenik olma-
mali ve birden fazla farkh geni alabilmelidirler.
RNA genomuna sahip viruslardan bazilar
(6zellikle retroviruslar) rekombinant vektor ola-
rak kullaniimaktadir. Hicre sitoplazmasinda,
revers transkriptaz enzimi aracihdiyla virusun
genomik RNA’sindan tek iplik¢ikli cDNA sentez-
lenir. cDNA, polimeraz 1 enzimiyle cift iplik¢ikli
DNA'ya déndsturulir (provirus). Vektoér olarak
kullanilan gift iplikgikli sirkller provirusun her iki
ucunda tekrarlanan uzun sekanslar (LTR) bu-
lunmaktadir. Bu uglar transkripsiyonu baslatma-
da ve bitirmede etkin bir sinyal mekanizmasi
(promotor) gorevine sabhiptirler. Provirus,
LTR’lerle birlikte zarf proteini (env), RNA’ya ba-
gimli DNA polimeraz (revers transkriptaz, pol)
ve grup antijenleri (gag) gibi gen bdlgelerine de
sahiptir. Yabanci gen, provirusun ‘gag’ ve ‘env’
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gibi gen bdlgelerinden birisine transfer edilir ve
helper virus igeren hlicrelere transfekte edilerek,
genin replikasyonu ve ekspresyonu saglanir
(4). Onemli balik patojenlerine kargi revers ge-
netik sistemlerin olusturulabilmesi, bu viruslarin
genomunun esnek olmasina ve yabanci genleri
kabul etme yeteneklerine baglidir. Bu amagla
vektor olarak negatif polariteli viruslar, gen exp-
resyonu igin pozitif polariteli viruslara oranla
daha uygundurlar (7,11). Negatif polariteli virus
genomlari korunmus genin baslangici ile modu-
ler organizasyon gosterir. Gen sonunda sinyal-
ler viral polimeraz enzimi ile module edilerek,
ayriimis  mRNA’nin transkripsiyonu saglanir.
Pozitif polariteli virus genomlari polisistron
mRNA’lardan eksprese edilirek poliproteine dé-
nasturdldr. Bunu takiben hucresel veya viral
proteazlar tarafindan proteinlere ayristirilir. Ne-
gatif polariteli viruslarda, ribonikleoprotein
kompleksinin (RNPC) helikal yapisindan dolayi
genom i¢in belirlenmis bir sinir yoktur. Buna
karsin, kubik simetrili viruslarda, 6rnegin; akua-
birnaviruslar, balk alfaviruslari ve betanodavi-
ruslarda genom sinirlandiriimistir. Negatif pola-
riteli viruslarda, genom uzunlugunca gen eksp-
resyonunun azalma egiliminde olmasindan do-
layr, genomun 3’ ucundan 5 ucuna (ilk genin
ekspresyonu bol miktarlarda yapilirken, en son
gen en az miktarda yapilir) gen ekspresyonu-
nun derecesi, gen duzeni igerisinde hareket po-
zisyonu ile kontrol edilebilir. Bu nedenle negatif
polariteli virus genomlarina yabanci gen yerles-
tirilmesi kolaylikla yapilabilir (5).

Kimerik Viruslar

Rekombinant viruslarda genler tarafindan kodla-
nan proteinlerin fonksiyonlarini agiklamak ama-
ciyla, hedef genlerin dider virus genleri ile yerle-
rinin degigtirilmesi tercih edilmektedir. Balk
rhabdoviruslarindaki farkli ylizey glikoproteinle-
rinin degisimi ile kimerik viruslar olusturulmus-
tur. Rekombinant ISAV virusunun izlenmesini
kolaylastirmak amaciyla, genom igerisine bir
yesil floresan protein (EGFP geni) yerlestirilerek
elde edilen yeni rekombinant virusta EGFP ki-
merik geninin dogru sekilde transkribe edildigi
hicre kultari supernatantindan yapilan RT-
PCR analizleriyle dogrulanmistir (5,33). Kimerik
viruslarin elde edilmesi, yabanci glikoproteinle-
rin viral partikuller icerisinde uyumlu bir sekilde
organizasyonuna baghdir. IHNV’'nin G geni
VHSV ve sazanlarin bahar viremisi virusunun
(SVCV) G geni ile degigtirilerek, VHSV G geni
(IHNV-Gvhsv) ve SVCV G geni (IHNV-Gsvcv)

YUKSEL DURMAZ

iceren kimerik IHNV viruslari basarili bir sekilde
elde edilmigtir. Bu yeni iki rekombinant virus,
hicre kulturlerinde ebeveyn IHNV kadar repli-
kasyon kinetigine ulasmiglardir. Rekombinant
IHNV-Gvhsv (Uzerinde VHSV’nin G genini tasi-
yan kimerik IHN virlis(i) gékkusagi alabaliklarin-
da ebeveyn IHNV kadar virulent bulunmustur.
SVCV gokkusagi alabaliklarinda patojen olma-
masina ragmen, rekombinant IHNV-Gsvcv
(Uzerinde SVCV'nin G genini tasiyan kimerik
IHN virGst) gokkusagi alabaliklarinda (IHNV-
Gsvev: %93, IHNV: %95) yiksek mortaliteye
neden olmustur (5). IHNV ve VHSV arasinda
homolog G ve N geni degistirilerek elde edilen
kimerik rIHNV’nin gd6kkugsagdi alabaliklarinda
yuksek oranda virllens kazandigi saptanmistir
(10).

Viriilens ve Konak Segiciligi

Revers genetik sistemler virus genomu, virlilens
ve konak segiciligi Uzerine yeni bilgiler elde et-
mek icin kuvvetli bir aragtir. IPNV’nin VP2 gen
bdlgesindeki aminoasit degisikliklerinin virtlen-
se eftkileri, revers genetik yontemlerle Uretilen
rekombinant, reassortant ve kimerik viruslar ile
ortaya konulmustur (5). Song ve arkadaslari
(28) IPNV’nin hicre kiltiriine adaptasyonu ve
virllensindeki degisikliklerin VP2 geninin 217.
ve 221. pozisyonunda bulunan iki aminoasit
tarafindan kontrol edildigini gdstermislerdir.
Yuksek virllensli suslar treonin (Thr) 217 ve
alanin (Ala) 221’i kodlarken, orta ve dusuk vir-
lensli suslar prolin (Pro) 217 ve Ala221’i kodla-
maktadir. Thr221 varyantlari ise avirulenttirler.
Virtlent IPNV’'nin CHSE-214 hicre hattinda 10
kez pasajlanmasindan sonra, VP2 geninde
Ala221’in Thr221’e donldsmesi ile atteniasyon
gerceklesmektedir. Attentiasyon dncesinde virl-
lent ebeveyn sus yavru atlantik salmonlarda %
68 oraninda mortalite olustururken, attente edil-
dikten sonra %15 oraninda mortalite olustur-
mustur (17,20).

Ik sularda yasayan baliklar, betanodaviruslar-
dan SINNV ve kirmizi benekli orfoz nervéz nek-
rozis (RGNNV)’ye, soduk sularda yasayan ba-
liklar ise Barfin pisi baligi nervéz nekrozis
(BFNNV) genotipine duyarlidirlar (24). Betano-
daviruslarda, RNAZ2'nin degisebilir bdlgesinin
kodladigi proteininin C-termal bdlgesi, konak
seciciligini  kontrol etmektedir. SJNNV ve
RGNNV’nin reassortant ve kimerik suslarinda
RNA1 ve RNA2 gen bdlgelerinde sicaklk duyar-
lihigini kontrol eden bélgeler bulundugu gézlem-
lenmistir. SUNNV igin optimum utreme sicakligi
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20-25°C, RGNNV icin ise 25-30°C’dir.
RGNNV’nin RNA1 gen bdlgesindeki polimeraz
enzimini kodlayan (1- 445 aminoasitlik kismi)
bélgenin sicaklik kisitlamasi ile iligkili oldugu
gOrulmdastir. Bu bélge mitokondriyal hedefleme
sinyallerini kodlamakta olup, polimeraz enzimi-
nin katalitik domaininin dis tarafina yerlesmistir
(5,24). SAV'nin attentasyonu ve hiicre kiltirtn-
de sicakliga adaptasyonunda genomdaki mu-
tasyonlar rol oynamaktadir. in vivo sartlarda
attenlie edilerek, 10-14°C’de Ulremeye adapte
edilmis olan rekombinant SAV’nin yapisal prote-
inlerinin aminoasit sekanslari kargilastinldigin-
da, alti aminoasit degdisimi (li¢ tane E2'de, iki
tane 6K’da ve bir tane E1'de) gbzlemlenmistir
(5,18). iki aminoasit degisimi iceren rIHNV, ala-
baliklarda kimdulatif olarak %10 mortalite artisi-
na neden olmustur. Revers genetik yontemlerle
yapilan ¢alismalarla, rhabdoviruslar igin 6ngori-
len virtlens faktorleri tam olarak ortaya konula-
mamistir. Deniz baliklarindan izole edilen VHSV
izolatlarinin atlantik salmon ve gdékkusag alaba-
liklarinda dusuk patojeniteye neden olduklari,
buna karsin bazi izolatlarin kalkan baliklarinda
patojen olduklari saptanmistir. VHSV izolatlari-
nin sekans analizleri sonuglarina goére, sinirli
sayida aminoasit degisikliklerinin izolatlar ara-
sinda virtlens farkliliklarina neden oldugu orta-
ya konulmustur (5,19).
Revers-Genetik Sistemler,
Teknik Yéontemler
Aquabirnavirus : infeksiyoz pankreatik nekro-
zis (IPN) genc¢ salmonidlerin oldukg¢a bulasici,
pankreas nekrozu ile karakterize mortalitesi
yuksek viral bir enfeksiyonudur. IPNV Birnaviri-
dae ailesinde Aquabirnavirus cinsi iginde yer
alir. Virus zarfsiz, 60 nanometre (nm) gapinda
ikosahedral kapsitli yapidadir (1). Tath sulardaki
salginlarda mortalite orani %100’e kadar ¢ikar-
ken, denizlerdeki salginlarda ise %10-20 ora-
ninda mortalite olusturmaktadir. IPNV enfeksi-
yonundan sonra hayatta kalan baliklar uzun
sure taslyici olarak kalmaktadirlar (17). IPNV
genomu iki segmentli, cift iplikgcik RNA moleki-
linden olusmaktadir. Segment B, 2784 baz cifti
(b¢) uzunlugunda, 94 kilodalton (kDa) agirhgin-
da kiguk i¢ polipeptit VP1 (RNA bagimli RNA
polimeraz, RdRp) proteinini kodlar. Segment A
ise 3097 bg¢ uzunlugunda olup, yapisal protein-
ler VP2, VP3 ve yapisal olmayan proteinler VP4
ve VP5'i kodlamaktadir (8,9,17). VP2 proteini,
immun dominant epitoplari igeren dis kapsit pro-
teinidir (8,17,23). VP3 proteini, IPNV replikas-

Tanimlama ve
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yon siklusunda duzenleyici gorevleri olan bir i¢
proteindir. Segment A’da buylk open reading
frame-agik okuma gercevesi (ORF)’in yani sira
15 kDa agirhginda VP5 proteinini kodlayan ikin-
ci bir ORF daha vardir. Arjininden zengin olan
VP5’in buylkligul, izolata gore 15 kDa’dan 3.3
kDa'ya kadar degisiklik gdstermektedir. Bazi
izolatlarda ise VP5 ORF’si hi¢ yoktur (9,20,27).
Virulent IPNV suslari, 12 kDa agirhginda VP5
proteini kodlamaktadir (28).

IPNV’nin tamamen cDNA klonundan tekrar el-
desi ilk kez 1998 yilinda Yao ve Vakharia tara-
findan yapilmigtir. Akuabirnaviruslarda hem po-
limeraz enziminin fonksiyonlarini 6grenmek,
hem de IPNV igin revers genetik sistem gelistir-
mek amaciyla West Buxton susunun her iki seg-
mentinin cDNA klonu, protein kodlamayan bdl-
gelerde dahil olmak Uzere olusturulmustur. Viru-
sun kurtarilabilmesi igin transkriptlerin keplen-
mesine ve RNA'da sentezlenen yabanci nikleo-
titlerin onariimasina ihtiya¢ oldugu belirlenmigtir.
Bu calisma, baliklarin RNA viruslariyla ilgili ilk
revers genetik calismadir. Segment A ve B’nin
sentetik pozitif polariteli RNA transkriptleri, in
vitro olarak linearize edilmis ve cDNA plazmitle-
rinden T7RNAP promotorun kontroli altinda
chinook salmon embryo (CHSE-214) hicre
hatlarinda transkribe edilmistir (Sekil 1) (29).
Alfavirus : Salmon alfaviruslari (SAV) tarafin-
dan meydana getirilen uyku hastaligi (pankreas
hastaligi, SD) atlantik salmonlarinin 6nemli viral
enfeksiyonlarindandir. Etken, Togaviridae aile-
sinde Alfavirus cinsinde yer almaktadir. Hastalik
pankreasta siddetli hasar ile bagslar ve bunu kalp
dokusundaki patolojik bozukluklar takip eder.
Son asamada iskelet kaslarinda hasarlar goéri-
Iir. SAV balik dokularinda ortalama 6-8 hafta
sureyle persiste kalabilmektedir (13). Etken 11.9
kilobaz (kb) uzunlukta, pozitif polariteli, tek iplik-
¢ikli RNA virusu olup, genom iki adet ORF igerir.
Birinci ORF dért yapisal olmayan proteini kod-
lar. Bu proteinler viral genomun replikasyonu ile
iligkilidir. Ikinci ORF ise 265 subgenomik
mRNA’lari kodlar. Bunlar ise yapisal proteinleri,
(kapsit glikoproteinleri) E3, E2, 6K/TF ve ET’i
kodlar. Yeni tip konaklara adaptasyon proteinle-
rin degismesi ile iligkilidir (18).

Rekombinant alfaviruslarin cDNA’dan tekrar
elde edilmesi hiicre hatlarindaki transfeksiyona
baghdir. SP6 T7 enzimi ile sentetik kep yapila-
rak olusturulan RNA transkriptleri, viral
cDNA’dan in vitro transkripsiyon yoluyla elde
edilmektedir. Viral genomun cDNA kopyasinin
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transfeksiyonu, RNA polimeraz Il promotorunun
(RNA polimerazin transkripsiyonu baslatmak
Uzere DNA'ya baglandidi 6zel bdlgeler) kontrolu
altinda gergeklestiriimisti. SAV cDNA’sinin 5’
ucunun sonuna, kendi kendisini kesen cekic
basli bir ribozom (ekspresyonu ve protein sente-
zini artiran bir primer) sekansi ilave edilmesi,
SAV’In yeniden elde edilmesinde anahtar rol
oynamistir. Bu cDNA, T7RNAP’nin kontrolu al-
tinda bluegill fry caudal trunk (BF-2) hicre hat-
larinda klonlanmistir. SAV 37°C’de, VIF7-3 ise
(T7RNAP ekspresyonu yapan rekombinant vak-
sinia virus) 10°C’de inklibe edilererek, ilk enfek-
siyon olusturulmus ve ortama yeterince fonksi-
yonel T7TRNAP ekspresyonu saglanmistir. Ba-
liklarda yapilan son g¢alismalarda bu teknikler
kullanilarak elde edilen cDNA, SAV’in alt tiple-
rinden olan SAV-3’lin ekspresyonu igin basarili
bir sekilde kullaniimigtir (5,21).

Betanodavirus : Levrek baliklarinda yaygin
olarak gorilen viral nervdz nekrozis (VNN) veya
viral ensefalopati ve retinopati (VER) olarak da
bilinen hastalik, merkezi sinir sistemi ve retina-
da vakuoler olusumlarla karakterizedir. Bugune
kadar hastaligin 50'den fazla balik tirinde go-
ruldigu bildiriimistir (24). Betanodaviruslar No-
daviridae ailesinde, 25-30 nm buyukliginde,
zarfsiz ve ikosahedral simetriye sahip viruslardir
(31). Nodaviruslar, iki segmentli, tek iplikgikli,
pozitif polariteli RNA moleklll igermektedir.
RNA1 3.1 kb uzunlukta ve 110 kDa agirliginda
olup, replikasyodan sorumlu bir protein (protein
A, RdRp) kodlar. RNA2 ise 1.4 kb uzunlukta ve
42 kDa agirlikta olup, kod proteinini kodlamak-
tadir. Replikasyon siresince RNA1'den alt ge-
nomik RNA3 sentezlenir. RNA3 virion igerisine
paketlenmez ve yapisal olmayan protein B1 ve
B2yi kodlar (5). Nodaviruslar, RNA2’'nin T4 de-
gisebilir bolgesinin molekduler ve filogenetik ana-
lizine gére doért genotip altinda tanimlanmislar-
dir. Bu genotipler; SUINNV, RGNNV, BFNNV ve
Tiger puffer nervéz nekrozis (TPNNV)'dir. Bun-
lara ilave genotip olarak bir turbot (kalkan) beta-
nodavirus tart (TNV) énerilmigstir (24).

Balik betanodaviruslari igin gelistirilen revers
genetik sistem, snakehead fish fry tissue hiicre
hatlarinda (E-11) transfeksiyon merkezli olarak
yapilimistir. Viral RNA1 ve RNAZ2'nin sentetik
RNA molekdlleri in vitro olarak elde edilmistir.
Her bir RNA genom transkripsiyonu, viral cDNA
kopyasinin, 3’ ucunda kendiliginden boliinen bir
ribozom fuzyonu ile modifiye edildikten sonra,
T7RNAP ile sentetik kep yapilarak olusturul-
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mustur. Bu sistem stabil memeli hiicre hatlarinin
kullaniimasi ve T7TRNAP’nin ekpresyonu yoluyla
yapilmistir (30).

Isavirus : ISAV Atlantik salmon (Salmo salar)
turd baliklarda hastalik olusturmakta ve yaygin
olarak salmon ciftliklerinde kayiplara neden ol-
maktadir. Etken, pleomorfik yapida, zarfli, 45-
140 nm capinda, Orthomyxoviridae ailesinden
Isavirus cinsine ait bir virustur. Virusun genomu
negatif polariteli, sekiz adet tek iplikgikli RNA
segmentinden olusur ve 10 tane protein kodla-
maktadir (26). Segment 1, 2 ve 4’ln polimeraz
enziminin alt Gnitelerini kodladiklari tahmin edil-
mektedir. Segment 3 niikleoproteini (NP), seg-
ment 5 flizyon (F) proteinini, segment 6 hemag-
lutinin-esteraz (HE) proteini, segment 7 yapisal
olmayan proteinleri (influenza A’'nin NS1 ve
NS2’sinin analogunu), segment 8 iki ORF ile
transkripsiyonu kodlar. ORF1 matrix (M) protein-
lerini, ORF2 M2 proteinini kodlamaktadir
(12,33).

Plazmit merkezli revers genetik sistem kurmak
icin yeni bir promotor (ITS-1) kullaniimistir. On-
celikle ISAV izolatlari atlantik salmon kidney
(ASK) hicre kulturlerine adapte edilerek, tam
sekanslari yapilmistir. Sekans bilgileri dikkate
alinarak primerler dizayn edilmis ve genomun
g¢ogaltilmasinda kullaniimistir. Promotorun, seg-
ment 6'nin HE geninin ¢ok degisken bdlgesine
(HPR) vyerlestiriimesi, isaretlenmis olan rISAV
izolatinda EGFP geninin Uretimini arttirarak sis-
temin kurulmasinda anahtar rol oynamistir. Sal-
mon htcrelerinde RNPC olusturmak amaciyla
virusun segment 1’den 4’e kadar ORF’si Sito-
megalovirus (CMV) ekspresyon vektorl igerisi-
ne klonlanarak, ASK htcre hatlarinda, 12 plaz-
mid (dort ekspresyon vektorl ve sekiz revers
genetik pSS-URG plazmiti) ile birlikte transfekte
edilmistir. Bu vektorler segment 1,2,3,4,5,6,7,8
genomunu icermekte, ilaveten segment 6 mole-
kiler markir icermektedir. Sonug olarak, birkag
pasajdan sonra supernatant igerisinde rekombi-
nant replikasyon Urtnleri igeren virus elde edil-
mistir (33).

Novirhabdovirus : IHNV ve VHSV Rhabdoviri-
dae ailesi igcinde Novirhabdovirus cinsinde yer
almakta olup, baliklarda ylksek mortaliteye ne-
den olan akut sistemik hastalik etkenleridir. Bu
iki hastallk Diinya Hayvan Saghgi Orgiiti
(World Organisation for Animal Health, OIE)
tarafindan ihbari mecburi hastaliklar listesine
alinmistir. Her iki virus da zarfli, 180 nm uzunlu-
gunda, 70 nm ¢apinda ve mermi bigimindedir.
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Genomlari segmentsiz, negatif polariteli, tek
iplikcikli ve 11 kb uzunlukta RNA molekdilinden
olusmaktadir. Genomik RNA bes yapisal protein
kodlamaktadir (5,19).

infeksiyoz Hematopoetik Nekrozis Virusu :
IHNV Rhabdoviridae ailesi iginde Novirhabdovi-
rus cinsinde yer alan negatif polariteli bir virus-
dur. Genom yaklasik 11 kb uzunlukta, tek iplik-
cikli RNA yapisinda olup, alti gen kodlamakta-
dir. Genom 3'-5’ istikametinde (3’- N-P-M-G-NV-
L -5’) dizilmektedir. Bu genler, nikleokapsit pro-
teini (N), polimeraz iligkili fosfoprotein (P), matrix
proteini (M), yuzey glikoproteini (G), essiz non
virion protein (NV) ve virus polimeraz (L) protei-
nini kodlarlar. Negatif iplik¢ikli RNA viruslarin
cDNA kopyasindan klonlanabilmesi igin, viral
genomun VvTF7-3 tarafindan eksprese edilen
T7RNAP promotorunun kontroli altinda elde
edilen antigenomik RNA kopyasi, viral nikleo-
kapsit (N), fosfoprotein (P) ve polimeraz protein-
lerin (L) birlikte ekspresyonu gerekmektedir
(2,16). Fonksiyonel RNPC elde edilmesi igin,
uygun hicre hatlarinda N, P ve L proteinlerini
kodlayan ekspresyon plazmitleri (tam uzunlukta
viral antigenom iceren plazmit) T7RNAP’nin
kontrolii altinda, transfekte edilmistir. Ortama
VvTF7-3 ile saglanan T7RNAP, hiicrelerin enfek-
te olmasini saglamistir. Birlikte transfekte olan
hlcrelerde, N proteini kapsit ile ¢evrelenmis,
antigenomik RNA, genomik ribonukleoprotein
(RNPYnin sentezini ve replikasyonunu sagla-
mistir. Genomik RNP aracilidiyla viral proteinler
eksprese edilerek enfeksiyon kabiliyetine sahip
yeni virionlar Uretilmistir (5,16). Thoulouze ve
ark., (32), NV geni silinen ve bir reporter gen
ilave edilen rekombinat IHNV izolatinin canli
oldugunu, vahsi tip IHNV ile karsilagtirildiginda,
in vitro ortamlarda oldukga zayif replikasyon
olusturdugunu bildirmislerdir. Bu izolatin hicre
hatlarinda kiiglk plaklar olusturdugu ve gokku-
sagl alabaliklarinda yuksek seviyede attente
oldugu gdézlemlenmistir (32).

Farkli revers genetik sistemlerin gelistiriimesin-
de htcresel RNA polimeraz, viral cDNA transk-
ripsiyonunda gorev ustlenmistir. Etkili bir bdlin-
me ve tam bir sonlanmada otokatalitik ribozom-
larin (hammerhead ribozyme, HHRz) etkisi, ilk
kez negatif iplik¢ikli viruslarla yapilan ¢alisma-
larda g0sterilmistir. Viral replikasyonu baslatmak
icin gerekli olan minimal viral proteinlerden nik-
leokapsit proteini, fosfoprotein, viral RNA poli-
meraz ve genomun tam uzunlukta cDNA kopya-
sinin, destekleyen plazmitlere yerlestiriimis ol-
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masi gerekmektedir. Novirhabdoviruslarla yapi-
lan revers genetik calismalarda, yardimci vaksi-
nia virus ve T7RNAP kullanilmayan bir sistem
gelistirilmigtir. Rekombinant bir IHNV (rlHNV)
uretmek icin, CMV erken promotorunun
(transkripsiyonda baslatici ve regulasyonu sag-
layan bolge) kontroli altinda virllent IHNV su-
sunun tam uzunlukta cDNA kopyasini igeren
plazmit olusturulmustur. Bu plazmitin transfeksi-
yonu yoluyla EPC hiicre hatlarinda hicresel
RNA polimeraz II'nin kontroll altinda RNA anti-
genom kopyasi, N, P, NV ve L proteinleri ile
ayni anda eksprese edilerek enfektif virus pati-
killeri elde edilmistir (2,6).

Viral Hemorajik Septisemi Virusu : Viral he-
morajik septisemi hastaligi (VHS) bircok balik
tirinde gorulen viral bir enfeksiyondur. Etken
dinyanin farkh bolgelerinde en az 48 balik ti-
rinden izole edilmistir (3). VHSV zarfli, seg-
mentsiz, negatif polariteli bir RNA virusu olup,
Rhabdoviridae ailesi iginde Novirhabdovirus
cinsinde yer almaktadir. Viral genom bes yapi-
sal (N, M, P, G, L) ve bir yapisal olmayan (NV)
protein kodlamaktadir (10,19).

Revers genetik sistem kurmak amaciyla bir
VHSYV saha izolatinin tam uzunlukta cDNA klo-
nu olusturulmus ve CMV promotorunun kontroli
altinda bir ekspresyon plazmiti icerisine yerlesti-
rilmistir. Bu tam uzunlukta cDNA igeren plazmi-
tin transfeksiyonu N, P, NV ve L geni igeren
destekleyici plazmitler ile birlikte epithelioma
papulosum cyprini (EPC) hicre hattina transfek-
te edilerek, canli VHS virusunun elde edilmesi
saglanmistir. Bu calismada rekombinant VHSV
izolatl, cDNA plazmitlerinden yardimci bir vaksi-
nia virus olmadan elde edilmistir. VHSV'nin NV
geninin fonksiyonlarini 6grenmek ve potansiyal
VHSV vektorlerini kesfetmek icin, P ve M geni
arasina bir EGFP geni eklenerek rekombinant
VHSV olusturulmustur (3,10). Bu rekombinant
VHSV, plazmitlerin CMV promotorun kontroli
altinda EPC hicre hattina transfekte edilmesi-
nin ardindan, viral RNA’nin antigenomik kopyasi
ile N, P, NV, ve L proteinleri es zamanli ekspre-
se edilmesiyle olusturulmustur.

Rhabdoviruslarin genom organizasyonu, yaban-
cl genlerin kolaylikla genoma entegre edilmesi-
ne izin vermektedir (5). Rekombinant VHSV’nin
P ve M genleri arasina yerlestirilen EGFP’nin
ekspresyonu basarili bir sekilde gergeklestiriimis
olup, 10 pasajdan sonra dahi oldukga stabil bu-
lunmustur (3). Revers genetik yaklasimlarla,
farkll sicakliklarda VHSV titrelerinin degiskenli-
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gini gdstermek amaciyla, 18°C’nin Uzerinde Ure-
meyen bir VHSV izolatinin L geni 23°C’de de
ureyebilen bagka bir VHSV izolati L geni ile de-
gistirilmistir. Her iki VHSV izolatinin L genlerinde
31 amino asitlik fark bulunmaktadir. Bu 31 ami-
noasit, VHSV izolatlarinin sicakliga duyarhlikla-
rinda énemli bir rol Ustlenmektedir. L geni degi-
simiyle beraber sicakliga duyarl izolat direngli
hale gelirken, direngli izolatin duyarl hale geldi-
gi ortaya konulmustur. (19).
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Sonug¢

Revers genetik sistemler; viruslarin biyolojileri,
virllensleri, konak segicilidi, virus- konak etkile-
simi ve virusun konaga girigi ile ilgili bilgilerin
daha iyi anlagilmasina katkida bulunmustur. Bu
teknolojiyle birlikte viruslarin genomlarina mu-
dahale edilerek mutant viruslar, attentie edilmis
canli virus asllari, gen vektorleri, gen fonksiyon-
larl, varolan herhangi bir virlilens kalitiminin
ortadan kaldiriimasi, bir vahsi fenotipin stabilite-
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Sekil 1. Akuabirnavirus, Novirabdovirus, Betanodavirus ve Alfavirus genusuna ait balik RNA viruslarinin
plazmit cDNA’larindan elde edilmesi i¢in kullanilan metotlar. Viral replikasyon proteinleri, tam uzunlukta
viral genom veya antigenom ve genom segmentleri kopyasi iceren her bir cONA kodlayan plazmit igin
temsili bir sema cizilmistir. Plazmit DNA veya in vitro transkribe olmus RNA (kalin oklar) uygun balik hiicre
hatlarinda (CHSE-214, E-11 ve BF-2) ftransfekte edilmistir. EPC ve BF-2 veya uygun hiicre hatlari
(CELLS-T7: balik EPC-T7 veya BSR-T7/5) vTF7-3 ile enfekte edilerek ortama stirekli T7TRNAP ekspresyo-
nu saglanmistir. Enfeksiyon siklusunun baglamasindan sonra rekombinant viruslar (ince oklar) toplanabilir.
Kisaltmalar : T7p, T7 promotor; CMV, sitomegalovirus promotor; HH, hammerhead ribozom sekansi; NC,
kodlama-yapilmayan bélge; Sgt, viral genom segmenti; pA, poliadenilasyon sinyali; &, hepatitis delta viru-
sundan tlretilmis ribozomun antigenomik sekansi; T7t, T7 terminator; ©, kep yapisi; T7TRNAP, T7 RNA
polimeraz (5).
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si, takibi yapilan viruslarin reporter genlerinin

eks
mal

presyonlarinin yapilmasi gibi basarili ¢alis-
ar ortaya konulmustur. Revers genetik sis-

temlerin kesfi baliklarda patojen RNA viruslari

icin

biyldk bir bulus ve saha arastirmalari igin

onemli bir ara¢ olmustur. Gelecek yillarda re-
vers genetik konusundaki ¢alismalarin artacagi

ve bilim dinyasi igin ilgi odagi olacagi

tahmin

edilmektedir.
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