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Ozet: Bu galismada, bovine ephemeral fever viriisiin (Ug giin hastaligi viriisti; BEFV) glikoprotein (G) ve niikleoprotein-
lerinin (N) rekombinant DNA teknigi ile Uretilmesi amaclanmistir. Bu amagla, Tirkiye izolatlarindan gogaltilan BEFV G
ve N genlerini tagsiyan pcDNA4/HisMax-TOPO o6karyotik ekspresyon vektorleri olusturulmus ve elde edilen rekombinant
vektorlerle transfekte edilen hiicrelerde bu proteinlerin in vitro Uretilmesi gerceklestiriimistir. Gegici ve stabil transfekte
hiicrelerde RT-PCR ile mRNA diizeyinde genlerin transkripsiyonu dogrulanmistir. Ayrica, transfekte hiicrelerden puirifi-
ye edilen rekombinant proteinler Western blotlama deneyi ile gdsterilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, BEFV teshis ve
korunmasinda iki énemli proteinin Uretimi ve purifikasyonu gergeklestiriimistir. Elde edilen bu proteinlerin teghis kitleri-
nin hazirlanmasi ve sub-Unit agi olarak kullanim potansiyeli bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: BEFV glikoprotein, BEFV niikleoprotein, bovine ephemeral fever, rekombinant DNA teknolojisi
Production of Recombinant Glycoprotein and Nucleoprotein of Bovine Ephemeral Fever Virus

Summary: This study is aimed to create a recombinant glycoprotein (G) and nucleoprotein (N) of bovine ephemeral
fever virus (BEFV) by using DNA technology. For this purpose, G and N gene of BEFV Turkish isolate were cloned in
to pcDNA4/HisMax-TOPO eukaryotic expression vector. Obtained recombinant vectors were transfected in Vero E6
cell line to produce recombinant protein. Presence of recombinant N and G gene of BEFV in Vero E6 was confirmed by
using RT-PCR following transient transfection. Additionally purified recombinant N and G proteins of BEFV from Vero
E6 were shown through Western blotting after stable transfection. With the help this study, we have achieved purifica-
tion and in production of two recombinant proteins which play important role protection and diagnosis of BEFV. The
obtained recombinant proteins will be used to create a sub-unit vaccine and to produce diagnosis kit for BEFV in future.

Key words: BEFV glycoprotein, BEFV nucleoprotein, bovine ephemeral fever, recombinant DNA technology

Girig

Bovine ephemeral fever (BEF) veya U¢ gun has-
taligi, Glkemiz dahil sicak iklime sahip bir ¢ok
ulkede gorulen, kuresel isinma ile yayginligi her
yil daha da artan ve Onemli salginlara sebep
olan sigir ve mandalarin vektér kaynakh bir has-
taligidir. Hastaligin etkeni olan viristn (Bovine
ephemeral fever virus; BEFV) en dnemli vektor-
lerinden biri Culicoides sinekleridir (1,12,20).
Hastalikta klinik belirtiler 6zellikle yliksek verimli
irklarda ve gen¢ hayvanlarda daha belirgin olup
ekonomik kayiplar ve o6lum oranlari da bu hay-
vanlarda daha yliksek seyretmektedir (11,12).
BEFV Rhabdoviridae ailesinin Ephemerovirus
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genusunda yer alan bir virGstir. Zarli ve mermi
veya koni seklinde virion tek iplikli yaklasik
15.000 nukleotit uzunlugunda negatif anlamli
RNA genoma sahiptir. Virion yapisinda bes ya-
pisal proteini (Nucleoprotein; N, phosphopro-
tein; P, matrix protein; M, large protein; L, gly-
coprotein; G) barindirir (12,21).

BEFV G geni tarafindan sentezlenen G proteini
virsiin hicreye baglanmasini saglamakta ve
virise karsi konakgida olusan nétralizan anti-
korlar da baslica bu proteine karsi sentezlen-
mektedir. Bu nedenle, biyolojik ve immunolojik
oneminden dolayl BEFV G proteini BEFV c¢alis-
malarinda énemli bir yer tutmaktadir (1,21,27).
BEFV N proteini virls ribonukleoprotein komp-
leksinin olusumunda yer almasindan dolayi vi-
ris replikasyonu, transkripsiyonu ve kurgulan-
masinda gorevlere sahiptir (22). Ayrica, birgok
rhabdovirislerde N proteinine karsgi olusan im-
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mun yanit virls patojenitesinde belirleyici olabil-
mektedir (3,4,7,13).

Gerek teshis kitlerinin olusturulmasinda, gerek-
se ylUksek mutasyon ihtimali bulunan rhabdovi-
rusler gibi RNA genomuna sahip virlslerde kla-
sik asilara alternatif olabilecek yeni nesil asilarin
hazirlanmasinda virUslerin biyolojik olarak temel
olan proteinlerinin hedef alinmasi veya bu pro-
teinlerin saf olarak elde edilmesi oldukga 6nem-
lidir.

Bu calismada Turkiye’de 2012 yilinda bildirilen
salginda izole edilen BEFV’nin G ve N genleri-
nin klonlanmasi ve rekombinant DNA teknigi ile
bu proteinlerin Uretiimesi amaglanmigtir.

Gere¢ ve Yontem

Viriis

Calismada 2012 yilinda glineydogu illerimizde
ortaya c¢ikan BEF salginindan elde edilen virls
izolati (2012 TR ADYMN Genbank-KC788421.1
-KC688889.1) kullanildi ve s6z konusu izolatin
laboratuvar sartlarinda Uretilmesi sirasinda Vero
E6 (ATCC, ABD) hicre hattindan yararlanildi
(16).

Reverse Transcription Polimerase Chain Re-
action (RT-PCR)

BEFV Tirkiye izolatlar ile enfekte edilen Vero
E6 hicre ust sivilarindan RNA izolasyonlar ti-
cari RNA izolasyon kiti (QlAamp Viral RNA Mini
kit, ABD) kullanilarak, dretici firmanin (QIAGEN,
ABD) dnerileri dogrultusunda gerceklestirildi.

Erciyes Univ Vet Fak Derg 14(3), 149-156, 2017

(Promega, Madison, Wisconsin, ABD), 10 pM
primer F-R ile 3 yL cDNA i¢ceren 50 pL karisimla
gerceklestirildi.

Klonlama

Klonlama asamasi Sambrook ve ark. (17)’nin
belirttigi yontemlere gore gerceklestirildi. RT-
PCR ile ¢gogaltilan ve %1’lik agarozda ydurutilen
istenilen buyuklikteki amplikonlar (G ve N gen-
ler) PureLink Quick Gel Extraction Kit (Thermo
Fisher Scientific Inc. Waltham, ABD) kullanila-
rak purifiye edildi. Elde edilen saf G ve N gen
bolgesi cDNA klonlarinin 6karyotik vektore di-
rekt ligasyon islemi gerceklestirildi. Bu amacla
vektoriun kullanim talimati uyarinca 1 pL vektor
Uzerine 2 pL pdrifiye Grtn, 1 yL dH2O ve 1 pL
salt soliisyonu ilave edildi ve karisim oda isisin-
da 5 dk inklbe edilerek rekombinant pcDNA4-N
ve pcDNA4-G vektori olusturuldu. Elde edilen
ligasyon Urlnleri transformasyonda kullanildi.
Transformasyon islemi igin 50 yL TOP10 kom-
petan hicre tzerine 6 pL ligasyon urind birakil-
di. Bu karigim buz Gzerinde 30 dk bekletildi ve
sonrasinda 42°Cde 90 sn. tutularak rekombi-
nant vektorlerin bakteri hiicrelerine kimyasal
transformasyonu gerceklestirildi. Bu sure so-
nunda karisim tekrar buz Grerine alindi. Karisim
Uzerine 400 pL antibiyotiksiz sivi besi yeri (LB
Medium) ilave edildi. Bu karisim 37°Cde 90 dk
calkalayici Uzerinde bekletildikten sonra kati
besi yerine (Ampisilin, 60 pg/mL) ekildi ve bir

Tablo 1. Tam uzunlukta G ve N genlerinin ¢gogaltilmasi icin kullanilan primerler.

Primer Niikleotit Dizilimi Uriin
BEF(ORF G) F 5 ATG TTC AAG GTC CTAATAATT ACC 3 1874 bg
BEF(ORF G) R 5 TTA ATG ATC AAA GAA CCT ATC 3
BEF(ORF N) F 5 ATG TAC TGC ACATTG AAT AAG 3’ 1372 bg

BEF(ORF N) R

5 CTA AAC AAT TGA AGC TAAGTA Z

Elde edilen RNA 6rneklerinin cDNA’ya dénustu-
rilmesi amaciyla random primerleri iceren
cDNA sentez kiti (Roche Diagnostics, Almanya)
kullanildi. Her bir gen bélgesinin open reading
frame (ORF) bdlgesinin amplifikasyonu igin kul-
lanilacak primerler gen bankasinda mevcut olan
BEFV gen dizilimleri kullanilarak, iki programda
(DNA Baser ve Fast-Primer) dizayn edildi.

cDNA’lardan PCR amplifikasyonlari 10X PCR
buffer (100 mM Tris-HCI, pH 8.0, 500 mM Po-
tasyum klorid, 15 mM Magnezyum klorid) iginde
dNTP karisim 1.25 mM, 1 U Taq DNA polimeraz

150

gece 37°Cde inkiibasyona birakildi.

Bu genleri ihtiva eden rekombinant vektorleri
icerisinde barindiran koloniler PCR taramasiyla
belirlendikten sonra (pcDNA4-N ve pcDNA4-G)
pozitif transforme koloniler 10 mL antibiyotikli
(Ampisilin, 60 pg/mL) sivi besi yerine ekilerek
37°C ortamda 200 rpm’de calkalayici (izerinde
bir gece ¢ogalmaya birakildi. Bir gece sonunda
bu Urlinlerden plazmid purifikasyon islemi ger-
ceklestirildi. Rekombinant plazmid DNA’lan tica-
ri purifikasyon Kkiti (PureLink HiPure Plasmid
Miniprep, Thermo Fisher Scientific Inc. Walt-
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ham, ABD) kullanilarak elde edildi.

Zeocin duyarlilik testi

Transfeksiyon sonrasi seleksiyon igsleminden
Once transfeksiyon isleminin gerceklesecedi
Vero E6 hicrelerinin Zeocin antibiyotigine ne
kadar slUre dayanabildigi belirlendi. Bu amagla
dort adet hucre kultdr kabinda Vero E6 hicreleri
uretildi. Klltire edilen hucrelerden biri kontrol
grubunu olusturdu. Hlcre Uretme vasati olarak
her bir hiicre kiltur kabina %10 FBS (Gibco,
ABD), 2.5 mL DMEM F-12 HAM (Sigma Co.,
ABD) ve antibiyotik grubuna ise bu vasata ilave
olarak her birine sirayla 200-100 ve 60 pg/mL
olacak sekilde Zeocin (Invitrogen Co., ABD)
eklendi.

Dizin Analizi

Saf olarak elde edilen plazmidlerden vektorin
kendi primerleri ve gen spesifik primerlerle PCR
kuruldu. Elde edilen amplikonlarin dizin analizi
(lontek Co., Tirkiye) yapilarak vektor ve inzort-
lerin yerlesimi incelendi. Ayrica, dizin analizi
sonrasi ilgili gen bdlgelerinde rastgele mutas-
yonlar sonucu olugsmus stop kodonlarinin var
olup olmadigina bakildi.

Transfeksiyon

Elde edilen plazmid DNA’si Nano-Drop 2000
Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) ile
Olguldu. Lipofektamin 2000 (Invitrogen Co.,
ABD) kullanilarak Vero E6 hlcrelerine transfek-
siyon gerceklestirildi. Transfeksiyon asamasin-
da Urun icerisindeki kullanim talimati birebir uy-
gulandi. Bu amagla; 12.5 cm?lik hiicre kiiltir
kaplari %70-80 oraninda Vero E6 hicresi ile
kaplandi. Kaplardaki hiicre Uretme vasati uzak-
lastirildi. Hucre ylzeyi bes kez steril PBS ile
yikandi. 15 pL lipofektamin 150 yL DMEM ile
eppendorf tip icersinde karistirildi ve bu kari-
sim 3.5 pg plazmid DNA’si iceren 165 pL
DMEM ile 1:1 oraninda karigtirilarak, sonrasin-
da 5 dk oda isisinda bekletildi. Bu surenin ar-
dindan hazirlanan karisim %2 oraninda FBS
iceren 2.5 mL DMEM igine ilave edilerek hlicre
kultir kabina birakildi. Transfeksiyon sonrasi
72. saate kadar mikroskop altinda incelenen
hicrelerin bir kismindan protein purifikasyon
islemi gergeklestirildi (gegici transfeksiyon). Di-
der grup hucrelerin vasati degistirilerek, Zeocin
antibiyotik (60 ug/mL) ile selektivite testine tabi
tutuldu (Stabil transfeksiyon). Seleksiyon iglemi
ile yalnizca genomunda bu genleri igeren ve
surekli olarak bu gen bdlgelerini agiklayan hiic-
relerin secilmesi ve gogaltilmasi amagclandi. Sta-
bil transfeksiyonda vasat U¢ ginde bir degistiril-
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di ve ayni miktar antibiyotik konuldu. Bu islem
21 gln sure ile devam ettirildi. Bu hucrelerin bir
kismi ile mRNA transkripsiyonunu belirlemek
icin RT-PCR gergeklestirildi.

Transfekte hiicrelerde RT-PCR

Bu asamada gen ekspresyonunun mRNA dize-
yinde gosterilmesi amaglandi. Transfeksiyon
isleminin 72. saatinde hucre kultur kaplari -80°C
ve ardindan 37°Ce kaldirilarak htcrelerin, hizl
dondurulup ¢6zdiridlme sonucunda pargalan-
mas! saglandi. Sonrasinda RNA ekstraksiyon
kiti (QlAamp Viral RNA Mini Kit, QIAGEN
GmbH, Hilden, Almanya) kullanilarak Uretici
firmanin énerileri dogrultusunda RNA ekstraksi-
yonu gergeklestirildi. Elde edilen RNA drnekle-
rinde oligo-dT primerleri igeren cDNA sentez kiti
(Roche Diagnostics, Almanya) kullanilarak, tre-
tici firmanin onerileri dogrultusunda, cDNA’lar
elde edildi ve sonrasinda gen spesifik primerler-
le PCR adimi gergeklestirildi.

Protein Piirifikasyonlari

Transfekte hlcre lizatindan dogal sartlar altinda
protein purifikasyonu ticari purifikasyon sistemi
(Qiagen Ni-NTA  Spin Kit, QIAGEN
GmbH,Hilden, Almanya) kullanilarak gercekles-
tirildi. Kisaca, transfekte hucreler tripsin enzimi
ile kaldinldiktan sonra PBS ile yikandi ve
4°C’de, 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Hiicre
peleti 700 pL lizis buffer (50 mM NaH,PO,4; 300
mM NaCl, 10 mM imidazol; %1 Triton X, pH 8.0)
ile resiispanse edildi. Uzerine 3 tnite/mL benzo-
naz-niikleaz (5x10° hiicre igin 15 {nite) katildi.
Ornekler 15-30 dk buz izerinde inkiibe edildi.
inkiibasyon sonras! hiicre lizati 4°C’de, 12.000
rpm’de 15-30 dk santriflij edildi ve Ust sivi alin-
di. SDS-PAGE analizi ve purifikasyon sonrasi
kiyaslama i¢in 20 pL lizat ayrildi. Ni-NTA spin
kolon 600 pL lizis buffer ile ekilibre edildikten
sonra 2900 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Ekilibre
edilmis Ni-NTA spin kolon uzerine 600 pL elde
edilen lizat birakildi ve 1000 rpm de 5 dk santri-
fuj edildi. Alta gecen sivi kisim atildi. Ni-NTA
spin kolon 600 pL yikama buffer ile (50 mM
NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH
8.0) iki kez 900 rpm’de 2 dk santrifijle yikandi.
Kolon 300 uL elisyon buffer (50 mM NaH,PQ,,
300 mM NaCl, 500 mM imidazol, pH 8.0) ile
2900 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Bu islem iki
defa tekrarlandi. Elde edilen proteinin miktari
bovine serum albiminin standart protein olarak
kullanildigi Nano-drop 2000-C cihazinda olgil-
di. Purifikasyon sonrasi nano-drop dlgiimlerin-
de rekombinant pcDNA4-N ile transfekte 160
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pg/mL  protein  belirlenirken,  rekombinant
pcDNA4-G ile transfekte hicrelerde 120 pg/mL
protein tespit edildi. Proteinin safligi ve purifi-
kasyonun basarisi sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) ile
belirlendi.

Sodyum dodesil
elektroforez

Bu calismalarda Mini-Protean Tetracell jel elek-
roforez ve Mini-Transblot sistemi (Bio-Rad Co.,
California, ABD) kullanildi. SDS-PAGE asamasi
icin; %5’lik toplayici jel ve %10’luk ayristirici jel
hazirlandi. Kalici transfeksiyonu yapilan trans-
fekte ve kontrol Vero E6 hucreleri alinarak -
80°C’ye kaldirildi. Hizli ¢gdzdurme yapilarak hiic-
reler pargalandi. Laemmli érnek yikleme bufferi
(2x, Bio-Rad) elde edilen lizat ve purifiye prote-
inlerle 1:1 oranda karistirildi. Tim &rneklerin
denatlrasyon islemi 100°C’de 5 dk bekletilerek
gerceklestirildi. Ornekler 130 Volt'da 120 dk yii-
rutildi. Sdre sonunda akrilamid jellerden biri
Comassie Brillant Blue R-250 (Bio-Rad) solus-
yonu bulunan kaba birakildi. Oda isisinda ¢al-
kalayici Uzerinde 90 dk bekletildi. Ardindan Co-
massie boya, hazirlanan karisimla (%30 meta-
nol %10 asetik asit %60 dH,O) jeldeki bantlar
belirgin hale ve arka plan boyasi da seffaf hale
gelinceye kadar muamele edilerek uzaklastiridi.
Bir diger akrilamid jel ise Western blot analizin-
de kullanildi.

Western blot

Jeldeki proteinlerin nitroselliloz membrana
transferleri mini-transblot transfer sistem kullani-
larak gerceklestirildi. Transfer isleminden sonra
membran %0.2’lik PBST-20 igerisinde ¢ozdurl-
mus 5 g yagsiz sut tozu iceren bloklama solls-
yonunun 100 mL’sinde bir gece 4°C’de galkala-
yici Uzerinde inkube edildi. Bloklamayi takiben,
membran %0.01 Tween-20 igeren PBS iginde
1/100 oraninda sulandirilan ELISA yuksek pozi-
tif BEFV pozitif sigir serum (Cusabio Biotech
Co., Avustralya) icinde oda isisinda iki saat bek-
letildi. Bu sure sonunda membran yedi kez %
0.2 Tween-20 iceren PBS ile yikandi. Yikama-
lardan sonra membran %0.01(v/v) Tween-20
iceren PBS iginde 1/1000 oraninda sulandirilan
HRP isaretli anti-bovine 1gG konjugat (Sigma
Co., Almanya) icinde 1 saat tutuldu. Yikama
tekrarlandi ve membran kromojen-substrat eriyi-
gi (0.05 M Tris pH 7.2, 1 mg/mL diaminobenzi-
din ve %0.3 H,0,) icinde karanlik ortamda, 15
dk bekletildi. Membran, distile suda yikandiktan
sonra jelde belirlenen proteinlerin buyuklikleri

stilfat-poliakrilamid  jel
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molekuler agirlik bayuklagu (MW-SDS 200, Sig-
ma Co., Almanya) ile kargilagtirild.

Bulgular

BEFV Turkiye 2012 ADYMN izolati ile enfekte
edilen Vero E6 hucre kdltura lizatindan RT-PCR
ile amplifiye edilen GrGnlerin %1’lik low-melting
agaroz jelde UV altinda goérintilenmesi netice-
sinde beklenilen buyukliklerde N (~1300 baz
cifti) ve G (~1800 baz cifti) bantlar elde edildi.

Sekil 1. BEFV ile enfekte Vero E6 hulcre kultirt tst
sivisindan RT-PCR ile cogaltlan G ve N genleri.
M; Agirhik markeri (Solis Biodyne, 100 baz cifti DNA
ladder).

Kati besi yerine ekimler sonrasi Ampisilin di-
rengli E. coli kolonileri belirlendi. PCR tarama ile
kolonilerde N ve G genleri varlidi dogrulandi.

Vero E6 hlcrelerinin Zeocin antibiyotik duyarhlik
testinde her bir ¢calisma grubundaki hicrelerin
bir slire sonra 6ldigu gozlendi. Bu test ile gen
ekspresyon dulzeyini etkilemeyecek ancak
transfekte olmayan hicreleri 6ldirecek dizey-
deki minimum antibiyotik miktar secilmesi
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amaglandi. Yapilan test sonucunda 60 pg/mL
dizeyindeki Zeocin’in Uglncu gunde hicrelerin
morfolojisini degistirdigi ve besinci ginden son-
ra da hucreleri oldurdigu gézlendi. Bu nedenle
transfeksiyon sonrasi seleksiyon isleminde kul-
lanilacak Zeocin miktari 60 yg/mL olarak belir-
lendi.

Dizin analizi sonrasinda genlerin vektor icerisin-
deki yerlesimine ve genlerde istenmeyen stop
kodonlarinin sekillenmesine yonelik incelemede
herhangi bir problemle karsilagiimadi.

Gegici ve stabil transfeksiyon sonrasinda hiicre-
lerin pargalanmasi ile elde edilen RNA’lar RT-
PCR testinde kullaniimis G ve N gen boélgeleri-
ne ait tam uzunlukta amplikonlar elde edildi.
Gegici ve stabil transfeksiyonu yapilan hiicreler-
den elde edilen hiicre fraksiyonlari ve purifiye
proteinlerin SDS-PAGE analizi sonrasinda N
proteini ~55 kDa blyUkliginde ve G proteini ise

1 2 3 M

75 kDa

50 kDa

Sekil 2. Pirifiye G ve N proteinleri ve ylksek titreli
BEFV infekte sigir serumuyla gergeklestirilen Wes-
tern blot sonuglari. M; Renkli protein marker, Hat 1;
Purifiye N proteini (~55 kDa), Hat 2; Kontrol Vero E6
hucre lizati, Hat 3; Purifiye G proteini (~75 kDa).

~75 kDa blyUklaginde belirlendi.

Stabil transfekte hicre lizatin purifiye edilmesi
neticesinde elde edilen G ve N proteinlerinin
BEFV ylksek pozitif sigir serumu ile Western
blot calismasi neticesinde SDS-PAGE analizi
sonuglari dogrulandi.

Tartisma ve Sonug¢

VirUslerin biyolojik olarak esansiyel proteinlerini
iceren rekombinant vektérlerin olusturulmasi
veya bu proteinlerin saf olarak elde edilmesi
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teshis ve immunizasyon amagli oldukga dnemli-
dir. Gerek ELISA geligtiriimesi gerekse DNA
immunizasyonu amaciyla BEFV G ve N genleri-
ni hedef alan sinirh sayida c¢alisma mevcuttur
(8,10,23,25,26). Bu calismalarin blyuk bir kis-
minda G geni ve proteini hedef alinmistir. Mev-
cut galisma BEFV G ve N geninin agiklatiimasi-
na yoénelik yapilan sinirh sayida calismalardan
biri olmakla birlikte, Glkemizde bu virus ile alaka-
I ilk rekombinant protein dretim galismasidir.
Yapilan caligmada genlerin acgiklatiima sonra-
sinda sentezletilecek proteinlerin purifikasyonla-
ri amaciyla etkinligi daha énceden bilinen affini-
te temelli His-isaretli sistem tercih edilmistir.
SDS-PAGE ve Western blot deneyleri sonucuna
gore G ve N proteininin agiklatiimasi ve purifi-
kasyonunda basari saglandigi tespit edilmistir.
Daha 6nce yapilan galismalarda N (50-55 kDa)
ve G (75-81 kDa) proteinlerinin formlarina goére
farkli buyukliklerde elde edildigi rapor edilmistir
(10,12). Bu galismada da beklenilen buyuklikte
proteinlerin varligi énce SDS-PAGE’de belirlen-
mis ve sonrasinda spesifik antikorlarin varligin-
da Western blot ile dogrulanmistir.

BEFV’e karsi canl ve inaktif agilar mevcuttur ve
hastaligin gorildigu Japonya, Avustralya ve
Guney Afrika gibi bazi Ulkelerde inaktif ve atte-
nde asilar kullaniimaktadir (2,19,24). BEFV can-
Il asilarinda asilama sonrasi klinik belirtilerin
gOrulmesi ile bu virisin de diger RNA virusle-
rinde oldugu gibi mutasyona acik olmasi gibi
dnemli dezavantajlari bulunmaktadir. inaktif agi-
larin ise korunma deneylerinde uzun sureli ve
yeterli koruma saglamadidi ifade edilmektedir
(2). BEFV G proteinine karsi olusan antikorlar
noétralizan olmasi sebebiyle korumada oncelikli
hedeftir. Bu nedenle de BEFV rekombinant
DNA asi ¢alismalarinda ve protein asi deneme-
lerinde G proteinini hedef alan galismalar rapor
edilmistir (8,9,18,26). Ancak yapilan ¢alismalar-
da, ndtralizan antikor yanitin 6zellikle saha sart-
larinda koruma ve virlstin eliminasyonunda ye-
tersiz kaldigi belirlenmistir (2,5,19). Ates ve yan-
gisal reaksiyonlar akut BEF olgularinin en
O6nemli belirtileri olarak ortaya cikar. Yangisal
sitokinlerin bu belirtilerin ortaya ¢ikmasinda so-
rumlu oldugu duisindlmektedir (5,15). Aziz-
Boaron ve ark. (2) yaptiklari calismada BEFV’e
kargl immun korumada ve klinik tablonun hafif
seyretmesinde virls nétralizan antikorlarin varli-
ginin tek basina belirleyici olmadigini ortaya
koymuslardir. Ayrica, BEF enfeksiyonlarinda
klinik tablonun siddeti, patogenezi ve virisun
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eliminasyonunda asil belirleyici faktérin hicre-

sel immin yanitin glci ile ilgili olabilecegini be-

litmislerdir. BEFV ile ayni ailede yer alan kuduz
ve vesikuler stomatitis virisler ile (VSV) yapilan
calismalarda da benzer sonuglar rapor edilmistir

(4,14). Bu virGse karsi canh asilardaki koruma

potansiyelinin, G proteinine ilave diger yapisal

proteinlere karsi olusan antikor yanitindan kay-

naklaniyor olabilecedi belirtiimistir. BEFV’nin N

proteini, viris RNA ile iligkili olan ve nikleokap-

sit yapisini olusturan yapisal bir proteindir. Ge-
rek kuduz gerekse VSV galismalarinda N protei-
ninin virus spesifik sitotoksik T hucreleri tarafin-
dan taninan dominant antijenler olduklari ortaya

konmustur (4,6,7).

Soézkonusu g¢alismada BEF virlsiin G ve N ge-

nini agiklayan rekombinant vektor olusturulmus

ve hedeflenen proteinlerin saflastiriimasi denen-
mistir. in vitro ortamda gergeklestirilen bu calis-
manin in vivo ortama uyarlanmasinin rekombi-
nant asi niteliginde olacagr 6ngdrulmektedir.

Yine kimyasallardan arindirilan saf proteinlerin

sub-unit as1 amagli kullanimi denenebilir veya

teshis kitlerinde kullanilabilir. Gelecek ¢alisma-
larda bu urlnlerin DNA ve sub-Unit asi olarak
gelistiriimesi planlanmaktadir.
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