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Ozet

Reverz genetik, genom ftizerindeki dizilerin fonksiyonlarini belirlemeye yonelik girisimlere
imkan taniyan gii¢lii sistemlerden olugmaktadir. Viriislerin kolay manipiile edilebilir yapisi
ve hizli fenotipik karakter sergileme 6zelligi viriis reverz genetigi alanindaki gelismeleri de
beraberinde getirmistir. Viriis reverz genetigi, Ozellikle dinamik yapisiyla mutasyon
olusturmaya miisait, yiiksek patojenik RNA virtisleri hakkindaki bilinmezliklerin ortaya
¢ikarilmasinda 6nemli gorevler listlenmektedir. Bu gorevlerin basinda viral patogenez ve
viriilens faktorlerin belirlenmesi sonrasinda ise yliksek immunojenik, non-patojenik -iyi
viriis- iretme girisimleri gelmektedir. Bu derlemede reverz genetik sistemler sistemleri ve

mevcut gelismeler hakkinda bilgi verilmektedir.
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Reverse genetics are powerful systems that allow for attempts to determine the functions of sequences on genetic material. Easier manipulation of
viruses and rapid phenotypic characterization have led to advances in the field of virus reverse genetics. Virus reverse genetics play an important role in
the detection of obscurity about high pathogenic RNA viruses, which are suitable for mutation with its dynamic structure.The most important of these
roles are the high immunogenic, non-pathogenic-good virus-producing interventions after viral pathogenesis and virulence factors are determined. In
this review, information about reverse genetic systems and current developments is presented.
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Giris

Gen ve fonksiyonu arasindaki iligkiyi tanimlamaya
yonelik geleneksel yaklagimlar dogal veya yapay
mutantlardan biyolojik bozuklugu gosterenlerin ayirt
edilerek gen diizeyinde (haritalama gibi yontemler ile)
incelenmesi iizerine kurulmustur. Klasik genetik veya
forward genetik olarak adlandirilan bu yaklasimda
baslangic materyali mutant fenotiptir dolayisiyla elde
edilecek bilginin akis yonii fenotipten genotipe dogru
olmaktadir. Klasik genetikte oldugu gibi rastgele ortaya
¢tkmis bir mutant {izerinde c¢alisgarak o geni veya
sifreledigi proteini bulmak yerine, ¢caligmaya ilgilenilen
fakat islevi bilinmeyen, klonlanmis bir genle
baslanabilmekte ve bu geni bozma girisiminde
bulunarak genin iglevi analiz edilmeye g¢aligilmaktadir.
Geleneksel arastirma yoniiniin tersine yapilan (genden >
fenotipe) ve baglangi¢ materyali gen olan bu yaklagima
reverz genetik (ters genetik) ad1 verilmektedir (Sortle ve

ark., 1981, Temizkan G, 2013, Griffiths ve ark., 2004,
Jason, 2009).

Viroloji alaninda reverz genetik, ilgili tiim viral dizilerin
cDNA’lar seklinde klonlanmasi, modifikasyonu ve
kiiltiir ortaminda ya da organizma {zerinde
fonksiyonlarinin incelenmesi manasinda
kullanilmaktadir. Degistirilen dizilerle birlikte sil bastan
iiretilen enfeksiyoz virlisin kiiltiir ortamindan izole
edilmesi veya kurtarilmasina ithafen bazi aragtirmacilar
reverz genetik terimi yerine, kurtarma sistemi (rescue
system-recovery system) terimini kullanmay1 tercih
etmektedir (Neumann ve ark., 2002).

Viriislerin nispeten kiiglik genoma sahip olmalart ve
hiicre igerisinde kisa siirede ¢ogalabilmelerinden dolay1
ilgili gen fenotipi hizla belirlenebilmektedir. Reverz
genetigin gelismesi Ozellikle viroloji alaninda devrim
yaratmigtir. Virlis ateniiasyonu, konak o6zgiilliigliniin
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degistirilmesi, replikasyon defektli virlislerin {iretimi,
yeni as1 stratejilerinin gelistirilmesi, viral gen ve
dizilerin fonksiyonlarinin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Sola ve ark., 2003).

DNA genomuna sahip viriisler, tam uzunlukta DNA
klonlar1 olusturularak homolog rekombinasyon
teknolojileri ile genetik olarak degistirilenlerin ilkini
teskil etmektedir. Modifiye edilmis DNA genomundan
tiretilen ilk rekombinant soy SV40 virisiidiir (Goff &
Berg, 1976). Bircok DNA viriisii gibi SV40’1n genomu
da oOkaryotik promotorler igerdiginden tek basina
infeksiyozdiir. Konak hiicrenin replikasyon ve
transkripsiyon mekanizmasin1 kullanarak ¢ekirdekte
transkribe ve replike olmaktadir (Barbanti-Brodano ve
ark., 1970, Buchman ve ark., 1981). DNA viriislerin
genomlar1 klonlama veya direk olarak maniplasyon i¢in
olduk¢a biyiiktir, bu viriisler i¢in homolog
rekombinasyon yaklasimi daha uygundur. Herpes, pox
ve adenoviriislerde uygulanan bu yaklasimda viral
dizilerle gevrili rekombinant DNA, vahsi tip viriise ait
tam viral DNA ile birlikte hiicreye aktarilmaktadir
(transfeksiyon).Vahsi tip ve rekombinant viriis
karisiminda rekombinant viris ortamdan
kurtarilmaktadir (Jones & Shenk, 1978, Mackett ve ark.,
1982, Post & Roizman, 1981).

RNA virlis reverz genetigin ge¢misi 1978’lere
dayanmaktadir. Tam uzunluktaki Qbeta bakteriyofaj
genomunun cDNA bi¢ciminde plazmide aktarilarak
E.coli’ye transforme edilmesi sonrasinda plak olusumu
gozlenmistir (Taniguchi ve ark., 1978). Racaniello ve
Baltimore (1981), viral RNA genomunu cDNA
yapisinda plazmide klonlayarak hiicre kiiltiir ortaminda
polioviriisii liretmeyi bagarmustir. Sonraki yillarda T3
veya T7 RNA polimeraz sistemi kullanilarak bir¢ok (+)
ssRNA viriise (alfavirlis, picornavirils, flaviviriis) ait
sentetik RNA transkriptleri sentezlenmis ve bu
transkriptlerin hiicreye aktarimi ile viriis iiretimi
gerceklestirilmistir (Boyer & Haenni, 1994).

Negatif anlamli RNA virlis genomlar: hiicre
transkripsiyon ve translasyon mekanizmasi tarafindan
taninmamaktadir (Friedman ve ark., 1981). Dolayisiyla
bu virisler ihtiya¢ duyduklar1 yapilart virion igerisinde
RNP kompleks (RNA, NP ve replikasyon proteinleri)
biciminde bulundurarak pozitif anlamli viriislerden
farkli bir strateji gelistirmislerdir. Bu kompleks negatif
anlamli viriislerin minimal replikasyon {nitesini tegkil
etmektedir (Conzelman, 1998, Bridgen & Eliot, 1996).
Bu biyolojik gereksinimlerden dolayr reverz genetik
sistemleri (-) RNA wvirlislerine daha geg
uyarlanabilmistir. Klonlanmis c¢DNA’dan tiimiiyle
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kurtarilan ilk segmentsiz (-) RNA viriisii kuduz viriisii
(1994) olurken ilk segmentli (-) RNA virlisii ise
Bunyamwera viriis (3 segmentli) (1996) olmustur.
Ardindan birnaviriis ve influenza gibi bir¢ok viriise
benzer sistemler uygulanmis ve enfeksiydz viriis tiretimi
gerceklesmistir (Mundt & Vakharia, 1996, Fodor ve
ark., 1999, Neuman ve ark., 1999, Schnell ve ark., 1994,
Collins ve ark., 1995).

Rekombinant Enfeksiyoz Viriis Uretimi

T7 Polimeraz sistemi/Stoplazmada Transkripsiyon:
Poztif anlamli RNA viriisleri konak hiicrenin
translasyon mekanizmasi tarafindan taninmasi
dolayisiyla kendi proteinlerini hiicrede sentezleterek
replike olabilmektedir (Neumann ve ark., 2002). Viral
mRNA’larin hiicreye transfeksiyonu bu viriislerin
kurtarilmasi i¢in yeterli olsa da viral genomun genetik
olarak maniple edilebilmesi i¢cin VRNA’'nin cDNA
klonuna doniistiiriilmesi gerekmektedir. ¢cDNA’dan
vRNA’lar1 ve proteinleri iiretmek i¢in viral dizilerin ya
hiicre igerisinde mevcut olmasi ya da bir promotor
kontroliinde plazmide klonlanarak hiicreye
transfeksiyonu gerekmektedir (Bayou, 2017). RNA
viriis reverz genetik c¢alismalarinda en sik kullanilan
trankripsiyon sistemi viral RNA’nin sitoplazmik
trankripsiyonuna izin veren T7 RNA polimeraz aracili
sistemlerdir. Hiicre ortammda T7 RNA polimeraz,
transfekte edilen plazmidden veya polimeraz proteini
ekprese eden yardimci viriislerden temin
edilebilmektedir (Racaniello & Baltimore, 1981, Boyer
& Haenni, 1994, Palese ve ark., 1996). Vaccinia viriise
dayali yardimci viriis sistemi (vIF7-3) ¢ok etkili
transkripsiyon verimlili§ine sahiptir. Ancak hiicrelerde
sitopatik etkiler olusturarak kurtarma verimliligini
diistirebilmektedir. Ayrica enfekte hiicrelere cytosine
beta arabinoside (Ara-C) ve/veya rifampicin antiviral
bilesenlerin ilavesiyle vaccinia viriis replikasyonu
kontrol altinda tutulmalidir (Elroy-Stein & Moss, 1989).
T7 RNA polimeraz eksprese eden kalici hiicre hatlarin
tiretimi ile bu sorun ortadan kalkmistir (Radecke ve ark.,
1995, Buchholz ve ark., 1999). SARS coronaviriis gibi
biiyiik genoma sahip RNA viriislerde rekombinant viriis
tiretimi igin kullanilan ek bir platform bakteriyel yapay
kromozom (BAC)’dur. Bu yapilar, biiyiik DNA/RNA
fragmentlerin eklenmesine izin veren T7 promotorlii, E.
Coli’den tiiretilen tek kopyali F plazmidleridir. BAC
yapilart DNA viriislerin kurtarilmasinda uzun siiredir
kullanilmaktadir. Bu yapilarin genetik dayanikliligi
RNA viriislerde de kullanimina yol agmistir (Almazan
ve ark., 2013, DeDiego ve ark., 2007, Balint ve ark.,
2012). Biitiin pozitif anlamli RNA viriisleri tek genom
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segmentinden olusur ve viral RNA hem genom
replikasyonuna sablon gorevi goriir hem de mRNA
olarak gorev yapmaktadir. Bu sebeple uygun hiicresel
veya viral promotor kontroli altindaki viral cDNA’y1
iceren tek bir plazmid pozitif anlamli RNA viriisleri
reverz genetigi i¢in yeterlidir (Pushko ve ark., 2016,
Stobart & Moore, 2014).

Negatif anlamli viral RNA genomuna ait genetik kodlar
tasiyan c¢cDNA klonlarindan virlisiin kurtarilmast tek
basina miimkiin degildir. Bu viriislere ait reverz genetik
sistemleri genellikle viral RNA polimerazin
taniyabilecegi yardimeci yapilarin ve genomik
replikasyonu baglatmak i¢in diger esansiyel proteinlerin
kullanimini gerektirmektedir (Bucholz ve ark., 1993,
Friedman ve ark., 1981, Storey ve ark., 1984). ilk
kurtarma sistemleri, T7 polimeraz ile yapay iiretilen
vRNA’nin piirifiye RNP kompleks proteinleri ile in vitro
bir araya getirilerek kompleksin olusturulmasi ve vahsi
tip viriisle enfekte hiicrelere transfeksiyonuyla
gergeklestirmislerdir. Buna ragmen basarili sonuglar
alinarak yapay RNP kompleksini igeren rekombinant
viriis iiretimi olusturabilmislerdir (Luytjes ve ark.,
1989). Pattnaik ve Wertz (1991) VSV viral proteinlerin
tamamint ekspresyon plazmidlerinden sagladigi bir
minireplikon sistemini kurmay1 basarmigtir. Bunun i¢in
4 veya 5 plazmidin kotransfeksiyonuna gereksinim
duyulmaktadir. Bu plazmidlerden biri (-)vRNA’y1
kodlayan antigenomik (+)cDNA’nin 5’ ucuna T7
polimeraz promotor dizisi, 3’ucuna da ribozim dizisinin
eklenmesiyle olusturulmustur. Gorevli diger plazmidler
viral replikasyon proteinlerin ekspresyonu icin
gereklidir. Bu plazmidlerin T7 polimeraz iireten
hiicrelere kotransfeksiyonu riboniikleoprotein kompleks
olusumu ve sonrasinda enfeksiydz viriisiin kurtarilmasi
ile sonuglanmaktadir. Farkli yaklagimlarla edinilen
deneyimler RNA bagimli RNA polimeraz (L),
niikleoprotein (N) ve fosfoproteinin (P) rhabdovirus ve
paramyxovirlis (pneumovirinae i¢in ek olarak M2-1)
genom replikasyonlar1 i¢in yeterli oldugunu
gostermigtir. Filoviridae ailesindeki Marburg virus i¢in
L, NP ve VP35 (fosfoproteine esdeger) minimal
replikasyon {initesini olustururken (Miihlberger ve ark.,
1998), Ebola viriiste ise bunlara ilaveten VP30
proteinine ihtiya¢c duyulmaktadir (Miihlberger ve ark.,
1999). Aksine biinyaviriis veya arenaviriislerde ise
transkripsiyon ve replikasyon i¢in L ve NP yeterlidir
(Dunn ve ark., 1995, Lee ve ark., 2000). T7 polimeraz
sistemi sitoplazmada transkribe olan HeV, NiV, MeV,
SeV, RabV, Ebola, Marburg, Newcastle, HPIV-3
(Sekil-1) , RSV, VSV, LCMV gibi (-)RNA viriislerini
kurtarmak igin sikga tercih edilmektedir. Daha iyi sonug
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alindigr icin elde edilen cDNA’larin antigenom
oryantasyonu ile plazmide yerlestirilmesi seklinde
sistem modifiye edilmistir (Schnell ve ark., 1994). Eger
T7 polimeraz sistemi ¢ekirdek lokalizasyon sinyalleri ile
kombine edilirse ¢ekirdekte replike olan influenza
viriislerin kurtarilmasi da miimkiin olabilmektedir (de
Wit ve ark., 2007). Polimeraz-I (Pol-I) enzimine dayali
sistemlerin aksine T7 polimeraz sistemlerin dezavantaji
elde edilen transkriptlerin 5° ve 3’ uglarmna viriiste
bulunmayan GGG kalintisinin eklenmesidir. Bu
kalintilar etkili sekilde riboniikleoprotein kompleksi
olusumuna miidahalede etmektedir. Dolayisiyla
transkripsiyon esnasinda eklenen nonviral niikleotitlerin
otokatalitik ribozimlerle kesimine ihtiyag duyulmustur.
Le Mercier ve ark (2002) ¢ekic bas ribozim kullanarak
tam 5’ u¢ olusturmada basarili olmustur. Ayrica tam 3’
ug tretmek i¢in HDV ribozim eklentisi kullanilmis ve
100 kat daha etkili kurtarma saglanmistir.

Pol-I ve Pol-I/lIl sistemi/Cekirdekte Transkripsiyon:
RNA polimeraz I enzimi (Pol-I), 5* cap ve 3’ poliA
yapilarindan yoksun ribozomal RNA’y1 sentezlemekle
gorevli cekirdekeik enzimidir (Hoffmann ve ark., 2000).
Pol-1 dayali virlis kurtarma sistemleri Uukuniemi,
Influenza, Thogoto, Borna disease, kizamik ve Ebola
virlislerine basgarili sekilde uygulanmis olsa da
¢ekirdekte replike olan RNA viriisleri i¢in daha g¢ok
uygunluk gostermektedir. Influenza viriis ve
bornaviriisler hiicre cekirdeginde c¢ogalmaktadir.
Influenza viriisler transkripsiyonel faaliyet icin viral
genomik RNA, NP ve viral RNA polimerazdan (PBI1,
PB2 ve PA) ibaret fonksiyonel olarak aktif viral RNP
kompleksine ihtiya¢ duymaktadir (Lamb & Krug, 2001,
de la Torre, 2001). ilk influenza viriis kurtarma
girisimleri in vitro bir araya getirilen tek bir RNP
kompleksinin yardimei influenza viriisle enfekte
hiicreye transfekte edilmesine dayanmaktadir (Luytjes
ve ark., 1989). ikinci bir uygulama olarak yardimci
viriisle enfekte hiicrelerde tek influenza viriis
segmentine ait VRNA kodlayan ¢cDNA’nin pol I
prométor ve terminator dizileri arasina yerlestirilerek
hiicreye transfekte edilmesi ile basarilmistir. Ancak bu
sistemlerde enfektif rekombinant viriislerin ortamdan
izolasyonu zordur ve antikor aracili kisitlama, 1s1
duyarliligt veya ilag direnci gibi giiclii seleksiyon
sistemlerine ihtiya¢ vardir (Barclay & Palese., 1995,
Enami ve ark., 1991, Castrucci & Kawaoka, 1995,
Neumann & Kawaoka, 2004).

RNA polimeraz II (Pol-II) enzimi, mRNA’nn ve kiigiik
cekirdek RNA’larinin transkripsiyonundan sorumlu esas
Okaryotik hiicre trankriptazidir. Influenza viriis kurtarma
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Sekil 1. Segmentsiz negatif anlamlt HPIV3 RNA viriistiniin T7 RNA polimeraz sistemi ile kurtarilmasi. 1) T7
polimeraz eksprese eden vaccinia virlis vIF7-3 ile hiicrelerin enfekte edilmesi. 2) T7 RNA polimeraz promotor
kontrolii altinda genomik RNA’y1 sentezleyen plazmidin NP, L ve P proteini eksprese eden plazmidlerle
kotransfeksiyonu. 3) gRNA’nin NP ile kapsitlenmesi 4) RNP kompleks olusumu. 5) Viral replikasyonun uyarimi ve 6)
enfektif virionun olusumu (Jason, 2009)
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Sekil 2. Sekiz, ii¢c ve tek plazmidden olusan influenzaviriis reverz genetik sistemleri. a) Sekiz plazmid igeren reverz
genetik sistemi. Sekiz viral segmentten birini kodlayan cDNA insan pol-I promotdrii ile fare pol-I terminatdrii arasina
yerlestirilmistir. Pol-I kaseti daha sonra hCMV pol-II promotérii ve poliadenilasyon sinyaline tutturulmustur. b) Ug
plazmid igeren reverz genetik sistemi. Plazmidlerden biri sekiz viral segmentin tamaminin cDNA’sini1 igermekte ve
Pol-I promotdr ve terminatdr dizilere yerlestirilmistir. Diger plazmid PB2, PB1 ve PA kodlayan cDNA’larin mRNA’ya
transkripsiyonun saglayan pol-II kasetinden olusmaktadir. Uglincii plazmid ise NP’nin pol-II trankripsiyon iinitesini
tagimaktadir. ¢) Tek plazmid sistemi. Tek bir ekspresyon plazmidine sekiz viral segment i¢in sekiz pol-I-II kasetinden
olugmaktadir (Ye ve ark., 2014)
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sistemlerinde RNA pol II sitomegaloviris
promotdrlerinden viral mRNA transkripsiyonunu
baslatmak i¢in faydalanilmaktadir (Hoffmann ve ark.,
2000).

Influenza A viriisiin tiimiiyle klonlanmis cDNA’dan
kurtarma girisiminde, her bir segmente ait vVRNA’lar1
kodlayacak cDNA’nin Pol-I promotdr ve terminator
dizileri iceren plazmide aktarilmasi gerekmektedir.
flaveten NP ve ii¢ polimeraz alt {initesine (PB1, PB2 ve
PA) ait mRNA’lan iiretmek i¢in de cDNA yapisindaki
genetik kodlarmn Pol-II promotér ve poliA dizileri
tasiyan plazmidlere aktarilmasi gerekmektedir. Boylece
toplamda 12 plazmide gereksinim duyulmaktadir
(Neumann ve ark., 1999).

Hoffmann ve ark (2000) influenza A segmentlerini ¢ift
yonli olarak (ambisens) transkripsiyon iiniteleri
icerisine klonlayarak yenilik¢i bir yaklasim
gelisgtirmigtir. RNA Pol-I ve Pol-II sisteminin ayni
plazmidde yer aldigi bu sistem RNA Pol-I/Il olarak
tanimlanmakta ve RNA pol-I sisteminin modifiye
edilmis halini temsil etmektedir. Influenzaviriis viral
RNA’lar1 kodlayan cDNA’lar 5’ uctaki RNA polimeraz I
promotorii ile 3’ugtaki polimeraz I terminatdrii arasina
negatif oryantasyonla, RNA polimeraz II promotorii ile
poliadenilasyon bdlgesi arasina pozitif oryantasyonla
klonlanmustir. Iki transkripsiyon {initesinin oryantasyonu
tek cDNA sablonundan RNA pol-I enzimi ile negatif
anlamli vVRNA sentezine, RNA pol-II enzimi ile pozitif
anlamlit mRNA iiretimine izin vermektedir. Bu yaklasim
ile 12 olan plazmid ihtiyac1 8’e diigmistiir. Plazmid
sayisinin azalmasi yiiksek seviyede transfeksiyon
etkinligi i¢in daha elverigli olmustur. Son olarak, 8 viral
RNA’nin tek bir plazmidden kodlanmasi gibi farkli
yaklagimlar denenmis ve transfekte hiicrelerde
enfeksiydz virlis iiretimi gergeklesmistir (Sekil 2)
(Neumann ve ark., 2005, Zhang ve ark., 2009).

Ozellikle segmentli genoma sahip viriislerde birden
fazla klonun ayni hiicreye transfekte edilmesi
gerekmektedir. Ancak bu, daha iyi transfeksiyon ajani
(nontoksik) ve transfekte edilebilir hiicre hatti
kullanimiyla mimkiin olabilmektedir. Bazi
arastirmacilar, yiksek seviyede rekombinant viriis
iiretimini yiiksek etkinlik gosteren elektroporasyon
metoduyla karsilamistir (Surman ve ark., 2007).
Nucleofector™, primer ve embriyonik hiicrelerin
cekirdegine direk olarak DNA ve RNA aktarimini
saglayabilmektedir (www.lonza.com). HEK 293 gibi
hiicre hatlar1 yiiksek transfeksiyon etkinligine sahiptir.
Hiicre hatti secimi transfeksiyon etkinligi yan1 sira
virlisiin ¢ogalma gostermesiyle de yakindan iliskilidir.
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Viriilens Genlerin Belirlenmesi ve As1 Uretimi

Gegmisteki yiiksek basartya ragmen inaktivasyon ya da
pasajlama ile (forward genetik) atenliasyon gibi
geleneksel yaklasimlar, rasyonel hedefli mutasyonlardan
(reverz genetik) elde edilen as1 adaylarindan daha az
etkili olabilmektedir (Stobart & Moore, 2014).

Reverz genetik, viral genler {izerinde hedeflenilen
degisikliklerin yapilmasina ve degisen genlerle birlikte
virtisiin kurtarilmasina imkan tanimaktadir. En 6nemlisi
de RNA viriislerinde bu degisikliklerin basarilabilmis
olmasidir. Gen veya viral diziler lizerinde degisiklikler
yapilarak o genin fonksiyonu arastirtlabilmektedir (Sola
ve ark., 2003). Paramyxoviriislerde aksesuar proteinlerin
interferon karsit1 aktiviteye sahip oldugu ve patojenitede
onemli rol oynadig1 gosterilmistir. Aksesuar proteinleri
kodlayan genlerin susturulmasi pratik bir yontemdir ve
bu proteinlerin eksikliginde de viriis yiiksek seviyede
¢ogalmaya devam etmektedir (Goodbourn ve ark., 2000,
Gotoh ve ark., 2002, Poole ve ark., 2002, Child ve ark.,
2007, Andrejeva ve ark., 2004). Rekombinant Newcastle
virlisiin aksesuar proteinlerden V proteini disiik
seviyede eksprese etmesi immunojenik ve dusiik
patojeniteli as1 adayinin ortaya g¢ikmasii saglamistir
(Mebatsion ve ark., 2001). Benzer sekilde V geni
icermeyen HPIV2 ve C geni icermeyen HPIV-1’in in
vivo ortamda dnemli sekilde ateniie oldugu goriilmiistiir
(Bartlett ve ark., 2008, Schaap-Nutt ve ark., 2010). T7
polimeraz dayali reverz genetik sistemleri ile iiretilen
HeV ve NiV’iin patojenite ¢aligmalarinda aksesuar V, W
veya C geni eksikliginde replikasyonun devam ettigi,
baskilanmalar1 durumunda ise virlisiin ateniie hale
gectigi goriilmistiir (Yoneda ve ark., 2010, Andrejeva ve
ark., 2004). T7 ve Pol-1 dayali reverz genetik sistemiyle
uretilen rekombinant EBOV’e ait VP24, VP35, NP ve G
proteinin patojenitede Onemli rol aldig1 ortaya
konmustur (Halfmann ve ark., 2008, Halfmann ve ark.,
2009, Ebihara ve ark., 2006).

Isiya duyarli mutasyonlar olusturularak viris
atenilasyonun saglanmast as1 dretiminde farkli bir
yontemdir. Interferon karsitt NS geni ¢ikarilmis ve 1s1ya
duyarli mutasyonlarla ateniie edilmis rekombinant
respiratorik sinsityal virlis (RSV) iyi bir as1 aday1 olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Luongo ve ark., 2013, Bossert
ve ark., 2003).

Ateniie asilarin hazirlanmasinda mevcut bir baska
yaklasim kodon deoptimizasyonudur. Bu yaklasimda
gen lizerinde tiire 6zgil olarak sik bulunan kodonlar daha
az varlik gosteren kodonlarla degistirilmektedir. Vahsi
tip ile ayn1 amino asit dizisinin sentezlenmesi, immun
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yanitin degigsmemesi, ateniiasyon kaybmin miimkiin
olmamas1 ve diger ateniiasyon metodlar: ile kombine
edilebilmesi gibi bazi avantajlari mevcuttur. Bu
yontemle poliovirlis asist hazirlanmis ve ateniiasyon
farelerde ispat edilmistir (Burns ve ark., 2006, Mueller
ve ark., 20006).

Negatif anlamli segmentsiz viriislerde 5’ uca yakin
genler daha az transkripsiyona ugramakta ve bu
genlerden protein sentezi daha diisiik miktarda
yapilmaktadir. Dolayisiyla bir genin farkli bir bolgeye
tasinmas1 protein ekspresyon seviyesini degistirerek
viral replikasyonu ve viriilensi azaltabilmektedir. Or:
VSV N geninin genomdaki ilk pozisyonundan asag1 akis
(downstream) yoniinde kaydirilmasi ile rekombinant
VSV’nin in vitro ¢ogalmasinin ve patojenitesinin
azaldig1 bildirilmistir. Benzer bir uygulama kuduz P
protein geni i¢in denenmis ve basarili olunmustur. Bu
mutantlarda genlerin tekrar yer degistirme ihtimali
bulunmadigindan ¢ok istikrarlt atentiasyon fenotipi
olusturmaktadir (Flanagan ve ark., 2001, 2003, Wertz ve
ark., 1998).

Reverz genetik sistemlerin kullanimina yonelik bir diger
yaklagim replikasyon defektli viriislerin iiretilmesidir.
Bu virtislerin replikasyonu engelleyici bir veya birkag
geni cikarilmakta ve eksik genler stabil hiicre
hatlarindan karsilanmaktadir. BSL-4 seviyesinde
calisma gerektiren EBOV gibi yiiksek patojenik
viriislerin daha diisiik giivenlik seviyesinde
calisilmasina izin vermektedir. Replikasyon defektli
viriisler kiiltiir ortaminda ¢ogalma gosterirken in vivo
cogalma gostermezler boylece asi adayr olarak gorev
gorebilmektedir. Yapilan c¢aligmalarda transkripsiyon
icin esansiyel VP30 geni ¢ikarilmis replikasyon kusurlu
EBOV fare ve kobaylarda koruyucu yanit ortaya
koymustur. EBOV c¢alismalart da VP30 proteini
cksprese eden kalict transfekte hiicre hatlarinda
gergeklestirilmistir. (Halfmann ve ark., 2008,
Miihlberger ve ark., 1998, Miihlberger ve ark., 1999,
Watt ve ark., 2014, Wenigenrath ve ark., 2010) Yine T7
polimeraz dayali reverz genetik sistemlerinde M ve P
geni bulunmayan kuduz viriisii tiretilmistir. Bu genlerin
yerine G geni iki kez kodlanmustir. Insan disindaki
primatlarda ndtralizan antikor yanit uyaran bu virlis
laboratuvar ortamimnda M ve P proteini eksprese eden
hiicre hatlarinda g¢ogaltilmaktadir. Bu tiir asilarda
reversiyon riski s6z konusu degildir (Cenna ve ark.,
2009).

Influenza viriisiin konak hiicreye tutunmasinda terminal
sialik asitle etkilesen ve flizyonla RNP’lerin salinimini
saglayan HA glikoproteini reverz genetik ¢alismalari ile
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iyl karakterize edilmis virlilens faktorlerinden biridir
(Wiley & Skehel, 1987, Han ve ark., 2001). Etkili bir
fiizyon i¢in HA’nin HA1 ve HA2 alt {initeye boliinmiis
olmasi gerekmektedir (Bertram ve ark., 2010).Viral
replikasyon igin 6nem arz eden bu islem konak hiicresi
tarafindan {iretilen enzimlerle saglanmaktadir. Insan
mevsimsel gribi ve diisiik patojeniteli kanathi gribi
virtislerinde boliinme tekli arjinin kalintisinda meydana
gelmektedir (Bertram ve ark., 2010, Bottcher ve ark.,
2006). Bu sebeple bu viriisler bu bazik kalintiy1 taniyan
enzimin bulundugu konak dokularinda sinirli olarak
kalmaktadir (Bertram ve ark., 2010, Zhirnov ve ark.,
2002) Yiksek virtilensli alt tiplerin HA proteininde
birden fazla bazik aminoasit kalintilari ve bolinme
bolgeleri bulunmustur (Horimoto ve ark., 1995, Senne
ve ark., 1996). H5SN2’deki bu bolgelerin tavuklardaki
viral patogeneze etkisi reverz genetikle ile ¢alisiimigtir.
Bu ¢alismada HA proteininde bazik aminoasit kalinti
sayisinin dortten daha fazla oldugu virtislerde letalitenin
arttig1 ve virlisiin ndronlarla beyine ve kan ile sistemik
organlara yayildigi gorilmistiir (Hatta ve ark., 2001,
Schrauwen ve ark., 2012, Suguitan ve ark., 2012)
Influenza viriisler mevsimsel as1 uygulamasini
gerektirmektedir ve uygun formiilasyonun belirlenmesi,
gelisimi ve uygulanmasi biraz zaman almaktadir.
Reverse genetik teknolojisindeki yeni gelismeler,
kurtarma ve iretime ayrilan zamani aylardan haftalara
diisiirmektedir. Dormitzer ve ark. (2013), 5 giin gibi kisa
stire igerisinde reverse genetik teknolojisi ile yeni HA ve
NA dizilerinden rekombinant influenzaviriis iiretmeyi
basarmistir. Bu teknoloji canli influenza as1 adaylarinin
iretiminde kullanilan reassortant viriislerin
olusturulmasinda da kullanilabilmektedir. Boylece
donor tohum viriisiin (A/Ann Arbor/6/60 (H2N2)) 6 gen
segmentini igeren ve mevsimsel gribe ait HA ve NA
ylizey proteinlerini igeren asilar hizla
hazirlanabilmektedir.

Influenza A viriis viral NS1 proteinlerin eksilmesi veya
silinmesi ile tamami ateniie edilebilmektedir. Bu
rekombinant influenza viriislerin fare, at, domuz, kus ve
makaklarda burun i¢i asilama sonrasinda koruyucu
immun yanitt 6nemli bir bigimde uyarabilmektedir. Bu
nedenle harika bir as1 aday1 olarak nitelendirilmektedir.
Influenza B viriisii i¢in de ayni denemeler sonrasinda
benzer sonuglar alinmistir (Steel ve ark., 2009, Richt &
Garcia-Sastre, 2009).

Kanatl influenza viriis alt tiplerinden H5SN1 ve HON2
pandemik potansiyele sahiptir. Fakat HS5N1 inaktif
asilar1 edinsel yanmit smirli sekilde ortaya c¢ikmakta ve
canlt asilar ise sirkiile HSNI1 ile as1 susu arasindaki
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reassortment ihtimali endise yaratmaktadir (Perez ve
ark., 2003, Perez & Garcia-Sastre, 2013). Bu endiseleri
ortadan kaldirmak i¢in HSN1 ve HON2’ye kars1 bivalan
canlt influenza asis1 viral genom diizenlemesi yapilarak
iretilmistir. Bu amagla ¢ekirdek transfer proteini (NEP)
HON2 viriisiin NS viral segmentinden c¢ikarilmis ve
PBIl’in sonuna eklenmistir. H9N2’nin ¢ikarilan NEP
geni lokasyonuna ise HS5N1 virlisin HA geni
yerlestirilmigtir. HSN1 virlis HA geni tasiyan yeniden
diizenlenmis HIN2 viriisii H5SN1 c¢elincina karsi tam
koruma saglamistir. Son olarak modifiye M ve/veya NS
segmentlerini i¢eren rekombinant influenza A HINI1
viriisti tiretimi gergeklestirilmistir (Pena ve ark., 2013).

Inflenza viriis HA geni antijenik drift ve shifte olduk¢a
duyarhidir. Bu fiiniversal bir agi gelistirme durumunu
olumsuz etkilemektedir. influenza viriis M2 proteine
kars1 birgok tiirde koruyucu yanit ortaya ¢ikmistir. Bu
protein ile tniversal bir ast hedeflenebilmektedir
(Nogales ve ark., 2016).

Umut vaat eden bir diger yaklagim vahsi tip viriise
morfolojik olarak benzerlik gosteren yiiksek
immunojeniteli virlis benzeri partikiillerin (VLP)
hazirlanmasidir. VLP’ler viral genom igermediklerinden
dolay1 giivenli oldugu ve giiclii edinsel yaniti ortaya
cikardigr kabul edilmektedir. VLP’lerin iiretiminde
influenza viriisler i¢in tek basina HA ve NA proteini
yeterli olmasina ragmen yaygin olarak HA, NA ve
MUI’in ekspresyonu ile olusturulmaktadir (Treanor ve
ark., 2007, Chen ve ark., 2007). Pushko ve ark. (2011)
pandemik alt tip VLP (H5N1, H7N2 ve H2N3) ve
mevsimsel VLP’nin (HIN1, H3N2 ve B) ferretlerde
notralizan antikor iiretimini uyardig1 ve g¢elinca karsi
koruma sagladigint gostermistir.

Rapértor Gen Ile Viral Dongii Ve Patogenezin Daha
Iyi Anlasilmasi

Reverz genetik caligmalarinda kullanilan raportdr genler
lusiferaz, chloramphenicol acetiyl transferase (CAT) ve
ultrviole 151k altinda florosan 1s1ma yapan green
fluorescent protein (GFP)’dir. Viral genomlarin modiiler
yapisi, rapdrtdr genlerin aktarimini kolaylastirarak virtis
reverz genetigindeki ilerlemelere hiz kazandirmistir.
Raportor genlerle desteklenmis minigenom deneyleri,
tim virlis kurtarma girisimi dncesinde sistemin durumu
hakkinda arastirmaciya bilgi vermektedir (Fearns &
Collins, 1999, Gauliard ve ark., 2006).

Raportor genlerin viral genlerle ayni oryantasyonda
klonlanmas1 ve tranlasyondan Once transkripsiyona
ugramalart gerekmektedir. Lusiferaz veya CAT gibi
nicel rapdrtér genlerin tercih edilmesi halinde
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replikasyon proteinlerini kodlayan plazmidlerin miktari
ve oranlar1 optimize edilebilmektedir. Eger GFP gibi
nitel raportor gen tercih edilirse transfekte veya enfekte
hiicreleri gorsellestirmek miimkiin hale gelmektedir.
Raportor genler ile rekombinant viriisiin organizmadaki
dagilimi, molekiiler ve hiicresel seviyedeki tropizmi,
patogenezi, immun yanitt1 kontrol eden hiicresel
proteinlerle etkilesimi degerlendirilebilmektedir.
Transkripsiyon baglama-durma sinyallerini i¢eren genler
aras1 bolgelerin fonksiyon ve karakteristikleri, promotor
bolge yapilar1 ve ek niikleotitlerin promotor faaliyetini
daha yiiksek seviyeye ¢ikarip ¢ikarmadigini veya
bunlarin replikasyona tizerindeki etkileri raportor genler
ile ortaya c¢ikarilabilmektedir. Ayrica genomun
replikasyonu, transkripsiyonu, kapsidasyonu ve virion
morfogenezi igin gerekli trans-acting protein ve cis-
acting yapilarin yerlesim ve smirlar1 da raportor genler
yardimiyla belirlenebilmektedir (Bridgen & Elliott,
1996, Jackson ve ark., 2011, Stobart & Moore, 2014,
Kelly & Strick, 2000, Wickersham ve ark., 2013).

Antiviral Uygulamalar

Viral replikasyonun o6l¢imi antivirallerin in vitro
taramasi agisindan 6nem arz etmektedir. Luciferaz veya
asetil transferazlar gibi raportdr gen tasiyan tam
uzunluktaki klon sistemleri veya yasam dongi
modellemeleri replikasyonun o6lglimii ve potansiyel
antivirallerin belirlenmesine izin vermektedir.
Laboratuvar ortaminda test edilen ve viral ¢cogalmay1
durduran antiviraller viral enfeksyonlarin tedavisi adina
umut vaat edici olmustur (Jason, 2009, Pegoraro &
Bavari, 2012). Gen terapisi ve viral hastaliklarin tedavisi
noktasinda bagvurulan uygulamalardan bir digeri
hiicrede hedef bolgelere yonelik interferens RNA’larmn
(RNAi) sentezletilmesidir. Dogal hiicre savunmasinin
taklit edildigi bu uygulamada hedef genlerin
transkripsiyonu esnasinda olusan mRNA’lar ile
tasarlanan komplementer RNA’larin dsRNA olusturmasi
beklenmektedir. Bdylece mRNA yapilari ribozomlara
ulasamayacak ve hiicresel dicer molekiil kompleksleri
ile 22 niikletotitlik parcalara dilimlenerek etkisiz hale
getirilecektir. Influenza virlise karsi profilaktik etki
amaciyla enfeksiyondan dnce veya enfeksiyonun erken
doneminde interfere RNA’larin yeterli konsantrasyonda
inhalasyon yoluyla verilerek enfeksiyon bertaraf
edilebilme yetisine sahip oldugu goriilmiistiir. Benzer
sonucun Hepatitis C viriisii ile enfekte olmus hastalara
interfere RNA’larin transfekte edilmesi sonucunda
ulagildig bildirilmektedir. Ebola virus ve hepatit B viriis
calisilan diger virlisler arasindadir (Tan & Yin, 2004,
Levanova & Poranen, 2018).
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Sonug olarak reverz genetik, tibbi ve ekonomik agidan
onemli virlisleri incelemek icin kullanilabilecek
giivenilir bir laboratuvar yontemi haline gelmistir. Viriis
yasam dongiisii, viriisiin kurgulanmasi, viral proteinlerin
patojenlikteki rolii ve viral proteinlerin konake¢i hiicre
immiin yanit bilesenleri ile etkilesimi i¢in giiglii bir arag
saglamaktadir. Reverz genetik sisteminin gelistirilmesi
RNA ve DNA viriis genomunda tasarlanmis mutasyon
olusturma, niikleotit dizisi ekleme ve ¢ikarma
uygulanmalarimi miimkiin kilarak viroloji alaninda
devrim yaratmistir. Bu sistem viriis ateniiasyonu, konak
Ozgiilliigiiniin  degistirilmesi ve replikasyon defektli
virlislerin iretiminde, niikleotit dizilerin yap1 ve
fonksiyonlarinin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir Yiiksek patojenik viriislerin daha diigiik
glivenlik seviyesinde calisilmasina izin veren defektif,
florasan veya liiminesen raportdr genleri barindiran
rekombinant formlar1 antiviral ajanlarin veya nétralizan
antikorlarin test edilmesine imkan tanimaktadir. Tek
dongiilii viriisler antiviral ve NA’larin belirlenmesinde
vahsi virlislerin yerini tutan harika bir alternatiftir.
Ayrica gilivenli, immunojenik ve koruyucu as1 ve/veya
as1 vektorleri i¢in harika bir se¢enek sunmaktadir.
Giintimiizde, reverz genetik, viral genomlari manipiile
ederek bilinmezliklerin ortaya ¢ikarilmast veya -iyi
viriis- Uretiminde rutin olarak kullanilmaktadir.
Gelecekte viriis evrimi ile ortaya ¢ikacak yeni, yliksek
patojenik ajanlarin irdelenmesi ve bu ajanlara yonelik
koruyucu tedbirlerin hizla alinmasinda reverz
genetikgilere biiylik sorumluluklar diismektedir.
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