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Özet 

Reverz genetik, genom üzerindeki dizilerin fonksiyonlarını belirlemeye yönelik girişimlere 
imkan tanıyan güçlü sistemlerden oluşmaktadır. Virüslerin kolay manipüle edilebilir yapısı 
ve hızlı fenotipik karakter sergileme özelliği virüs reverz genetiği alanındaki gelişmeleri de 
beraberinde getirmiştir. Virüs reverz genetiği, özellikle dinamik yapısıyla mutasyon 
oluşturmaya müsait, yüksek patojenik RNA virüsleri hakkındaki bilinmezliklerin ortaya 
çıkarılmasında önemli görevler üstlenmektedir. Bu görevlerin başında viral patogenez ve 
virülens faktörlerin belirlenmesi sonrasında ise yüksek immunojenik, non-patojenik -iyi 
virüs- üretme girişimleri gelmektedir. Bu derlemede reverz genetik sistemler sistemleri ve 
mevcut gelişmeler hakkında bilgi verilmektedir.
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Reverse Genetics of Viruses 
Abstract 

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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Giriş 

Gen ve fonksiyonu arasındaki ilişkiyi tanımlamaya 
yönelik geleneksel yaklaşımlar doğal veya yapay 
mutantlardan biyolojik bozukluğu gösterenlerin ayırt 
edilerek gen düzeyinde (haritalama gibi yöntemler ile) 
incelenmesi üzerine kurulmuştur. Klasik genetik veya 
forward genetik olarak adlandırılan bu yaklaşımda 
başlangıç materyali mutant fenotiptir dolayısıyla elde 
edilecek bilginin akış yönü fenotipten genotipe doğru 
olmaktadır. Klasik genetikte olduğu gibi rastgele ortaya 
çıkmış bir mutant üzerinde çalışarak o geni veya 
şifrelediği proteini bulmak yerine, çalışmaya ilgilenilen 
fakat işlevi bilinmeyen, klonlanmış bir genle 
başlanabilmekte ve bu geni bozma girişiminde 
bulunarak genin işlevi analiz edilmeye çalışılmaktadır. 
Geleneksel araştırma yönünün tersine yapılan (genden > 
fenotipe) ve başlangıç materyali gen olan bu yaklaşıma 
reverz genetik (ters genetik) adı verilmektedir (Sortle ve 

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

Viroloji alanında reverz genetik, ilgili tüm viral dizilerin 
cDNA’lar şeklinde klonlanması, modifikasyonu ve 
kültür ortamında ya da organizma üzerinde 
f o n k s i y o n l a r ı n ı n i n c e l e n m e s i m a n a s ı n d a 
kullanılmaktadır. Değiştirilen dizilerle birlikte sil baştan 
üretilen enfeksiyöz virüsün kültür ortamından izole 
edilmesi veya kurtarılmasına ithafen bazı araştırmacılar 
reverz genetik terimi yerine, kurtarma sistemi (rescue 
system-recovery system) terimini kullanmayı tercih 
etmektedir (Neumann ve ark., 2002). 

Virüslerin nispeten küçük genoma sahip olmaları ve 
hücre içerisinde kısa sürede çoğalabilmelerinden dolayı 
ilgili gen fenotipi hızla belirlenebilmektedir. Reverz 
genetiğin gelişmesi özellikle viroloji alanında devrim 
yaratmıştır. Virüs atenüasyonu, konak özgüllüğünün 
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değiştirilmesi, replikasyon defektli virüslerin üretimi, 
yeni aşı stratejilerinin geliştirilmesi, viral gen ve 
dizilerin fonksiyonlarının belirlenmesinde yaygın olarak 
kullanılmaktadır (Sola ve ark., 2003). 

DNA genomuna sahip virüsler, tam uzunlukta DNA 
klonları oluşturularak homolog rekombinasyon 
teknolojileri ile genetik olarak değiştirilenlerin ilkini 
teşkil etmektedir. Modifiye edilmiş DNA genomundan 
üretilen ilk rekombinant soy SV40 virüsüdür (Goff & 
Berg, 1976). Birçok DNA virüsü gibi SV40’ın genomu 
da ökaryotik promotörler içerdiğinden tek başına 
infeksiyözdür. Konak hücrenin replikasyon ve 
transkripsiyon mekanizmasını kullanarak çekirdekte 
transkribe ve replike olmaktadır (Barbanti-Brodano ve 
ark., 1970, Buchman ve ark., 1981). DNA virüslerin 
genomları klonlama veya direk olarak maniplasyon için 
oldukça büyüktür, bu virüsler için homolog 
rekombinasyon yaklaşımı daha uygundur. Herpes, pox 
ve adenovirüslerde uygulanan bu yaklaşımda viral 
dizilerle çevrili rekombinant DNA, vahşi tip virüse ait 
tam viral DNA ile birlikte hücreye aktarılmaktadır 
(transfeksiyon).Vahşi tip ve rekombinant virüs 
k a r ı ş ı m ı n d a r e k o m b i n a n t v i r ü s o r t a m d a n 
kurtarılmaktadır (Jones & Shenk, 1978, Mackett ve ark., 
1982, Post & Roizman, 1981). 

RNA virüs reverz genetiğin geçmişi 1978’lere 
dayanmaktadır. Tam uzunluktaki Qbeta bakteriyofaj 
genomunun cDNA biçiminde plazmide aktarılarak 
E.coli’ye transforme edilmesi sonrasında plak oluşumu 
gözlenmiştir (Taniguchi ve ark., 1978). Racaniello ve 
Baltimore (1981), viral RNA genomunu cDNA 
yapısında plazmide klonlayarak hücre kültür ortamında 
poliovirüsü üretmeyi başarmıştır. Sonraki yıllarda T3 
veya T7 RNA polimeraz sistemi kullanılarak birçok (+) 
ssRNA virüse (alfavirüs, picornavirüs, flavivirüs) ait 
sentetik RNA transkriptleri sentezlenmiş ve bu 
transkriptlerin hücreye aktarımı ile virüs üretimi 
gerçekleştirilmiştir (Boyer & Haenni, 1994). 

Negatif anlamlı RNA virüs genomları hücre 
transkripsiyon ve translasyon mekanizması tarafından 
tanınmamaktadır (Friedman ve ark., 1981). Dolayısıyla 
bu virüsler ihtiyaç duydukları yapıları virion içerisinde 
RNP kompleks (RNA, NP ve replikasyon proteinleri) 
biçiminde bulundurarak pozitif anlamlı virüslerden 
farklı bir strateji geliştirmişlerdir. Bu kompleks negatif 
anlamlı virüslerin minimal replikasyon ünitesini teşkil 
etmektedir (Conzelman, 1998, Bridgen & Eliot, 1996). 
Bu biyolojik gereksinimlerden dolayı reverz genetik 
s i s t e m l e r i ( - ) R N A v i r ü s l e r i n e d a h a g e ç 
uyarlanabilmiştir. Klonlanmış cDNA’dan tümüyle 

kurtarılan ilk segmentsiz (-) RNA virüsü kuduz virüsü 
(1994) olurken ilk segmentli (-) RNA virüsü ise 
Bunyamwera virüs (3 segmentli) (1996) olmuştur. 
Ardından birnavirüs ve influenza gibi birçok virüse 
benzer sistemler uygulanmış ve enfeksiyöz virüs üretimi 
gerçekleşmiştir (Mundt & Vakharia, 1996, Fodor ve 
ark., 1999, Neuman ve ark., 1999, Schnell ve ark., 1994, 
Collins ve ark., 1995). 

Rekombinant Enfeksiyöz Virüs Üretimi  

T7 Polimeraz sistemi/Stoplazmada Transkripsiyon: 
Poztif anlamlı RNA virüsleri konak hücrenin 
translasyon mekanizması tarafından tanınması 
dolayısıyla kendi proteinlerini hücrede sentezleterek 
replike olabilmektedir (Neumann ve ark., 2002). Viral 
mRNA’ların hücreye transfeksiyonu bu virüslerin 
kurtarılması için yeterli olsa da viral genomun genetik 
olarak maniple edilebilmesi için vRNA’nın cDNA 
klonuna dönüştürülmesi gerekmektedir. cDNA’dan 
vRNA’ları ve proteinleri üretmek için viral dizilerin ya 
hücre içerisinde mevcut olması ya da bir promotör 
kon t ro lünde p lazmide k lon lana rak hüc reye 
transfeksiyonu gerekmektedir (Bayou, 2017). RNA 
virüs reverz genetik çalışmalarında en sık kullanılan 
trankripsiyon sistemi viral RNA’nın sitoplazmik 
trankripsiyonuna izin veren T7 RNA polimeraz aracılı 
sistemlerdir. Hücre ortamında T7 RNA polimeraz, 
transfekte edilen plazmidden veya polimeraz proteini 
e k p r e s e e d e n y a r d ı m c ı v i r ü s l e r d e n t e m i n 
edilebilmektedir (Racaniello & Baltimore, 1981, Boyer 
& Haenni, 1994, Palese ve ark., 1996). Vaccinia virüse 
dayalı yardımcı virüs sistemi (vTF7-3) çok etkili 
transkripsiyon verimliliğine sahiptir. Ancak hücrelerde 
sitopatik etkiler oluşturarak kurtarma verimliliğini 
düşürebilmektedir. Ayrıca enfekte hücrelere cytosine 
beta arabinoside (Ara-C) ve/veya rifampicin antiviral 
bileşenlerin ilavesiyle vaccinia virüs replikasyonu 
kontrol altında tutulmalıdır (Elroy-Stein & Moss, 1989). 
T7 RNA polimeraz eksprese eden kalıcı hücre hatların 
üretimi ile bu sorun ortadan kalkmıştır (Radecke ve ark., 
1995, Buchholz ve ark., 1999). SARS coronavirüs gibi 
büyük genoma sahip RNA virüslerde rekombinant virüs 
üretimi için kullanılan ek bir platform bakteriyel yapay 
kromozom (BAC)’dur. Bu yapılar, büyük DNA/RNA 
fragmentlerin eklenmesine izin veren T7 promotörlü, E. 
Coli’den türetilen tek kopyalı F plazmidleridir. BAC 
yapıları DNA virüslerin kurtarılmasında uzun süredir 
kullanılmaktadır. Bu yapıların genetik dayanıklılığı 
RNA virüslerde de kullanımına yol açmıştır (Almazan 
ve ark., 2013, DeDiego ve ark., 2007, Balint ve ark., 
2012). Bütün pozitif anlamlı RNA virüsleri tek genom 
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segmentinden oluşur ve viral RNA hem genom 
replikasyonuna şablon görevi görür hem de mRNA 
olarak görev yapmaktadır. Bu sebeple uygun hücresel 
veya viral promotör kontrolü altındaki viral cDNA’yı 
içeren tek bir plazmid pozitif anlamlı RNA virüsleri 
reverz genetiği için yeterlidir (Pushko ve ark., 2016, 
Stobart & Moore, 2014). 

Negatif anlamlı viral RNA genomuna ait genetik kodları 
taşıyan cDNA klonlarından virüsün kurtarılması tek 
başına mümkün değildir. Bu virüslere ait reverz genetik 
sistemleri genellikle viral RNA polimerazın 
tanıyabileceği yardımcı yapıların ve genomik 
replikasyonu başlatmak için diğer esansiyel proteinlerin 
kullanımını gerektirmektedir (Bucholz ve ark., 1993, 
Friedman ve ark., 1981, Storey ve ark., 1984). İlk 
kurtarma sistemleri, T7 polimeraz ile yapay üretilen 
vRNA’nın pürifiye RNP kompleks proteinleri ile in vitro 
bir araya getirilerek kompleksin oluşturulması ve vahşi 
tip virüsle enfekte hücrelere transfeksiyonuyla 
gerçekleştirmişlerdir. Buna rağmen başarılı sonuçlar 
alınarak yapay RNP kompleksini içeren rekombinant 
virüs üretimi oluşturabilmişlerdir (Luytjes ve ark., 
1989). Pattnaik ve Wertz (1991) VSV viral proteinlerin 
tamamını ekspresyon plazmidlerinden sağladığı bir 
minireplikon sistemini kurmayı başarmıştır. Bunun için 
4 veya 5 plazmidin kotransfeksiyonuna gereksinim 
duyulmaktadır. Bu plazmidlerden biri (-)vRNA’yı 
kodlayan antigenomik (+)cDNA’nın 5’ ucuna T7 
polimeraz promotör dizisi, 3’ucuna da ribozim dizisinin 
eklenmesiyle oluşturulmuştur. Görevli diğer plazmidler 
viral replikasyon proteinlerin ekspresyonu için 
gereklidir. Bu plazmidlerin T7 polimeraz üreten 
hücrelere kotransfeksiyonu ribonükleoprotein kompleks 
oluşumu ve sonrasında enfeksiyöz virüsün kurtarılması 
ile sonuçlanmaktadır. Farklı yaklaşımlarla edinilen 
deneyimler RNA bağımlı RNA polimeraz (L), 
nükleoprotein (N) ve fosfoproteinin (P) rhabdovirus ve 
paramyxovirüs (pneumovirinae için ek olarak M2-1) 
genom replikasyonları için yeterli olduğunu 
göstermiştir. Filoviridae ailesindeki Marburg virus için 
L, NP ve VP35 (fosfoproteine eşdeğer) minimal 
replikasyon ünitesini oluştururken (Mühlberger ve ark., 
1998), Ebola virüste ise bunlara ilaveten VP30 
proteinine ihtiyaç duyulmaktadır (Mühlberger ve ark., 
1999). Aksine bünyavirüs veya arenavirüslerde ise 
transkripsiyon ve replikasyon için 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 
(Şekil-1) , RSV, VSV, LCMV gibi (-)RNA virüslerini 
kurtarmak için sıkça tercih edilmektedir. Daha iyi sonuç 

alındığı için elde edilen cDNA’ların antigenom 
oryantasyonu ile plazmide yerleştirilmesi şeklinde 
sistem modifiye edilmiştir (Schnell ve ark., 1994). Eğer 
T7 polimeraz sistemi çekirdek lokalizasyon sinyalleri ile 
kombine edilirse çekirdekte replike olan influenza 
virüslerin kurtarılması da mümkün olabilmektedir (de 
Wit ve ark., 2007). Polimeraz-I (Pol-I) enzimine dayalı 
sistemlerin aksine T7 polimeraz sistemlerin dezavantajı 
elde edilen transkriptlerin 5’ ve 3’ uçlarına virüste 
bulunmayan GGG kalıntısının eklenmesidir. Bu 
kalıntılar etkili şekilde ribonükleoprotein kompleksi 
oluşumuna müdahalede etmektedir. Dolayısıyla 
transkripsiyon esnasında eklenen nonviral nükleotitlerin 
otokatalitik ribozimlerle kesimine ihtiyaç duyulmuştur. 
Le Mercier ve ark (2002) çekiç baş ribozim kullanarak 
tam 5’ uç oluşturmada başarılı olmuştur. Ayrıca tam 3’ 
uç üretmek için HDV ribozim eklentisi kullanılmış ve 
100 kat daha etkili kurtarma sağlanmıştır. 

Pol-I ve Pol-I/II sistemi/Çekirdekte Transkripsiyon: 
RNA polimeraz I enzimi (Pol-I), 5’ cap ve 3’ poliA 
yapılarından yoksun ribozomal RNA’yı sentezlemekle 
görevli çekirdekçik enzimidir (Hoffmann ve ark., 2000). 
Pol-I dayalı virüs kurtarma sistemleri Uukuniemi, 
Influenza, Thogoto, Borna disease, kızamık ve Ebola 
virüslerine başarılı şekilde uygulanmış olsa da 
çekirdekte replike olan RNA virüsleri için daha çok 
uygunluk göstermektedir. Influenza virüs ve 
bornavirüsler hücre çekirdeğinde çoğalmaktadır. 
Influenza virüsler transkripsiyonel faaliyet için viral 
genomik RNA, NP ve viral RNA polimerazdan (PB1, 
PB2 ve PA) ibaret fonksiyonel olarak aktif viral RNP 
kompleksine ihtiyaç duymaktadır (Lamb & Krug, 2001, 
de la Torre, 2001). İlk influenza virüs kurtarma 
girişimleri in vitro bir araya getirilen tek bir RNP 
kompleksinin yardımcı influenza virüsle enfekte 
hücreye transfekte edilmesine dayanmaktadır (Luytjes 
ve ark., 1989). İkinci bir uygulama olarak yardımcı 
virüsle enfekte hücrelerde tek influenza virüs 
segmentine ait vRNA kodlayan cDNA’nın pol I 
promötör ve terminatör dizileri arasına yerleştirilerek 
hücreye transfekte edilmesi ile başarılmıştır. Ancak bu 
sistemlerde enfektif rekombinant virüslerin ortamdan 
izolasyonu zordur ve antikor aracılı kısıtlama, ısı 
duyarlılığı veya ilaç direnci gibi güçlü seleksiyon 
sistemlerine ihtiyaç vardır (Barclay & Palese., 1995, 
Enami ve ark., 1991, Castrucci & Kawaoka, 1995, 
Neumann & Kawaoka, 2004). 

RNA polimeraz II (Pol-II) enzimi, mRNA’nın ve küçük 
çekirdek RNA’larının transkripsiyonundan sorumlu esas 
ökaryotik hücre trankriptazıdır. Influenza virüs kurtarma 
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Şekil 1. Segmentsiz negatif anlamlı HPIV3 RNA virüsünün T7 RNA polimeraz sistemi ile kurtarılması. 1) T7 
polimeraz eksprese eden vaccinia virüs vTF7-3 ile hücrelerin enfekte edilmesi. 2) T7 RNA polimeraz promotör 
kontrolü altında genomik RNA’yı sentezleyen plazmidin NP, L ve P proteini eksprese eden plazmidlerle 
kotransfeksiyonu. 3) gRNA’nın NP ile kapsitlenmesi 4) RNP kompleks oluşumu. 5) Viral replikasyonun uyarımı ve 6) 
enfektif virionun oluşumu (Jason, 2009)

Şekil 2. Sekiz, üç ve tek plazmidden oluşan influenzavirüs reverz genetik sistemleri. a) Sekiz plazmid içeren reverz 
genetik sistemi. Sekiz viral segmentten birini kodlayan cDNA insan pol-I promotörü ile fare pol-I terminatörü arasına 
yerleştirilmiştir. Pol-I kaseti daha sonra hCMV pol-II promotörü ve poliadenilasyon sinyaline tutturulmuştur. b) Üç 
plazmid içeren reverz genetik sistemi. Plazmidlerden biri sekiz viral segmentin tamamının cDNA’sını içermekte ve 
Pol-I promotör ve terminatör dizilere yerleştirilmiştir. Diğer plazmid PB2, PB1 ve PA kodlayan cDNA’ların mRNA’ya 
transkripsiyonun sağlayan pol-II kasetinden oluşmaktadır. Üçüncü plazmid ise NP’nin pol-II trankripsiyon ünitesini 
taşımaktadır. c) Tek plazmid sistemi. Tek bir ekspresyon plazmidine sekiz viral segment için sekiz pol-I-II kasetinden 
oluşmaktadır (Ye ve ark., 2014)
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Virülens Genlerin Belirlenmesi ve Aşı Üretimi  

Geçmişteki yüksek başarıya rağmen inaktivasyon ya da 
pasajlama ile (forward genetik) atenüasyon gibi 
geleneksel yaklaşımlar, rasyonel hedefli mutasyonlardan 
(reverz genetik) elde edilen aşı adaylarından daha az 
etkili olabilmektedir (Stobart & Moore, 2014). 

Reverz genetik, viral genler üzerinde hedeflenilen 
değişikliklerin yapılmasına ve değişen genlerle birlikte 
virüsün kurtarılmasına imkan tanımaktadır. En önemlisi 
de RNA virüslerinde bu değişikliklerin başarılabilmiş 
olmasıdır. Gen veya viral diziler üzerinde değişiklikler 
yapılarak o genin fonksiyonu araştırılabilmektedir (Sola 
ve ark., 2003). Paramyxovirüslerde aksesuar proteinlerin 
interferon karşıtı aktiviteye sahip olduğu ve patojenitede 
önemli rol oynadığı gösterilmiştir. Aksesuar proteinleri 
kodlayan genlerin susturulması pratik bir yöntemdir ve 
bu proteinlerin eksikliğinde de virüs yüksek seviyede 
çoğalmaya devam etmektedir (Goodbourn ve ark., 2000, 
Gotoh ve ark., 2002, Poole ve ark., 2002, Child ve ark., 
2007, Andrejeva ve ark., 2004). Rekombinant Newcastle 
virüsün aksesuar proteinlerden V proteini düşük 
seviyede eksprese etmesi immunojenik ve düşük 
patojeniteli aşı adayının ortaya çıkmasını sağlamıştır 
(Mebatsion ve ark., 2001). Benzer şekilde V geni 
içermeyen HPIV2 ve C geni içermeyen HPIV-1’in in 
vivo ortamda önemli şekilde atenüe olduğu görülmüştür 
(Bartlett ve ark., 2008, Schaap-Nutt ve ark., 2010). T7 
polimeraz dayalı reverz genetik sistemleri ile üretilen 
HeV ve NiV’ün patojenite çalışmalarında aksesuar V, W 
veya C geni eksikliğinde replikasyonun devam ettiği, 
baskılanmaları durumunda ise virüsün atenüe hale 
geçtiği görülmüştür (Yoneda ve ark., 2010, Andrejeva ve 
ark., 2004). T7 ve Pol-I dayalı reverz genetik sistemiyle 
üretilen rekombinant EBOV’e ait VP24, VP35, NP ve G 
proteinin patojenitede önemli rol aldığı ortaya 
konmuştur (Halfmann ve ark., 2008, Halfmann ve ark., 
2009, Ebihara ve ark., 2006). 

Isıya duyarlı mutasyonlar oluşturularak virüs 
atenüasyonun sağlanması aşı üretiminde farklı bir 
yöntemdir. İnterferon karşıtı NS geni çıkarılmış ve ısıya 
duyarlı mutasyonlarla atenüe edilmiş rekombinant 
respiratorik sinsityal virüs (RSV) iyi bir aşı adayı olarak 
karşımıza çıkmaktadır (Luongo ve ark., 2013, Bossert 
ve ark., 2003). 

Atenüe aşıların hazırlanmasında mevcut bir başka 
yaklaşım kodon deoptimizasyonudur. Bu yaklaşımda 
gen üzerinde türe özgü olarak sık bulunan kodonlar daha 
az varlık gösteren kodonlarla değiştirilmektedir. Vahşi 
tip ile aynı amino asit dizisinin sentezlenmesi, immun 

s i s t emle r inde RNA po l I I s i t omega lov i rüs 
promotörlerinden viral mRNA transkripsiyonunu 
başlatmak için faydalanılmaktadır (Hoffmann ve ark., 
2000). 

Influenza A virüsün tümüyle klonlanmış cDNA’dan 
kurtarma girişiminde, her bir segmente ait vRNA’ları 
kodlayacak cDNA’nın Pol-I promotör ve terminatör 
dizileri içeren plazmide aktarılması gerekmektedir. 
İlaveten NP ve üç polimeraz alt ünitesine (PB1, PB2 ve 
PA) ait mRNA’ları üretmek için de cDNA yapısındaki 
genetik kodların Pol-II promotör ve poliA dizileri 
taşıyan plazmidlere aktarılması gerekmektedir. Böylece 
toplamda 12 plazmide gereksinim duyulmaktadır 
(Neumann ve ark., 1999). 

Hoffmann ve ark (2000) influenza A segmentlerini çift 
yönlü olarak (ambisens) transkripsiyon üniteleri 
içerisine klonlayarak yenil ikçi bir yaklaş ım 
geliştirmiştir. RNA Pol-I ve Pol-II sisteminin aynı 
plazmidde yer aldığı bu sistem RNA Pol-I/II olarak 
tanımlanmakta ve RNA pol-I sisteminin modifiye 
edilmiş halini temsil etmektedir. Influenzavirüs viral 
RNA’ları kodlayan cDNA’lar 5’ uçtaki RNA polimeraz I 
promotörü ile 3’uçtaki polimeraz I terminatörü arasına 
negatif oryantasyonla, RNA polimeraz II promotörü ile 
poliadenilasyon bölgesi arasına pozitif oryantasyonla 
klonlanmıştır. İki transkripsiyon ünitesinin oryantasyonu 
tek cDNA şablonundan RNA pol-I enzimi ile negatif 
anlamlı vRNA sentezine, RNA pol-II enzimi ile pozitif 
anlamlı mRNA üretimine izin vermektedir. Bu yaklaşım 
ile 12 olan plazmid ihtiyacı 8’e düşmüştür. Plazmid 
sayısının azalması yüksek seviyede transfeksiyon 
etkinliği için daha elverişli olmuştur. Son olarak, 8 viral 
RNA’nın tek bir plazmidden kodlanması gibi farklı 
yaklaşımlar denenmiş ve transfekte hücrelerde 
enfeksiyöz virüs üretimi gerçekleşmiştir (Şekil 2) 
(Neumann ve ark., 2005, Zhang ve ark., 2009). 

Özellikle segmentli genoma sahip virüslerde birden 
fazla klonun aynı hücreye transfekte edilmesi 
gerekmektedir. Ancak bu, daha iyi transfeksiyon ajanı 
(nontoksik) ve transfekte edilebilir hücre hattı 
ku l l an ımıy la mümkün o lab i lmekted i r. Baz ı 
araştırmacılar, yüksek seviyede rekombinant virüs 
üretimini yüksek etkinlik gösteren elektroporasyon 
metoduyla karşılamıştır (Surman ve ark., 2007). 
Nucleofector™, primer ve embriyonik hücrelerin 
çekirdeğine direk olarak DNA ve RNA aktarımını 
sağlayabilmektedir (www.lonza.com). HEK 293 gibi 
hücre hatları yüksek transfeksiyon etkinliğine sahiptir. 
Hücre hattı seçimi transfeksiyon etkinliği yanı sıra 
virüsün çoğalma göstermesiyle de yakından ilişkilidir.  
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yanıtın değişmemesi, atenüasyon kaybının mümkün 
olmaması ve diğer atenüasyon metodları ile kombine 
edilebilmesi gibi bazı avantajları mevcuttur. Bu 
yöntemle poliovirüs aşısı hazırlanmış ve atenüasyon 
farelerde ispat edilmiştir (Burns ve ark., 2006, Mueller 
ve ark., 2006). 

Negatif anlamlı segmentsiz virüslerde 5’ uca yakın 
genler daha az transkripsiyona uğramakta ve bu 
genlerden protein sentezi daha düşük miktarda 
yapılmaktadır. Dolayısıyla bir genin farklı bir bölgeye 
taşınması protein ekspresyon seviyesini değiştirerek 
viral replikasyonu ve virülensi azaltabilmektedir. Ör: 
VSV N geninin genomdaki ilk pozisyonundan aşağı akış 
(downstream) yönünde kaydırılması ile rekombinant 
VSV’nin in vitro çoğalmasının ve patojenitesinin 
azaldığı bildirilmiştir. Benzer bir uygulama kuduz P 
protein geni için denenmiş ve başarılı olunmuştur. Bu 
mutantlarda genlerin tekrar yer değiştirme ihtimali 
bulunmadığından çok istikrarlı atenüasyon fenotipi 
oluşturmaktadır (Flanagan ve ark., 2001, 2003, Wertz ve 
ark., 1998). 

Reverz genetik sistemlerin kullanımına yönelik bir diğer 
yaklaşım replikasyon defektli virüslerin üretilmesidir. 
Bu virüslerin replikasyonu engelleyici bir veya birkaç 
geni çıkarılmakta ve eksik genler stabil hücre 
hatlarından karşılanmaktadır. BSL-4 seviyesinde 
çalışma gerektiren EBOV gibi yüksek patojenik 
virüsler in daha düşük güvenlik seviyesinde 
çalışılmasına izin vermektedir. Replikasyon defektli 
virüsler kültür ortamında çoğalma gösterirken in vivo 
çoğalma göstermezler böylece aşı adayı olarak görev 
görebilmektedir. Yapılan çalışmalarda transkripsiyon 
için esansiyel VP30 geni çıkarılmış replikasyon kusurlu 
EBOV fare ve kobaylarda koruyucu yanıt ortaya 
koymuştur. EBOV çalışmaları da VP30 proteini 
eksprese eden kalıcı transfekte hücre hatlarında 
gerçekleştirilmiştir. (Halfmann ve ark., 2008, 
Mühlberger ve ark., 1998, Mühlberger ve ark., 1999, 
Watt ve ark., 2014, Wenigenrath ve ark., 2010) Yine T7 
polimeraz dayalı reverz genetik sistemlerinde M ve P 
geni bulunmayan kuduz virüsü üretilmiştir. Bu genlerin 
yerine G geni iki kez kodlanmıştır. İnsan dışındaki 
primatlarda nötralizan antikor yanıt uyaran bu virüs 
laboratuvar ortamında M ve P proteini eksprese eden 
hücre hatlarında çoğaltılmaktadır. Bu tür aşılarda 
reversiyon riski söz konusu değildir (Cenna ve ark., 
2009). 

Influenza virüsün konak hücreye tutunmasında terminal 
sialik asitle etkileşen ve füzyonla RNP’lerin salınımını 
sağlayan HA glikoproteini reverz genetik çalışmaları ile 

iyi karakterize edilmiş virülens faktörlerinden biridir 
(Wiley & Skehel, 1987, Han ve ark., 2001). Etkili bir 
füzyon için HA’nın HA1 ve HA2 alt üniteye bölünmüş 
olması gerekmektedir (Bertram ve ark., 2010).Viral 
replikasyon için önem arz eden bu işlem konak hücresi 
tarafından üretilen enzimlerle sağlanmaktadır. İnsan 
mevsimsel gribi ve düşük patojeniteli kanatlı gribi 
virüslerinde bölünme tekli arjinin kalıntısında meydana 
gelmektedir (Bertram ve ark., 2010, Böttcher ve ark., 
2006). Bu sebeple bu virüsler bu bazik kalıntıyı tanıyan 
enzimin bulunduğu konak dokularında sınırlı olarak 
kalmaktadır (Bertram ve ark., 2010, Zhirnov ve ark., 
2002) Yüksek virülensli alt tiplerin HA proteininde 
birden fazla bazik aminoasit kalıntıları ve bölünme 
bölgeleri bulunmuştur (Horimoto ve ark., 1995, Senne 
ve ark., 1996). H5N2’deki bu bölgelerin tavuklardaki 
viral patogeneze etkisi reverz genetikle ile çalışılmıştır. 
Bu çalışmada HA proteininde bazik aminoasit kalıntı 
sayısının dörtten daha fazla olduğu virüslerde letalitenin 
arttığı ve virüsün nöronlarla beyine ve kan ile sistemik 
organlara yayıldığı görülmüştür (Hatta ve ark., 2001, 
Schrauwen ve ark., 2012, Suguitan ve ark., 2012) 
İnfluenza virüsler mevsimsel aşı uygulamasını 
gerektirmektedir ve uygun formülasyonun belirlenmesi, 
gelişimi ve uygulanması biraz zaman almaktadır. 
Reverse genetik teknolojisindeki yeni gelişmeler, 
kurtarma ve üretime ayrılan zamanı aylardan haftalara 
düşürmektedir. Dormitzer ve ark. (2013), 5 gün gibi kısa 
süre içerisinde reverse genetik teknolojisi ile yeni HA ve 
NA dizilerinden rekombinant influenzavirüs üretmeyi 
başarmıştır. Bu teknoloji canlı influenza aşı adaylarının 
üre t iminde kul lanı lan reassor tant v i rüs ler in 
oluşturulmasında da kullanılabilmektedir. Böylece 
donör tohum virüsün (A/Ann Arbor/6/60 (H2N2)) 6 gen 
segmentini içeren ve mevsimsel gribe ait HA ve NA 
y ü z e y p r o t e i n l e r i n i i ç e r e n a ş ı l a r h ı z l a 
hazırlanabilmektedir. 

Influenza A virüs viral NS1 proteinlerin eksilmesi veya 
silinmesi ile tamamı atenüe edilebilmektedir. Bu 
rekombinant influenza virüslerin fare, at, domuz, kuş ve 
makaklarda burun içi aşılama sonrasında koruyucu 
immun yanıtı önemli bir biçimde uyarabilmektedir. Bu 
nedenle harika bir aşı adayı olarak nitelendirilmektedir. 
Influenza B virüsü için de aynı denemeler sonrasında 
benzer sonuçlar alınmıştır (Steel ve ark., 2009, Richt & 
Garcia-Sastre, 2009). 

Kanatlı influenza virüs alt tiplerinden H5N1 ve H9N2 
pandemik potansiyele sahiptir. Fakat H5N1 inaktif 
aşıları edinsel yanıt sınırlı şekilde ortaya çıkmakta ve 
canlı aşılar ise sirküle H5N1 ile aşı suşu arasındaki 
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reassortment ihtimali endişe yaratmaktadır (Perez ve 
ark., 2003, Perez & Garcia-Sastre, 2013). Bu endişeleri 
ortadan kaldırmak için H5N1 ve H9N2’ye karşı bivalan 
canlı influenza aşısı viral genom düzenlemesi yapılarak 
üretilmiştir. Bu amaçla çekirdek transfer proteini (NEP) 
H9N2 virüsün NS viral segmentinden çıkarılmış ve 
PB1’in sonuna eklenmiştir. H9N2’nin çıkarılan NEP 
geni lokasyonuna ise H5N1 virüsün HA geni 
yerleştirilmiştir. H5N1 virüs HA geni taşıyan yeniden 
düzenlenmiş H9N2 virüsü H5N1 çelıncına karşı tam 
koruma sağlamıştır. Son olarak modifiye M ve/veya NS 
segmentlerini içeren rekombinant influenza A H1N1 
virüsü üretimi gerçekleştirilmiştir (Pena ve ark., 2013). 

Inflenza virüs HA geni antijenik drift ve shifte oldukça 
duyarlıdır. Bu üniversal bir aşı geliştirme durumunu 
olumsuz etkilemektedir. İnfluenza virüs M2 proteine 
karşı birçok türde koruyucu yanıt ortaya çıkmıştır. Bu 
protein ile üniversal bir aşı hedeflenebilmektedir 
(Nogales ve ark., 2016). 

Umut vaat eden bir diğer yaklaşım vahşi tip virüse 
morfolojik olarak benzerlik gösteren yüksek 
immunojeniteli virüs benzeri partiküllerin (VLP) 
hazırlanmasıdır. VLP’ler viral genom içermediklerinden 
dolayı güvenli olduğu ve güçlü edinsel yanıtı ortaya 
çıkardığı kabul edilmektedir. VLP’lerin üretiminde 
influenza virüsler için tek başına HA ve NA proteini 
yeterli olmasına rağmen yaygın olarak HA, NA ve 
M1’in ekspresyonu ile oluşturulmaktadır (Treanor ve 
ark., 2007, Chen ve ark., 2007). Pushko ve ark. (2011) 
pandemik alt tip VLP (H5N1, H7N2 ve H2N3) ve 
mevsimsel VLP’nin (H1N1, H3N2 ve B) ferretlerde 
nötralizan antikor üretimini uyardığı ve çelınca karşı 
koruma sağladığını göstermiştir.  

Rapörtör Gen İle Viral Döngü Ve Patogenezin Daha 
İyi Anlaşılması  

Reverz genetik çalışmalarında kullanılan rapörtör genler 
lusiferaz, chloramphenicol acetiyl transferase (CAT) ve 
ultrviole ışık altında florosan ışıma yapan green 
fluorescent protein (GFP)’dir. Viral genomların modüler 
yapısı, rapörtör genlerin aktarımını kolaylaştırarak virüs 
reverz genetiğindeki ilerlemelere hız kazandırmıştır. 
Raportör genlerle desteklenmiş minigenom deneyleri, 
tüm virüs kurtarma girişimi öncesinde sistemin durumu 
hakkında araştırmacıya bilgi vermektedir (Fearns & 
Collins, 1999, Gauliard ve ark., 2006). 

Rapörtör genlerin viral genlerle aynı oryantasyonda 
klonlanması ve tranlasyondan önce transkripsiyona 
uğramaları gerekmektedir. Lusiferaz veya CAT gibi 
nicel rapörtör genlerin tercih edilmesi halinde 

replikasyon proteinlerini kodlayan plazmidlerin miktarı 
ve oranları optimize edilebilmektedir. Eğer GFP gibi 
nitel rapörtör gen tercih edilirse transfekte veya enfekte 
hücreleri görselleştirmek mümkün hale gelmektedir. 
Rapörtör genler ile rekombinant virüsün organizmadaki 
dağılımı, moleküler ve hücresel seviyedeki tropizmi, 
patogenezi, immun yanıtı kontrol eden hücresel 
proteinlerle etkileşimi değerlendirilebilmektedir. 
Transkripsiyon başlama-durma sinyallerini içeren genler 
arası bölgelerin fonksiyon ve karakteristikleri, promotör 
bölge yapıları ve ek nükleotitlerin promotör faaliyetini 
daha yüksek seviyeye çıkarıp çıkarmadığını veya 
bunların replikasyona üzerindeki etkileri rapörtör genler 
ile ortaya çıkarılabilmektedir. Ayrıca genomun 
replikasyonu, transkripsiyonu, kapsidasyonu ve virion 
morfogenezi için gerekli trans-acting protein ve cis-
acting yapıların yerleşim ve sınırları da rapörtör genler 
yardımıyla belirlenebilmektedir (Bridgen & Elliott, 
1996, Jackson ve ark., 2011, Stobart & Moore, 2014, 
Kelly & Strick, 2000, Wickersham ve ark., 2013). 

Antiviral Uygulamalar 

Viral replikasyonun ölçümü antivirallerin in vitro 
taraması açısından önem arz etmektedir. Luciferaz veya 
asetil transferazlar gibi rapörtör gen taşıyan tam 
uzunluktaki klon sistemleri veya yaşam döngü 
modellemeleri replikasyonun ölçümü ve potansiyel 
antivirallerin belirlenmesine izin vermektedir. 
Laboratuvar ortamında test edilen ve viral çoğalmayı 
durduran antiviraller viral enfeksyonların tedavisi adına 
umut vaat edici olmuştur (Jason, 2009, Pegoraro & 
Bavari, 2012). Gen terapisi ve viral hastalıkların tedavisi 
noktasında başvurulan uygulamalardan bir diğeri 
hücrede hedef bölgelere yönelik interferens RNA’ların 
(RNAi) sentezletilmesidir. Doğal hücre savunmasının 
taklit edildiği bu uygulamada hedef genlerin 
transkripsiyonu esnasında oluşan mRNA’lar ile 
tasarlanan komplementer RNA’ların dsRNA oluşturması 
beklenmektedir. Böylece mRNA yapıları ribozomlara 
ulaşamayacak ve hücresel dicer molekül kompleksleri 
ile 22 nükletotitlik parçalara dilimlenerek etkisiz hale 
getirilecektir. Influenza virüse karşı profilaktik etki 
amacıyla enfeksiyondan önce veya enfeksiyonun erken 
döneminde interfere RNA’ların yeterli konsantrasyonda 
inhalasyon yoluyla verilerek enfeksiyon bertaraf 
edilebilme yetisine sahip olduğu görülmüştür. Benzer 
sonucun Hepatitis C virüsü ile enfekte olmuş hastalara 
interfere RNA’ların transfekte edilmesi sonucunda 
ulaşıldığı bildirilmektedir. Ebola virus ve hepatit B virüs 
çalışılan diğer virüsler arasındadır (Tan & Yın, 2004, 
Levanova & Poranen, 2018). 
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Sonuç olarak reverz genetik, tıbbi ve ekonomik açıdan 
önemli virüsleri incelemek için kullanılabilecek 
güvenilir bir laboratuvar yöntemi haline gelmiştir. Virüs 
yaşam döngüsü, virüsün kurgulanması, viral proteinlerin 
patojenlikteki rolü ve viral proteinlerin konakçı hücre 
immün yanıt bileşenleri ile etkileşimi için güçlü bir araç 
sağlamaktadır. Reverz genetik sisteminin geliştirilmesi 
RNA ve DNA virüs genomunda tasarlanmış mutasyon 
oluşturma, nükleotit dizisi ekleme ve çıkarma 
uygulanmalarını mümkün kılarak viroloji alanında 
devrim yaratmıştır. Bu sistem virüs atenüasyonu, konak 
özgüllüğünün değiştirilmesi ve replikasyon defektli 
virüslerin üretiminde, nükleotit dizilerin yapı ve 
fonksiyonlarının belirlenmesinde yaygın olarak 
kullanılmaktadır Yüksek patojenik virüslerin daha düşük 
güvenlik seviyesinde çalışılmasına izin veren defektif, 
florasan veya lüminesen rapörtör genleri barındıran 
rekombinant formları antiviral ajanların veya nötralizan 
antikorların test edilmesine imkan tanımaktadır. Tek 
döngülü virüsler antiviral ve NA’ların belirlenmesinde 
vahşi virüslerin yerini tutan harika bir alternatiftir. 
Ayrıca güvenli, immunojenik ve koruyucu aşı ve/veya 
aşı vektörleri için harika bir seçenek sunmaktadır. 
Günümüzde, reverz genetik, viral genomları manipüle 
ederek bilinmezliklerin ortaya çıkarılması veya -iyi 
virüs- üretiminde rutin olarak kullanılmaktadır. 
Gelecekte virüs evrimi ile ortaya çıkacak yeni, yüksek 
patojenik ajanların irdelenmesi ve bu ajanlara yönelik 
koruyucu tedbirlerin hızla alınmasında reverz 
genetikçilere büyük sorumluluklar düşmektedir. 
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