BIYOTEKNOLOJIK ASILAR

2. GENETIK MUHENDISLIGI ILE HAZIRLANAN
ASILAR

Mikroorganizmalarn genomiarnda
yapllan baz maniplasyonlar ile elde edilen

tant mikroorganizmalar,
-Rekombinant mutant mikroorganizmalar,
- Bunlarnn uronleri asi olarak kullanilir.




B BIYOTEKNOLOJIK ASILAR
2. GENETIK MUHENDISLIGI ILE HAZIRLANAN

ASILAR

» MUTANT ASILAR

» Mikroorganizmalarn genetik yapilarnda yapay olarak

olusturulan mutasyonlar sonucu hazirlanan asilardir.




10 bases
@) Insertion GAGACAT TAC
—
GAGACAT TAC CTCTGTAATG

@ Substitution 9 bases

9 bases s |
GAGAATTAC

GAGACT TAC GAGAAT TAC CTCTTAATG

8 bases

GAGAT TAC
GAGA-T TAC CTOTeatile




Mutant Asilar

1. Klasik mutant mikroorganizma asilari
2.insersiyon mutant mikroorganizma asilari

3.Delesyon mutant mikroorganizma asilar




1. Klasik Mutant Mikroorganizma
asilari

Bu asilarda genetik muhendisligi kullaniimaz.

Klasik attenuasyon ve seleksiyon metotlarn ile
belirlenen mutant sus asi susu olarak kullanilir.

Bu virusun virulens genlerinde olusan mutasyonlar
sonucu virulensi azalhlmig, ancak antijenik kabiliyeti iyi
duzeydedir.

Bu asilar gercekte attenue asidirlar. Canh asilar gibi
belirli kosullarda ureme, vucuda yayilma ve
enfeksiyon olusturma niteligine sahiptirler.

Isi duyarh (temperature sensitive-tsg mutant asilar ve
soguga adapte (cold adapted —ca) mutant asilardan
bahsedebilirz.




Viruslar:

» - Belirli 1s1 sinirlan arasinda ureme yetenegine
sahiptirler.

= Bu sinirlar 20-24°C ile 39.5 °C arasinda degisir.

» Kanath viruslan igin ust sinir birka¢ derece daha
fazladrr.




Temperature sensitive (Ts)
mutant mikroorganizma asilar

Ist duyarlh mutant viruslar saha virusun nokta mutasyon
sonucu genetik yapisinda baz degisimi olusmasi
sonucudur.

Bu olay kodlanmis proteinin bir amino asidinin
degismesi ile sonucglanr.

Bunun sonucu olusan protein dusuk isilarda (31°C’de)

aktifken optimum ya da daha yuksek isilarda

fonksiyonel degildir. Cunku 3 boyutlu yapisini yitirir. S0z

Iéonulsubg?olcn bir yapisal protein olabilecegi gibi enzim
e olabilir.

Sonu¢ olarak; mutant virus sinirlanmus isilarda aktif,
buna karsin sinirlanmamis (non permisive) isilarda aktif
olmayan ozellik kazanr.




Ts mutant asilarn ozellikler

Ts mutantlar vahsi tip virusla ayni immunolojik
spesifiteye sahip proteinler uretirler. Yani ayni
immunolojik ozelliklere sahiptirler.

Dusuk isilarda vahsi tip kadar aktiviteye sahiptirler ve
bu isilarda yuksek duzeyde ¢ogaliriar.

-Bazi ts mutantlarda bir “gedik” ten bahsedilir. Bazen
yUksek isilarda fonksiyonel aktiviteler etkinligini
kaybetmeksizin azda olsa enfektif virus partikulu
uretimine devam eder.

Vabhsi tipe geri donus olasidir.




Soguga adapte mutantlar:

= Vahsi virusun yeni bir konakgida (ETY ve deneme
hayvani) dusuk isida uretilmesi ile elde edilir. Bunlar

soguk sartlarda ureme yetenegine sahip, attenue
astlardir.

» BHV-1 icin infranasal kullanilan soguga adapte mutant
asilar ornek olarak verilebilir.
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2.Insersiyon mutant
mikroorganizma asilar

* Mikroorganizmanin virulens geni igerisine baska bir
etkenin gen veya DNA'sinin integre edilmesi esasina
dayanir. Boylece virulens genine giren DNA sekansi,
bu genin butunlugunu bozar, ekspresyonuna engel
olur ve boylece virulens kaybi olusur.

« Bu asilar marker asi olarak kullanilir (pozitif marker ast).




3.Delesyon mutant mikroorganizma asilari

» Virus genomunda bulunan virulens
ile ilgili genlerin cikariimasi ile
hazirlanan asilardir.

» By asilar marker asi (negaftif marker
asl) olarak kullanilabilmektedir.




Marker Asilar:

Insersiyon mutanti ve delesyon mutanti virus iceren asilar

Marker Asilardir.

Pozitif Marker Asi
Negatif Marker asi

« Diger baz asilar da marker asilar icerisinde yer alir
(Sentetik peptit, subunit, vb).




Insersiyon-Delesyon mutant
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Pozitif marker asilarda,

» Dogal enfeksiyonu olusturan virusta bulunan antijenik
determinantlar yani sira inserte edilen gen tarafindan
determine edilen antijen de bulunur.

» Bu asilar ile dogal enfekte hayvanlari

avyirt etmek mumkun dedgildir.

» Yalnizca asih hayvanlar belirlenebilir.




Negatif marker asilarda ise,

Virus suslarnin yapisal komponentlerini kodlayan
genlerin metabolik yollarla kismen ya da tamamen
cikarnlmasi esasina dayanir.

Bu cikarilan genler virus replikasyonu icin gerekli
olmayan genlerdir.

Saha virusunda var olan antijenik determinantlardan
birisi cikarlarak hazirlanan bu asilar, ticari kit kullanimi
ile asih ve enfekte bireyleri ayirt etmede kullanilabilir.

Bugun BHV-1 enfeksiyonunun eradikasyonu
calismalarinda bu asilar dnemli yer tutmaktadir.




20HV -1 gE(-) marker asilar

Glikoprotein E (gE) yi kodlayan genin ¢ikartilmasi (deletion mutant)
ile elde edilmektedir. Bu gen patojeniteden sorumlu olup, virus
replikasyonu igin esansiyel degildir.

ASI virusu




