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S›¤›r vebas› hastal›¤› s›¤›rlarda mortalite ve
morbiditesi % 95’den daha yüksek oranda seyreden viral
bir hastal›kt›r. Hastal›k atefl, kanl› ishal ve infekte
hayvanlar›n sindirim sistemi mukozas›nda erozyon ve
ülserasyonla karakterizedir (1,2). Bu hastal›k ülkemizin
de aralar›nda bulundu¤u birçok ülkede etkin savafl›m
neticesinde tam olarak eradike edilmesine ra¤men, pek
çok ülkede hala s›¤›r yetifltiricili¤ini tehdit etmektedir (3). 

Paramyxoviridae ailesinin morbillivirüs cinsi içerisinde
yer alan s›¤›r vebas› virüsü (RPV), tek iplikli, negatif
anlaml› genomun 3' ucundaki tek promotordan aç›klanan
bir yap›ya sahiptir (1,4). S›¤›r vebas› virüsü zarl›, helikal

nükleokapsit ile küresel bir morfolojiye sahip olup alt›
tane yap›sal proteini vard›r. S›¤›r vebas› virüs proteinleri
large (L), fosfoprotein (P), hemaglutinin (H), matriks
(M), nükleoprotein (N), füzyon (F) olarak
isimlendirilmifltir. Daha sonra yap›lan çal›flmalarda ise
virüsde yap›sal olmayan C ve V olarak isimlendirilen iki
protein daha bildirilmifltir (5). Transkripsiyon haritalama
yöntemiyle, viral genom üzerindeki yap›sal proteinleri
kodlayan genlerin dizilifli 3' yönünden 5' yönüne do¤ru N-
P-M-F-H-L olarak belirlenmifltir (2,5). 

Matriks geni, 1457 nükleotid uzunlu¤unda olup
yaklafl›k 38 kDa a¤›rl›¤›nda M proteini sentezlemektedir.
Glikolize olmayan M proteini nükleokapsid ve lipid
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Özet: Bu çal›flmada s›¤›r vebas› virüsü (RPV) RBOK afl› suflu matriks (M) geni polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ço¤alt›ld› ve
TOPO® XL klonlama vektöründe klonland›. Bu amaçla Vero hücreleri RPV afl› suflu ile infekte edilerek toplam RNA’lar elde edildi.
Toplam RNA’lardan tersine transkripsiyonla M geni kopya DNA’lar› (cDNA) ço¤alt›ld›. Matriks genine özgü primerler kullan›larak
cDNA’lardan ço¤alt›lan M geni TOPO® XL klonlama vektörüne direkt yerlefltirildi ve bu rekombinant DNA kompetan Escherichia coli
(E. coli) JM109 hücrelerine transforme edildi. Rekombinant plazmid pTOPO XL’de M geninin bulunup bulunmad›¤›n› anlamak için,
hem PZR tarama hem de enzim kesim deneyleri uyguland›. 
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Amplification of the Matrix Gene of RBOK Vaccine Strain of Rinderpest Virus (RPV) by
Polymerase Chain Reaction and Cloning into TOPO® XL Cloning Vector

Abstract: In this study, the matrix (M) gene of the RBOK vaccine strain of rinderpest (RPV) was amplified by polymerase chain
reaction (PCR) and cloned into TOPO® XL cloning vector. For this purpose, Vero cells were infected with the RBOK vaccine strain
of RPV and total RNA was obtained from the infected cells. cDNA of the matrix gene was obtained by reverse transcription from
the total RNA. Amplification of the cDNA with PCR was achieved by using the M gene specific primer and PCR products of the M
gene were directly ligated into the TOPO® XL cloning vector and this recombinant plasmid DNA transformed into JM109 competent
E. coli cells. To determine the presence of the M gene in the recombinant plasmid pTOPO XL, both PCR and restriction enzyme
digestion assays were performed. 
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membran üzerinde bulunmaktad›r. Matriks proteinlerinin
zarl› virüslerin tomurcuklanmas› ve kurgulanmas›nda
önemli bir role sahip olduklar› bilinmektedir (6,7).
Paramiksovirüslerde M proteini viral RNA sentezi
aflamalar›n› düzenlemekte, in vitro olarak hücresel aktin,
viral nükleokapsid ve yüzey glikoproteinleriyle de
etkileflmektedir (8,9). Bu sebeplerden dolay› M geni virüs
patojenitesi ve virülensi üzerine etkilidir (6,8). 

Klonlama çal›flmalar› gen maniplasyonlar›na büyük
kolayl›k sa¤lamakla birlikte virüs biyolojisi, patojenitesi ve
ba¤›fl›kl›k sistemi üzerindeki çal›flmalara da imkan
vermektedir (9-12).

Bu çal›flmada, RPV ile infekte Vero hücrelerinden elde
edilen RNA’lar kullan›larak tersine transkripsiyon ve PZR
ile RPV M gen bölgesinin ço¤alt›lmas›, ço¤alt›lan M
geninin TOPO® XL klonlama vektörüne yerlefltirilmesi,
rekombinant vektörün Escherichia coli (E. coli) hücresine
transforme edilmesi ve E. coli hücrelerinde M geninin
klonlanmas› amaçlanm›flt›r.

Materyal ve Metot

Hücre ve virüs: Yeflil maymun böbrek hücreleri
(Vero) % 10 fötal s›¤›r serumu (Sigma, St. Louis, MO,
ABD), 100 IU/ml penisilin ve 100 µg/ml streptomisin
içeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)’da
üretildi. Çal›flmada virüs olarak Etlik Araflt›rma
Enstitüsünde üretilen hücre kültürüne adapte RPV RBOK
afl› suflu kullan›ld›.

Toplam RNA izolasyonu: Yirmibefl cm2’lik hücre
kültür kab›n›n yaklafl›k % 60-70’i Vero hücreleri ile
kapland›ktan sonra RPV afl› suflu ile infekte edildi. Virüsün
sitopatik etkisi (CPE) her gün mikroskopta gözlendi.
‹nfeksiyonun 5. gününde hücrelerin yaklafl›k % 80’inde
CPE görüldü¤ünde, bu hücreler kullan›larak toplam RNA
izolasyonu steril flartlar alt›nda üretici firman›n önerisi
do¤rultusunda TRI reagent (Sigma) ile yap›ld› (13).

Tersine Transkripsiyon ve PZR: Öncelikle toplam
RNA’lar kullan›larak M geninin protein kodlama bölgesine
özgü primerler (M1:5'-ggg aat tcc cac cat ggc aga aat t -
3' ve M2 5'-gga agc ttc cgt cga ccc tta cag gac ctt-3') ve
tersine transkriptaz (Promega) enzimi ile cDNA’lar elde
edildi (14). Primerlerin dizayn edilmesinde gen bankas›
X76186 s›¤›r vebas› RBOK afl› suflu gen diziliminden
yararlan›ld› (6). Elde edilen cDNA’lar PZR’da kal›p olarak
kullan›ld›. Bu aflamada 2 µl cDNA, 2 µl 10 pmol primer, 4
µl 1,25 mM dNTP (Promega), 5 µl 25 mM MgCl2

(Promega), 5 µl 10X PCR buffer (Promega), 1 µl 2U Taq
DNA Polimeraz›n (Promega), kullan›ld›¤› 50 µl PZR
kar›fl›m› haz›rland›. PZR ifllemi 95 °C’da 2 dakikal›k
inkübasyonun ard›ndan, 94 °C’da 1 dakika, 55 °C’da 1
dakika, 72 °C’da 3 dakikada, 35 siklus gerçeklefltirildi.
PZR ifllemi bitiminde reaksiyon tüpleri 72 °C’da 8 dakika
inkübe edildi. PZR ile ço¤alt›lan M geni % 1,5’lik agaroz
jelde etidyum bromid boyama ile gösterildi (12).

Matriks geninin agaroz jelden pürifikasyonu: PZR
ile ço¤alt›lan M geni % 1,5’lik agaroz jelde ultraviole (UV)
alt›nda görüldü. Matriks genini içeren agaroz jel bölgesi
steril bisturi ile kesilerek mikrosantrifüj tüpüne
yerlefltirilip Wizard® PCR Preps DNA purification System
(Promega) kullan›larak pürifiye edildi (15).

Matriks geninin TOPO® XL klonlama vektörüne
yerlefltirilmesi ve E. coli’ye transformasyonu: Jelden
pürifiye edilmifl M geninin 4 µl’si ile 1 µl pCR®-XL-TOPO®

vektöründen (Invitrogen) haz›rlanan kar›fl›m
mikrosantrifüj tüpüne konularak 5 dakika ligasyon için
inkübe edildi. Reaksiyon 1 µl 6X TOPO durdurma
solüsyonu ilave edilerek sonland›r›ld›. Önceden RbCl
(Sigma) metoduna göre haz›rlanan, kompetan JM109
hücrelerinin 100 µl’sine, 6 µl ligasyon ürünü ilave edildi ve
yar›m saat bekletildi (16). Bu inkübasyon periyodunun
ard›ndan 42 °C’da 2 dakikal›k ›s› floku uygulanarak
plazmidin E. coli’ye transformasyonu gerçeklefltirildi.
Daha sonra hücre porlar›n› tekrar kapatmak için hücreler
4 °C’da 2 dakika bekletildi. Hücrelerin üzerine 400 µl
Lurie-Bertani (LB) s›v› besiyeri ilave edilerek 1,5 saat 37
°C’da sallay›c› üzerinde inkübe edildi. Transforme
hücreler 60 µg/ml kanamisin içeren LB kat› besiyerine
ekildi ve 37 °C’da 1 gece bekletilerek selekte edildi. 

PZR tarama ve kesim enzimleri ile do¤rulama:
Miniprep öncesinde kolonilerin M genini tafl›y›p
tafl›mad›¤›n› ö¤renmek için PZR tarama deneyleri yap›ld›
(17). Kanamisinli kat› besiyerinde üreyen kolonilerin
istenilen rekombinant plazmidler olup olmad›¤›n›
belirlemek için öncelikle kolonilere steril kürdan
de¤dirilip, koloniler numaraland›r›lm›fl baflka bir
kanamisinli kat› besiyerine ekildi. Daha önceden
haz›rlanan 2 µl 25 mM MgCl2 (Promega), 2 µl 10X PCR
buffer (Promega), 3 µl 1,25 mM dNTP (Promega), 4 µl
10 pmol/µl M genine özgü primerler ve 4 µl dH2O içeren
kar›fl›ma besiyerindeki koloni kürdan vas›tas›yla ilave
edilip 95 °C’de 10 dakika tutuldu. Buradan mikrosantrifüj
tüpleri k›sa süreli santrifüj edildikten sonra içerisinde 0,3
IU Taq polimeraz bulunan (Promega) 5 µl dH2O eklenip,
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mineral ya¤ damlat›ld›. Tüpler 95 °C’da 5 dakika, 94
°C’da 1 dakika, 55 °C’da 1 dakika, 72 °C’da 1 dakika 25
siklus PZR tarama uyguland›. PZR ürünleri % 1,5’lik
agaroz jelde yürütüldükten sonra UV ›fl›k alt›nda
görüntülendi. PZR tarama sonuçlar›na göre rekombinant
plazmidleri içerdi¤i belirlenen kolonilerden plazmid
DNA’lar› alkali lizis metoduyla elde edildi (12). Ek bir
do¤rulama deneyi olarak rekombinant plazmidlerde M
geninin varl›¤› EcoRI-SalI, SalI, HindIII enzim kesimleri ile
teyit edildi (12).

Bulgular 

Bu çal›flmada, s›¤›r vebas› virüsü ile infekte edilen Vero
hücrelerinde infeksiyonun 5. gününde yaklafl›k olarak %
80 oran›nda CPE gözlemlendi. Bu aflamada infekte
hücrelerden toplam RNA’lar elde edildi ve M genine özgü
primerlerle tersine transkripsiyon gerçeklefltirildi. Bu
cDNA’lar›n kal›p olarak kullan›ld›¤› PZR aflamas›ndan
sonra yaklafl›k 1038 bazl›k M geni elde edildi (fiekil 1 hat
2).

Matriks geninin TOPO vektörüyle ligasyona tabi
tutulup kompetan E. coli’ye transformasyonundan sonra
elde edilen rekombinant plazmidlerin belirlenmesi amac›
ile öncelikle PZR tarama yap›ld› (fiekil 2 hat 2,3,4). Ayn›
çal›flmada ek do¤rulama deneyi olarak rekombinant
plazmidlerin EcoRI-SalI enzimleri ile kesilmesinden sonra
istenilen 1038 bazl›k M geni elde edildi (fiekil 3 hat 4).

TOPO klonlama vektöründe SalI enzim kesim bölgesi
bulunmamas›na ra¤men rekombinant plazmid DNA’s›nda
SalI kesim bölgesinin varl›¤› kesim deneyleri ile gösterildi
(fiekil 3 hat 3). HindIII enzimi ile yap›lan kesim
deneylerinde ise yaklafl›k 1100 bazl›k M geni gösterildi
(fiekil 3 hat 5). Ayn› zamanda bu büyüklükte ç›kan parça
klonlama vektörüne M geninin do¤ru bir oryantasyonda
yerleflti¤ini göstermektedir. TOPO vektörü 3519 bazl›k
olup M geninin yerleflmesiyle yaklafl›k 4557 bazl›k bir
rekombinant vektör elde edildi (fiekil 3 hat 2). Bu vektör
pTOPO XL Matriks diye isimlendirildi.

Tart›flma

Paramyxoviridae ailesinin morbillivirüs cinsi içerisinde
yer alan s›¤›r vebas› virüsünün k›zam›k, köpek gençlik
hastal›¤› ve küçük ruminant vebas› virüsleri ile antijenik
yak›nl›¤› oldu¤u bilinmektedir (1,18). Yap›lan
çal›flmalarda M geninin morbillivirüslerde iyi derecede
korunmufl oldu¤u bilinmektedir (6). 

DNA topoizomerazlar prokaryotik ve ökaryotik
hücreler içerisinde bulunan bir enzimdir. Bu enzimler
DNA’n›n kimyasal kompozisyonunda herhangi bir
de¤ifliklik yapmaks›z›n DNA’n›n farkl› topolojik izomerleri
aras›ndaki de¤iflimleri katalizlemektedir.
Topoizomerazlar bir yada iki DNA molekülünü keser ve
daha sonra çift heliks yap›s›n› döndürerek yap›y› ya
s›k›flt›r›r yada gevfletir. Topoizomerazlar pozitif yada
negatif süper sarmal yap›lar› bozabilece¤i gibi DNA
molekülünü pozitif süper sarmal hale de getirebilir (19).
Topoizomerazlar›n bu özelliklerinden yararlan›larak
direkt PZR ürünü yada pürifiye PZR ürününü klonlama
vektörüne yerlefltirmek mümkün olmaktad›r. (C/T)CCTT
dizisini tan›yan TOPO klonlama vektöründe Vaccinia
virüsün topoizomeraz I enzimi kullan›lmaktad›r. Bu
enzimle muamele edilen DNA kesilmekte ve 3' fosfotirozil
ba¤ ile baflka bir DNA molekülünün serbest 3' ucu
birleflmektedir. Linear yap›da bulunan klonlama
vektöründeki 3' ucuna as›l› Timidin (T), 3' uçlar›na
Adenozin (A) eklenmifl PZR ürünleri ile birleflir (19,20).
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fiekil 1. % 1,5’lik agaroz jelde matriks geninin gösterilmesi. 
Hat 1; 100 baz’l›k ladder DNA, Hat 2; Matriks geni, Hat 3;
Lambda DNA HindIII marker.



Bu özelliklerinden dolay› topoizomeraz klonlama vektörü,
klonlama çal›flmas›nda emek ve zaman aç›s›ndan büyük
kolayl›k sa¤lam›flt›r. 

Mevcut çal›flmalarda primerleri olufltururken 5' ucuna
EcoRI enzim kesim bölgesi, 3' ucuna ise HindIII ve SalI
enzim kesim bölgeleri yerlefltirildi. Böylece planlanan
protein aç›klanmas› çal›flmalar›nda birçok memeli
aç›klama vektörünün kullan›lmas›na da olanak
sa¤lanm›flt›r. Bu tür çal›flmalar M geninde yap›lacak
manipülasyonlara ve mutasyon çal›flmalar›na da imkan

vermektedir. Aç›klama çal›flmalar›n devam›nda protein
pürifikasyonlar›, monoklonal antikor elde edilmesi, DNA
immunizasyonlar› çal›flmalar›n›n yap›lmas›
düflünülmektedir. Bununla birlikte bu çal›flmada, M
geninin klonlanmas› ülkemizde gen kütüphanesi
oluflturma çabalar›n›n bir parças› olarak da
de¤erlendirilmelidir.
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fiekil 2. % 1,5’lik agaroz jelde PZR taraman›n gösterilmesi. 
Hat 1; 100 baz’l›k ladder DNA, Hat 2, 3 ve 4; PZR tarama
ile pozitif koloniler.

fiekil 3. % 1,5’lik agaroz jelde pTOPO XL Matriks’in kesim
enzimleriyle do¤rulanmas›. 
Hat 1; Lambda DNA EcoRI HindIII marker, Hat 2;
Kesilmemifl pTOPO XL Matriks, Hat 3; pTOPO XL Matriks’in
SalI enzim kesimi, Hat 4; pTOPO XL Matriks’in EcoRI-SalI
enzim kesim, Hat 5; pTOPO XL Matriks’in HindIII enzim
kesimi, Hat 6; 100 baz’l›k ladder DNA.
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