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OZET

Hammerhead ribozimlerin (RNA enzimleri) terapétik amagla uygulanabilmeleri igin, istenilen hedefle bag-
lanmalari sarttir. insan immiinyetmezlik viriisti (HIV) infeksiyonu, viriisiin env geninin ekspresyonuna baglidir.
HIV Rev proteini; viristin env RNA’sinda bulunan karmasik yapili “Rev Binding Element (RBE)”e baglanir. Ri-
bozimleri kullanan anti-HIV gen tedavisinde; HIV mRNA’si ile anti-HIV ribozim molekiillerinin birbirlerine
baglanma (co-lokalizasyon) olasiligini arttirmak igin asagidaki yontem &nerilmistir: Orjinal HIV RBE niikleotid
dizisi ribozim molekiiliine eklendiginde, Rev protein monomerlerinin hem HIV genomundaki hem de ribozim
+ RBE flizyon molekiliindeki RBE’lere eszamanli baglanmalari ve miiteakip multimerizasyonlari ile HIV RNA
ve terapotik anti-HIV ribozim RNA’larin birbirlerine baglanma olasiligi arttirilabilir. Bu anlamda Yamada ve ar-
kadaglari, HIV RBE molekiiliini, HIV-1 RNA’sini U5 bolgesinden kesen bir Hairpin ribozime birlestirdiler. ““Sa-
dece ribozim ve ribozim + RBE fiizyon molekilii” ile yaptiklari karsilagtirmali in vivo ¢alismalarinda, fiizyon
molekdliiyle antiviral aktivitede ribozime gére énemli bir artis elde ettiler. Fakat yukaridaki fikrin calistigini
gosteren herhangi bir in vitro bulgu rapor etmediler. Bu ¢alismamizda, in vitro olarak, Rev proteini araciligly-
la terapétik ribozim ve HIV RNA’larin biraraya gelip gelmedigini arastirdik. Bu amagla HIV env geninin, HIV
infeksiyonunun yayilmasinda énemli rol oynayan gp120 ve gp4| proteinlerini doguran kisminda, ribozimlerin
baglanabilecegi en uygun yeri saptadiktan sonra buradan HIV RNA’sini kesen bir Hammerhead ribozim hazir-
ladik ve ona 3’ ucundan HIV-1 RBE molekiili ekledik. Rev baglama ve “gel shift retardation assay”lerini kul-
lanarak Rev multimer k&priisii ile, igerisinde HIV ve ribozim RNA’lari ile Rev proteini ve RBE molekiillerini
(hem fiizyon RNA hem de HIV genomundaki) igceren ribontikleoprotein (RNP) komplekslerinin olusup olus-
madigini test ettik. Sonuglarimiz, Rev protein monomerlerinin, HIV genomundaki ve fiizyon molekiiliindeki
RBFE’lere eszamanli baglanma ve miiteakip multimerizasyonlariyla HIV ve ribozim RNA’larini biraraya getire-
bilecegini ve bu yontemin ribozimlerin antiviral etkisini arttirmada etkin bir rol oynayabilecegini géstermek-
tedir.
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SUMMARY

Co-Localization of Hammerhead Ribozymes and
HIV RNA’s by Rev Multimerization

To effectively apply Hammerhead ribozymes as therapeutic agents it is necessary to co-localize them with
the desired target. Human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) infectivity is dependent on env gene exp-
ression. HIV-1 Rev protein binds to a higher ordered RNA structure within the env transcript termed the
Rev Binding Element (RBE). In anti-HIV gene therapy employing ribozymes to increase the co-localization of
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anti-HIV ribozymes with target HIV mRNAs, it has been proposed that when the native HIV-1 RBE is appen-
ded to a ribozyme as a decoy molecule, simultaneous binding of Rev monomers to the RBE sequences in
both HIV-I genome and in the ribozyme-RBE fusion molecule and their subsequent multimerization may ser-
ve to increase the co-localization of ribozyme with HIV-1 mRNA. In this respect, Yamada et al. have combi-
ned the native HIV-1 RBE sequence with a Hairpin ribozyme targeted to the U5 region of HIV-I. Their da-
ta have demonstrated a substantial enhancement of antiviral activity in vivo when both RBE and ribozyme
were present in comparison to either one alone. But their studies never demonstrated co-localization in vit-
ro. In this study we have tested the concept of Rev mediated co-localization in vitro. After detection of the
most accessible sites for Hammerhead ribozymes targeting a region of the HIV-1 env gene encoding gp120
and gp4| proteins, we designed anti-env Hammerhead ribozymes against these sites and fused them with the
native HIV-1 RBE sequences. Using Rev binding and gel shift retardation assays we have tested whether or
not RNP complexes which include Rev, the RBE, ribozyme and the HIV-I mRNA are formed as a result of
Rev multimerization. Our results here demonstrate that simultaneous binding of Rev monomers to the RBE
sequences in both HIV-1 genome and in the fusion molecule and their subsequent multimerization can co-
localize ribozyme and target RNAs and that this method can be effective in the enhancement of ribozyme’s
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antiviral activity.
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Ribozimler baglandiklar1 hedef RNA’larda fosfo-
diester baglarini cok spesifik olarak kesebilen RNA
molekiilleridirlll. Hiicre icinde ekspres edildiklerinde,
gerek hiicreye yeni girmis gerekse de hiicre icinde
veni yapimis RNA’lar1 kesmek suretiyle insan im-
miinyetmezlik virtisii (HIV) replikasyon siirecindeki
pre ve post-integrasyon olaylarina miidahale edebi-
lirler!2].

HIV hayat siklusunun erken dénemlerinde sen-
tez edilen HIV Rev proteini, kismi “splicing
(RNA’daki intronlarin uzaklastirilmasi)”e ugramis ve-
va hic ugramamis HIV RNA’larinda bulunan “Rev
Response Element (RRE)”e baglanarak HIV yapisal
genlerinin (gag, pol, env) ekspresyonunu kontrol
eder ve bu genlerin niikleus disina tasinmalarim ve
sitoplazma icinde kullanilmalarinm kolaylastirir3-51,

Baglanmak icin en uygun yeri bulma (accessibi-
lity) ve hedefe baglanabilme (co-lokalizasyon) ribo-
zim cahsmalarinda asilmasi gereken en oncelikli
adimlardir. Her ikisi de ribozim ve hedef RNA’larin
niikleotid dizi siralanmalarina, sekonder yapilarina
(katlanmalarina) ve RNA-protein interaksiyonlarina
cok siki baghdir.

Onceki calismalar, ribozim/hedef RNA co-lokali-
zasyonundaki bir artisin ribozimlerin hedef RNA'yi
tahrip etmesinde de bir artisa neden oldugunu gés-
termistirl6.7]. Ribozimleri kullanan anti-HIV gen te-
davisinde; HIV mRNA’si ile anti-HIV ribozim mole-
kiillerinin birbirlerine baglanma (co-lokalizasyon) ola-
sihgini arttirmak icin asagidaki yéntem onerilmistir:
Orijinal HIV “Rev Binding Element (RBE)” niikleotid
dizisi (RRE icinde HIV Rev proteininin baglandig
asil kisim, RBE) ribozim molekiiliine birlestirildigin-

de, Rev protein monomerlerinin hem HIV geno-
mundaki hem de fiizyon molekiiliindeki RBElere ay-
ni anda baglanmalar1 ve bunu izleyen multimerizas-
yonlart ile HIV ve ribozim RNA’larin birbirlerine
baglanma olasihig arttinlabilir. Bu anlamda Yamada
ve arkadaslari, HIV RBE molekiiliinii; HIV-1
RNA’sim U5 bolgesinden kesen Hairpin ribozime
bagladiklarinda, fiizyon molekiiliiniin antiviral etkisi-
nin sadece ribozime gére anlaml bir sekilde arttigini
buldularl8l. Fakat yukarndaki fikrin gerceklestigini
gosteren herhangi bir in vitro bulgu rapor etmediler.

Yamada ve arkadaslari cahsmalarinda “decoy
(vem-tuzak)” molekiil olarak RRE nin hemen hemen
yarisini kullanirken biz de, “Rev baglamak icin yeter-
li olabilecegi ve ¢ok biiyiik niikleotid dizisi daha bas-
ka proteinler icin de baglanma yeri olusturabilir” ola-
sihgyla sadece HIV-1 RRE nin RBE kismini “decoy”
olarak kullandik. Bu amagla HIV RBE,“ribozimin
baglanabilecedi en uygun yeri bulma” calismalarin-
dan sonra tespit edilen 7637 no’lu yer icin hazirla-
nan Hammerhead ribozime ilave edildil®l.

Buradaki calisma Rev multimerizasyonu ile co-lo-
kalizasyonunun meydana geldigini in vitro olarak is-
patlamaktadir. Ayrica, bu olayin Rev baglama kapa-
sitesine sahip olmak sartiyla sadece ribozim molekii-
liyle de miimkiin olabilecegini géstermektedir. Oyle-
ki, ribozim, fiizyon molekiiliinden daha kuvvetli co-
lokalizasyon géstermistir (Sekil 4).

7637 ribozimle alinan sonuglar, Rev multimer
kopriisii ile co-lokalizasyondan baska, Rev baglama
kabiliyetli bir ribozimin in vivo sartlarda hedefine ula-
sip baglanamasa bile en kotii olasilikla “decoy” me-
kanizmayla yine hedef {izerinde bir inhibitér etki
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gosterebilecegini ve dolayisiyla bu da ribozimlerin
antisense ve kesme etkilerinden baska “decoy” etki-
lerinin de olabilecegini gostermektedir.

Tki RNA molekiiliinii bir protein képriistiyle (Rev
multimer k&priisii) biraraya getirme konusunda ca-
lismamiz bir ilki teskil etmektedir (Sekil 1).

MATERYAL ve METOD

Ribozim ve Ribozim-RBE Fiizyon
RNA’larinin Dizaym ve Hazirlanmasi

HIV env RNA’sin1 7637 no’lu niikleotidden ke-
sen ribozim molekiilii hem normal (wild tip-wt) hem
de mutasyonlu (mutant-mt) olarak hazirland: ve fiiz-
yon molekiiliinti hazirlamak icin HIV-1 RBE dizisi
her iki tip ribozime eklendi. Bir ucunda Xho I ve di-
gerinde Mlu I “simnirlayici enzim kesme yerleri™ni ice-
ren fiizyon molekiilii, pBS-SK 1I plazmid vektdrii
(Stratagen) icine klonlandi. Ekspresyon seviyesini
arttirmak amacyla ribozim ve fiizyon genleri, Xho I
ve Mlu I yerleri kullanilarak daha sonra Pol Ill ve Ret-
roviral vektor gibi bircok ekspresyon vektériine yer-
lestirebilir.

57 uclarinda BamHI ve EcoRI “sinirlayict enzim
kesme yerleri’ni iceren ve 3’ uclarinda 10-12 niikle-

-

Flizyon molekili

Sekil 1. HIV ve fiizyon RNA'larin Rev multimer kop-
riisii ile biraraya getirilebilecegini ileri siiren hipo-
tezin temsili gosterimi.

otidle birbirlerini antiparalel olarak tamamlayan “ri-
bozim oligoniikleotidleri”’nin niikleotid dizisi asagida-
ki gibidir:

7637-5 oligo: 5’-CGGGATCCCGAGGAGGC-
GATTTCGTCCTCACGGACTCA-3’

7637-3’ oligo: 5-CGGAATTCCGTTGTCCCT-
CACTGATGAGTCCGTGAGGA-3’

(ribozimin mutantin1 hazirlamak icin 3’ oligoda
alti cizili G niikleotidi A ile degistirilmistir.)

“Ribozim-RBE fiizyon RNA"y1 hazirlamak icin
kullanilan 5’ ve 3’ primerler asagidaki gibidir:

5 RBE oligo (57 nt): 5-GCTCTAGAGCCTC-
GAGTGGGCGCAGCGTCAATGACGCTGACG
GTACACGGGATCCCG-3

(alt1 cizili niikleotidler Xbal, Xhol ve BamHI yer-
lerini, koyu harfler ise wt RBE niikleotid dizisini g&s-
termektedir.)

3’ RBE oligo (26 nt): 5-GGGGTACCCCACGC-
GTCGGAATTCCG-3

(alt1 ¢izili niikleotidler Kpnl, Mlul ve EcoRI yerle-
rini gbstermektedir.)

Ribozim molekiillerini elde etmek icin 5 ve 3’
ribozim oligolar1, 50 pL polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR)’'nda asagidaki gibi cogaltildi: Numune tiipiine
ayr1 ayr1 100 pmol (picomol) 5’ ve 3’ ribozim oligo-
su, 5 pL 10X polimeraz tampon soliisyonu (buffer)
(NEB, New England Biolab) [100 mM KCI, 200 mM
Tris-HCI (pH 8.8), 100 mM (NH,4),SO4, 20 mM
MgSQy, %0.1 Triton X-100], 4 pL dNTP (2.5 mM)
ve 1 pL Vent DNA polimeraz (200 U/uL) (NEB) ve
50 pL'yi tamamlayincaya kadar DEPC su (%0.1 di-
etil-pirokarbonat ile sterilize edilmis distile su) kondu.
PCR, hot start teknigi kullanilarak 94°C’de ti¢ daki-
ka; 94°C’de bir dakika, 55°C’de bir dakika,
72°C’de bir dakika; 72°C’de on dakika sartlarinda
bes siklus olarak gerceklestirildi. Ribozimleri iceren
PCR bantlarinin agaroz jelden izolasyonundan son-
ra, flizyon molekiillerini elde etmek icin ikinci bir
PCR asagidaki gibi yapildi: 1-2 pL ilk PCR tirtinii (bu
miktar konsantrasyona bagh olarak azalabilir veya
cogalabilir), ayr ayr1 100 pmol 5" ve 3’ RBE oligo-
su, 5 pLL 10X polimeraz tampon soliisyonu (NEB), 4
pL dNTP (2.5 mM) ve 1 pL Vent DNA polimeraz
(200 U/pL) (NEB) ve 50 pL'yi tamamlayincaya ka-
dar DEPC su PCR tiipiine kondu. PCR, birinci PCR
sartlaryla ayni sartlarda ve 20 siklus olarak yapildi,
agaroz jelde elektroforezden sonra fiizyon molekiilii-
nit iceren PCR {iriinleri jelden izole edildi. Ribozim
ve flizyon genlerini pBS-SK I plazmidine yerlestir-
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mek (klonlamak) icin, son PCR iiriinii (insert) ve
pBS-SK I plazmidi (vektér) Xbal ve Kpnl simnirlayict
enzimleriyle kesildikten sonra, 20 pL’lik bir ligasyon
(baglama) reaksiyonu 1:10 vektor/insert orani ve T4
DNA ligaz (Promega) enzimi ile 16°C’de gece boyun-
ca gerceklestirildi. Icerisinde klonlanmus fiizyon gen-
lerini iceren plazmid cogaltiip bol miktarda elde edil-
dikten sonra -80°C’de sakland.

RNA/Protein Baglama Calismalan
(“Protein Binding” ve “Gel Retardation
Assays”)

Protein baglama calismalann bazi degisikliklerle
Brice ve arkadaslan tarafindan tanimlanmis proto-
kole gore yapildil10l. Baglama reaksiyonlari silikoni-
ze Eppendorf tiiplerinde 20 pL’de ve oda sicakhigin-
da yapildi. Her numune sunlar iceriyordu: 8 pL
%2.5 Triton-100X (SIGMA); 1-4 uL. RNA HIV, ri-
bozim, fiizyon RNA’larindan biri) (protokol geregi
arzu edilen RNA konsantrasyonu bu hacim araligin-
da olmalh); 0.5 pL (20 units) RNasin (Promega); Rev
proteini (arzu edilen miktar arzu edilen voliimde) ve
20 pL’ve kadar baglama reaksiyonu soliisyonu (bin-
ding buffer) [50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH
7.5), 1 mM DTT, 2 mg/mL “Bovine Serum Albu-
min (BSA)”] (protokol geredi minimum hacim 5.5
pL olmali). “National Institute of Health (NIH)"den
elde edilen Rev proteininin orjinal konsantrasyonu 2
ug/pL idi ve bu konsantrasyon, diliisyon soliisyonu
[500 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM
DTT, 2 mg/mL BSA] kullanilarak arzu edilen kon-
santrasyona ayarlandi.

a. Rev proteininin RNA’ya baglanmasi:
Oncelikle RNA ve Rev proteini haric diger biitiin re-
aksiyon elemanlan silikonize eppendorf tiipiine kon-
duktan sonra, ayri bir tiipte bulunan RNAnin (HIV,
ribozim, fiizyon ve tRNA’lardan biri) gerekli miktari,
85°C’de dért dakika 1sitilarak ve buzda bes dakika
sogutularak denattire ve renatiire edildi. Daha son-
ra, dnce RNA sonra da gerekli miktar ile Rev pro-
teini ¢ok yavas ve dikkatli bir sekilde reaksiyon soliis-
yonuna ilave edildi. 37°C’de 20 dakika inkiibasyon-
dan sonra her tiipe 5 pL yiikleme (loading) soliisyo-
nu (%25 gliserol, %0.25 bromofenol blue, %0.25
ksilen siyanol) eklendi. Numuneler %3.5 nativ (non-
denaturing) poliakrilamid jele (29:1; 10 cm x 15 cm
x 1.5 mm) yiklendi ve 4°C’de 0.5X TBE (0.4M
Tris-HCl, pH 8.0, 0.4M borik asit ve 0.012M ED-
TA, pH 8.3) soliisyonunda ve 20 mA sabit akimda
elektroforez edildi. Biitiin Rev baglama deneylerinde
jeller daima numuneler yiiklenmeksizin bir saat bos
olarak prerun edildi.

b. Rev bagh iki ayr1 RNA’'nin aym tiipte
birlestirilmesi: Birbirinden bagimsiz 20 pL’lik iki
baglama reaksiyonu yukaridaki gibi gerceklestirildi.
37°C’de 20 dakika inkiibasyondan sonra, iki tiipiin
birisindeki materyalin tamami yavas ve ¢ok dikkatli
bir sekilde alinarak diger ttipteki materyalle yine ya-
vas ve ¢cok dikkatli bir sekilde karistinldi. 37°C’de 30
dakika daha inkiibasyondan sonra tizerine 10 pL
yiikleme soliisyonu eklendi. Karisimin yarisi (25 pl)
%3.5 nativ poliakrilamid jele (29:1; 10 cm x 15 cm
x 1.5 mm) yiiklendikten sonra 4°C’de 0.5X TBE so-
liisyonunda ve 15 mA sabit akimda run edildi.

HIV, ribozim ve fiizyon RNA’larin Rev baglama-
sinin spesifik olup olmadigini anlamak icin kullanilan
spesifik ve nonspesifik kompetitorler, yarisacag
RNA ile ayni sartlara tabi tutularak reaksiyona ilave
edildiler. Tabii ki biitiin kompetisyon deneylerinde
20 pL’lik baglama reaksiyonu, tiim reaksiyon ele-
manlar ile beraber kompetitorlerin isgal edecegi ha-
cim de dikkate alinarak hazirlandi. Nonspesifik kom-
petitor olarak kullanilan tRNA, biitiin deneylerde da-
ima nonradyoaktifti. Biitiin kompetitérler baglama
reaksiyonu soliisyonuna, yanstiklart RNAnin kon-
masindan hemen sonra ilave edildi. Reaksiyona ek-
lenen son eleman daima Rev proteiniydi.

Kompiitiir RNA Katlanma (folding)
Program (Mfold)

In vitro transkripsiyon reaksiyonundan sonra el-
de edilen, hem deneyler hem de kompiitiir katlanma
programinda kullanilan ribozim ve fiizyon molekiille-
rinin niikleotid dizileri asagidaki gibidir:

Flizyon Molekiilii

5’gcuuaacccauggggugcgcagccuuaaggcaacaggga-
gugacuacucaggcacuccugcuuuageggaggugeccuaggg-
cacauggcagucgcaguaacugcgacgegggugageu 3’
Ribozim Molekiilii

5’gcuuaacccauggggugcgcagecuuaaggcaacaggga-
gugacuacucaggcacuccugcuuuageggaggugeccuag 3’

Ribozim ve fiizyon RNA’larinin kompiitiir tah-
minli katlanma ve biikiilme profilleri Dr. Michael Zu-
ker tarafindan gelistirilen ve bir RNA/DNA Kkatlan-
ma programi olan Mfold (3.1)’dan elde edilmistir
(http://bicinfo.math.rpi.edu/~zukerm/rna/)11l.

in Vitro Transkripsivon Reaksiyonu

Ribozimin baglanmp kesecegi hedef (substrat)
RNA'y1 elde etmek icin, HIV-1 NL4-3 env geninin
7250 (Nhe 1)-8131 (Hind III) niikleotidler arasindaki
RRE'vi iceren 881 nt’lik kismi, pBS-KS I vektoriiniin
(Stratagene) Sma I ve Hind Il yerleri arasina klonlan-
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di. Hedef (substrat) RNA'y1 elde etmek icin, pBS-KS
[I-881 plazmid DNA’s1 Hind III ile kesildikten sonra
Qiaquick PCR piirifikasyon kiti ile temizlendi.

Ribozim ve fiizgon RNA molekiillerini elde ede-
bilmek icin ise fiizyon genini iceren pBS-KS 1I-7637
plazmid DNA’s1 ayr1 ayr1 BamHI ve Xhol smnirlayic
enzimleriyle kesilerek lineer hale getirildi ve sonra
Qiaquick PCR npiirifikasyon Kiti ile temizlendi.

Nonradyoaktif (cold) in vitro transkripsi-
vyon reaksiyvonu: Reaksiyon tiiptine, 500-1000 ng
template (kalip) DNA; 2 pL 10X NEB RNA polime-
raz tampon soliisyonu [400 mM Tris-HCl (pH 7.9),
60 mM MgCl,, 20 mM spermidine, 100 mM dithi-
othreitol]; 1 pL NTP karisimi (her biri 10 mM olan
ATP, CTP, GTP ve UTP); 1 pyL 0.1 M DTT (dithi-
othreitol); 1 uL RNasin (40 U/pL); 1 pL T7 veya T3
RNA polimeraz enzimi (NEB, 50 U/uL) ve 20 pL'ye
kadar DEPC su konarak 37°C’de iki saat inkiibe
edildi.

Radyoaktif (hot) in vitro transkripsiyon re-
aksiyonu: icinde minimum 500-1000 ng template
DNA; 2 puL. 10X NEB RNA polimeraz tampon so-
lisyonu; 2 pL 100 mM DTT; 2 uL AGC karisimi
(her biri 10 mM olan ATP, GTP, CTP); 3.125 pL
0.8 mM cold UTP; 2 pL a32P-UTP (3000
Ci/mmol); 1.5 pL T7 RNA polimeraz enzimi ve 20
pL’ye kadar DEPC su iceren reaksiyon tiiptt 37°C’de
iki saat inkiibe edildikten sonra 1 pL DNase I ilave
edilerek 37°C’de 15 dakika daha inkiibe edildi.

In vitro transkripsiyon reaksiyonlarmdan sonra
hot ve cold RNA transkriptleri, substrat RNA'v1 elde
etmek icin %5, ribozim ve fiizyon RNA’lan elde et-
mek icin ise %15 “denaturing” poliakrilamid jellerde
elektroforez edildi ve beklenen niikleotid sayisina
karsilik gelen bandlar jelden kesilip alinarak bir ep-
pendorf tiipiinde ezildi ve tizerine 350 pL eliisyon
soltisyonu (0.5 M NH4OAc, 1 mM EDTA, %0.2
SDS) eklendi ve oda sicakhiginda gece boyu (12-16
saat) sallanilarak RNA’larin jelden ¢ikmasi saglandi.
Daha sonra RNA iceren eliisyon soliisyonu bir Cos-
tar Spin-X santrifijj tiipiine alinarak bir mikrosantri-
fijide maksimum hizda (14.000 g) {i¢ dakika santri-
fiij edildi. Buradan elde edilen siipernatanta 1 pL gli-
kojen (Boehringer Mannheim), mevcut olan hacmin
1/10’u kadar 3M NH,OAc ve 2.5 kati kadar da
%95’lik soguk etanol eklendi ve 20 dakika 80°C’de
bekletildikten sonra 4°C’de 20 dakika maksimum
hizda santrifijj edildi. Daha sonra elde edilen pellet iki
defa %70’lik soguk etanolle yikandiktan sonra 22 pL
DEPC suda siispanse edildi. Daha sonra 1 pL’lik kii-

ciik hacimlerle, RNA’larin konsantrasyon ve radyo-
aktivite dlgtimleri yapildi.

BULGULAR

1. Rev Proteininin Radyoaktif HIV RNA’ya
Baglanmasi

Rev baglanma/baglama deneyleri (Rev binding
assays) bazi degisikliklerle beraber Brice ve arkadas-
lar1 tarafindan belirlenen protokole gére yapildil10],
Protein baglama sonucu jelde g&zlemlenen jel
shift’ler (bandlarin yukariya cikis)) Rev protein kon-
santrasyonuna baglhydi (Sekil 2 Panel A). Rev'in rad-
yoaktif HIV RNA'ya baglanmasinin spesifik olup ol-
madigini  géstermek icin  kompetisyon deneyleri,
konsantrasyonlari radyoaktif HIV RNA’sindan 100
kat fazla olan (3 pM) nonradyoaktif (cold) HIV RNA
[spesifik kompetitodr (negatif kontrol)] ve Escherichia
coli tRNA’s1 (nonspesifik kompetitér) kullanlarak
vapildi. Sekil 2 Panel A'nin son iki hattinda goriildii-
gii gibi Rev’in hedef HIV RNA’va baglanmasi spesi-
fiktir.

2. Rev Proteininin Radyoaktif Ribozim ve

Fiizyon Molekiillerine Baglanmasi

Sekil 3 Panel A, ribozim ve fiizyon molekiilleri-
nin hicbir kompetitér bulunmadigi durumdaki Rev
baglama sekillerini géstermektedir. Bu deneyde kul-
larulan radyoaktif ribozim ve fiizyon molekiillerinin
konsantrasyonu 500 nM iken, Rev proteininin kon-
santrasyonu 100 ng’dur.

Sekil 2 Panel B ve C ise radyoaktif fiizyon mole-
kiiliiniin Rev proteinini baglayisinin spesifik olup ol-
madigin anlamak amaciyla kompetitoér varhginda ya-
pilmis Rev baglama deneylerini géstermektedir. Bu
deneyler Rev'in HIV RNA'va baglanmasi deneyinde-
ki ayni sartlarla yapildi. Radyoaktif fiizyon RNA kon-
santrasyonu, Panel B’deki deneyde 40 nM iken, Pa-
nel C'de 500 nM idi. Panel B’de spesifik kompetitér
olarak kullanilan nonradyoaktif (cold) fiizyon RNA’'nin
konsantrasyonu 800 nM (20 kat) iken, nonspesifik
kompetitdr olarak kullanilan E. coli tRNA konsantras-
yonu 4 pM (100 kat) idi. Panel C’de ise nonspesifik
kompetitor E. coli tRNA miktar1, 12.5 pM (25 kat);
25 uM (50 kat) ve 50 uM (100 Kkat) olarak ti¢c farkl
konsantrasyonda idi (hat 3, 4 ve 5).

Rev proteininin radyoaktif fiizyon molekiiliine
baglanmast nonspesifik kompetitér E. coli
tRNAnin farkl konsantrasyonlarinin hepsiyle inhibe
oldugu icin (Sekil 2 Panel C hat 3, 4 ve 5), Rev pro-
teininin radyoaktif fiizyon molekiiline baglanmasi
spesifik olarak géziikmemektedir.
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Sekil 2. Panel A, Rev proteininin 933 nt’lik radyoaktif HIV RNA'ya baglanmasi ile nonradyoaktif (cold) HIV RNA
ve Escherichia coli tRNA ile olan kompetisyon deneylerini gostermektedir. Bantlarin g6zlemlenen yukariya ¢i-
kisi Rev konsantrasyonuna baghdir. Nonradyoaktif HIV RNA spesifik kompetitor, E. coli tRNA ise nonspesifik
kompetitor olarak kullanilmstir.

Panel B ve C ise Rev’in radyoaktif fiizyon molekiiliine baglanmasi ile bunun spesifik ve nonspesifik kompeti-
torler varhgindaki degisimlerini gostermektedir (Panel B’de her iki kompetitor varken, Panel C'de ise sadece
tRNA vardir). Panel C'de hat 1, 2 ve 3-5 sirasiyla su sekildedir: Sadece radyoaktif fiizyon RNA; fiizyon RNA +
Rev; fiizyon RNA + Rev + farkli konsantrasyonlardaki tRNA'lar (sirasiyla 25, 50 ve 100 kat fazla)

3. Fiizyon Molekiiliiniin Substrat HIV bagh RNA’lar, HIV + fiizyon ve HIV + ribozim kom-
RNA ile Rev Multimer Koépriisii Vasitasiyla binasyonlari seklinde “Materyal ve Metod” balimiin-
Co-Lokalizasyonu de belirtildigi gibi birlestirildi. Sekil 4 Panel A’da 790

nM nonradyoaktif HIV RNA ve 1380 nM radyoak-

Flizyon molekiiliiniin HIV RNA ile Rev multimer
tif flizyon RNA (1:1.7 orani) kullanilirken deneyler,

kopristi vasttasiyla  co-lokalizasyonunu  gosterebil-

mek icin 933 nt HIV RNA &zellikle nonradyoaktif, Rev ve BSA (negatif kontrol) proteinleri varhginda
ribozim ve fiizyon RNA’lar ise 6zellikle radyoaktif ve hi¢ proteinsiz olarak gerceklestirildi.

olarak hazrlandiktan sonra, énce HIV, ribozim ve Sekil 4 Panel A’da marker hatti hari¢c soldan 3.
fiizgon RNA’lara Rev proteininin ayr ayr1 baglan- ve 4. hatlar ile Panel B'de 2. ve 3. hatlar hipotez

masi saglandi (hot-cold metot). Daha sonra bu Rev
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Sekil 3. Panel A, ribozim ve fiizyon RNA molekiillerinin hi¢cbir kompetitér bulunmadigr durumdaki Rev bag-
lama sekillerini gostermektedir.

Panel B ise hepsi radyoaktif olan HIV, ribozim ve fiizyon RNA'larla yapilmis Rev multimerizasyonu ile co-lo-
kalizasyon deneyini gostermektedir (all-hot metot). Kompleks olusumuna karsilik gelen bantlar jelden kesi-
lip alindiktan ve icindeki RNA'lar jelden izole edildikten sonra, kompleks komponentlerini géormek icin tek-
rar %5 “denaturing” poliakrilamid jelde elektroforez edilmistir. S Kontrol: 933 nt radyoaktif HIV RNA (subst-
rate), R: Rev protein, wtFM: Wild tip (normal) fiizyon molekiilii, mtFM: Mutant fiizyon molekiilii, RBE Kont-
rol: 119 nt’lik fiizyon RNAsi (ribozim + RBE). Panel B'nin son 5 hattindaki asagidaki bantlar, Rev multimeri
araciigiyla HIV RNA'ya baglanmis ribozim (4. hat) ve fiizyon RNA'lari géstermektedir (5-8. hatlar).

edilen ve icerisinde HIV RNA, fiizyon RNA ve kop- e Ribozimin tek basina Rev proteine olan afinite-
rlii gorevi yapan Rev monomerlerini iceren komp- si, flizgon molekiiliinden daha fazladur.

leks olusumunu goéstermektedir. Fakat ilginctir ki, « Ribozim molekiilii (80 nt) fizyon molekiiliinden
kendisinden boyle bir aktivite beklenmeyen ribozim (119 nt) daha kisa oldugu icin Rev multimer képrii-
de bu co-lokalizasyonu gésterdigi gibi, tistelik bu ak- sii ile fiizyon molekiiliinden daha fazla ribozim mo-
tivitesi flizyon molekiilinden daha kuvvetlidir. 933 lekiilii tasinabilir ve bundan dolay1 jelde ribozimle da-
nt seviyesinde yukarya ¢ikan bantlarin ribozim hat- ha kuwvetli shift band: goriilebilir.

tinda fiizyon RNA hattindakinden daha kuvvetli ve

net olmast su nedenlere bagh olabilir Her ne kadar Sekil 2 Panel B ve C’deki 6zgtilliik

deneylerinde Rev’in fiizyon RNA'va baglanmasi,
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Cold 933 nt HIV-1 RNA + + + + + + -
Hot 7637 Rbz + - o+ -+ - -
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Sekil 4. Radyoaktif ribozim, radyoaktif flizyon RNA ve nonradyoaktif HIV RNA (933 nt) ile Rev baglama de-
neyleri (cold-hot metot).

Panel A'da marker hatti hari¢ soldan 3. ve 4. hatlar ile Panel B’de 2. ve 3. hatlarda 933 nt hizasindaki bant-
lar hipotez edilen kompleks olusumunu gostermektedir. Rz + R: Ribozim + Rev proteini, S + R: Substrat (non-
radyoaktif 933 nt HIV RNA) + Rev proteini, 37Rz: 7637 wt ribozim, 37FM: 7637 wt fiizyon molekilii, Mar-
ker: Radyoaktif 933 nt HIV RNA (jelde kogsma sirasinda ribozim ve fiizyon RNA'larla birlikte gériinmeyen 933
nt nonradyoaktif HIV RNA'nin ayni zaman diliminde varacagi yeri anlamak icin referans olarak kullanilan
nonradyoaktif HIV RNA'nin radyoaktifi).

spesifik olarak gbzilkmemesine ragmen Sekil 4 Pa- A’dakiyle tamamen ayni sekilde yapilmis olup tek
nel A’da diger hatlarda (hat 1, 2, 5, 6, 7 ve 8) yuka- fark HIV/fiizyon RNA oraninin 1:1.7 yerine 1:1
rnya cikan bantlann goériilmemesi Rev'in hem HIV (870 nM:870 nM) olmasidur.

RNA hem de fiizyon RNA'va spesifik olarak baglan-

Rev multimerizasyonu ile co-lokalizasyon deney-
digimi gosterir. Sekil 4 Panel B'deki deney Panel

leri ayrica RNA’larin hepsi (ribozim, fiizyon ve HIV)
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radyoaktif iken de yapild: (all-hot metot). Rev prote-
inini her biri radyoaktif olan HIV, ribozim ve fiizyon
RNA’lara ayr ayr baglayip HIV + ribozim ve HIV +
flizyon kombinasyonlan seklinde birlestirdikten ve
37°C’de 30 dakika inkiibe ettikten sonra numuneler
%3.5 nativ (nondenaturing) poliakrilamid jelde elekt-
roforez edildi. Kompleks olusumunu gésteren bant-
lar jelden kesildi (data gésterilmemistir) ve gece bo-
yu sallamak suretiyle RNA’lar eliisyon soliisyonunda
jelden cikarildi. Fenol-kloroformla ekstraksiyon ve
alkolle presipitasyon islemlerinden sonra izole edilen
RNA’lar %5 “denaturing” poliakrilamid jelde elekt-
roforez edildi. Sekil 3 Panel B’de alt taraftaki bant-
lar, Rev multimeri aracihgiyla HIV RNA ile biraraya
gelmis ribozim ve fiizyon RNA’larim géstermektedir.
Fuzyon/HIV RNA oram 2:1’den 10:1’e arttinldig
zaman HIV RNA ile biraraya gelen fiizyon RNA
miktarinda bir artis goriilmektedir (Sekil 3 Panel
B’de 6. ve 8. hatlar). All-hot metotla gériilen bu so-
nuclar, Sekil 4’teki cold-hot metotla goriilen co-loka-
lizasyon sonuclarim dogrulamaktadr.

TARTISMA

Onceki calismalar, insan T-lenfositlerinde HIV
replikasyonunu inhibe etmede ribozimlerin etkili ola-
bilecegini gdstermistirll,16-191, Bununla birlikte viral
replikasyonun yiiksek oranda olmasi, tedavilerden
kagabilen mutantlarin (escape mutant) varhg hala
anti-HIV gen tedavisinde biiyiik problemlerdir. Ribo-
zimlerin antiviral gliciinii arttirmak ve ayni zamanda
mutantlarin tedaviden ka¢ma sansim azaltmak icin
Yamada ve arkadaslan ribozim genlerine baska anti-
viral genleri ilave etme olasiligini arastirdilar. HIV
RBE'vi bir Hairpin ribozime bagladiklarinda fiizyon
molekiiliiniin antiviral etkisinin sadece ribozime go6-
re anlamh bir sekilde arttigimi buldular.

Bu calismada, Yamada ve arkadaslarinin énerdi-
gi ve denedigi kombine yaklasimi yani her ikisi de
RBE iceren Hammerhead ribozim ve HIV RNA’larin
bir Rev multimer képriisii aracih@iyla biraraya getiri-
lip getirilemeyecegini in vitro olarak test etmek iste-
dikl8l. Bu amacla éncelikle, HIV, fiizyon ve ribozim
RNA’larin ayr ayr1 Rev baglama kapasitelerini ve
ozgtlliiklerini dlctiik. Bu deneylerde HIV Rev prote-
ini, 933 nt HIV RNA'ya cok spesifik olarak baglanir-
ken, fiizyon molekiiliine baglanmas: spesifik degildi.
Cuinkii Sekil 2 Panel B ve C’de goriildiigii gibi nons-
pesifik kompetitér E. coli tRNA, Rev’i baglamada
flizyon molekiiliiyle etkili bir sekilde yarismaktadir.
Bunun sebebi sunlar olabilir: HIV RNA (933 nt) ve
tRNA (80 nt) arasinda biiytiklik ve sekonder yapi
acisindan 6nemli fark varken, ribozim (40 nt), fiiz-

yon molekiilii (119 nt) ve tRNA (80 nt) arasinda bii-
yiikliik ve sekonder yapi acisindan énemli fark yok-
tur. Bu noktada sonuclarimiz, Daly ve arkadaslarinin
“ortak ve nonspesifik tanima motifleri antisense
RNA ve tRNA gibi bircok katlanmis RNA’larda mev-
cut olabilir” seklindeki aciklamalarini desteklemekte-
dirl20.211; Ayrica, Hemmerich ve arkadaslari insan ri-
bozomal proteini L7'nin L7 mRNA'ya spesifik ola-
rak baglanirken, rRNA ve poly(A)-rich mRNA'ya da
spesifik olarak baglandigini rapor etmislerdir(22]. Bii-
tiin bunlar cogunlukla nonspesifik kompetitér olarak
kullarulan tRNA, rRNA ve bazi RNA homopolimer-
lerinin bazen spesifik kompetitér de olabileceklerini
gostermektedir.

liginctir ki, E. coli tRNA’min A kutusu (Sekil 5)
plirin bazlarindan zengin olmasiyla HIV RBE’nin
Rev baglamada ¢ok kritik rol oynayan GUA-GG lo-
op bdlgesine (Sekil 5'te yesil cizgiyle gosterilen niik-
leotidler ile onlar1 iceren loop) cok benzemektedir.
Ve vine ilging olarak Lee ve arkadaslar, tRNA-RRE
fiizyon molekiiliiniin CEM SS hiicrelerinde HIV rep-
likasyonunu %90’dan daha fazla inhibe ettigini gés-
termislerdir(23].

Rev, argininden zengin motife sahip RNA bagla-
van proteinlerden biridir24.25], Daha evvel, Helene,
Porschke ve Seeman ve arkadaslari, argininlerin gu-
anin niikleotidlerine yiiksek afiniteyle baglandiklarim
gbstermislerdirl26-28]. Bu, Rev proteininin in vivo bir-
cok nonspesifik baglanma yerleri arasindan nasil olu-
yorda RRE'vi spesifik olarak secebildigini acikladig
gibi, deneylerimizde Rev’in neden guaninden zengin
tRNA'va da spesifik ve kuvvetli olarak baglandigim
da aciklar. Argininlerin guaninler icin yiiksek afinite-
ye sahip olmasindan dolayi, herhangi bir RNAnin
Rev baglama kapasitesinin olup olmadigim anlamak
icin o RNAnin guanin icerigine bakmak bir fikir ve-
rebilir. Bu anlamda ribozim ve fiizyon molekiillerini
icermis olduklar1 guanin sayisi (indeksi) acisindan in-
celedigimizde fiizyon molekiiliiniinki 40/119
(0.3361) iken, ribozim molekiiliiniinki 25/80
(0.3125) idi. Bu haliyle ribozim ve fiizyon molekiille-
ri guanin indeksi olarak yakin degere sahip olmasina
ragmen yine de tistiinliik fiizyon molekiilii lehinedir.

RNA baglayan proteinler baglandiklart RNA’da
hem niikleotid dizisi hem de sekonder yapiyi taniya-
bilirler. HIV Tat ve Rev proteinlerinin RNA’y1 tani-
malarindaki ortak bir 6zellik, normal bir A-form
RNA'nin yapisinda bir distorsiyonun (gevseyip acil-
manin, tek zincirli hale gelmenin) meydana gelmesi-
dir. Green MR, Tat-TAR ve Rev-RRE Protein-RNA
komplekslerinde, protein baglamanin bulge (asimet-
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rik sekilde genislemis tek zincirli bdlge) ve/veya non
Watson-Crik baz ciftleriyle genisletilmis major gro-
ove’larda gerceklestigini ileri stirmiistiir(29].

Ribozim ve fiizyon molekiillerinin kompiitiir tah-
minli katlanma resimlerine baktigimizda asagidaki
ozellikleri gérmekteyiz: 1ki tane internal loop ve bir
bulge loop iceren ribozimin katlanma resminde, bii-
ylk internal loop iki tane G:A noncanonical (siradi-
s1) baz ciftlesmesi icerirken, kiiciik internal loop ve
bulge loop sadece bir tane G:A noncanonical baz
ciftlesmesi icermektedir (Sekil 5). Deneysel Rev bag-
lama sistemimizde, RNAnin taninmasi ve Rev mo-
nomerlerinin baglanmasi icin gerekli distorsiyonu ve
majér groove olusumunu saglayan potansiyel yerler
plrinden zengin bu ti¢ loop olabilir.

Fiizyon molekiiliiniin katlanma resminde ise, ri-
bozimin sekonder yapisinin, ribozime RBE eklendik-
ten sonra bile yine ayni kaldigini gérmekteyiz (Sekil
5). Ayrica, Rev'in spesifik olarak baglanmasinda rol
oynayan RBE'nin piirinden zengin loop’undaki
GUA ve GG niikleotidleri, fiizyon molekiiliiniin mul-
tibranched loop’unda (Sekil 5’te yesil cizgilerle gos-
terilen) hala tek zincirli olma durumlarini korumakta-
dirlar.

Flizyon molekiiliiniin Rev baglama acisindan bu
giizel kapasitesine ragmen, Rev araciligiyla HIV-fiiz-
yon molekiilii co-lokalizasyonunun HIV-riboziminki-
ne gore daha az olmasmnin (Sekil 4) sebepleri sunlar
olabilir:

¢ Flizyon molekiiliiniin multibranched loopu di-
ger looplardan biiyiik oldugu icin bu loop fiizyon
RNA’da tersiyer bir yapi olusmasina bu da Rev’in
bazi yeni interaksiyonlar yaparak Rev’in fiizyon
RNA ile olan bir¢ok baglantilarinin degismesine ne-
den olabilir.

e Olusan Rev multimer kopriisiiniin molekiiler
biiyiikliikleri farkli iki RNA'y1 tasima kapasitesi cok
kuvvetli olmayabilir. Molekiiler agirlik arttikca Rev
multimer kopriisiiniin tagima kapasitesi yetersiz ka-
labilir.

Kompiitiir programuyla elde edilen ve RNA’larin
sekonder yapilarini veren bu katlanma resimleri, in
vitro sonugclar icin mantikh aciklamalar verebilir. Fa-
kat, literatiirde RRE’nin katlanmalarini kullanan ve
katlanma resimleri ile deneysel sonuclar arasinda
cok yiiksek korelasyonlara da sahip olan bircok ca-
lisma olmasina ragmen, mutasyonel analizler yap-
maksizin Rev’in ribozim ve flizyon molekiillerine
farkll baglanmasinin, tamamen kompiitiir bulgulari-

na dayanan yapisal belirleyicilere bagh oldugu cok
rahatlikla séylenemezI12-15],

HIV Rev ve Tat proteinlerinin yasam doéngileri
boyunca niikleolusta da lokalize olduklar gosteril-
mistirl30-35. Michenzi ve arkadaslar bir Hammerhe-
ad ribozime RBE ilave ettiklerinde bu ribozimin niik-
leolusta toplandigini ve bu sekilde HIV replikasyo-
nunda kuvvetli bir inhibisyon elde ettiklerini bildirdi-
ler(16], Bu sonuglarinin 1siginda HIV RNA, Rev, Tat
ve diger seliiler faktérleri iceren bir riboniikleoprote-
in kompleksinin niikleolusta toplanabilecegini ve bu
kompleksin HIV RNA'nin niikleustan sitoplazmaya
tasinmasi ve daha sonra oradaki translasyon ve pa-
ketlenmesi ile ilgili olabilecegini ileri stirdiiler. Bu bil-
gi 1s13inda biz de, niikleolus icinden gecis sirasinda,
Rev ve Tat multimerizasyonlarmn direkt veya indi-
rekt etkisiyle biitiin bilesenlerin (Rev ve Tat protein-
leri, HIV, ribozim ve fiizyon RNA’lar) biraraya gel-
mesinin dolayisiyla riboniikleoprotein olusumunun
artabilecegini soyleyebiliriz. O yiizden in vitro deney-
lerimizde ribozim ve fiizyon RNAlarla elde ettigimiz
zayif riboniikleoprotein kompleks olusumu, HIV,
fiizyon ve ribozim RNA’larinin niikleolus icinden be-
raber gecisleri (co-trafficking) sirasinda oldukca kuv-
vetli hale gelebilir (Sekil 4).

Yamada ve arkadaslarinin in vivo calismalariyla
HIV replikasyonunda elde ettikleri inhibisyon, ribozi-
min kesme ve RBE'nin “decoy” etkilerinin toplami-
dirl8l. Onlarin Rev multimer kopriisii ile ribozimlerin
kesme etkisinde bir artis olduguna dair herhangi bir
delilleri yoktur. Bugiin diger fonksiyonlari sabit olup
sadece multimerizasyon yapma kabiliyeti iptal edil-
mis herhangi bir Rev mutant proteini (Rev multime-
rization mutant) mevcut olmadig: icin, Rev multimer
kopriisti ile co-lokalizasyon ve bu yol ile ribozimin
kesme aktivitesinde herhangi bir artis olup olmadig
ile riboniikleoprotein (RNP) komplekslerindeki Rev,
ribozim, fiizyon ve HIV RNA miktarlar1, ancak asa-
gidaki molekiil ve teknikler kullanilarak gosterilebilir:

Molekiiller: Ribozim-“decoy” molekiil [ribozim
etkiyi net olarak gosterebilmek icin ribozim hem
wild tip (wt) hem de mutant (mt) formda olmali]; Pla-
sebo-“decoy” molekiil (plasebo molekiil, ribozimle
ayni uzunlukta olmali ve herhangi bir ribozim ve Rev
baglama kapasitesine sahip olmamali); sadece ribo-
zim; sadece plasebo ve sadece “decoy” molekiiller.

Teknikler: HIV, ribozim, fiizyon RNA ve Rev
bagh riboniikleoprotein komplekslerinin seliiler loka-
lizasyonlarimnin in situ hibridizasyon ve immiinfloresan
assaylarla birlesik in situ RT-PCR ile belirlenmesi.
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Sekil 5. HIV-1 RBE, 7637 ribozim ve 7637 fiizyon molekiillerinin Mfold (3.1)'dan elde edilen kompiitiir tah-

minli katlanma resimleri (sekonder yapilar).

Yesil cizgiler, orjinal HIV RBE'de Rev baglamada ¢cok onemli rol oynayan niikleotidleri gostermektedir. Bu
niikleotidler ribozim ve RBE birlestikten sonra da tek zincirli bolgede olma 6zelliklerini korumaktadirlar. Cift
tarafli yesil oklar, Rev baglamada biiyiik olasilikla rolii olan pirinden zengin loop’lar gostermektedir. Fiiz-
yon molekuliiniin ribozim kisminin sekonder yapisi, ribozimin RBE ile birlesmeden 6nceki sekonder yapisiy-
la tamamen aynidir. Kiigiik resim icindeki yapi ise Escherichia coli tRNALYS3'nin yonca yaprag seklindeki sekon-
der yapisini géstermektedir. tRNA'nin A kutusu icindeki piirinden zengin loop, kompetisyon deneylerinde Rev
baglayan kisim olabilir. D, dihidroiiridin isaret etmektedir (Wilson and Abbots’tan adapte edilmistir).

Sonug olarak bu calisma, RBE iceren ribozim ve
HIV RNA’larin Rev multimer képriisii ile biraraya
getirilebilecegini gostermistir. Bu in vitro dataya da-
vanarak Rev multimerizasyonunun, ribozim ve HIV
RNA’larin co-lokalizasyonuna katkida bulunan po-
tansiyel bir faktér oldugu séylenebilir. Multimerizas-
yonla co-lokalizasyon, datamiza bakarak in vitro za-

uif olarak gozitkkmekte, in vivo biyiikliigii ise hi¢ bi-
linmemektedir. Fakat in vivo sartlarda ayni kompar-
timanlarda “co-trafficking” ile bu zayif co-lokalizas-
yon 6nemli hale gelebilir.
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