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ÖZET

Hammerhead ribozimlerin (RNA enzimleri) terapötik amaçla uygulanabilmeleri için, istenilen hedefle ba¤-
lanmalar› flartt›r. ‹nsan immünyetmezlik virüsü (HIV) infeksiyonu, virüsün env geninin ekspresyonuna ba¤l›d›r.
HIV Rev proteini; virüsün env RNA’s›nda bulunan karmafl›k yap›l› “Rev Binding Element (RBE)”e ba¤lan›r. Ri-
bozimleri kullanan anti-HIV gen tedavisinde; HIV mRNA’s› ile anti-HIV ribozim moleküllerinin birbirlerine
ba¤lanma (co-lokalizasyon) olas›l›¤›n› artt›rmak için afla¤›daki yöntem önerilmifltir: Orjinal HIV RBE nükleotid
dizisi ribozim molekülüne eklendi¤inde, Rev protein monomerlerinin hem HIV genomundaki hem de ribozim
+ RBE füzyon molekülündeki RBE’lere eflzamanl› ba¤lanmalar› ve müteakip multimerizasyonlar› ile HIV RNA
ve terapötik anti-HIV ribozim RNA’lar›n birbirlerine ba¤lanma olas›l›¤› artt›r›labilir. Bu anlamda Yamada ve ar-
kadafllar›, HIV RBE molekülünü, HIV-1 RNA’s›n› U5 bölgesinden kesen bir Hairpin ribozime birlefltirdiler. “Sa-
dece ribozim ve ribozim + RBE füzyon molekülü” ile yapt›klar› karfl›laflt›rmal› in vivo çal›flmalar›nda, füzyon
molekülüyle antiviral aktivitede ribozime göre önemli bir art›fl elde ettiler. Fakat yukar›daki fikrin çal›flt›¤›n›
gösteren herhangi bir in vitro bulgu rapor etmediler. Bu çal›flmam›zda, in vitro olarak, Rev proteini arac›l›¤›y-
la terapötik ribozim ve HIV RNA’lar›n biraraya gelip gelmedi¤ini araflt›rd›k. Bu amaçla HIV env geninin, HIV
infeksiyonunun yay›lmas›nda önemli rol oynayan gp120 ve gp41 proteinlerini do¤uran k›sm›nda, ribozimlerin
ba¤lanabilece¤i en uygun yeri saptad›ktan sonra buradan HIV RNA’s›n› kesen bir Hammerhead ribozim haz›r-
lad›k ve ona 3’ ucundan HIV-1 RBE molekülü ekledik. Rev ba¤lama ve “gel shift retardation assay”lerini kul-
lanarak Rev multimer köprüsü ile, içerisinde HIV ve ribozim RNA’lar› ile Rev proteini ve RBE moleküllerini
(hem füzyon RNA hem de HIV genomundaki) içeren ribonükleoprotein (RNP) komplekslerinin oluflup olufl-
mad›¤›n› test ettik. Sonuçlar›m›z, Rev protein monomerlerinin, HIV genomundaki ve füzyon molekülündeki
RBE’lere eflzamanl› ba¤lanma ve müteakip multimerizasyonlar›yla HIV ve ribozim RNA’lar›n› biraraya getire-
bilece¤ini ve bu yöntemin ribozimlerin antiviral etkisini artt›rmada etkin bir rol oynayabilece¤ini göstermek-
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



Ribozimler bağlandıkları hedef RNA’larda fosfo-
diester bağlarını çok spesifik olarak kesebilen RNA
molekülleridir[1]. Hücre içinde ekspres edildiklerinde,
gerek hücreye yeni girmiş gerekse de hücre içinde
yeni yapılmış RNA’ları kesmek suretiyle insan im-
münyetmezlik virüsü (HIV) replikasyon sürecindeki
pre ve post-integrasyon olaylarına müdahale edebi-
lirler[2].

HIV hayat siklusunun erken dönemlerinde sen-
tez edilen HIV Rev proteini, kısmi “splicing
(RNA’daki intronların uzaklaştırılması)”e uğramış ve-
ya hiç uğramamış HIV RNA’larında bulunan “Rev
Response Element (RRE)”e bağlanarak HIV yapısal
genlerinin (gag, pol, env) ekspresyonunu kontrol
eder ve bu genlerin nükleus dışına taşınmalarını ve
sitoplazma içinde kullanılmalarını kolaylaştırır[3-5].

Bağlanmak için en uygun yeri bulma (accessibi-
lity) ve hedefe bağlanabilme (co-lokalizasyon) ribo-
zim çalışmalarında aşılması gereken en öncelikli
adımlardır. Her ikisi de ribozim ve hedef RNA’ların
nükleotid dizi sıralanmalarına, sekonder yapılarına
(katlanmalarına) ve RNA-protein interaksiyonlarına
çok sıkı bağlıdır.

Önceki çalışmalar, ribozim/hedef RNA co-lokali-
zasyonundaki bir artışın ribozimlerin hedef RNA’yı
tahrip etmesinde de bir artışa neden olduğunu gös-
termiştir[6,7]. Ribozimleri kullanan anti-HIV gen te-
davisinde; HIV mRNA’sı ile anti-HIV ribozim mole-
küllerinin birbirlerine bağlanma (co-lokalizasyon) ola-
sılığını arttırmak için aşağıdaki yöntem önerilmiştir:
Orjinal HIV “Rev Binding Element (RBE)” nükleotid
dizisi (RRE içinde HIV Rev proteininin bağlandığı
asıl kısım, RBE) ribozim molekülüne birleştirildiğin-

de, Rev protein monomerlerinin hem HIV geno-
mundaki hem de füzyon molekülündeki RBE’lere ay-
nı anda bağlanmaları ve bunu izleyen multimerizas-
yonları ile HIV ve ribozim RNA’ların birbirlerine
bağlanma olasılığı arttırılabilir. Bu anlamda Yamada
ve arkadaşları, HIV RBE molekülünü; HIV-1
RNA’sını U5 bölgesinden kesen Hairpin ribozime
bağladıklarında, füzyon molekülünün antiviral etkisi-
nin sadece ribozime göre anlamlı bir şekilde arttığını
buldular[8]. Fakat yukarıdaki fikrin gerçekleştiğini
gösteren herhangi bir in vitro bulgu rapor etmediler.

Yamada ve arkadaşları çalışmalarında “decoy
(yem-tuzak)” molekül olarak RRE’nin hemen hemen
yarısını kullanırken biz de, “Rev bağlamak için yeter-
li olabileceği ve çok büyük nükleotid dizisi daha baş-
ka proteinler için de bağlanma yeri oluşturabilir” ola-
sılığıyla sadece HIV-1 RRE’nin RBE kısmını “decoy”
olarak kullandık. Bu amaçla HIV RBE,“ribozimin
bağlanabileceği en uygun yeri bulma” çalışmaların-
dan  sonra tespit edilen 7637 no’lu yer için hazırla-
nan Hammerhead ribozime ilave edildi[9].

Buradaki çalışma Rev multimerizasyonu ile co-lo-
kalizasyonunun meydana geldiğini in vitro olarak is-
patlamaktadır. Ayrıca, bu olayın Rev bağlama kapa-
sitesine sahip olmak şartıyla sadece ribozim molekü-
lüyle de mümkün olabileceğini göstermektedir. Öyle-
ki, ribozim, füzyon molekülünden daha kuvvetli co-
lokalizasyon göstermiştir (Şekil 4). 

7637 ribozimle alınan sonuçlar, Rev multimer
köprüsü ile co-lokalizasyondan başka, Rev bağlama
kabiliyetli bir ribozimin in vivo şartlarda hedefine ula-
şıp bağlanamasa bile en kötü olasılıkla “decoy” me-
kanizmayla yine hedef üzerinde bir inhibitör etki
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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-1 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-1. 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 gp41 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-1 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
antiviral activity.

Key Words: RNA, Hammerhead ribozyme, HIV, Rev protein



gösterebileceğini ve dolayısıyla bu da ribozimlerin
antisense ve kesme etkilerinden başka “decoy” etki-
lerinin de olabileceğini göstermektedir.

İki RNA molekülünü bir protein köprüsüyle (Rev
multimer köprüsü) biraraya getirme konusunda ça-
lışmamız bir ilki teşkil etmektedir (Şekil 1).

MATERYAL ve METOD

Ribozim ve Ribozim-RBE Füzyon 
RNA’larının Dizaynı ve Hazırlanması

HIV env RNA’sını 7637 no’lu nükleotidden ke-
sen ribozim molekülü hem normal (wild tip-wt) hem
de mutasyonlu (mutant-mt) olarak hazırlandı ve füz-
yon molekülünü hazırlamak için HIV-1 RBE dizisi
her iki tip ribozime eklendi. Bir ucunda Xho I ve di-
ğerinde Mlu I “sınırlayıcı enzim kesme yerleri”ni içe-
ren füzyon molekülü, pBS-SK II plazmid vektörü
(Stratagen) içine klonlandı. Ekspresyon seviyesini
arttırmak amacıyla ribozim ve füzyon genleri, Xho I
ve Mlu I yerleri kullanılarak daha sonra Pol III ve Ret-
roviral vektör gibi birçok ekspresyon vektörüne yer-
leştirebilir.

5’ uçlarında BamHI ve EcoRI “sınırlayıcı enzim
kesme yerleri”ni içeren ve 3’ uçlarında 10-12 nükle-

otidle birbirlerini antiparalel olarak tamamlayan “ri-
bozim oligonükleotidleri”nin nükleotid dizisi aşağıda-
ki gibidir: 

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

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

(ribozimin mutantını hazırlamak için 3’ oligoda
altı çizili G nükleotidi A ile değiştirilmiştir.)

“Ribozim-RBE füzyon RNA”yı hazırlamak için
kullanılan 5’ ve 3’ primerler aşağıdaki gibidir:

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

(altı çizili nükleotidler XbaI, XhoI ve BamHI yer-
lerini, koyu harfler ise wt RBE nükleotid dizisini gös-
termektedir.)

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

(altı çizili nükleotidler KpnI, MluI ve EcoRI yerle-
rini göstermektedir.)

Ribozim moleküllerini elde etmek için 5’ ve 3’
ribozim oligoları, 50 µL polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR)’nda aşağıdaki gibi çoğaltıldı: Numune tüpüne
ayrı ayrı 100 pmol (picomol) 5’ ve 3’ ribozim oligo-
su, 5 µL 10X polimeraz tampon solüsyonu (buffer)
(NEB, New England Biolab) [100 mM KCl, 200 mM
Tris-HCl (pH 8.8), 100 mM (NH4)2SO4, 20 mM
MgSO4, %0.1 Triton X-100], 4 µL dNTP (2.5 mM)
ve 1 µL Vent DNA polimeraz (200 U/µL) (NEB) ve
50 µL’yi tamamlayıncaya kadar DEPC su (%0.1 di-
etil-pirokarbonat ile sterilize edilmiş distile su) kondu.
PCR, hot start tekniği kullanılarak 94°C’de üç daki-
ka; 94°C’de bir dakika, 55°C’de bir dakika,
72°C’de bir dakika; 72°C’de on dakika şartlarında
beş siklus olarak gerçekleştirildi. Ribozimleri içeren
PCR bantlarının agaroz jelden izolasyonundan son-
ra, füzyon moleküllerini elde etmek için ikinci bir
PCR aşağıdaki gibi yapıldı: 1-2 µL ilk PCR ürünü (bu
miktar konsantrasyona bağlı olarak azalabilir veya
çoğalabilir), ayrı ayrı 100 pmol 5’ ve 3’ RBE oligo-
su, 5 µL 10X polimeraz tampon solüsyonu (NEB), 4
µL dNTP (2.5 mM) ve 1 µL Vent DNA polimeraz
(200 U/µL) (NEB) ve 50 µL’yi tamamlayıncaya ka-
dar DEPC su PCR tüpüne kondu. PCR, birinci PCR
şartlarıyla aynı şartlarda ve 20 siklus olarak yapıldı,
agaroz jelde elektroforezden sonra füzyon molekülü-
nü içeren PCR ürünleri jelden izole edildi. Ribozim
ve füzyon genlerini pBS-SK II plazmidine yerleştir-
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Şekil 1. HIV ve füzyon RNA’ların Rev multimer köp-
rüsü ile biraraya getirilebileceğini ileri süren hipo-
tezin temsili gösterimi.
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mek (klonlamak) için, son PCR ürünü (insert) ve
pBS-SK II plazmidi (vektör) XbaI ve KpnI sınırlayıcı
enzimleriyle kesildikten sonra, 20 µL’lik bir ligasyon
(bağlama) reaksiyonu 1:10 vektör/insert oranı ve T4
DNA ligaz (Promega) enzimi ile 16°C’de gece boyun-
ca gerçekleştirildi. İçerisinde klonlanmış füzyon gen-
lerini içeren plazmid çoğaltılıp bol miktarda elde edil-
dikten sonra -80°C’de saklandı.

RNA/Protein Bağlama Çalışmaları 
(“Protein Binding” ve “Gel Retardation
Assays”) 

Protein bağlama çalışmaları bazı değişikliklerle
Brice ve arkadaşları  tarafından tanımlanmış proto-
kole göre yapıldı[10]. Bağlama reaksiyonları silikoni-
ze Eppendorf tüplerinde 20 µL’de ve oda sıcaklığın-
da yapıldı. Her numune şunları içeriyordu: 8 µL
%2.5 Triton-100X (SIGMA); 1-4 µL RNA (HIV, ri-
bozim, füzyon RNA’larından biri) (protokol gereği
arzu edilen RNA konsantrasyonu bu hacim aralığın-
da olmalı); 0.5 µL (20 units) RNasin (Promega); Rev
proteini (arzu edilen miktar arzu edilen volümde) ve
20 µL’ye kadar bağlama reaksiyonu solüsyonu (bin-
ding buffer) [50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH
7.5), 1 mM DTT, 2 mg/mL “Bovine Serum Albu-
min (BSA)”] (protokol gereği minimum hacim 5.5
µL olmalı). “National Institute of Health (NIH)”den
elde edilen Rev proteininin orjinal konsantrasyonu 2
µg/µL idi ve bu konsantrasyon, dilüsyon solüsyonu
[500 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM
DTT, 2 mg/mL BSA] kullanılarak arzu edilen kon-
santrasyona ayarlandı. 

a. Rev proteininin RNA’ya bağlanması:
Öncelikle RNA ve Rev proteini hariç diğer bütün re-
aksiyon elemanları silikonize eppendorf tüpüne kon-
duktan sonra, ayrı bir tüpte bulunan RNA’nın (HIV,
ribozim, füzyon ve tRNA’lardan biri) gerekli miktarı,
85°C’de dört dakika ısıtılarak ve buzda beş dakika
soğutularak denatüre ve renatüre edildi. Daha son-
ra, önce RNA sonra da gerekli miktarı ile Rev pro-
teini çok yavaş ve dikkatli bir şekilde reaksiyon solüs-
yonuna ilave edildi. 37°C’de 20 dakika inkübasyon-
dan sonra her tüpe 5 µL yükleme (loading) solüsyo-
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) yüklendi 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) solüsyonunda ve 20 mA sabit akımda
elektroforez edildi. Bütün Rev bağlama deneylerinde
jeller daima numuneler yüklenmeksizin bir saat boş
olarak prerun edildi.

b. Rev bağlı iki ayrı RNA’nın aynı tüpte
birleştirilmesi: Birbirinden bağımsız 20 µL’lik iki
bağlama reaksiyonu yukarıdaki gibi gerçekleştirildi.
37°C’de 20 dakika inkübasyondan sonra, iki tüpün
birisindeki materyalin tamamı yavaş ve çok dikkatli
bir şekilde alınarak diğer tüpteki materyalle yine ya-
vaş ve çok dikkatli bir şekilde karıştırıldı. 37°C’de 30
dakika daha inkübasyondan sonra üzerine 10 µL
yükleme solüsyonu eklendi. Karışımın yarısı (25 µL)
%3.5 nativ poliakrilamid jele (29:1; 10 cm x 15 cm
x 1.5 mm) yüklendikten sonra 4°C’de 0.5X TBE so-
lüsyonunda ve 15 mA sabit akımda run edildi.

HIV, ribozim ve füzyon RNA’ların Rev bağlama-
sının spesifik olup olmadığını anlamak için kullanılan
spesifik ve nonspesifik kompetitörler, yarışacağı
RNA ile aynı şartlara tabi tutularak reaksiyona ilave
edildiler. Tabii ki bütün kompetisyon deneylerinde
20 µL’lik bağlama reaksiyonu, tüm reaksiyon ele-
manları ile beraber kompetitörlerin işgal edeceği ha-
cim de dikkate alınarak hazırlandı. Nonspesifik kom-
petitör olarak kullanılan tRNA, bütün deneylerde da-
ima nonradyoaktifti. Bütün kompetitörler bağlama
reaksiyonu solüsyonuna, yarıştıkları RNA’nın kon-
masından hemen sonra ilave edildi. Reaksiyona ek-
lenen son eleman daima Rev proteiniydi.

Kompütür RNA Katlanma (folding) 
Programı (Mfold)

İn vitro transkripsiyon reaksiyonundan sonra el-
de edilen, hem deneyler hem de kompütür katlanma
programında kullanılan ribozim ve füzyon molekülle-
rinin nükleotid dizileri aşağıdaki gibidir:

Füzyon Molekülü

5’gcuuaacccauggggugcgcagccuuaaggcaacaggga-
gugacuacucaggcacuccugcuuuagcggaggugcccuaggg-
cacauggcagucgcaguaacugcgacgcgggugagcu 3’

Ribozim Molekülü

5’gcuuaacccauggggugcgcagccuuaaggcaacaggga-
gugacuacucaggcacuccugcuuuagcggaggugcccuag 3’

Ribozim ve füzyon RNA’larının kompütür tah-
minli katlanma ve bükülme profilleri Dr. Michael Zu-
ker tarafından geliştirilen ve bir RNA/DNA katlan-
ma programı olan Mfold (3.1)’dan elde edilmiştir
(http://bioinfo.math.rpi.edu/~zukerm/rna/)[11]. 

İn Vitro Transkripsiyon Reaksiyonu

Ribozimin bağlanıp keseceği hedef (substrat)
RNA’yı elde etmek için, HIV-1 NL4-3 env geninin
7250 (Nhe I)-8131 (Hind III) nükleotidler arasındaki
RRE’yi içeren 881 nt’lik kısmı, pBS-KS II vektörünün
(Stratagene) Sma I ve Hind III yerleri arasına klonlan-
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dı. Hedef (substrat) RNA’yı elde etmek için, pBS-KS
II-881 plazmid DNA’sı Hind III ile kesildikten sonra
Qiaquick PCR pürifikasyon kiti ile temizlendi. 

Ribozim ve füzyon RNA moleküllerini elde ede-
bilmek için ise füzyon genini içeren pBS-KS II-7637
plazmid DNA’sı ayrı ayrı BamHI ve XhoI sınırlayıcı
enzimleriyle kesilerek lineer hale getirildi ve sonra
Qiaquick PCR pürifikasyon kiti ile temizlendi. 

Nonradyoaktif (cold) in vitro transkripsi-
yon reaksiyonu: Reaksiyon tüpüne, 500-1000 ng
template (kalıp) DNA; 2 µL 10X NEB RNA polime-
raz tampon solüsyonu [400 mM Tris-HCl (pH 7.9),
60 mM MgCl2, 20 mM spermidine, 100 mM dithi-
othreitol]; 1 µL NTP karışımı (her biri 10 mM olan
ATP, CTP, GTP ve UTP); 1 µL 0.1 M DTT (dithi-
othreitol); 1 µL RNasin (40 U/µL); 1 µL T7 veya T3
RNA polimeraz enzimi (NEB, 50 U/µL) ve 20 µL’ye
kadar DEPC su konarak 37°C’de iki saat inkübe
edildi.

Radyoaktif (hot) in vitro transkripsiyon re-
aksiyonu: İçinde minimum 500-1000 ng template
DNA; 2 µL 10X NEB RNA polimeraz tampon so-
lüsyonu; 2 µL 100 mM DTT; 2 µL AGC karışımı
(her biri 10 mM olan ATP, GTP, CTP); 3.125 µL
0.8 mM cold UTP; 2 µL α32P-UTP (3000
Ci/mmol); 1.5 µL T7 RNA polimeraz enzimi ve 20
µL’ye kadar DEPC su içeren reaksiyon tüpü 37°C’de
iki saat inkübe edildikten sonra 1 µL DNase I ilave
edilerek 37°C’de 15 dakika daha inkübe edildi.

İn vitro transkripsiyon reaksiyonlarından sonra
hot ve cold RNA transkriptleri, substrat RNA’yı elde
etmek için %5, ribozim ve füzyon RNA’ları elde et-
mek için ise %15 “denaturing” poliakrilamid jellerde
elektroforez edildi ve beklenen nükleotid sayısına
karşılık gelen bandlar jelden kesilip alınarak bir ep-
pendorf tüpünde ezildi ve üzerine 350 µL elüsyon
solüsyonu (0.5 M NH4OAc, 1 mM EDTA, %0.2
SDS) eklendi ve oda sıcaklığında gece boyu (12-16
saat) sallanılarak RNA’ların jelden çıkması sağlandı.
Daha sonra RNA içeren elüsyon solüsyonu bir Cos-
tar Spin-X santrifüj tüpüne alınarak bir mikrosantri-
füjde maksimum hızda (14.000 g) üç dakika santri-
füj edildi. Buradan elde edilen süpernatanta 1 µL gli-
kojen (Boehringer Mannheim), mevcut olan hacmin
1/10’u kadar 3M NH4OAc ve 2.5 katı kadar da
%95’lik soğuk etanol eklendi ve 20 dakika 80°C’de
bekletildikten sonra 4°C’de 20 dakika maksimum
hızda santrifüj edildi. Daha sonra elde edilen pellet iki
defa %70’lik soğuk etanolle yıkandıktan sonra 22 µL
DEPC suda süspanse edildi. Daha sonra 1 µL’lik kü-

çük hacimlerle, RNA’ların konsantrasyon ve radyo-
aktivite ölçümleri yapıldı. 

BULGULAR

1. Rev Proteininin Radyoaktif HIV RNA’ya 
Bağlanması

Rev bağlanma/bağlama deneyleri (Rev binding
assays) bazı değişikliklerle beraber Brice ve arkadaş-
ları tarafından belirlenen protokole göre yapıldı[10].
Protein bağlama sonucu jelde gözlemlenen jel
shift’ler (bandların yukarıya çıkışı) Rev protein kon-
santrasyonuna bağlıydı (Şekil 2 Panel A). Rev’in rad-
yoaktif HIV RNA’ya bağlanmasının spesifik olup ol-
madığını göstermek için kompetisyon deneyleri,
konsantrasyonları radyoaktif HIV RNA’sından 100
kat fazla olan (3 µM) nonradyoaktif (cold) HIV RNA
[spesifik kompetitör (negatif kontrol)] ve Escherichia
coli tRNA’sı (nonspesifik kompetitör) kullanılarak
yapıldı. Şekil 2 Panel A’nın son iki hattında görüldü-
ğü gibi Rev’in hedef HIV RNA’ya bağlanması spesi-
fiktir.

2. Rev Proteininin Radyoaktif Ribozim ve 
Füzyon Moleküllerine Bağlanması

Şekil 3 Panel A, ribozim ve füzyon molekülleri-
nin hiçbir kompetitör bulunmadığı durumdaki Rev
bağlama şekillerini göstermektedir. Bu deneyde kul-
lanılan radyoaktif ribozim ve füzyon moleküllerinin
konsantrasyonu 500 nM iken, Rev proteininin kon-
santrasyonu 100 ng’dır.

Şekil 2 Panel B ve C ise radyoaktif füzyon mole-
külünün Rev proteinini bağlayışının spesifik olup ol-
madığını anlamak amacıyla kompetitör varlığında ya-
pılmış Rev bağlama deneylerini göstermektedir. Bu
deneyler Rev’in HIV RNA’ya bağlanması deneyinde-
ki aynı şartlarla yapıldı. Radyoaktif füzyon RNA kon-
santrasyonu, Panel B’deki deneyde 40 nM iken, Pa-
nel C’de 500 nM idi. Panel B’de spesifik kompetitör
olarak kullanılan nonradyoaktif (cold) füzyon RNA’nın
konsantrasyonu 800 nM (20 kat) iken, nonspesifik
kompetitör olarak kullanılan E. coli tRNA konsantras-
yonu 4 µM (100 kat) idi. Panel C’de ise nonspesifik
kompetitör E. coli tRNA miktarı, 12.5 µM (25 kat);
25 µM (50 kat) ve 50 µM (100 kat) olarak üç farklı
konsantrasyonda idi (hat 3, 4 ve 5).

Rev proteininin radyoaktif füzyon molekülüne
bağlanması nonspesifik kompetitör E. coli
tRNA’nın farklı konsantrasyonlarının hepsiyle inhibe
olduğu için (Şekil 2 Panel C hat 3, 4 ve 5), Rev pro-
teininin radyoaktif füzyon molekülüne bağlanması
spesifik olarak gözükmemektedir. 

Flora 2004;9(2):106-118110

Yıldız Y, Rossi JJ.
Hammerhead Ribozim ve HIV RNA’ların

Rev Multimerizasyonu ile Co-Lokalizasyonu



3. Füzyon Molekülünün Substrat HIV 
RNA ile Rev Multimer Köprüsü Vasıtasıyla
Co-Lokalizasyonu

Füzyon molekülünün HIV RNA ile Rev multimer
köprüsü vasıtasıyla co-lokalizasyonunu gösterebil-
mek için 933 nt HIV RNA özellikle nonradyoaktif,
ribozim ve füzyon RNA’lar ise özellikle radyoaktif
olarak hazırlandıktan sonra, önce HIV, ribozim ve
füzyon RNA’lara Rev proteininin ayrı ayrı bağlan-
ması sağlandı (hot-cold metot). Daha sonra bu Rev

bağlı RNA’lar, HIV + füzyon ve HIV + ribozim kom-
binasyonları şeklinde “Materyal ve Metod” bölümün-
de belirtildiği gibi birleştirildi. Şekil 4 Panel A’da 790
nM nonradyoaktif HIV RNA ve 1380 nM radyoak-
tif füzyon RNA (1:1.7 oranı) kullanılırken deneyler,
Rev ve BSA (negatif kontrol) proteinleri varlığında
ve hiç proteinsiz olarak gerçekleştirildi. 

Şekil 4 Panel A’da marker hattı hariç soldan 3.
ve 4. hatlar ile Panel B’de 2. ve 3. hatlar hipotez
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Şekil 2. Panel A, Rev proteininin 933 nt’lik radyoaktif HIV RNA’ya bağlanması ile nonradyoaktif (cold) HIV RNA
ve Escherichia coli tRNA ile olan kompetisyon deneylerini göstermektedir. Bantların gözlemlenen yukarıya çı-
kışı Rev konsantrasyonuna bağlıdır. Nonradyoaktif HIV RNA spesifik kompetitör, E. coli tRNA ise nonspesifik
kompetitör olarak kullanılmıştır. 
Panel B ve C ise Rev’in radyoaktif füzyon molekülüne bağlanması ile bunun spesifik ve nonspesifik kompeti-
törler varlığındaki değişimlerini göstermektedir (Panel B’de her iki kompetitör varken, Panel C’de ise sadece
tRNA vardır). Panel C’de hat 1, 2 ve 3-5 sırasıyla şu şekildedir: Sadece radyoaktif füzyon RNA; füzyon RNA +
Rev; füzyon RNA + Rev + farklı konsantrasyonlardaki tRNA’lar (sırasıyla 25, 50 ve 100 kat fazla) 
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edilen ve içerisinde HIV RNA, füzyon RNA ve köp-
rü görevi yapan Rev monomerlerini içeren komp-
leks oluşumunu göstermektedir. Fakat ilginçtir ki,
kendisinden böyle bir aktivite beklenmeyen ribozim
de bu co-lokalizasyonu gösterdiği gibi, üstelik bu ak-
tivitesi füzyon molekülünden daha kuvvetlidir. 933
nt seviyesinde yukarıya çıkan bantların ribozim hat-
tında füzyon RNA hattındakinden daha kuvvetli ve
net olması şu nedenlere bağlı olabilir: 

• Ribozimin tek başına Rev proteine olan afinite-
si, füzyon molekülünden daha fazladır.

• Ribozim molekülü (80 nt) füzyon molekülünden
(119 nt) daha kısa olduğu için Rev multimer köprü-
sü ile füzyon molekülünden daha fazla ribozim mo-
lekülü taşınabilir ve bundan dolayı jelde ribozimle da-
ha kuvvetli shift bandı görülebilir. 

Her ne kadar Şekil 2 Panel B ve C’deki özgüllük
deneylerinde Rev’in füzyon RNA’ya bağlanması,
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Şekil 3. Panel A, ribozim ve füzyon RNA moleküllerinin hiçbir kompetitör bulunmadığı durumdaki Rev bağ-
lama şekillerini göstermektedir.
Panel B ise hepsi radyoaktif olan HIV, ribozim ve füzyon RNA’larla yapılmış Rev multimerizasyonu ile co-lo-
kalizasyon deneyini göstermektedir (all-hot metot). Kompleks oluşumuna karşılık gelen bantlar jelden kesi-
lip alındıktan ve içindeki RNA’lar jelden izole edildikten sonra, kompleks komponentlerini görmek için tek-
rar %5 “denaturing” poliakrilamid jelde elektroforez edilmiştir. S Kontrol: 933 nt radyoaktif HIV RNA (subst-
rate), R: Rev protein, wtFM: Wild tip (normal) füzyon molekülü, mtFM: Mutant füzyon molekülü, RBE Kont-
rol: 119 nt’lik füzyon RNAsı (ribozim + RBE). Panel B’nin son 5 hattındaki aşağıdaki bantlar, Rev multimeri
aracılığıyla HIV RNA’ya bağlanmış ribozim (4. hat) ve füzyon RNA’ları göstermektedir (5-8. hatlar).
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spesifik olarak gözükmemesine rağmen Şekil 4 Pa-
nel A’da diğer hatlarda (hat 1, 2, 5, 6, 7 ve 8) yuka-
rıya çıkan bantların görülmemesi Rev’in hem HIV
RNA hem de füzyon RNA’ya spesifik olarak bağlan-
dığını gösterir. Şekil 4 Panel B’deki deney Panel

A’dakiyle tamamen aynı şekilde yapılmış olup tek
fark HIV/füzyon RNA oranının 1:1.7 yerine 1:1
(870 nM:870 nM) olmasıdır.

Rev multimerizasyonu ile co-lokalizasyon deney-
leri ayrıca RNA’ların hepsi (ribozim, füzyon ve HIV)
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Şekil 4. Radyoaktif ribozim, radyoaktif füzyon RNA ve nonradyoaktif HIV RNA (933 nt) ile Rev bağlama de-
neyleri (cold-hot metot).
Panel A’da marker hattı hariç soldan 3. ve 4. hatlar ile Panel B’de 2. ve 3. hatlarda 933 nt hizasındaki bant-
lar hipotez edilen kompleks oluşumunu göstermektedir. Rz + R: Ribozim + Rev proteini, S + R: Substrat (non-
radyoaktif 933 nt HIV RNA) + Rev proteini, 37Rz: 7637 wt ribozim, 37FM: 7637 wt füzyon molekülü, Mar-
ker: Radyoaktif 933 nt HIV RNA (jelde koşma sırasında ribozim ve füzyon RNA’larla birlikte görünmeyen 933
nt nonradyoaktif HIV RNA’nın aynı zaman diliminde varacağı yeri anlamak için referans olarak kullanılan
nonradyoaktif HIV RNA’nın radyoaktifi).
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radyoaktif iken de yapıldı (all-hot metot). Rev prote-
inini her biri radyoaktif olan HIV, ribozim ve füzyon
RNA’lara ayrı ayrı bağlayıp HIV + ribozim ve HIV +
füzyon kombinasyonları şeklinde birleştirdikten ve
37°C’de 30 dakika inkübe ettikten sonra numuneler
%3.5 nativ (nondenaturing) poliakrilamid jelde elekt-
roforez edildi. Kompleks oluşumunu gösteren bant-
lar jelden kesildi (data gösterilmemiştir) ve gece bo-
yu sallamak suretiyle RNA’lar elüsyon solüsyonunda
jelden çıkarıldı. Fenol-kloroformla ekstraksiyon ve
alkolle presipitasyon işlemlerinden sonra izole edilen
RNA’lar %5 “denaturing” poliakrilamid jelde elekt-
roforez edildi. Şekil 3 Panel B’de alt taraftaki bant-
lar, Rev multimeri aracılığıyla HIV RNA ile biraraya
gelmiş ribozim ve füzyon RNA’larını göstermektedir.
Füzyon/HIV RNA oranı 2:1’den 10:1’e arttırıldığı
zaman HIV RNA ile biraraya gelen füzyon RNA
miktarında bir artış görülmektedir (Şekil 3 Panel
B’de 6. ve 8. hatlar). All-hot metotla görülen bu so-
nuçlar, Şekil 4’teki cold-hot metotla görülen co-loka-
lizasyon sonuçlarını doğrulamaktadır.

TARTIŞMA

Önceki çalışmalar, insan T-lenfositlerinde HIV
replikasyonunu inhibe etmede ribozimlerin etkili ola-
bileceğini göstermiştir[1,16-19]. Bununla birlikte viral
replikasyonun yüksek oranda olması, tedavilerden
kaçabilen mutantların (escape mutant) varlığı hala
anti-HIV gen tedavisinde büyük problemlerdir. Ribo-
zimlerin antiviral gücünü arttırmak ve aynı zamanda
mutantların tedaviden kaçma şansını azaltmak için
Yamada ve arkadaşları ribozim genlerine başka anti-
viral genleri ilave etme olasılığını araştırdılar. HIV
RBE’yi bir Hairpin ribozime bağladıklarında füzyon
molekülünün antiviral etkisinin sadece ribozime gö-
re anlamlı bir şekilde arttığını buldular.

Bu çalışmada, Yamada ve arkadaşlarının önerdi-
ği ve denediği kombine yaklaşımı yani her ikisi de
RBE içeren Hammerhead ribozim ve HIV RNA’ların
bir Rev multimer köprüsü aracılığıyla biraraya getiri-
lip getirilemeyeceğini in vitro olarak test etmek iste-
dik[8]. Bu amaçla öncelikle, HIV, füzyon ve ribozim
RNA’ların ayrı ayrı Rev bağlama kapasitelerini ve
özgüllüklerini ölçtük. Bu deneylerde HIV Rev prote-
ini, 933 nt HIV RNA’ya çok spesifik olarak bağlanır-
ken, füzyon molekülüne bağlanması spesifik değildi.
Çünkü Şekil 2 Panel B ve C’de görüldüğü gibi nons-
pesifik kompetitör E. coli tRNA, Rev’i bağlamada
füzyon molekülüyle etkili bir şekilde yarışmaktadır.
Bunun sebebi şunlar olabilir: HIV RNA (933 nt) ve
tRNA (80 nt) arasında büyüklük ve sekonder yapı
açısından önemli fark varken, ribozim (40 nt), füz-

yon molekülü (119 nt) ve tRNA (80 nt) arasında bü-
yüklük ve sekonder yapı açısından önemli fark yok-
tur. Bu noktada sonuçlarımız, Daly ve arkadaşlarının
“ortak ve nonspesifik tanıma motifleri antisense
RNA ve tRNA gibi birçok katlanmış RNA’larda mev-
cut olabilir” şeklindeki açıklamalarını desteklemekte-
dir[20,21]. Ayrıca, Hemmerich ve arkadaşları insan ri-
bozomal proteini L7’nin L7 mRNA’ya spesifik ola-
rak bağlanırken, rRNA ve poly(A)-rich mRNA’ya da
spesifik olarak bağlandığını rapor etmişlerdir[22]. Bü-
tün bunlar çoğunlukla nonspesifik kompetitör olarak
kullanılan tRNA, rRNA ve bazı RNA homopolimer-
lerinin bazen spesifik kompetitör de olabileceklerini
göstermektedir. 

İlginçtir ki, E. coli tRNA’nın A kutusu (Şekil 5)
pürin bazlarından zengin olmasıyla HIV RBE’nin
Rev bağlamada çok kritik rol oynayan GUA-GG lo-
op bölgesine (Şekil 5’te yeşil çizgiyle gösterilen nük-
leotidler ile onları içeren loop) çok benzemektedir.
Ve yine ilginç olarak Lee ve arkadaşları, tRNA-RRE
füzyon molekülünün CEM SS hücrelerinde HIV rep-
likasyonunu %90’dan daha fazla inhibe ettiğini gös-
termişlerdir[23].

Rev, argininden zengin motife sahip RNA bağla-
yan proteinlerden biridir[24,25]. Daha evvel, Helene,
Porschke ve Seeman ve arkadaşları, argininlerin gu-
anin nükleotidlerine yüksek afiniteyle bağlandıklarını
göstermişlerdir[26-28]. Bu, Rev proteininin in vivo bir-
çok nonspesifik bağlanma yerleri arasından nasıl olu-
yorda RRE’yi spesifik olarak seçebildiğini açıkladığı
gibi, deneylerimizde Rev’in neden guaninden zengin
tRNA’ya da spesifik ve kuvvetli olarak bağlandığını
da açıklar. Argininlerin guaninler için yüksek afinite-
ye sahip olmasından dolayı, herhangi bir RNA’nın
Rev bağlama kapasitesinin olup olmadığını anlamak
için o RNA’nın guanin içeriğine bakmak bir fikir ve-
rebilir. Bu anlamda ribozim ve füzyon moleküllerini
içermiş oldukları guanin sayısı (indeksi) açısından in-
celediğimizde füzyon molekülününki 40/119
(0.3361) iken, ribozim molekülününki 25/80
(0.3125) idi. Bu haliyle ribozim ve füzyon molekülle-
ri guanin indeksi olarak yakın değere sahip olmasına
rağmen yine de üstünlük füzyon molekülü lehinedir. 

RNA bağlayan proteinler bağlandıkları RNA’da
hem nükleotid dizisi hem de sekonder yapıyı tanıya-
bilirler. HIV Tat ve Rev proteinlerinin RNA’yı tanı-
malarındaki ortak bir özellik, normal bir A-form
RNA’nın yapısında bir distorsiyonun (gevşeyip açıl-
manın, tek zincirli hale gelmenin) meydana gelmesi-
dir. Green MR, Tat-TAR ve Rev-RRE Protein-RNA
komplekslerinde, protein bağlamanın bulge (asimet-
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rik şekilde genişlemiş tek zincirli bölge) ve/veya non
Watson-Crik baz çiftleriyle genişletilmiş majör gro-
ove’larda gerçekleştiğini ileri sürmüştür[29]. 

Ribozim ve füzyon moleküllerinin kompütür tah-
minli katlanma resimlerine baktığımızda aşağıdaki
özellikleri görmekteyiz: İki tane internal loop ve bir
bulge loop içeren ribozimin katlanma resminde, bü-
yük internal loop iki tane G:A noncanonical (sıradı-
şı) baz çiftleşmesi içerirken, küçük internal loop ve
bulge loop sadece bir tane G:A noncanonical baz
çiftleşmesi içermektedir (Şekil 5). Deneysel Rev bağ-
lama sistemimizde, RNA’nın tanınması ve Rev mo-
nomerlerinin bağlanması için gerekli distorsiyonu ve
majör groove oluşumunu sağlayan potansiyel yerler
pürinden zengin bu üç loop olabilir.

Füzyon molekülünün katlanma resminde ise, ri-
bozimin sekonder yapısının, ribozime RBE eklendik-
ten sonra bile yine aynı kaldığını görmekteyiz (Şekil
5). Ayrıca, Rev’in spesifik olarak bağlanmasında rol
oynayan RBE’nin pürinden zengin loop’undaki
GUA ve GG nükleotidleri, füzyon molekülünün mul-
tibranched loop’unda (Şekil 5’te yeşil çizgilerle gös-
terilen) hala tek zincirli olma durumlarını korumakta-
dırlar.

Füzyon molekülünün Rev bağlama açısından bu
güzel kapasitesine rağmen, Rev aracılığıyla HIV-füz-
yon molekülü co-lokalizasyonunun HIV-riboziminki-
ne göre daha az olmasının (Şekil 4) sebepleri şunlar
olabilir:

• Füzyon molekülünün multibranched loopu di-
ğer looplardan büyük olduğu için bu loop füzyon
RNA’da tersiyer bir yapı oluşmasına bu da Rev’in
bazı yeni interaksiyonlar yaparak Rev’in füzyon
RNA ile olan birçok bağlantılarının değişmesine ne-
den olabilir.

• Oluşan Rev multimer köprüsünün moleküler
büyüklükleri farklı iki RNA’yı taşıma kapasitesi çok
kuvvetli olmayabilir. Moleküler ağırlık arttıkça Rev
multimer köprüsünün taşıma kapasitesi yetersiz ka-
labilir. 

Kompütür programıyla elde edilen ve RNA’ların
sekonder yapılarını veren bu katlanma resimleri, in
vitro sonuçlar için mantıklı açıklamalar verebilir. Fa-
kat, literatürde RRE’nin katlanmalarını kullanan ve
katlanma resimleri ile deneysel sonuçlar arasında
çok yüksek korelasyonlara da sahip olan birçok ça-
lışma olmasına rağmen, mutasyonel analizler yap-
maksızın Rev’in ribozim ve füzyon moleküllerine
farklı bağlanmasının, tamamen kompütür bulguları-

na dayanan yapısal belirleyicilere bağlı olduğu çok
rahatlıkla söylenemez[12-15].

HIV Rev ve Tat proteinlerinin yaşam döngüleri
boyunca nükleolusta da lokalize oldukları gösteril-
miştir[30-35]. Michenzi ve arkadaşları bir Hammerhe-
ad ribozime RBE ilave ettiklerinde bu ribozimin nük-
leolusta toplandığını ve bu şekilde HIV replikasyo-
nunda kuvvetli bir inhibisyon elde ettiklerini bildirdi-
ler[16]. Bu sonuçlarının ışığında HIV RNA, Rev, Tat
ve diğer selüler faktörleri içeren bir ribonükleoprote-
in kompleksinin nükleolusta toplanabileceğini ve bu
kompleksin HIV RNA’nın nükleustan sitoplazmaya
taşınması ve daha sonra oradaki translasyon ve pa-
ketlenmesi ile ilgili olabileceğini ileri sürdüler. Bu bil-
gi ışığında biz de, nükleolus içinden geçiş sırasında,
Rev ve Tat multimerizasyonlarının direkt veya indi-
rekt etkisiyle bütün bileşenlerin (Rev ve Tat protein-
leri, HIV, ribozim ve füzyon RNA’lar) biraraya gel-
mesinin dolayısıyla ribonükleoprotein oluşumunun
artabileceğini söyleyebiliriz. O yüzden in vitro deney-
lerimizde ribozim ve füzyon RNA’larla elde ettiğimiz
zayıf ribonükleoprotein kompleks oluşumu, HIV,
füzyon ve ribozim RNA’larının nükleolus içinden be-
raber geçişleri (co-trafficking) sırasında oldukça kuv-
vetli hale gelebilir (Şekil 4).

Yamada ve arkadaşlarının in vivo çalışmalarıyla
HIV replikasyonunda elde ettikleri inhibisyon, ribozi-
min kesme ve RBE’nin “decoy” etkilerinin toplamı-
dır[8]. Onların Rev multimer köprüsü ile ribozimlerin
kesme etkisinde bir artış olduğuna dair herhangi bir
delilleri yoktur. Bugün diğer fonksiyonları sabit olup
sadece multimerizasyon yapma kabiliyeti iptal edil-
miş herhangi bir Rev mutant proteini (Rev multime-
rization mutant) mevcut olmadığı için, Rev multimer
köprüsü ile co-lokalizasyon ve bu yol ile ribozimin
kesme aktivitesinde herhangi bir artış olup olmadığı
ile ribonükleoprotein (RNP) komplekslerindeki Rev,
ribozim, füzyon ve HIV RNA miktarları, ancak aşa-
ğıdaki molekül ve teknikler kullanılarak gösterilebilir: 

Moleküller: Ribozim-“decoy” molekül [ribozim
etkiyi net olarak gösterebilmek için ribozim hem
wild tip (wt) hem de mutant (mt) formda olmalı]; Pla-
sebo-“decoy” molekül (plasebo molekül, ribozimle
aynı uzunlukta olmalı ve herhangi bir ribozim ve Rev
bağlama kapasitesine sahip olmamalı); sadece ribo-
zim; sadece plasebo ve sadece “decoy” moleküller. 

Teknikler: HIV, ribozim, füzyon RNA ve Rev
bağlı ribonükleoprotein komplekslerinin selüler loka-
lizasyonlarının in situ hibridizasyon ve immünfloresan
assaylarla birleşik in situ RT-PCR ile belirlenmesi. 
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Sonuç olarak bu çalışma, RBE içeren ribozim ve
HIV RNA’ların Rev multimer köprüsü ile biraraya
getirilebileceğini göstermiştir. Bu in vitro dataya da-
yanarak Rev multimerizasyonunun, ribozim ve HIV
RNA’ların co-lokalizasyonuna katkıda bulunan po-
tansiyel bir faktör olduğu söylenebilir. Multimerizas-
yonla co-lokalizasyon, datamıza bakarak in vitro za-

yıf olarak gözükmekte, in vivo büyüklüğü ise hiç bi-
linmemektedir. Fakat in vivo şartlarda aynı kompar-
tımanlarda “co-trafficking” ile bu zayıf co-lokalizas-
yon önemli hale gelebilir. 
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Şekil 5. HIV-1 RBE, 7637 ribozim ve 7637 füzyon moleküllerinin Mfold (3.1)’dan elde edilen kompütür tah-
minli katlanma resimleri (sekonder yapıları). 
Yeşil çizgiler, orjinal HIV RBE’de Rev bağlamada çok önemli rol oynayan nükleotidleri göstermektedir. Bu
nükleotidler ribozim ve RBE birleştikten sonra da tek zincirli bölgede olma özelliklerini korumaktadırlar. Çift
taraflı yeşil oklar, Rev bağlamada büyük olasılıkla rolü olan pürinden zengin loop’ları göstermektedir. Füz-
yon molekülünün ribozim kısmının sekonder yapısı, ribozimin RBE ile birleşmeden önceki sekonder yapısıy-
la tamamen aynıdır. Küçük resim içindeki yapı ise Escherichia coli tRNALys3’nın yonca yaprağı şeklindeki sekon-
der yapısını göstermektedir. tRNA’nın A kutusu içindeki pürinden zengin loop, kompetisyon deneylerinde Rev
bağlayan kısım olabilir. D, dihidroüridin işaret etmektedir (Wilson and Abbots’tan adapte edilmiştir).
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