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OZET

Bu caligmada, Bacillus thuringiensis subsp. israelensis'e ait
insektisidal kristal proteinlerini kodlayan cry/VA ve crylVD genlerinin
baculoviriis ekspresyon vektor sisteminde ekspresyonlari
gerceklestirilmigtir.

B. thrungiens'in ¢ogu suglart spor olusumu esnasinda yiiksek
oranda insektisidal inkliizyonlar iiretirler. Bu inkliizyonlar Diptera,
Lepidoptera ve Coleoptera gruplarina ait larvalara kargi toksik 6zellige
sahiptirler. Bu nedenle, B. thuringiensis c¢esitli tarim bitkilerini
zararlilardan korumak amaciyla 6nemli 6lgiide kullamimaktadir. Ancak,
bu insektisidal inkliizyonlarin saf bir sekilde iiretilmeleri ve bunlarin
entegre zararli yontemlerinde kullanilmalan1 sadece zararli olan
boceklerin Sldiiriilmeleri bakimindan biiyiik nem tagimaktadir.

B. thuringiensis subsp. israelensis'e ait insektisidal kristal
proteinlerini kodlayan cryIVA ve crylVD genlerinin kodlayan DNA
bolgeleri elde edilerek ¢ogaltildi. Bu genleri tagiyan DNA fragmanlari
birlikte Autographa californica niiklear polihedrozis viriisii (AcNPV,
Baculovirus) transfer plazmidindeki polihedrin (polh) promotorunun
Oniine klonlandi. Transfer plazmidi yabani tip AcNPV DNA'si ile
birlikte Spodoptera frugiperda bocek hiicre kiiltiiriine transfekte edildi.
Hiicre igerisinde olugsan crylVA ve crylVD genlerine sahip rekombinant
AcNPV "plak" yontemiyle secilerek saflagtiridi. Bu genlerin kodladii
proteinlerin sentezleri poliakrilamid jel elektroforez yontemiyle tespit
edildi.

Anahtar Kelimeler: Bacillus thuringiensis, crylVA,
crylVD, baculoviriis, gen ekspresyon



SUMMARY

Expression of the Combination of cry/VA and cryIVD Genes
of Bacillus thuringiensis in Baculovirus Expression Vector
System

In this study, expression of the genes encoding Bacillus
thuringiensis subsp. israelensis insecticidal crystal proteins (ICPs; the
combination of crylVA gene and crylVD gene) in baculovirus expression
vector system have been carried on.

Various strains of B. thrungiensis produce large amount of
insecticidal inclusions during sporilation. These inclusions have toxic
effects on the larvae belong to Diptera, Lepidoptera and Coleoptera. For
this reason, B. thrungiensis is utilized to protect agricultural plants from
noctious insects. However, in order to kill only the harmful insects, but
not harmless or beneficial insects, it is essential to produce these ICPs so
pure and use them against harmfull insects.

The coding sequences of cryl[VA and crylVD genes belong to B.
thuringiensis were obtained and amplified. The DNA fragments belong
to the combination of these genes were cloned into Autographa
californica nuclear polyhedrosis virus (AcNPV, Baculovirus) transfer
vector in front of polh promotor. The transfer vector and wild-type

AcNPV were co-transfected into Spodoptera frugiperda insect cell
culture. The recombinant AcNPV which has the coding regions of
crylVA and crylVD genes was selected and purified by plaque assay.
The production of the ICPs by recombinant viruses was detected by
polyacrilamid gel electrophoresis.

Key Words: Bacillus thrungiensis, crylIVA, crylIVD,
baculovirus, gene expression

Vi



SEKILLER DiZiNi

Sayfa No

Sekil 1. Niiklear polihedrozis viriis'iin replikasyon gemasi ............. 4
Sekil 3. AcNPV DNA's: gematik gosterimi.......cocceeeevevenvereniinnenenns 15
Sekil 4. Baculoviriis transfer vektorii (pBlueBac4.5)'niin

sematik GOSLETIMI.....ccoivevirirriiniinriieieiiniiirieneiietereereeeneneeees 16
Sekil 5. crylVAD genlerinin pAMP18 plazmidine klonlanmasiu......... 26
Sekil 6. Rekombinant plazmidlerin %0.8'lik agaroz jelde

gOrIMUlENMEST.ccceiennniiiiiiiiniiiieric e, 27
Sekil 7. pRN2'nin restriksiyon analizi........ccccooeveeiiivinceniireiivennnnes 27
Sekil 8.  crylIVAD fragmentlerinin baculoviriis transfer vektoriine

KIONIANMASI...ccceiiiiiiiaiiiiiiiteiccrcii ittt 28
Sekil 9.  Baculoviriis transfer vektoriiniin se¢ilmesi ve %0.8'lik

agaroz. jeldeki gOrintileri....c.ccoomueirmmnmiiiieniiiinieniiiiiaennn. 29
Sekil 10.  Baculoviriis transfer vektoriiniin agaroz jel analizi............. 30
Sekil 11.  cryIVAD fragmentlerinin baculoviriis ekspresyonu

vektoriine klonlanmasi......cccoveeeeeiiiiiiiiniiiiiininiiniieininiennnn, 31
Sekil 12. Rekombinant viriislerin olugturdugu plaklarin

goriniisleri. ..o, 33
Sekil 13.  Rekombinant AcNPV viriis ile enfekte olmug Sf-9
Sekil 14.  Rekombinant proteinlerin SDS-PAGE Analizi..................... 36

Vil



Tablo 1.

Tablo 2.
Tablo 3 .

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Cesitli baculoviriislerin etkili oldugu konaklar ve
kullanim bolgeleri ........coeeiriiimiiiiiiiiiiiriiiieecceeeee s 8
Tiirkiye'de B. thuringiensis'in uygulandig zararlilar.......... 10
.............. 13

Baculoviriis'deki translasyon sonrasi degigiklikler

VIII



SEMBOLLER DIiZziNi

AcNPV : Autographa californica niiklear polihedrozis viriis
BEVS : Baculoviriis ekspresyon vektor sistemi

BmNPV  : Bombyx mori niiklear polihedroziz viriis

BSA : Bovine serum albumin

EDTA : Etilen diamintetraasetik asit

ETL : Erken-ge¢

FBS : Fetal bovine serum

GV : Granulozis viriis

ICP : Insektisidal kristal protein

LB : Luria bertani besiyeri

MOI : Hiicre bagina enfeksiyon yapabilen viriis sayisi
NPV : Niiklear polihedrozis viriis

ORF : A¢ik okuma zinciri (Protein kodlayabilen DNA gen bolgesi)
PAGE : Poliakrilamid jel elektroforezi

pfu : Plak olusturan iinite

PIB : Polihedral inkliizyon yap1

polh : Polihedrin

SDS : Sodyum dodesil siilfat

S.f. : Spodoptera frugiperda

TSS : Transformasyon saklama solusyonu

X-gal : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside

IX



1. GENEL BILGILER

1.1 Giris

Molekiiler biyoloji c¢aligmalarinda iyi bir model olan, zirai
miicadelede zararli boceklere kargi kullanilan ve son zamanlarda viriis
DNA'sindan 6nemli proteinlerin iiretilmesinde ekspresyon vektorii olarak
istifade edilen baculoviriisler biyoteknolojide yeni bir ¢ag agmustir. Bu
alanda yapilan ¢aligmalarda, 6zellikle baculoviriis ekspresyon vektor sistemi
(BEVS)'nin kullanilmas: sayesinde yeryiiziinde bag gosteren ve insanlidi
olumsuz yonde etkileyen bircok hastalifa kars: iiretilen 6zel ve etkili
proteinlerle, ila¢c hammaddesi eksikliklerinin giderilmesinde ve cesitli
organizmalara ait genlerin karakterizasyonunda &nemli mesafeler
alinmugtir.

Baculoviriisler, genomlarinin prokaryotik ve okaryotik
organizmalardan kiiciik olmalar, gen yap1 ve organizasyonlar1 bakimindan
bu organizmalarin genomlarina kismen benzerlik gostermelerinden,
molekiiler biyoloji ve rekombinant DNA caligmalari igin iyi bir model
olugturmaktadirlar (1). Ayrica, zirai miicadelede zararh boceklere karst iyi
bir biyolojik kontrol ajant olarak kullamlmaktadirlar. Ote yandan, tibbi ve
endustnyel agldan Onemli olan §6§lﬂl prokaryotlk (2), okaryotik (3) vxral

mlimkun olmas1 bakmnndan bu v1rus1er blyoteknolopde biiyiik 6neme
sahiptirler. Ilag, toksin ve besin maddesi gibi gesitli iiriinleri kodlayan
genler, ozellikle hiicre kiiltiiriinde baculoviriisler i¢in hayati 6nemi olmayan
viral genler yerine klonlanarak, bu genlere ait proteinler fazla miktarda
iiretilebilmektedir (6).

Bu caligmada da bir klonlama ardindan ekspresyon iglemi
gergeklestirilmigtir. Klonlanan genler Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis' den elde edilmistir. B. thuringiensis'in ¢ofu suglan spor
olusumu esnasinda genis miktarda insektisidal inkliizyon protein (ICP)'ler
iiretmektedirler. Bu proteinlerin ¢cogunun Lepidoptera, Diptera ve
Coleoptera larvalarina kars: toksik oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, B.
thrungiensis suglarimin zararli boceklere kargi miicadelede pest kontrol
ajam olarak kullanilmasi ilgi cekici bir hale gelmigtir. Ancak, B.
thuringiensis, konak segicilidinin fazla olmamasindan, ultraviyole (UV) is1k



gibi faktorlerden dolay:1 ICP'lerin kararsiz olmasi nedeniyle gok sik ve fazla
miktarlarda kullanilmak zorundadir. Bu problemi ¢6zmek amaciyla
diigiiniilen en 6nemli yontemler B. thuringiensis endotoksinlerini (cry gen
iiriinlerini) iiretebilen transgenik mikroorganizma veya bitkilerin
geligtirilmesidir (2).

Bu calismada, B. thuringiensis subsp. israelensis' in crylVA ve
crylVD genlerine ait ICP'ler bocek hiicre kiiltiiriinde bir rekombinant
baculoviriis tarafindan iiretildi. Bunun igin, B. thuringiensis crylVAD
genlerine ait DNA fragmentleri baculoviriis transfer plazmidinin polihedrin
(polh) geni oniine klonlandi. Yabani tip baculoviriis (Autographa
californica niiklear polihedrozis viriis, AcNPV) ile rekombinasyon
saglayabilecek transfer plazmidi Spodoptera frugiperda bocek hiicrelerine
birlikte transfekte edildi. cryIlVAD genlerine ait protein, rekombinant
AcNPV'nin polh geni promotoru kontroliinde S. frugiperda hiicre
kiiltiiriinde iiretildi.

1.2. Baculoviriis'lerin Biyolojisi

Baculoviriis'ler (Baculoviridae) ¢ift zincirli DNA viriisleri olup, ilk
olarak boceklerde bulunmusglardir (7). Konaklar: sadece arthropodlar ile
sinirh oldugundan insanlar i¢in herhangi bir risk tegkil etmezler (8).

Baculoviriis'ler, 25 X 250 nm biiyiikliikte, 90-200 kilobaz cifti (kbp),

dalresel iki ucu kapah glft ZlnCll'll supersarmal DNA 1ht1va ederler.
i ari-ve karma y bir zarf

tarafindan cevrili olan nukleokapmd icerisine paketlenml§t1r (9)

Baculoviriis'ler polihedrin proteininin meydana getirdigi matriks
icine gomiilii olup olmamalarina gore iki grupta incelenirler. Gomiilii
viriisler, polihedrin proteininden meydana gelen, polihedral inkliizyon yap:
(PIB) olarak adlandirilan matriks icerisine gomiiliidiirler. Bunlar gomiilii
olduklan inkliizyon yapinin gekline gore, niiklear polihedrozis virils (NPV:
sekizgen yapiya gomiilii; ACNPV) ve granulozis viriis (GV: oval yapiya
gomiilii; Trichoplusia ni GV) diye ikiye ayrilirlar. Bunlardan NPV'lerde
kendi aralarinda zarf icerisinde tek kapsid bulunduranlar tek-
niikleokapsid niiklear polihedrozis viriis (S-NPV; Bombyx mori S-NPV),
zarf icerisinde birden fazla kapsid bulunduranlar ise multi-nukleokapsid
niiklear polihedrozis viriis (M-NPV; AcNPV) olmak iizere ikiye aynlirlar.
GOmiilii olmayan viriisler (NOVs; Oryctes rhinoceros NOV) ise herhangi
bir yap: icerisine gomiilii degildirler (7).



Gomiilii viriislerin ekspresyonda yaygin olarak kullanilan iki tiyesi
AcNPV ve BmNPV diir (7).

AcNPV ve BmNPV ile olusturulan sistemler icin temel teknoloji
birbirine benzerdir, fakat ACNPV hiicre kiiltiirii caligmalan i¢in daha fazla
avantajlara sahiptir. BmNPV ise larva i¢inde ekspresyon igin tercih edilir.

AcNPV ilk olarak yonca tirtili boceginden izole edilmis, niiklear
polihedrozis cinsine ait ve en ¢ok calisilan 6rnek bir baculoviriis tipidir (1).

AcNPV, 1-18 niikleokapsidin bir zarf icerisine gomiilmesiyle olusur.
Bu zarfa sahip viriisler (virionlar), polihedrin denilen 28 kDa'luk bir
proteinden olugmus polihedral inkliizyon yapilar (PIB) adindaki kristal
benzeri cisimler i¢erisine gomiiliirler.

AcNPV'nin replikasyonu enfekte edilen hiicrelerin ¢ekirdeklerinde
gerceklesir. Bu olay Sekil 1'de gosterilmektedir (8). Replikasyon iki
safhada cereyan eder. Birinci safhada, c¢ekirdek icerisinde
niikleokapsidler olugur. Silindir seklindeki niikleokapsidler, kapsid denilen
tiip benzeri yap1 icerisinde DNA'y:1 igerir. Olusan niikleokapsidler daha
sonra ¢ekirdek kanallarindan gecerek sitoplazmadan sonra hiicre zarindan
tomurcuklanma yontemi ile zarf kazanarak hiicreden ayrlir. Bu gekilde
olugan zarfl: viriisler (ekstraselliiler viriisler) hiicre kiiltiiriinde hiicreler
arasinda in vitro olarak enfeksiyonu tagima 6zellifine sahip, comak geklinde
virlis formlandir. Hiicre kiiltiiriinde enfeksiyon meydana getiren bu
viriisler tomurcuklanan viriis (ekstraseliiler viriis) olarak adlandirilirlar

).

tkinci ise;- geki icerisi i apsidlerin bir
kismi c¢ekirdek zarindan zarf kazandiktan sonra kiip seklindeki protein
yapilar icerisine gomiilerek PIB'leri olustururlar. PIB'ler tabiatta viriis
enfeksiyonunun larvadan larvaya taginmasinda rol oynayan viriis
formlaridir (10). Aym zamanda PIB'ler, viriislerin hiicrelerin savunma
mekanizmalanna kargi diren¢ kazanmalarim da saglar.

Tabiatta, inkliizyon yapilar besin ile birlikte larva tarafindan alinir.
Orta bagirsakta, inkliizyon yapilar ¢6ziiliir ve bu yapilar icerisinde bulunan
virilis partikiilleri orta bafirsak liimenine salinir. Viriis partikiilleri daha
sonra Ozel bir reseptor tarafindan taninma neticesinde membran fiizyonu
yontemiyle (11) orta bagirsagin tek tabakali silindirik hiicrelerine gecer.
Sitoplazmaya gecgen niikleokapsidler, buradan replikasyon bdlgesi olan
niikleusa ulagir (12). Niikleusta viriis DNA's1 kapsid ortiiden ayrilir  ve
burada viral DNA replikasyonu ile transkripsiyon islemleri gergeklesir
(13).




Niikleokapsid
Gomili viris
Niikleus

Hiicre zar1

i wiro Hiicre ici viriis

Tomurcuklanma

Polihedral inklizyon

yapt (PIB)
Hiicre dig1 viriis
(BY)

i v i SR ii“‘."‘-.‘.ﬂl “+—1 arva
Sekil 1. Niiklear polihedrozis viriis'iin replikasyon gemasi

Replikasyonun baglamasmdan sonra (enfeksiyondan yaklagik 8 saat
____ sonra) niikleokapsid ingasi tamamlamr. Bu igslem, yavru viriislerin, enfekte
olmug orta bagirsak hiicrelerinin bazal kismindan hemolenf igerisine
salinmast ile sonuglanir. Bu ekstraselliiler viriis partikiilleri, daha sonra
tomurcuklanma yoluyla hemositler, bag dokusu hiicreleri, yag dokusu,
trakeal elementleri, kas hiicreleri ve malpighi tiipleri gibi hemolenfe doniik
olan hiicreleri enfekte ederler (14). Yeni enfekte olan hiicrelerde, viriis
parcaciklani endozomlar icerisine gegerler. Endozom icerisindeki diigiik
H, gp64 geninin sentezledidi glikoproteini harekete gecirir. Bu
glikoprotein membran fiizyonunu katalizleyerek niikleokapsidlerin
sitoplazmaya gecigini saglar (15). Bundan sonra salinan niikleokapsidler,
yeni bir replikasyon islemini baglatirlar.

Replikasyonun baglamasindan yaklagik 12 saat sonra, viriis
partikiilleri artik hemolenf igerisine salinmaz, bunun yerine, primer ve
sekonder olarak enfekte olmus hiicrelerin niikleuslarinda yeni yapilan
polihedralar icerisine gomiiliirler. Sonugcta, larva polihedra ile dolar, viriis



tarafindan sentezlenen kitinaz ve katepsinaz etkilerine yenik diigen larva
oliir, béylece ¢ok sayida polihedra (108-10%larva) g¢evreye salinir (16).

Bu giine kadar SDS-PAGE yontemiyle yapilan ¢aligmalarda,
AcNPV'ye ait proteinlerin yapilarn biiyiik olgiide aydinlatilmigtir.
Translasyon iiriinlerinin enfeksiyondan sonra 2-60 saatleri arasinda
sentezlendikleri tespit edilmistir.  Birbiri ardisira enfekte edilen
hiicrelerden alinan 6rneklerin SDS-PAGE analizleri neticesinde, AcNPV
genlerine ait proteinlerin iiretilmelerinin "temporal kasket" olarak bilinen,
basamakl bir gekilde meydana geldikleri, bu genlere ait proteinlerin, farkls
zamanlarda olugmalan ile gézlenmigtir (Sekil 2).

[k zamanlarda yapilan galigmalarda ii¢ temporal sinifin olduBu tespit
edilmigtir (17). Ote yandan, son zamanlarda metabolik inhibitsrler,
sicaklifa duyarl: mutantlar ve tranziyent (gegici) genlere ait proteinlerin
iiretilmesi metodlariyla yapilan ¢aligmalar neticesinde, Sekil 2'de de
goriildiigii gibi baculoviriis genlerine ait proteinlerin en erken («), erken
(B), gec (y) ve en geg (0) olmak iizere, 4 basamakta iiretildikleri tespit
edilmigtir (18). Birbirini izleyen bu siniflarin herbirindeki gen ekspresyon
seviyesi bir Oncekinden daha yiiksektir. En  erken grubu genlere
ait proteinler, enfeksiyondan yaklagtk 2 saat sonra iiretilirler ve
konak faktorlerine ihtiya¢ duyarlar. Uriinleri enfeksiyondan 5 saat sonra
gorilmeye baslayan erken grubu genler, en erken grubu genlerin
tiriinlerine ihtiyag duyarlar. Bu iki grup genlere ait proteinlerin
tiretilmesinin DNA replikasyonundan Once gergeklestigi bilinmektedir.

——Enfeksiyondan yaklagik 8 saat sonra sentezlenmeye baglayan ge¢ grubu

genlerin sentezlenmesi, projeni (yavru) viriis DNA'sinin sentezlendigini ve
hiicre dis1 viriislerin meydana gelmeye bagladigini gosterir. On sekiz
saatlik viriis enfeksiyonunu takiben iiretilmeye baglayan en ge¢ grubu gen
proteinleri, inkliizyon yapilarinin matriksini olugturan polihedrin ve enfekte
hiicrelerin niikleuslarinda fibriler yapilarin olusumunu saglayan ve viriis
replikasyonunda zorunlu olmadigi bilinen p/0  geni proteinlerini
sentezlerler (19).

1.3. AcNPV Polihedrin Geninin Ozellikleri

AcNPVpolihedrin geni, polihedral inkliizyon yapilardaki gomiilii
virionlar i¢in matriks gorevi yapan bir proteini kodlar. Niiklear
polihedrozis viriislerin gomiili olduklari bu inkliizyon yapilar polihedra
veya polihedral inkliizyon yapilar (PIBs) olarak adlandirilirlar. AcNPV'ye
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ait PIB'lerin biiyiikliikleri 0.5-15 wm arasindadir. PIB'ler hiicrelerin
savunma mekanizmalarina kargi direng kazanmasini saglayan ve dogada
viriis enfeksiyonlarin1 bocekten bocege transfer eden enfeksiyon ozelligine
sahip yapilardir. Bu gen, viriisiin hiicre kiiltiiriinde replikasyonu veya
enfeksiyonu icin gerekli degildir. AcNPV polihedrin geninin haritasi
citkanimis ve DNA analizi yapilmistir (20).

AcNPV polihedrin geni proteini enfeksiyonun ¢ok gec¢ fazinda,
enfeksiyonu takip eden 20 ile 24. saatlerde iiretilir. Enfekte olmug S.
frugiperda hiicre kiiltiirlerinde 28-kDa biiyiikliigiindeki polihedrin, tipik
olarak 0.5-1 pg/ml arasinda, yiiksek seviyede sentezlenir (7).

Delesyonlar veya insersiyonlar polihedrin genini inaktive ederler ve
inkliizyon negatif viriislerin iiretilmesine sebep olurlar. Inkliizyon negatif
(occ™) bir viriis, inkliizyon pozitif (occt) yani orijinal tip viriislerden kesin
bir gekilde ayirt edilebilen inkliizyon negatif plaklar olustururlar. Bu
inkliizyon negatif plaklarin goriintiilenmesi, baglangigta cok zor olabilir.
Ancak lacZ geni ihtiva eden mavilik olugturacak vektorler kullanilirsa bu
islem ¢ok kolaydir. Bu tip vektorler rekombinant occ viriislerin kolayca
goriilebilen mavi plaklar olugturmasina imkan verirler (7).

1.4. Baculoviriis'lerin Zirai Miicadelede Kullanilmasi

Baculoviriis'ler konaga spesifik olmalarindan, bitki ve omurgalilarn
enfekte etmemelerinden dolayi, son zamanlarda zararli b6ceklerin kontrolii

icim viriister —arasmda—en—¢oktercih—edilenidirler.Su—ana kadar,

baculoviriislere karg1 herhangi bir direnclilife rastlanilmamig ve molekiiler
genetigi detayli bir gekilde calisilmigtir (21). Ayrica, bu caligmalar
baculoviriislerin genomlarinin degistirilerek, yabanct gen klonlanmasi icin
kullanmilmasmm ve insektisidal 6zelliklerinin gelistirilmesini saglamistir.

Tabiatta baculoviriisler, duyarli bocek populasyonlarinin azalmasina
sebep olur. Bu ilk olarak 1911'de Reiff (22) tarafindan agac¢ giivesi
hastalifinin (bir baculoviriis enfeksiyonu), bir kontrol mekanizmasi olarak
kullanilabilecegini tavsiye etmesiyle baglamistir. Bu 6zellik geligtirilerek,
baculoviriisler tabii zararli bécek kontrol ajani olarak kabul edilmekte ve
giiniimiizde bunlar zararli boceklere kargi kullanilmaktadirlar. Amerika
Birlesik Devletleri'nde en az 3 tiir baculoviriis, arazide kullamlmak iizere
ticari olarak iiretilmektedir. Uretilen tiim viriislerin teshisi, aktivitesi,
memelilere karsi toksiditesi ve patojenitesi aragtiriimaktadir. Tablo 1'de bu
amagcla kullamilan baculoviriis 6rnekleri gosterilmigtir.



Tablo 1. Cesitli baculoviriislerin etkili oldugu konaklar ve
kullanim bolgeleri

Konukcu Uygulama Alani Viriis Gruplarn

Coleoptera Niiklear

Scarabaeidae Pasifik Polihedrozis Viriis

Oryctes rhinoceros (NPV)

(Hindistan ceviz agaci bée.)

Hymenoptera

Diprionidae Avrupa, NPV

Gilpinia hercyniae Kuzey Amerika

(Avrupa ladini testere arsi)

Lepidoptera

Tortricidae Kuzey Amerika | Granulozis Viriis

Argyrotaenia velutinana (GV)

Choristoneura fumiferana | Kuzey Amerika | Sitoplazmik Viriis
(CPV), NPV, GV

Heliothis zea Kuzey ve NPV

(Amerikan yesil kurdu) Giiney Amerika

Phthorimaea operculella Pasifik, Kuzey GV

(Patates kurdu) Amerika

Baculoviriis'ler, pest kontrolii i¢in uygun olmalarina ragmen
kimyasal alternatifleri kadar tercih edilmemektedirler.

Baculoviriis'lerin biyolojik kontrol ajani olarak yaygin bir gekilde
kullanilmama nedenlerinden biri yabani tip viriis enfeksiyonunun yavag
olmasidir.  Ikinci olarak, yasli larvalar gen¢ larvalardan daha az
duyarhidirlar ve boylece, sadece gen¢ larvalar etkili olarak kontrol
edilebilmektedirler. Ayrica, baculoviriisler yiiksek segiciliklerinden dolay:
ticari potansiyeli az ve dolayisi ile pestisid olarak kullanilmasi pahaliya
malolmaktadir. Son olarak, baculoviriisler, ¢evrede uzun siire kalamaz, UV
tarafindan hizli olarak inaktif edilirler. Bunun yanminda, viriilanslarinin
diigiik olmasi ve konak spektrumlarimin dar olmasi da ©nemli bir
problemdir. Cesitli genetik miihendislii yontemlerinin uygulanmas ile,
baculoviriislerin enfeksiyonunun kisa siire icerisinde meydana gelebilmesi,
insektisidal etkilerinin gelistirilmesi ve konak spektrumunun genigletilmesi
miimkiindiir (23).



1.5. B. thuringiensis'in Zirai Miicadalede Kullanilmasi

B. thuringiensis, Gram-pozitif bir toprak bakterisidir. Bakteri ilk
olarak 1901'de hastalikli ipek bocedi (B. mori) larvalarindan izole edilmis,
daha sonra en az 34 serovara ayrilan 1000' den fazla farkli sugu tespit
edilmigtir. B. thuringiensis 'in esas olarak ICP iireten 5 izolat1 vardir.
Bunlarin ¢gogunun Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera larvalarina karsi
toksik oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, B. thuringiensis suglarinin zararh
boceklere kars: pest kontrol ajani olarak kullanilmasi diigiiniilmiigtiir.
Inkliizyonlar esas olarak, insektisidal aktiviteye sahip, spor  olugumu
esnasinda fazla miktarda gogalan proteinlerden ibarettir ve bunlar, sporla
birlikte ¢evreye yayilirlar. Bilinen biitiin ICP'ler protoksin olarak
iiretilirler ve bocek larvalan igin toksik olan proteinleri ihtiva ederler. Bu
proteinler larva tarafindan yenince orta bagirsakta ¢oziiliir ve 70'den 130
kDa'a kadar ulagan proteinler (protoksinler) salarlar. Bu protoksinler
bagirsak proteazlar tarafindan olgunlagmig toksinlere aktive edilirler. Bu
olgun toksinler s6zkonusu bocegin orta badirsafindaki epitel hiicrelerinde
mevcut reseptorlere baglanarak muhtemelen bu hiicrelerin yapisal
fonksiyonel 6zelligini bozarlar. Bu durum hiicrenin lizisine ve sonugta da
larvanin Gliimiine neden olur (24).

Tiirkiye'de biyolojik miicadele ajami olarak kullamilan en 6nemli ve
giincel 6rnek B. thuringiensis'dir. Ozellikle bu bakteriden hazirlanan
preparatlar bag, meyve ve narenciye zararlilarina kargi kullanilmaktadir ve
bir ¢ok firma B. thuringiensis igeren ¢ok cesitli ilaglar geligtirmigtir. B.
thuringiensis'in kullanildi81 zararlilar Tablo 2'de 6zetlenmektedir (25).

Diinyadaki uygulamalarda ise B. thuringiensis ve B. papilliae
bakterileri kullamlmaktadir. Son yillarda Lepidopter ve Dipterler iizerinde
etkili olan B. thuringiensis'in Coleopterler iizerinde de etkili oldugu
bulunmustur (26).
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Tablo 2. Tiirkiye'de B. thuringiensis'in uygulandi$1 zararlilar

Zararlilar Gruplar
Lahana yaprak giivesi  (Plutella xylostella 1..) Lepidoptera
Altin kelebek (Euproctis chrysorrhoae L.) | Lepidoptera
Salkim giivesi (Lobesia botrana Schiff.) Lepidoptera
Amerikan beyaz kele.  (Hyphantria cunea Drury) Lepidoptera
Elma ag kurdu (Yponomeuta malinellus Zell.) | Lepidoptera
Yiiziik kelebegi (Malacosoma neustria 1..) Lepidoptera
Harnup giivesi (Ectomyelois ceratonia Zell.) | Lepidoptera
Kir tirtils (Lymantria dispar 1..) Lepidoptera
Limon ¢icek giivesi (Prays citrii Mill.) Lepidoptera

1.6. Ekspresyon ve Transfer Vektorlerinin Genel
Ozellikleri

Uygulamal1 gen teknolojisinin 6nemli hedeflerinden biri,
rekombinant DNA molekiillerinden istenilen proteinlerin, istenilen oranda
iiretilmesidir. Boylece, ilgi duyulan gen veya gen gruplarinin iiriine
doniigtiiriilebilmesi  icin  genler, transfer  vektorii olarak adlandirilan
tastyic1 molekiiller vasitasiyla, proteine doniistiiriilebilmelerini saglayacak
olan ekspresyon vektorlerine aktarihirlar. Transfer vektorleri 6zel olarak
diizenlenirler. Bunlar klonlama, transfer ve rekombinant DNA'nin
cogaltilmas: igin cesitli 6zelliklere sahiptirler. Bir transfer vektoriiniin
gorevini yerine getirebilmesi icin sahip olmasi gereken baglica 6zellikler
agaidaki gibi siralanabilir (27):

a) Vektor DNA'sinda, 6zgiin bir baz dizisinden meydana gelen, DNA
replikasyonunun baglamasinda rol alan tiim enzimlerin taninip
baglanabildigi ve vektoriin konak igerisinde ¢ogalmasim saglayan, yaklagik
500 bp uzunlugunda bir "promotor" bulunmalidir.

b) Vektorler, vektoriin veya rekombinant DNA'nin taninmasini
saglayan bazi igaret (marker gen)'lere sahip olmalidirlar. Bunlar, gesitli
antibiyotiklere direnclilik saglayan bir gen olabilecegi gibi, bazi amino asit
ve sekerleri metabolize edebilen oksotrofik bir 6zellik de olabilir.

c) Vektorlerde, yabanci DNA'larin klonlanmasinda kolaylik saglayan,
cok sayida ve 6zel restriksiyon endoniikleaz kesme noktalar1 olmalidar.
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d) Vektor DNA's1, klonlanmig DNA'ya ait proteinin iiretilmesi i¢in
uygun kontrol elementlerini, promotorlart ve ribozom baglanma
bolgelerini igermelidir.

€) Vektoriin baz sirasinin bilinmesi de igaret geninin, restriksiyon
endoniikleazlarin ve diger ilgi duyulan elementlerin yerlerinin tam olarak
tespit edilmesi ve uygun bir bilgisayar programiyla analiz edilebilmesi icin
onemlidir.

Bunlara ilave olarak, ekspresyon vektoriiniin olugturulabilmesi igin,
transfer vektoriiyle yabani tip virilis arasinda 6zgiin rekombinasyonu
saglayacak homolog bolgelerin olmasi gerekir. Boyle bir rekombinasyon
sonucunda olugacak rekombinant, ekspresyon vektorii olarak kullanilir.
Ekspresyon vektorleri de transfer vektorlerinin yukarida sayilan
ozelliklerinin ¢ofuna sahip olmasi gerekir. Olusturulan ekspresyon
vektoriiniin biyolojik aktiviteye sahip protein iiretebilmesi i¢in uygun konak
igerisinde bulunmasi gerekir.

1.7. Baculoviriis Ekspresyon Vektor Sistemi

On yildan bu yana, baculoviriis'ler yabanci genlerin okaryotik
ckspresyon vektorleri olarak kullamlmaktadir. Baculoviriis'iin ekspresyon
vektor sistemi olarak kullanilmasinin en Onemli iistiinliigii, polihedral
inkliizyon yapi matriks proteini (polihedrin, 28 kDa) ve pl0 proteinlerini
kodlayan genlerden (polh ve pl0) gelmektedir. Bunlar, enfekte olmug
hiicrelerde viriis replikasyon siklusunun en ge¢ safhasinda fazla miktarda
iiretilirler. Polihedrin proteinine, viriis partikiillerini dogada konaklar
arasinda koruyan inkliizyon yapilarin olugumunda veya viriis partikiillerinin
polihedra icerisine paketlenmesinde ihtiya¢ duyulur. Polihedraya,
b6ceklerin agiz yoluyla enfeksiyonunda ihtiya¢ duyulmasina ragmen, in
vitro viriis replikasyonunda ihtiya¢ duyulmaz. Bu nedenle s6z konusu
genlerin (polh ve pl0) kodlayan bolgeleri c¢ikarilip, yerlerine yabanci
genler yerlestirilerek baculoviriis ekspresyon vektorleri geligtirilmekte ve
bu vektoérler gesitli yabanci genlere ait proteinlerin genig miktarda
tiretilmesinde kullanilmaktadir (6).

Baculoviriis'lerin genomlan yabanci genin direkt insersiyonu igin ¢ok
biiyiiktiir. Bu nedenle yabanci gen bunlara homolog rekombinasyon yolu
ile birlegtirilit. Bunun igin ilgi duyulan gen bir transfer vektdriine baglanir
(klonlanir). Genellikle bu tip vektorler, yabanci genin klonlanabilecegi, bir
veya daha fazla restriksiyon bolgesi tarafindan izlenen giiglii ¢cok geg



12

baculoviriis promotorlan ihtiva ederler. Viral DNA ve transfer vektorii
DNA'sinin birlikte transfeksiyonundan sonra, viriis ve transfer vektoriiniin
homolog bolgeleri arasinda rekombinasyon meydana gelir. Neticede
yabanci gen, genomda istenen bolgeye yerlesir. Rekombinant viriisiin
belirlenmesini kolaylagtirmak icin, bu tip vektdrlerde genellikle polihedrin,
B-galaktosidaze, B-glukuronidaze (R) veya lusiferaze (R) gibi marker
genler mevcuttur. Bu sekilde ¢ok sayida yabanci genlere ait proteinler
bocek hiicrelerinde iiretilmigtir (28).

Baculoviriis'lerin ekspresyon vektorii olarak kullanilmasi ile ilgili itk
caligmalar, Smith ve ark (29) ve Pennock ve ark (30) tarafindan, AcNPV'ii
kullanilarak S. frugiperda hiicrelerinde B-interferon'u ve B-galaktozidaz'i
liretmeleriyle yapilan ¢aligmalardir. Maede ve ark (31) ipek boceginde
BmNPV'ii kullanarak B-interferonunu sentezlediler. Sonraki yillarda,
baculoviriis ekspresyon vektor sistemi (BEVS) kullanilarak tibbi, ekonomik
ve endiistriyel Sneme sahip viral (32), fungal (33), bakteriyal (2), bitkisel
(34) ve hayvansal (35) orjinli gesitli rekombinant proteinler bol miktarda
iiretildi. Giiniimiizde ise 6zellikle tibbi alanda yapilan caligmalarla cesitli
hastaliklara kars: yeni antijenler, biiyiime faktrleri ve kinazlar iiretilip,
yaygin olarak kullamiimaktadir (36). Gelistirilen yeni ilaglarla birlikte yeni
tedavi yontemleri de ortaya ¢ikanlmigtir. Bunlarin sonucunda, basta
rekombinant ve sentetik olmak iizere birgok yeni ag1 geligtirilmigtir. Yine
bu alanda yapilan caligmalar sayesinde immiinoglobulinler, insiilin,
interferon ve interlokin gibi proteinler bol miktarda iiretilmigtir.
Endiistriyel 6neme sahip gesitli bitkisel proteinler de bu sistemde yaygin
olarak sentezlenmektedirler. Ayrica, zirai miicadelede zararli boceklere
kars! etkili olan bazi toksik ozellige sahip proteinler de BEVS'de iiretilerek
zirai miicadele ¢aligmalarinda kullanmimaktadir (2).

1.8. Baculoviriis Ekspresyon Vektor Sisteminin
Avantajlan

Tiim rekombinant proteinlerin iiretimi igin ideal bir sistem heniiz
geligtirilememigtir. Protein iiretiminde kullamlan bakteriyel, plazmid, faj,
viral ve YAC vektorlerinin herbiri, rekombinant protein yapisina ve onun
kullanilig 6zelligine uygunluk gosterir. Cogu durumda miikkemmel bir
yontem olan baculoviriis ekspresyon vektor sistemi (BEVS), digerlerine gore
agafida belirtildigi gibi birgok avantaja sahiptir (23):
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a) Protein iiretimi icin okaryotik bir ortam olmasi: BEVS'nin iyi bir
Okaryotik ortam olmasi, biyolojik olarak aktif Skaryotik proteinlerin iiretimi
icin olduk¢a onemlidir. Bu sistem uygun katlanma, disiilfit bag olugumu,
oligomerizasyon ve/veya biyolojik olarak aktif olan bazi proteinlere 6zgii
olan post translasyonal modifikasyonlan kontrol eder. Buna ilave olarak, bu
sistemde sinyal parcalamasi, proteolitik parcalama, N- glikozilasyon, O-
glukolizasyon, agilasyon, amidasyon, fosforilasyon ve karboksilasyon gibi
post translasyonal degisiklikler de olur. Tablo 3'de baculoviriis ekspresyon
vektor sistemi kullanilarak iiretilmis proteinlerdeki translasyon sonrasi
degisiklikler goriilmektedir.

Tablo 3 . Baculoviriis'deki translasyon sonrasi degisiklikler

Islem tipi Alt-tip Protein
Proteolitik iglem|) Sinyal par¢calanma Insan dokusu plasminojen
aktivatorii (37)
N-terminal N-terminusunda Insan aldose rediiktase (38)
bloklama asetilalanini
Fosforilasyon | Serin/Treonine SV40 genis T antijeni (39)
fosforilasyonu
Glikozilasyon | N-glikozilasyon Herpes simplex viriis
glikoprotein D (40)
O-glikolizasyon Pseudorabies viriis
glikoproteini (41)
Yag Yag asitleri agilasyonu | SV40 genis T antijeni (42)
modifikasyonu
Polyisoprenilasyon H-ras, Rap-1A (43)
a -amidasyon M.sexta diiiretik hormon
(44)
Hiicre alt | Fare glukokortikoid
lokalizasyonu reseptorii (45)
Katlanma Disiilfid baglan Immunoglobilin
olusumu heterodimers (46)
Dimerizasyon Insan interlokin-5 (47)
Oligomerizasyon
Gen splicing Ipek giivesi kromozomal

genleri (48)
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b) Cesitli viriis gen iiriinlerinin kullanilabilmesi: Viriis, hiicre
kiiltiiriinde viriis partikiillerinin iiretiminin devami igin gerekli olmayan iki
gen liriiniine sahiptir (polihedrin ve pl0). Bu yiizden, bu iiriinlere
kargilik gelen genlerin kodlayan bolgeleri yerine, iiretilmek istenen proteini
kodlayan yabanci genler yerlestirilebilir.

c¢) Giiclii gen promotorlarinin olmasi: polh ve pl0 genleri, enfekte
olmug hiicrelerde proteinlerin fazla miktarda sentezlenmesini salayan,
oldukc¢a aktif, giiclii promotorlara sahiptirler. Polihedrin proteini toplam
viral proteinlerin %90'indan fazlasini olugturur. Bu gii¢lii promotorun
kullanilmasiyla toplam hiicresel proteinin %25-%50 oraninda iiretilmesi (10°
hiicre/1 litre kiiltiirden 1 gr protein) miimkiin olmaktadir.

d) Insertin biiyiikliigii: Baculoviriis genleri ¢esitli biiyiikliiklere
sahiptir (90-200 kbp). Normal replikasyon ve DNA paketlenmesini
etkilemeksizin bilyiik miktarda (100 kb veya daha fazla) yabanci DNA viriise
yerlestirilebilir. Aym: zamanda, gen sayist da birden fazla olabilir.

e) Diisiik sicaklikta protein iiretimi: Baculoviriisler 27°C'de iiretilirler.
Bu sicaklik 37°C'de kiiltiir edilen hayvan hiicrelerine ait sicaklak-duyarli
mutantlar icin iiretken bir ortamdir. Bu yiizden, BEVS bir genin sicaklik
duyarh alleli tarafindan kodlanan aktif bir proteini biilyiik oranda iiretmek
icin kullanilabilir. Bu durum vektériin 37°C'de iiretildii ortamlarda
miimkiin degildir.

f) Giivenilir olmasi: Baculoviriislerin replikasyonu sadece
omurgasizlarda gerceklestiginden sistemin kullanicilarina kargi herhangi bir
riski yoktur.

g) Bol miktarda protein iiretimi: Bocek hiicreleri in vitro sistemlerde
genig hacimde protein iiretmeye uygundur.
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1.9. AcNPV DNA'sinin Ozellikleri

AcNPV'den izole edilen ve Bac-N-Blue olarak adlandirilan viriis
DNA's1, tamamen lineer hale gelme ihtimalini arttirmak ve viriisiin iiremesi
icin gerekli sekanslarin uzaklagtirilmasimi saglamak icin 3 tek Bsu36 I
restriksiyon bolgesini ihtiva edecek sekilde inga edilmigtir (7). Ac¢ik okuma
zinciri (ORF) 1629'un viral ¢ogalma icin 6nemli oldufu gosterilmigtir.
Ozel olarak, ORF 1629'un 3' ucundaki SnaB I bolgesindeki insersiyonlar
toksik protein iiretimi saglar. ORF 1629'un 3' ucundaki sekanslar Bsu36 1
ile kesme sirasinda uzaklagtirilir. Géoriilebilir viriisii izole etmenin tek yolu,
gerekli ORF 1629 sekansinin transfer vektorii ile biraraya getirilmesidir.
Tranfer vektoriindeki ve lineer hale getirilmis DNA'daki sekanslar,
genellikle ORF 603 ve ORF 1629 arasindaki rekombinasyon, rekombinant
viriisiin iiretilmesi ile sonuglanir (49).

Halkasal Bac-N-Blue DNA's;

P P
603 Bsu361 Bsu36l 1629

Bsw361
% l < 1 | l I ;
ORF 603 3 facZ ool =< | ORF 1629

Sekil 3. AcNPV DNA'sinin sematik gosteriligi
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1.10. Baculoviriis Transfer Vektorii (pBlueBacd.5) niin
Ozellikleri

pBlueBac4.5 (4940 bp) fiizyon olmayan bir vektor olup, ¢ok geg
AcNPV polihedrin promotoru altinda bocek hiicrelerinde, yabanci bir gene
ait proteini iiretebilecek sekilde dizayn edilmig bir baculoviriis transfer
vektoriidiir. Lac Z geni iiriinii, rekombinant viriis igin goriilebilirlik igarcti
olarak, "crken-ge¢" (ETL) promotoru altinda sentezlenir. Bu transfer
vektorii ile olugturulun viral yapilarin meydana getirdi8i plaklar occ
dirler ve yayma agaroz i¢inde kromojenik bir subtrat var isc mavi plaklar
olugacaktir.

pBlueBac4.5 (4.9 kb), bdcek hiicrelerinde istenilen genin
ekspresyonuna miisade edecek sekilde diizenlenmistir. Ekspresyon ¢ok ge¢
AcNPV polihedrin promotoru tarafindan gergeklestirilir. pBlueBac4.5
vektorii, pJVETL-Z (Invitrogen, USA)'den olusturulmus olup ETL
promotoru ile AcNPV'nin ¢ok ge¢ polihedrin promotoruna (Ppy) sahiptir.
ETL promotoru, B-galaktosidazin bir belirleyici gen olarak sentezini
yOnetir. Py ise yabanci gen iiriiniiniin sentezini kontrol eder.

pBlueBac4.5

49kb
p

P ‘J
PH

l(‘.n mX< w X T xX w ]
SEF R L

Sekil 4. Baculoviriis transfer vektorii (pBlueBac4.5)'niin sematik
gosteriligi



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyaller
2.1.1 Kimyasallar, Besiyerleri ve Enzimler

Caligmada kullanilan besiyerleri, kimyasal maddeler ve enzimler
degisik firmalardan saglanmigtir. Bunlardan agaroz, ampisilin, dimetil
siilfoksit (DMSO), etidyum bromiir, fetal bovine serum (FBS), gliserol,
leupeptin, giimiis nitrat (AgNQOs), sitrik asit, trisma base, trisma
hidroklorid, X-gal, pepstatin A, RNaz Sigma (ABD); amonyak (NH3),
asetik asit, f-merkaptoetanol, bromfenolblue, bovine serum albumin (BSA),
etilen diamin tetraasetik asit (EDTA), fikol 400, formaldehid,
izopropanol, magnezyum kloriir (MgCl,), metanol, polietilen glikol (PEG)
MW 8000, potasyum kloriir (KCl), potasyum asetat, potasyum difosfat
(KH2POy4), sodyum bifosfat (Na;HPO,4), sodyum kloriir (NaCl), sodyum
hidroksit (NaOH), sodyum dodesil siilfat (SDS), triton X-100 Merck
(Almanya); bacto-tryptone, yeast extract Difco (ABD); Insectin Plus
Liposom, Grace's Insectin Plus Medium (TNM-FH) Invitrogen (USA); Nco
I MBI (USA), rezin, Pst I Promega (USA), Sac I, T4 DNA Ligaz Bio Lab
(Ingiltere), firmalarindan temin edildi.

2.1.2.Plazmidler ve Bakteri Suslar:

Calismada crylVA ve crylVD genlerine ait DNA fragmentlerini
ihtiva eden pHE4-AD plazmidi Dr. Ariech ZARITSKY (Department of Life
Sciences, Ben-Gurion University of the Negey, Be'er-Sheva 84105) ve bu
genleri subklonlamada kullanilan pAMPI18 plazmidi Dr. Ali O. KILIC
(KTU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji A.B.D.)’dan temin edildi.

cryIVAD  fragmentlerini baculoviriis ekspresyon vektoriine
rekombinasyonla tasimak icin pBlueBac4.5 (Invitrogen, USA ) transfer
vektorii kullanildi.

Plazmidlerin ve transfer vektoriiniin ¢ogaltilmasinda Escherichia
coli'min JIM109 susu kullanida.
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2.1.3. Konak Hiicre ve Ekspresyon Vektorii

Konak olarak S. frugiperda 1PLB-SF-9 hiicreleri kullamildi. Hiicreler
doku kiiltiirii kaplarinda, %10 FBS iceren TNM-FH besiyerisinde ¢ogZaltildi.

crylVAD genlerinin ekspresyonu (transkripsiyon=yazilim ve
translasyon=cevrilme) icin Bac-N-Blue (Invitrogen, USA) ekpresyon
vektorii kullamldi.

Polihedrin geninin rekombinant viriiste inhibe edildigini gostermek
icin kontrol amaciyla yabani tip (wild type) viriis olarak AcNPV
(Invitrogen, USA) kullanild:.

2.2. Yontem
2.2.1. E. coli Kiltiiriiniin Uretilmesi

E. coli kiiltiiri, kompetant hiicre hazirlanmasi, transformasyon ve
plazmid izolasyonu Ausubel ve ark (51)'na gére bazi modifikasyonlarla
gerceklestirildi.

E. coli JM109 stok kiiltiiriinden bir 6ze yardimiyla tek bir koloni
alinip, 10 ml Luria Bertani (LB; %1 Bacto-Tryptone, %0.5 Y east Extract,
%0.5 NaCl, pH 7.4) sivi besiyerine ekim yapildi ve yaklasik 16 saat 37°C'de
200 rpm hiz ile calkalanan su banyosunda iiretildi.

2.2.2. Kompetant E. coli Hazirlanmasi

Bir gecelik E. coli kiiltiirii, %0.2 glukoz iceren LB'ye 1/100 oraninda
aglland1 ve ODg(0 = 0.3-0.5 oluncaya kadar su banyosunda 200 rpm de
iiretildi.

Istenilen yogunluga ulasan hiicreler 7.000 rpm'de 10 dak ¢oktiiriildii.
Cokelek (pelet) 2 ml soguk ve steril transformasyon saklama soliisyonu (%1
Bacto-Tryptone, %0.5 Yeast Extract, %0.5 NaCl, %10 PEG 8.000, %5
DMSO ve 50 mM MgCl,) icerisinde pipetlenerek buz iizerinde homojen
hale getirildi. Hazirlanan kompetant hiicreler taze olarak kullanildi veya
tekrar kullamilincaya kadar -70°C'de saklandi.
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2.2.3. E. coli 'nin Plazmid ile Transformasyonu

Kompetant E. coli hiicrelerinden 200 pl mikrosantrifiij tiiplerine buz
tizerinde alinarak 0.1-1 ug rekombinant plazmid veya vektor DNA ile
kanigtirildi ve buz iizerinde 40-60 dak bekletildi. Hiicreler 42°C'de 2 dak
soklandi ve tekrar buz iizerine alindi. Daha sonra 20 mM glukoz igeren 1
ml LB besiyerine transfer edilerek 37°C'ye ayarlanmug c¢alkalayici su
banyosunda 150 rpm'de 1 saat inkiibe edilerek fenotipik ekspresyon
saglandi. Transform edilen hiicreler antibiyotik iceren LB agara cam
bagetle yayilarak 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Kolonilerden birkag:
alinarak plazmid izolasyonu igin antibiyotik iceren 3 ml LB siv1 besiyerinde
bir gece 37°C'de iiretildi.

2.2.4. Plazmid izolasyonu

Plazmid alkali lizis metoduna gore izole edildi. Plazmid bulunduran
E. colimin bir gecelik kiiltiirlerinden, 1.5 ml mikrosantrifiij tiiplerine
alindi ve 10.000 rpm'de 2 dak santrifiij edilerck hiicreler ¢oktiiriildii. Sivi
kisim (siipernatant) atildi, pelet 200 pl soliisyon I [10 mM Tris-HCI (pH
7.5), 1 mM EDTA (pH 8), 10 pg/ul RNaz] icinde vortekslenerek ¢oziildii.
Bunun iizerine 200 pl taze olarak hazirlanmig solusyon I [0.2 N NaOH, %1
SDS] ilave edildikten sonra yavasca kanstirilarak viskoz bir akigkanlik ile
hiicrelerin parcalanmalar (liz olmalarn) saglandi. Liz olan hiicreler 200 pl
5 M potasyum asetat (pH 4.9) ile muamele edilerek buz iizerinde 15 dak
bekletildi. Protein ve kromozomal DNA 10.000 rpm'de 10 dak santrifiij
edilerek c¢oktiiriildii. Plazmid iceren siipernatant steril bir mikrosantrifiij
tiipe alind1 ve iizerine iki hacim 6nceden 37°C'de isitilmig rezinden ilave
edilerek 65°C'de 30 sn tutulduktan sonra oda sicaklifinda rezinin DNA'ya
baglanmas: i¢in 15 dak daha bekletildi. Plazmid-rezin kompleksi
kolonlardan (Promega, USA) siiziilerek %80'lik isopropanol ile yikandi.
Kolonlarda kalan alkolii uzaklastirmak igin, kolonlar mikrosantrifiij
tiiplerine yerlestirildi ve 30 sn santrifiij edildi. Kolonlar temiz
mikrosantrifiij tiiplerine transfer edildi. Plazmidin kolondan ayrilarak
mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmasi igin iizerlerine 100 ul 65°C sicaklikta
distile su veya TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) ilave edildikten
sonra 10.000 rpm'de 1 dak santrifiij edildi.
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2.2.5. Restriksiyon Endoniikleazlar ile DNA’nin
Kesilmesi ve Agaroz Jel Elektroforezi

Plazmidler restriksiyon enzimlerini iireten firmalarin belirttigi
sartlarda gerekli tampon icinde ve sicaklikta 2 saat kesildi. Reaksiyon
65°C'de 10 dak tutularak sonlandirildi. Yiikleme soliisyonu (%20 fikol
400, 0.1 M Na;EDTA pH 8, %1 SDS, %0.25 bromfenol blue, %0.25
ksilen) ile 1/10 oraninda karigtirildiktan sonra TAE tamponu (%0.48 gr
Trisma—Base, %0.11 ml asetik asit, %0.07 gr Na,;EDTA.2H,O pH 8.5)
icinde hazirlanmig %0.8 veya %1.5'lik agaroz jelde 50 volt akimda
yiiriitiildi. DNA 0.1 pg/ml etidyum bromiir ile boyandi, distile su ile
yikandi ve UV transilliiminatérde gézlendikten sonra polaroid kamera ile
goriintiilendi.

2.2.6. DNA Fragmentlerinin Agaroz Jelden
Saflastirilmasi

DNA fragmentleri temiz bir bistiiri ile jelden kesilerk cikartildi ve
GeneCleanll Sample Kit (BIO101, USA) ile temizlendi. Mikrosantrifiij
tiiplerine konulan jel pargalarimin iizerine 2 hacim %1'lik sodyum iyodiir
(Nal) ilave edildi. Tiipler 65°C'ye ayarlanmig su banyosunda yaklagik 15
dak veya jel iyice eriyinceye kadar bekletildi. Bu siire zarfinda tiipler alt
iist edilerek jelin erimesi saglandi. Jel soliisyonuna 10 pl "glassmilk" ilave
edildikten sonra oda sicaklifinda belli araliklarla alt iist edilerek DNA’nin
glassmilke baglanmasi saglandi. Daha sonra tiipler 5 sn santrifiij edildi ve
iist siv1 atildi. Pelet 1 ml %80'lik izopropanol ile pipetlenerek 3-4 kez
yikandi. Son yikamadan sonra tiipler 5 sn santrifiij edildi ve peletin
iizerindeki biitiin siv1 uzaklagtinnldi. Pelet 60 ul suda ¢oziildii ve 65°C'de 5
dak inkiibe edilerek DNA’nin glassmilkten ayrilmasi saglandi. DNA igeren
stvi 10.000 rpm'de 1 dak santrifiij isleminden sonra temiz tiiplere alindi.
izole edilen DNA’mn saflif1 ve konsantrasyonu agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edildi ve 100 ug/ml olan fragmentler klonlamada kullaniimak
iizere -20°C'de saklandi.

2.2.7. Gen Klonlanmasi

Aym restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmis insert (klonlanacak gen)
DNA fragmenti ile vektor DNA’s1 3:1 oraninda (0.3 pg insert ve 0.1 ug



21

vektor DNA) toplam 20-30 ul hacim iginde, 1-2 iinite T4 DNA ligaz enzimi
kullanilarak 16°C'de bir gece inkiibe edildi.

2.2.8. 8. frugiperda Konak Hiicre Kiiltiirii

S. frugiperda (Sf-9) hiicre stogu sivi1 azottan alimp, 37°C'lik su
banyosunda eritildi ve buz iizerine yerlestirildi. Tipiin dig kismu %70'lik
alkol ile iyice silindikten sonra, tiipiin icerigi 4°C'de sogutulmus, T-25 flask
(Corning T-25, USA) icindeki % 10 FBS katkil1 4 ml TNM-FH besiyerine
transfer edilerek iyice yayilmalar: saglandi. Hiicreler 27°C'de yaklagik 1
saat inkiibe edildi. Flaska tutunmayan hiicreler uzaklastirild1 ve flaska 5 ml
taze besiyeri ilave edildi. Hiicreler %901k bir tek tabaka tutunan
(monolayer) kiiltiir olugturuncaya kadar (yaklasik 5-6 giin) 27°C'de inkiibe
edildi.

Hiicreler monolayer olusturduktan sonra alt kiiltiir yapildi. Bunun
i¢in flask igindeki besiyeri pastor pipet kullanilarak ortamdan uzaklagtirildi.
Hiicrelerin iizerine 5 ml taze katkili besiyeri konulup flaskin kapagi
kapatildi ve kenarlar el icine 4-5 kez vurularak hiicrelerin tabandan
ayrilmalari saglandi. Flaskin i¢ yiizeyi, icindeki besiyeri ile, kenarlara
yapigmig hiicrelerin siispansiyona karigmasi ve olugmug kiimelerin
dagilmas igin, pastor pipeti ile yikandi. 1:10 oraninda yenilenen kiiltiir 5-6
giin sonra yeniden %90'likk tutunan bir tabaka olugturdu. Bu hiicreler
tekrar altkiiltiire alinda.

2.2.9. Konak Hiicrenin Viriis DNA's:y ve Transfer Vektorii
ile Transfeksiyonu

Rekombinant transfer vektorii ile rekombinasyon yiizdesini arttirmak
icin lineer hale getirilmig yabani tip viriis DNA’s1 birlikte konak hiicrelere
transfer edildi. Deney 35 mm'lik petri kaplarinda gergeklestirildi. S.
Jrugiperda hiicreleri hemositometre ile sayilarak 2 petriye 1x106 hiicre
olacak sekilde konuldu. Hiicrelerin tabana yapigmasim saglamak i¢in en az
iki saat 28°C'de inkiibe edildi. Bu arada transfeksiyon karigimi hazirlandi.
Bunun i¢in bir mikrosantrifiij tiipiine 10 pl (1ug) lineer hale getirilmig Bac-
N-blue DNA's1, 7 ul rekombinant transfer plazmidi (1 pg/ul), 1 ml katkisiz
"Grace's Insect Medium" ve 20 pl Insectin Plus Liposom konuldu 10 sn
vortekslendi. Hazirlanmig olan transfeksiyon karigimi 15 dak oda
sicakliginda inkiibe edildi. Iki saatlik tutunma isleminden sonra besiyeri
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petrilerden pastér pipeti ile hiicrelere zarar vermeden dikkatlice
uzaklastinildi. Liposomun transfeksiyon verimini diigiirmesine neden olan
serum kalintilarinin ortamdan uzaklagtirilmasi amaciyla hiicreler 1 mli
katkisiz besiyeri ile yikandi. Oda sicaklifinda 15 dak inkiibe edilen 1 ml
transfeksiyon kangimu esit olarak iki petrideki katkisiz besiyeri ile yikanmig
hiicrelerin iizerine damla damla ilave edildi. Daha sonra petriler 50 rpm
hiza ayarl sallayicida 4 saat oda sicaklifinda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda petrilerin iizerlerine 1 ml katkilhi TNM-FH ilave edildi. Petriler
parafilm ile sarildi ve 5 mM EDTA (pH 8) ile nemlendirilmig pegetelerin
icinde bulundugu posetlere konarak 28°C'de inkiibe edildi.

Dért giinliik inkiibasyon sonunda petrilerdeki besiyeri alinarak 0.45
um'lik filtreden siiziildiikten sonra 4°C'de saklandi.

2.2.10. Plak Deneyi

Transfeksiyon sonucu elde edilen viriis siispansiyonundan
rekombinant viriisleri segmek icin plak deneyi yapildi. Deney 35 mm'lik
petri tabaklarinda yapildi. Petri sayist kullamlacak seyreltik sayisina gore
tespit edildi. Bu petrilere, S. frugiperda hiicrelerinden hemositometrede
sayilarak, 1x106 / ml hiicre birakildi. Petriler parafilm ile iyice sarildilar
ve 150 rpm hiza ayarlanmig sallayici platformda 10 dak bekletildi. Daha
sonra hiicreler 28°C'de 4 saat inkiibe edildi.

Viriis son hacmi 350 pl olan katkili TNM-FH besiyeri iginde istenilen
konsantrasyonlarda 10 faktsrlii (102, 10-3, 10-4, 10-6) seyreltildi.

Dort saatlik inkiibasyon sonunda hiicreler inkiibatérden alindi ve
herbirinden 600 pl besiyeri alinip uzaklagtirildiktan sonra iizerlerine viriis
siispansiyonlar: ilave edildi. Daha sonra petriler calkalayici platform
iizerinde 50 rpm hizda 90 dak calkalandi. Bu esnada %2.5'lik "baculoviriis
agaroz" hazirland: ve otoklavda steril edildi. Steril olmus agaroz steril
kabin igerisine daha o6nceden yerlestirilmig ve 45°C'ye ayarlanmig su
banyosuna yerlestirildi ve agaroz ile besiyeri birlestirildi. Her petri i¢in
I'er tiip hazirlandi. Bu tiiplere 3 pul 50 mg/ml X-gal iceren supplement
TNM-FH'dan 1'er ml ilave edildi. Viriis enfeksiyonundan 90 dak sonra
petriler alnip steril kabinin igine yerlestirildi. Once bir tanenin icindeki
tiim besiyeri alinip uzaklagtirildi. Bu arada 45°C'de bekleyen TNM-FH +
virlis karigitmuindan 1 ml alimip, steril kabinin igine yerlegtirilmig tiiplerden
bir tanesinde bulunan 1 ml TNM-FH + X gal ile kangtirildi ve bu petrinin
iizerine nazikge dokiildi. Yavag dokiilerek hiicrelere zarar verilmemeye
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caligildi. Diger petriler i¢cinde aymi iglem tekrarlandi. Agaroz donunca
petrilerin kapaklar: kapatildi ve petriler parafilm ile iyice sarildiktan sonra
bunlar 5 mM EDTA ile islatilmis pecetelerin bulundugu kutu igine
yerlestirilip, 28°C'de inkiibe edildi.

inkiibasyondan sonra petrilerde gériilen mavi plaklar rekombinant
viriisii gdstermektedir. Bu plaklardan 1 tane alinip 1 ml katkisiz besiyeride
¢oziildii. Olugturulan bu viriis karigimindan saflagtirmanin iyi olmas: igin
yeniden plak deneyi yapildi. Plak deneyi toplam 3 kez tekrarlandi. Ugilincii
plak deneyi sonunda rekombinant viriis saf olarak elde edildi.

2.2.11. Yiiksek Konsantrasyonlu Viriis Stogu Hazirlanmas:

Yiiksek konsantrasyonlu rekombinant viriis stofu iiretimi icin
oncelikle hiicreler hazirlandi. S. frugiperda hiicreleri hemositometre ile
sayild: ve 35 mm'lik petri tabafina 1x106 hiicre koyuldu. Hiicrelerin tabana
yapigmasi igin petriler 4 saat 28°C'de inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda
petrilerdeki besiyeri 1.5 ml taze besiyeri ile degistirildi. Petriler daha 6nce
yapilan plak deneyinde olusan plaklardan birer tanesi ile enfekte edilerek
28°C'de 8 giin siiresince hiicrelerin %80-90t parcalanincaya kadar
inkiibasyona birakildi. Daha sonra petrilerdeki besiyeri alindi ve hiicre
kalitilanim uzaklagtirmak i¢in 2500 rpm de 10 dak santrifiij edildi. Viriis
bulunan iist siv1 temiz tiiplere alind1 ve viriis stogu olarak 4°C'de
kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

2.2.12. Viriis Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Protein iiretiminde etkili bir enfeksiyon elde edebilmek igin viriis
konsantrasyonunun (titer) bilinmesi gerekir. Viriis konsantrasyonu plak
deneyi yapilarak tespit edildi. Plak deneyi daha once izah edildigi sekilde
yapildi. Hesaplama 106. ve 107. seyreltiklerdeki plaklarmnin ayri ayn
sayilmas: ile gergeklestirildi. Her iki petrideki viriis konsantrasyonu
1/(seyreltik sayist x plak sayis1 x mililitredeki hacmin ¢arpimi) = pfu/ml
(ml'deki viriis sayis1) formiiliine gore hesaplandi. Daha sonra her iki
konsantrasyonun ortalamasi alinarak ortalama viriis konsantrasyonu tespit
edildi.
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2.2.13. Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Protein orneklerinin hazirlanigi Invitrogen katalogunda belirtildigi
sekilde yapildi. Elde edilen ¢okelekler buz iizerine yerlestirildi. Her
cokelek 100 ul pargalama tamponunda (%0.1 Triton X-100; 137 mM
NaCl; 2.7 mM KCIl; 10 mM Na,HPO4; 18 mM KH,POg4; 0.5 pg/mi
Leupeptin; 1 ug/ml Pepstatin A) vortekslenerek kanstirildi.  Ornekler
her 10 dak da bir vortekslenmek iizere 45 dak buz iizerinde tutuldu.
5.000 rpm'de 10 dak santrifiij edildikten sonra siipernatant kisimlari steril
tiiplere transfer edildi.

2.2.13. SDS-PAGE Analizi

SDS-PAGE analizi temel olarak Laemmli (52)'nin gelistirdigi metoda
gore yapildi. 24, 48 ve 72. saatlerde alinan sivilardan elde edilen protein
ornekleri ile kontroller (orijinal tip viriis ile enfekte olmus S. frugiperda
hiicresi protein Ornekleri ile hi¢ enfekte olmamus S. frugiperda hiicresi
protein Ornekleri) den 25'er pl alindi. Bunlara egit miktarda 2X muamele
tamponu (0.15 M Tris-HClI pH 6.8, %4 SDS, %20 Gliserol, %6 f-
merkaptoetanol) ve 5ul Bromfenolblue (BPB) boyasi ilave edildi. Daha
sonra numuneler 5 dak kaynatilarak %8'lik sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jeline (SDS-PAGE) yiiklendi ve 30 mA'lik akimda yaklagik 4
saat kogturuldu.

Jeller giimiis nitrat (AgNQOs) ile boyandi. Boyama iglemi Hames ve
Rickwood (53)'un geligtirdikleri metoda gore yapildi. Jel 6nce en az bir
saat temizlenmesi icin % 50'lik metanole alindi. 15 dak giimiig boya
solusyonu (1.177 M AgNOs;, 0.0189 M NaOH, %0.014 NH3) icinde
bekletildi. Boyadan alinan jel deiyonize su ile 2-3 kez yikandi. Bant
belirleyici solusyona (%0.05 formaldehid, 0.023 M sitrik asit) alinda.
Bantlar goriiliinceye kadar (yaklagik 10 dak) bu sivi icerisinde bekletilen jel
daha sonra boyamay: durdurucu fiksatife (%15.7 metanol, %7.40 asetik
asit) alindi. Jeli uzun siire saklamak gerekiyorsa kurutmak sarttir.
Kurutma iglemi, jelin selefon yapraklar arasinda 80°C vakumlu jel kurutma
aletinde 1 saat bekletilmesi ile gerceklestirildi.



3. BULGULAR

3.1. cryIVAD Geninin Klonlanmasi

B. thrungiensis'e ait insektisidal kristal proteinlerini kodlayan 5568bp'lik
crylVAD genleri pHE4-AD plazmidinden Nco 1/Pst 1 restriksiyon enzimleri ile
kesilerek izole edildi ve ayni enzimler ile kesilmis pAMPI18 vektoriine
klonland: (Sekil 5).

Rekombinant plazmidler E. coli JM109 kompetent hiicrelere transform
edilerek rekombinant plazmid tastyan klonlar 100 pg/ml ampisilinli LB agarda
secildi. Ampisiline direngli kolonilerden 4 tanesi plazmid DNA izolasyonu i¢in
sivi besiyerisinde g¢ogaltildi. Plazmid DNA's1 agaroz jelde elektroforez
edilerek pAMPI18 vektorii ile karsilagtinldi. Dort klonun da pAMP18'den
daha biiyiik olduklan goriildii (Sekil 6). Bu plazmidlerden biri pRN2 (8.2 kb)
olarak adlandirildi. pRN2 Nco 1/Pst 1 restriksiyon enzimleri ile kesilerek
crylVAD fragmentinin istenilen oryantasyonda klonlandigi dogruland: (Sekil
7.
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Sekil 5. cryIVAD genlerinin pAMP18 plazmidine klonlanmasi.
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Sekil 6. Rekombinant plazmidlerin %0.8'lik agaroz jelde
goriintiilenmesi.1: pAMP18 (kontrol), 2-5:
crylVAD genlerini ihtiva eden muhtemel klonlar.

8.9 kb
53 kb
36 kD
2.7 kb
2.5 kb
2.4 kb
1.9 kb
1.5 kb
1.3 kb

1.1 kb
930 bp
L

Sekil 7. pRN2'nin restriksiyon analizi. 1. pAMP18 (kesilmemig),

2. pRN2 (kesilmemig), 3. pRN2 (Nco 1/Pst 1 ile kesilmis),
4. molekiiler agirlik standardi.
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crylVAD geni pRN2 plazmidinden Sac 1/Pst | restriksiyon enzimleri ile
kesilerek cikartildiktan ve jelden temizlendikten sonra yine aynt enzimler ile
kesilmis pBlueBac4.5 (4.9 kb) transfer vektoriine E. coli'de klonlandi (Sekil
8). Rekombinant baculoviriis transfer vektorii olan bu plazmid pAcRN2 (10.5

kb) olarak adlandiriidi.

pRN2
8.2kb
{Ara vektor)

Kpnl Lacfop?
Sma |/ Xma
Batit % b ,

cry VD st

Sac /Pstlile aylV A veaylVD
fragmentierinin gtkanimass

Amp "

PACRNZ
10.5kb

Sac |
cry IVA

cry IVA ve aylVD fragmentlerinin
ransfer vektdriine klonlanmast

{Rekombinant transfe
\ vektor)

cry VD

pBlueBac4.5
' lacZ

4.9kb
By

L 1
ITOMXWOX"|VPLXHLD =
dxm T IO 0 Tes T
~Em%222-9830
Sac I/Pst | enzimleri ile transfer
vektérinin lineer haie getiriimesi
Ampr
pBlueBac4.5
4.9kb LacZ
Sac | Pst |

' LacZ

Pst |

Sekil 8. crylVAD fragmentlerinin baculoviriis transfer

vektoriine klonlanmasi.
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crylVAD gen fragmentlerinin transfer vektorii pBlueBac4.5'e klonlanip
klonlanmadigint kontrol etmek i¢in, ampisiline direngli kolonilerin 4
tanesinden plazmid DNA izole edildi. Bu klonlarin DNA'lart  %0.8'lik jelde
yiiriitiilerek pBlueBac4.5 ile biiyiiklik bakimindan kargilagtirildi.  Dort
plazmidin de agaroz jelde pBlueBac4.5'den daha geride gittigi gozlendi (Sekil
9). pAcRN2 (10.5 kb) olarak adlandirilan bu rekombinant plazmidlerden biri
Sac 1/Pst 1 enzimleri ile kesilerek crylVAD genlerini dogru oryantasyonda
bulundurdugu dogruland: (Sekil 10). pAcRN2 transfeksiyon igin kullanildi.

Sekil 9. Baculoviriis transfer vektoriiniin segilmesi ve %0.8'lik
agaroz jeldeki goriintiileri. 1: pBlueBac4.5, 2-5: cryIVAD
genlerini ihtiva eden pBlueBac4.5 (pAcRN2)
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122Kb
11.1kb
10.1 kb
9.1 kb
8.1 kb
7.1 kb
6.1 kb
5.0 kb
4.0 kb
3.0 kb
2.0 kb
{6 kb

Sekil 10.  Baculoviriis transfer vektoriiniin agaroz jel analizi.
1. pBlueBac4.5 (kesilmemis), 2. pBlueBac4.5 (Sac 1/Pst 1 ile
kesilmig), 3. pAcRN2 (kesilmemis), 4. pAcRN2 (Sac 1/Pst 1
ile kesilmig), 5. molekiiler agirlik standardi

3.2. Eksprasyon Vektorii ile Transfer Vektoriiniin
S. frugiperda Hiicrelerine Transfeksiyonu

AcNPV'nin genomu direkt insersiyon i¢in oldukga biiyiik oldugundan,
yabanci genin genoma sokulmasi homolog rekombinasyon ile gerceklestirildi.
Rekombinasyon yiizdesini arttirmak icin ACNPV'nin Bsu36 1 ile lineer hale
getirilmis DNA's1 kullanildi. Bunun i¢in rekombinant transfer vektorii, lineer
hale getirilmis AcNPV DNA's1 (Bac-N-Blue DNA) liposom karigimi ile
birlikte S. frugiperda hiicre Kiiltiiriine transfekt edildi. Hiicreye giren transfer
ve ekspresyon vektorlerinin her ikiside birbiri ile rekombinasyon olusturacak
homolog bolgelere sahiptir. Bu homolog bolgeler birleserek iki vektor
arasinda fragment degisimi oldu. Boylece, transfer vektoriindeki crylVAD
genlerinin fragmentleri homolog rekombinasyonla lac Z igaret geniyle birlikte
ekspresyon vektoriiniin polh geni promotorunun arkasina yerlesmis oldu (Sekil
11).



31

° %'\\
dy Y
* Lineer 7w
By Bac-N-Blue DNA

Rekombinant transfer

ORI

Transfer ve eksprasyon vekibrierinin
S£-9 hiicresine birlikte transfeksiyonu

$f-9 hiicresinde homolog rekombinasyon

Rekombinant ve yaban tip
viriislerin hiicreden salymim

Sekil 11. cryIVAD fragmentlerinin baculoviriis ekspresyonu
vektoriine klonlanmasi.
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3.3. Plak Deneyi ile Rekombinant Viriisiin Secimi ve
Saflastirilmasi

Transfeksiyon igleminin kontrolii ve rekombinant baculoviriis'iin
saflagtinlmasi "plak deneyi" ile gergeklestirildi. Viriis seyreltikleri kullanilarak
yapilan plak deneyinde bir rekombinant viriis sadece bir hiicreyi enfekte
edebildi. Burada ¢ogaldiktan sonra hiicre pargalandi. Acifa ¢ikan yavru
viriisler ortam kati oldugundan uzaga gidemeyip, ancak yakin c¢evredeki
hiicreleri enfekte edebildiler. Bir hiicre normal sartlarda tek bir viriis
tarafindan enfekte edildigi icin, hiicrede olusan ve diger hiicreleri enfekte eden
viriisler ayni genomik yapiya sahip ve saf viriislerdir. Cevredeki hiicrelerinde
enfekte olmasiyla, 5. giinde petrilerde 6lii hiicrelerden olusan bir "plak”
meydana geldi. Plak olusturan viriislerin ihtiva etikleri lac Z geninin faaliyeti
sonunda, daha once ortama ilave edilmis olan X-gal parcaland: ve mavi renkli
plaklar olugtu. Bu rengin olusumu ekspresyon vektoriiniin cry/VAD genlerine
ait fragmentleri almig oldugunu gosterdi (Sekil 12).

Plak deneyi toplam 3 kez tekrarlandi. 1. plak deneyi sonucunda bir
petriden alinan bir plak ile 2. plak deneyi, 2. plak deneyi sonucunda yine bir
petriden alinan bir plak ile 3. plak deneyi yapildi ve neticede saf rekombinant
viriis elde edildi.
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ekil 12. Rekombinant viriislerin olugturdugu plaklarin
$ p
goriiniigleri. A: petrideki tiim plaklar, B: tek bir
plak (10x1.5), C: plakta bulunan hiicreler (10x40).
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3.4. Yiiksek Konsantrasyonlu Viriis Stogn Hazirlanmasi

Rekombinant viriisten yiiksek konsantrasyonlu viriis stogu iiretimi igin,
S/-9 hiicreleri plak olusturan viriisler tarafindan enfekte edildi. Enfeksiyonlar
8 giin boyunca 28°C'de inkiibe edildi. Viriis stofunun konsantrasyonunu plak
yontemiyle tespit etdildi.  Plak deneyi daha once anlatildi@r sekilde
gerceklestirildi. 10%. seyreltikte 22 plak, 107. seyreltikte ise 8 plak gozlendi.
Viriis konsantrasyonu | 1/seyreltik sayist x plak sayist = pfu (plak olusturan
tinite)/ml (ml'deki viriis sayist)] formiilii kullanilarak hesaplandi. Buna gore
viriis konsantrasyonu (350 pl icinde) [1/10¢ x 22 x 1.000/350 = 6.27x10-7
pfu/ml], 107. seyreltikde ki ise (350 ul iginde) [1/10-7 x 8 x 1.000/350=
2.28x108 pfu/ml] olarak tespit edildi. Her iki seyreltidin ortalamasi alinarak
[(6.27x10-7 + 2.28x108)/2 = 1.4x108 pfu/ml] ortalama viriis konsantrasyonu
(titer) tespit edildi.

3. 5. Rekombinant Proteinlerin Uretilmesi ve SDS-PAGE
Analizi

Rekombinant proteinin ekspresyon zamaninin belirlenmesi icin 6 gozlii
kiiltiir kabinda enfeksiyon yapildi. Her bir goze 106 hiicre kondu ve kabin ii¢
gozii 1.4x10# pfu/ml konsantrasyonlu rekombinant viriis stogu ile MOI=10"a
gore (100 ul) enfekte edildikten sonra 24, 48 ve 72 olarak isaretlendi.
Rekombinant viriis ile enfekte olmamug diger ii¢ gdzden bir tanesi kontrol
olarak orijinal tip viriis ile enfekte edilirken, diger bir gbze ise enfeksiyon
yapilmadi. Rekombinant viriis ile enfekte olmug gozlerden birincisindeki sivi
24 saat sonra tabandaki hiicreler ile birlikte mikrosantrifiij tiipiine transfer
edildi ve 3.000 rpm'de 10 dak santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pelet
-30°C'de muhafaza edildi. Diger gozlerede belirlenen saatlerde ayni islemler
uygulandi. Yaban tip viriis ile enfekte edilen ve hi¢ enfeksiyon yapilmayan
gozlerdeki sivilar 48 saat sonra alindi. Enfeksiyondan 48 saat sonra yaban tip
viriisler ile enfekte olmus hiicrelerde PIB'ler olusurken, rekombinant viriis ile
enfekte olmus hiicrelerde PIB olugsmamakla birlikte, hiicrelerde sekil
bozukluklarn, parlakliklarini kaybetme ve yaban tipe yakin bir 6liim orani
olugtugu goriildii (Sekil 13).
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~3
(g

Sekil 13. Rekombinant AcNPV ile enfekte olmug Sf-9
hiicreleri. Sf: enfekte olmamis, Wt: yaban tip viriis
ile enfekte olmug, Rakamlar: enfeksiyondan sonra gecen
siireyi saat olarak gostermekte, biyiitme: 200X
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Tiim peletler biraraya getirilerek protein ornekleri hazirlandi. 24. 48. ve
72. saatlere ait protein Ornekleri ile kontroller (orijinal tip viriis ile enfekte
olmug S.frugiperda hiicresi protein drnekleri ile enfekte olmamus S. frugiperda
hiicresi protein Ornekleri) % 8'lik jelde elektroforez edildi. Jel giimiis nitrat
ile boyandi. crylVA'min kodladigi 134 kDa'luk ve cry/VD'nin kodladigi 72
kDa'luk protein bantlan jelde goriintiilendi (Sekil 14). Orijinal tip viriis ile

enfekte olmug

siralar varken,

hiicrelerde polh promotoru 6niinde polihedrin genini kodlayan
bunun yerine rekombinant viriiste cryIlVAD genlerine ait

proteinleri kodlayan siralar vardir. Bu nedenle orijinal tip viriiste polihedrin
proteini banti goriiliirken, rekominant tipte bu bant olugmamuis, bunun yerine
72 kDa'luk ve 134 kDa'luk iki farkli bant olugmustur.

Sekil 14.

M 24 48 72 Wt Sf
' AN

Rekombinant proteinlerin SDS-PAGE Analizi.

S. f. enfekte olmammg, W: orijinal tip viriis ile enfekte
olmus, 24, 48, 72: rekombinant viriis ile enfeksiyondan
sonra gec¢en Zaman (saat), M: agirliklan bilinen standart
protein molekiilleri (x103 Da).



4. TARTISMA

Kimyasal insektisitler, etkilerini ¢abuk gostermeleri ve ucuz
oluglarindan dolay1 uzun yillardan beri ziraat ve ormancilikta zararl
boceklerin kontroliinde kullaniimaktadirlar.

Ancak kimyasal insektisitler uygulandiklar alanda uzun siire kalarak
insan saghigini tehdit etmeleri, zararlt olmayan organizmalarida olumsuz
yonde etkilemeleri ve bu insektisitlere karsi boceklerin direnclilik
geligtirmeleri nedeniyle eski ilgilerini kaybetmiglerdir.

Kimyasal insektisitlerin bu olumsuz etkileri, insanlar1 biyolojik
olarak giivenilir alternatiflerin arastirilmas: yoluna sevketmistir.
Baculoviriis'ler insanlarda ve yararli organizmalar lizerinde enfeksiyon
olusturmamalari, sadece Lepidoptera, Hymenoptera ve Coleoptera gibi
birkac grup iizerinde etkili olmalari bakimindan bocek viriisleri arasinda en
cok ilgi cekenlerdir (50).

Bu avantajlarina ragmen baculoviriis'ler biyolojik kontrol ajani
olarak yaygin bir sekilde kullanilamamaktadirlar. Bunun nedenleri
arasinda yaban tip virilis enfeksiyonunun yavas olmasi, konak
spektrumlarinin dar olmasi, UV i1si1gina karsi dayaniksiz olmalar:
sayilabilir. Molekiiler yontemler uygulanarak baculoviriis enfeksiyonunun
kisa siire icerisinde meydana gelebilmesi, insektisidal etkilerinin ve konak
spektrumlarinin genisletilmesi miimkiindiir (23).

Baculoviriis ekspresyon vektor teknolojisi sayesinde AcNPV'nin
enfeksiyon giicii, bocek icin spesifik toksinler (6rn. Bacillus thuringiensis
toksinleri), hormonlar ve hormonlari ayarlayan enzimleri kodlayan genler
viriis genomuna dahil edilerek gelistirilmektedir (2).

Baculoviriislerin ekspresyon vektorii olarak kullanilmalan iki ¢ok
ge¢ (VL) genin promotorlari, polh ve plO'nin giiciinden
kaynaklanmaktadir. Bu genler enfekte olmus hiicrelerde viriis replikasyon
siklusunun en ge¢ safhasinda fazla miktarda ekspres edilip in vitro viriis
replikasyonu icin gerekli degildirler. Bu genlerin acik okuma zincirleri
(ORF) diger genlerinki ile kolaylikla degistirilebilir ve boylelikle yabanci
genler yiiksek seviyede ekspreslenirler (1).
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Martens ve arkadaslari (2) bir ¢aligmalarinda B. thuringiensis'e ait
crylA(b) geninin rekombinant bir baculoviriis tarafindan polh promotoru
altinda, bocek hiicrelerinde ifadesini gerceklestirmiglerdir. Elde edilen
crylA(b) gen iirliniiniin Pierris brassicae larvalan iizerinde yiiksek
derecede toksik oldugunu tespit etmiglerdir.

Bu calismada da Bacillus thuringiensis subsp. israelensis'e ait
insektisidal kristal proteinlerini (ICP) kodlayan cryIVA ve crylVD
genlerinin bdcek hiicrelerinde (Spodoptera frugiperda), AcNPV'ii
kullanilarak ifadesi yapilmigtir.

Bunun icin oncelikle B. thuringiensis'e ait crylVAD genlerinin
kodlayan bolgesi bir ara transfer vektoriine, oradan da baculoviriis transfer
vektorii pBlueBac4.5'e aktarildi. pBlueBac4.5 bir transfer vektoriiniin
sahip olmasi gereken tiim oOzelliklere (32); konak icerisinde replike
olmasinm saglayan bir replikona, kolayca taninmasini saglayan bir igaret
genine, yabanct DNA'nin klonlanmasinda hareket genigligi saglayan 6zel
restriksiyon endoniikleaz kesme noktalarina, klonlanmig DNA'nin
ekspresyonu icin uygun kontrol elementleri, promotor ve ribozom
baglanma bolgelerine ve eksprasyon vektorii ile uygun homolog bolgelere
sahip bir vektordiir. Transfer vektorii boylece polihedrin genine ait
kodlayan bolgeden mahrum fakat, aski bolgelerine sahip ve isaret geni
tagtyan bir plazmiddir.

crylVAD genlerini ihtiva eden transfer vektorii Bsu 361 ile lineer
hale getirilmig viral DNA ile karigtirildi ve IPLB-SF-9 bocek hiicrelerine
transfekte edildi. Hiicre icindeki konak enzimleri, cryIVAD genleri ile
viral DNA'daki homolog bolgeler arasinda rekombinasyon olmasim
sagladilar. Viral DNA'nin lineer olmas: normalde %0.1-1 olan
rekombinasyon yiizdesini (54), %24'lere cikarmugtir.

(Calismada polh geni yerine klonlanan cryIVAD genlerinin, normal
olarak polihedrin proteini kadar sentezlenmeleri beklenmekteydi. Ancak
bu boyle olmadi. Jel fotografinda da goriildiigii gibi polihedrin proteini
oldukc¢a kalin bir bant olustururken, cry/VAD proteinleri ise ince bantlar
olusturmuslardir. Buna neden olarak cryIlVAD'nin pAMP18'den
cikartilirken basina eklenen dort enzim bolgesini gosterebiliriz.
Muhtemelen crylVAD'nin basina eklenen bu dort enzim bolgesi, polihedrin
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promotorunun crylVAD proteinlerinin sentezini yavaglatmasina sebep
olmugtur.

Bu caligma neticesinde elde edilen rekombinant viriis ve proteinin,
ilerki caligmalarda, enfeksiyon 6zelliginin test edilmesi diigiiniilmektedir.
Bu numunelerin ¢esitli sebze ve meyve zararhlanna kars: etkilerine
bakilmasi faydali olacaktir.



5. SONUCLAR

. Bacillus thuringiensis subsp. israelensis'e ait insektisidal kristal
proteinlerini kodlayan crylVAD genlerinin kodlayan bolgeleri, Autographa
californica niiklear polihedrozis viriisii (AcNPV, Baculoviriis)'ndeki
polihedrin (polh) promotorunun arkasina yerlestirilerek rekombinant viriis
olugturuldu.

2. Neticede insektisidal kristal proteinlerini kodlayan cryIVAD
genlerinin baculoviriis ekspresyon vektor sisteminde ekspresyonlari
gerceklestirildi.

3. Orijinal tip ve rekombinant viriisten elde edilen protein
orneklerinin SDS-PAGE analizleri neticesinde orijinal tipte 28 kDa'luk
polihedrin proteininin varlig1 gozlenirken, rekombinant viriiste bu proteinin
varligina rastlanilmadi.

4. Rekombinant viriiste polihedrin promotorunun arkasina
yerlegtirilen crylVA ve crylVD genlerinin 72 ve 134 kDa'luk protein
bantlar1 SDS-PAGE ile tespit edildi.

5. Zirai ac¢idan Onemli olan aktif proteinlerin in vitro olarak
baculoviriis ekspresyon vektor sisteminde iiretilme imkanlar geligtirildi.



6. ONERILER

Bu c¢aligma sonucunda elde edilen rekombinant baculoviriis zirai
miicadele maksadiyla endiistri bitkilerine, sebzelere ve meyvelere zarar
veren boceklere kargt kullanilabilir.

Benzer ¢alismalar neticesinde tibbi, zirai ve ekonomik ag¢idan 6nemli
olan proteinlerin iiretildigi baculoviriis ekspresyon vektor sistemlerti,
geligtirilerek iilke ekonomisine onemli 6l¢iide katkida bulunulabilir.

Ayni zamanda bu ¢aligmanin diinyada ¢ok popiiler olan molekiiler
viroloji ve hiicre kiiltiirii aragtirmalari i¢in iiniversitemizde bir temel
olugturdugu kanaatindeyim.
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8. OZGECMIS

1974 yilinda Erzurum'da dogdu. [k ve orta 6grenimini Trabzon'da
tamamladiktan sonra 1992-1993 o6gretim yilinda K.T.U. Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde lisans 68renimine bagladi. 1996 yilinda bu
boliimden biyolog iinvani alarak birincilikle mezun oldu. Ayni yit K.T.U.
Fen Bilimlieri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dalinda Yiiksek Lisans egitimine
baglad: ve su anda Biyoloji Anabilim dalinda Aragtirma Gorevlisi olarak

caligmaktadir.



