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OZET

Calismada, Malacosoma neustria  niikleopolihedroviriis  (ManeNPV)’iin
Malacosoma disstria Md203 hiicre kiiltiiriindeki replikasyonu arastirildi. Enfeksiyon,
sitopatik etkiler, ektraselliiler viriis liretimi ve virlis ¢ogalma egrisi, polihedral inkliizyon
yap1 olusumu, viral DNA replikasyonu ve viral yapisal proteinlerin sentezi ile belirlendi.

ManeNPV ile enfekte Md203 hiicrelerinde sitopatik etkilerin (CPE) enfeksiyondan
24 saat sonra meydana geldigi goriildii. 1lk polihedral inkliizyon yap1 (PIB) olusumu
enfeksiyondan 36 saat sonra gozlendi. Enfeksiyondan 4 giin sonra hiicrelerin ¢ogunun
kiiltiir kabinin tabanindan koptugu tespit edildi. Hiicrelerde, graniillesme, yuvarlaklagma,
parcalanma ve nukleusun kararmasi gibi tipik NPV sitopatik etkileri goriildii.
Ekstraselliiler viriis (BV) tliretiminde onemli miktarda artis enfeksiyondan 48 saat sonra
gozlendi. Enfeksiyondan 96 saat sonra Md203 hiicrelerinde 10° kat ekstraselliiler viriis
tiretildigi belirlendi. Viral DNA replikasyonunun enfeksiyondan 24 saat sonra basladigi
slot blot hibridizasyonuyla belirlendi. Viral proteinlerin sentezi poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) ile belirlendi ve polihedrin proteini enfeksiyondan 36 saat sonra
ortaya ¢iktig1 tespit edildi.

ManeNPV’nin konak spektrumunu belirlemek amaciyla Tn5, LdElta, Bm-5, Sf21,
Se-1 ve Cf-124T hiicreleri ManeNPV ile enfekte edildi. Hiicrelerin viriise olan
duyarliliklari; CPE’lerin tespiti, ekstraselliiler viriis iiretimi ve DNA replikasyonuyla
belirlendi. TnS ve LdElta hiicrelerinin tipik NPV CPE’lerini gosterdikleri ve ManeNPV
icin iiretken hiicre kiiltlirleri olduklar1 tespit edildi. Her iki hiicrede de iiretilen BV
miktarinin enfeksiyondan 120 saat sonra 10 kat arttig1 belirlendi. Ayni zamanda viral DNA
replikasyonunun Tn5 ve Md203 hiicrelerine gore LdElta hiicrelerinde daha yiiksek
seviyede oldugu gozlendi.

Tiim sonuglar ManeNPV’nin Md203 hiicre kiiltiiriinde verimli olarak iiretildigini
gosterdi. Uretkenlik seviyesinin tipik iiretken bakiiloviriis enfeksiyonuna esdeger ve
ManeNPV-Md203 sisteminin bilimsel ve ticari olarak kullanilma potansiyeline sahip

oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Bakiiloviriis, ManeNPV, Md203 Hicre Kiiltiri, Viris
Replikasyonu, Konak Spektrumu
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SUMMARY

Replication of Malacosoma neustria Nucleopolyhedrovirus in Malacosoma disstria
Cell Line and Investigation of the Host Range

In this study, replicational properties of Malacosoma neustria
nucleopolyhedrovirus (ManeNPV) in Md203 cell line derived from Malacosoma disstria
were investigated. Infection was determined by cytopathic effects (CPE), budded virus
(BV) production and viral growth curve, polyhedral inclusion body (PIB) formation, viral
DNA replication, and synthesis of viral structural proteins.

CPEs were determined 24 h p.i. in ManeNPV infected Md203 cells. The first PIB
formation was detected at 36 h p.i. It was determined that the most cells detached from the
bottom of the culture plate four days post infection. Typical NPV cytopathic effects (CPE)
like granulated and rounded cells, disruption and darkening were observed. Significent
increase in BV production was observed 48 h p.i. 10’ times extracellular virus production
was determined in Md203 cells at 96 h p.i. The viral DNA replication which was started 24
h p.i. was identified by slot blot hibridization. Viral protein synthesis was determined by
SDS-polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE) and polyhedrine synthesis was observed
at 36 h p.i. in Md203 cells.

To determine the host range of ManeNPV Tn5, LdElta, Bm-5, Sf21, Se-1 and Cf-
124T cell lines were infected with ManeNPV. The susceptibility of the cells to the virus
were determined by CPE’s, extracellular virus production and DNA replication. It was
observed that Tn5 and LdElta cells showed typical NPV CPE’s and they were determined
as productive cell lines for ManeNPV. Extracellular virus production at both cell lines was
increased 10 times 120 h.p.i. Also it was observed that viral DNA replication in LdElta
was at high level compared to Tn5 and Md203 cell lines.

All these results showed that ManeNPV is produced efficiently at Md203 cell
culture. This productivity level is observed as equivalent to typical productive baculovirus
infection and it is determined that ManeNPV-Md203 system has scientific and commercial

usage potential.

Key Words: Baculovirus, ManeNPV, Md203 Cell Line, Virus Replication, Host Range
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Tablo 1.

TABLO DiZiNi

Cesitli hiicre suslarinin ManeNPYV ile enfeksiyonu



BV
CPE
DNA
FBS
GV
ManeNPV
Md203
NOV
NPV
MNPV
MOI
OB
ODV
ov
PAGE
PCR
PIB
SDS
SNPV
vDNA

SEMBOLLER DiZiNi

: Tomurcuklanan viriis

: Sitopatik etki

: Deoksiriboniikleik asit
: Fetal bovin serum

: Granulozis virlis

: Malacosoma neustria niikleopolihedroviriis
: Malacosoma disstria hiicre kiiltiirii
: GOmilii olmayan viriis

: Niikleopolihedroviriis

: Cok niikleokapsidli niikleopolihedroviriis

: Hiicre basina diisen enfeksiyon yapan virlis sayisi
: GOmili yap:

: Inkliizyondan elde edilen viriis

: GOmiili viriis

: Poliakrilamid jel elektroforezi

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Polihedral inkliizyon yap1

: Sodyum dodesil siilfat

: Tek niikleokapsid niikleopolihedroviriis

: Viral deoksiriboniikleik asit
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Malacosoma neustria niikleopolihedroviriis (ManeNPV), Baculoviridae familyasina
ait bir bocek virlisiidiir. Bakiiloviriisler, ziraat ve ormancilikta biiyiik zararlar olusturan
boceklere karsi kullanilan alternatif ve gilivenilir biyolojik miicadele etmenleridir. Ayrica,
bakiiloviriisler 6nemli gen iirlinlerinin tretilmesinde ekspresyon vektor sistemi olarak
kullanilirlar. Ayn1 zamanda, insanlarda hastalik olusturan DNA viriisleri i¢in iyi bir model
olustururlar (Szewczyk vd., 2006).

Bakiiloviriisler, genis bir viriis grubu olup, ozellikle boceklerde bulunurlar
(Theilmann vd., 2005). Konaklar1 sadece omurgasizlarla sinirli oldugundan, tek basina
veya pestisidler ve diger kimyasal etmenlerin kullanildig1 ekolojik zararli miicadele
programlarinda, 6nemli bocek zararlilarinin kontrolii i¢in kullanilma potansiyeline sahip
faydali etmenlerdir (Moscardi, 1999; Inceoglu vd., 2001; Lacey vd., 2001). Bu virlislerin
biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilmalarinin pek c¢ok avantaji vardir. Bunlarin
basinda dar konak spektrumuna sahip olmalari, yani direkt hedeflendikleri organizmalar
tizerinde etkili olmalar1 ve bir kez dogaya uygulanmayla 4-5 yil etki gostermeleri
gelmektedir. Ayrica, insanlar lizerinde zarar olugturmamalart ve gevreyi kirletmemeleri
acisindan da oldukga biiylik 6nem arz ederler.

Rekombinant bakiiloviriisler, farkli 6karyotik genleri arastirmak ve biyoteknolojik
uygulamalarini arttirmak i¢in bocek hiicrelerinde tiretilirler (Miller, 1989; Luckow, 1991;
O’Reilly vd., 1992; Yin vd., 2007). Bakiiloviriisler, glinlimiizde besin maddesi olarak
ihtiya¢ duyulan bazi proteinlerin {iretilmesinde ve g¢esitli genlerin tanimlanmasinda,
oldukca gecerli olan ve etkili sonuglarin alindig1 biyoteknolojik ¢alismalarda da énemli bir
materyal haline gelmistir (Demirbag vd., 1998; Demir vd., 2000; Ghosh vd., 2002; Kost ve
Condreay, 2002; Summers, 2006). Bakiiloviriis ekspresyon vektér sisteminin
kullanilmastyla, bir¢cok hastaliga karsi tedavi amaciyla kullanilan proteinlerin iiretilmesi,
ilag hammadde eksikliginin giderilmesi (Vlak ve Keus, 1990) ve ¢esitli organizmalara ait
genlerin tanimlanmasi saglanmistir. Ote yandan, tibbi ve endiistriyel agidan dnemli olan
cesitli prokaryotik, Okaryotik, viral ve fungal genlerin bu viriisler araciligiyla eksprese

edilmeleri, bu viriisleri biyoteknolojide 6nemli kilmaktadir (O’Reilly vd., 1992; Volkman,



1995; Demirbag vd., 1998; Beljelarskaya, 2002).

Genomlar1 prokaryotik ve 0karyotik organizmalardan daha kii¢iik olmasina ragmen,
bakiiloviriisler gen yap1 ve diizeyleri bakimindan bu organizmalarin genomlarina kismen
benzerlik gosterdiklerinden, molekiiler biyoloji ve rekombinant DNA ¢alismalari igin iyi

bir model olusturmaktadir (Blissard ve Rohrmann, 1990; Bilimoria, 1991).

1.2. Bakiiloviriisler

1.2.1. Bakiiloviriislerin Yapi ve Sistematigi

Bakiiloviriislerin genel yapisi incelendiginde, 6z kisminda dairesel ve cift zincir
DNA genomu oldugu goriiliir (Sekil 1). Bunun dis1, p36 adinda bir proteininden yapili bir
kapsid ile ¢evrilidir. DNA ile kapsid niikleokapsid olarak adlandirilir. Niikleokapsid ise en
dista, zarf olarak adlandirilan membran yapisindaki bir ortii ile ¢evrilidir ve tiim bu yap1
virion olarak adlandirilir.

Bakiiloviriisler polihedrin veya granulin proteininden olugsan gomiilii yapilar i¢inde
bulunduklarindan gémiilii viriisler olarak adlandirilirlar (Sekil 1). Bunlar, sekizgen ve oval
sekildeki inkliizyon yapilarina gore niikleopolihedroviriis (NPV, polihedrin proteinine
gomiilli) ve granulozis viriis (GV, granulin proteinine gomiilii) olarak iki ana gruba
ayrilirlar. Bunlardan NPV’ler de kendi aralarinda tek niikleokapsid (SNPV, zarf igerisinde
tek niikleokapsid bulunan) ve ¢ok niikleokapsid (MNPV, zarf igerisinde birden fazla

niikleokapsid bulunan) olmak iizere ikiye ayrilir.



Bakiiloviriisler

Niikleopolihedroviriis (NPV) ‘/\" Granulozis virus (GV)

Gomulme Matriksi

Cok Niikleokapsid (MNPV)

Sekil 1. Bakiiloviriislerin genel yap1 ve sistematigi. NPV: Polihedrin
proteinine gdomiilii  virionlar (niikleopolihedroviriis), GV:
Granulin proteinine gomiilii virion (granulozis viriis) (van Oers
ve Vlak, 2007)

MNPV ler, 1-18 niikleokapsidin bir zarf igerisine gomiilmesinden olusur (Sekil 1 ve
Sekil 2). Sonra bu zarfa sahip viriisler (virionlar), polihedrin (28 kDa) olarak bilinen tek bir
proteinden olusmus kristal benzeri yapilar igerisine gomiiliir. Hiicre kiiltiirii calismalarinda
bu virlislerden en basarili olarak kullanilani, ¢ok niikleokapsidli niikleopolihedroviriis
(MNPV)’lerdir. MNPV’lerin farkli ¢cok sayida hiicre susunda c¢ogalmalart ve polihedrin
proteininden yapili polihedral inkliizyon yap1 (PIB) ile ¢evrili olmalari, bunlarin basarili bir
sekilde zirai miicadele ¢aligmalarinda kullanilmalarinin nedenidir. I¢ine gémiildiikleri PIB,
viriisiin bocek savunma mekanizmalarina kars1 diren¢ kazanmasini saglar. PIB’ler ayni
zamanda dogada virlis enfeksiyonlarii bocekten bocege transfer eden, enfeksiyon

Ozelligine sahip yapilardir. PIB’lerin bocek hiicre kiiltiirii i¢in enfeksiyon yapma o6zelligi



yoktur. Bakiiloviriislere ait PIB’lerin biiyiikliikleri 1-15 pm arasindadir. Hiicre kiiltiiriinde
enfeksiyon yapan viriisler ise hiicrelerden zarf kazanarak salinan tomurcuklanan viriislerdir

(BV).

virion

Sekil 2. Bakiiloviriis partikiillerinin  ultrayapisal = goriintiisii, A: Polihedral
inkliizyon yap1 (PIB, dogada bocekten bocege enfeksiyonun yayilmasini
saglayan yapi), B: Cok niikleokapsidli bir NPV’ye ait PIB’nin enine kesiti,
C: PIB’nin enine kesit diyagrami (URL-1)

1.2.2. Bakiiloviriislerin Virionlar:

Baculoviridae familyasinda, enfeksiyonun yayilmasinda 6zel fonksiyonlara sahip
oldugu bilinen iki virion fenotipi tespit edilmistir (Sekil 3). Bunlar, hiicrelerin farklh
bolgelerinde ve enfeksiyon dongiisiiniin farkli zamanlarinda firetilir. Siiphesiz farkl
fonksiyonal rollere hizmet ederler. Hiicreye girisleri de farkli mekanizmalarla meydana
gelir. Tomurcuklanan virlis (BV)’ler enfeksiyonun ge¢ doneminde, niikleokapsidlerin
enfekte hiicre yilizeyinden tomurcuklanmasiyla meydana gelir. Boylece, BV zarflar1 konak
hiicrenin modifiye olmus plazma membranindan olusur. En ge¢ enfeksiyonda
niikleokapsidler gomiilii viriisleri (OV) olusturmak i¢in nukleus igerisinde zarf kazanir.

Bundan sonra OV, bir inkliizyon matriks proteini (NPV’lerde polihedrin, GV’lerde



granulin) i¢ine gOmiiliir. Hem BV hem de OV’lerin niikleokapsidleri nukleus i¢inde
olustugu icin BV ve OV’nin niikleokapsid ve viral DNA’larinin ayni olmasina ragmen
(Sekil 3), BV ve OV zarflar1 ve birlesmis yapilarinin kompozisyonlar: temelde farklidir.
Bu farklar BV ve ODV’lerin (inkliizyondan ¢ikarilmis virlis) farkli fonksiyonal rollere

sahip olmalartyla sonuglanir.

Tomurcuklanan Viriis (BY) Inkliizyondan Cikarilmis Viriis (ODV)

BV’ye ozel Genel Virion ODV’ye 0Ozel
yapilar yapilari yapilar

) Viriis DNA’s1 Zarf proteinleri (ODV

gp64 zarf fiizyon E18/35,E25, EC27,
(gp64 EFP) proteini (p6.9) ~~{| ’ il ’
Biiyiik kapsit proteinleri e ggé’mem)
(vp39, p8O, p24)™~~__
P74
. Kapsit ORF
Virion zarfi—_p apsit ug yapisi ( 4«—Virion zarfi

1629 [pp78/83)]

Polihedrin

PEP (pp34)

Sekil 3. Bakiiloviriis virion fenotiplerinin karsilastirilmasi. Bu sekildeki ODV, ¢ok
niikleokapsidli NPV’ye aittir. Ortada gosterilen proteinler hem BV hem de
ODV igin ortak olan proteinlerdir. Soldaki proteinler BV i¢in, sagdaki proteinler
ise ODV i¢in 6zel proteinlerdir (Blissard, 1996)

1.2.3. Bakiiloviriis DNA’s1

Bakiiloviriisler, 25x250 nm biiyiikliikte ve 80-180 kbp dairesel ve c¢ift zincir,
siipersarmal DNA ihtiva ederler (Arif, 1986; Hayakawa vd., 2000; Theilmann vd., 2005).
Bazi niikleopolihedroviriislerin DNA’lar1 tanimlanmis (Bud ve Kelly, 1984; Ayres, vd.,
1994; Ahrens, vd., 1997; Gomi vd., 1999; Kuzio vd., 1999) ve restriksiyon endoniikleazlar
kullanilarak, genetik haritalar1 elde edilmistir (Friesen ve Miller, 1986; Hyink vd., 1998;
Sadler vd., 2000). Haziran 2007 itibariyle 41 bakiiloviriise ait komple genom dizin



analizleri tamamlanmistir (van Oers ve Vlak, 2007; Long, 2007). Bu dizin analizleri
karsilastirildiginda birgok bakiiloviriis izolatinin bir digerinden kiigiik oranlarda farkli
oldugu ve bu farklarin da delesyon ve inversiyon mutantlariyla meydana geldigi goriiliir.
Temelde bakiilovirlis gemonlari benzer gen igeriklerine sahiptir. Genomda kodlanan
genlere ilave olarak genoma yerlesmis durumda homolog bdlge (hr)’ler olarak bilinen
birkag kiiciik tekrar siralar vardir. Genomda birden fazla olabilen bu bolgelerin erken gen
transkripsiyonunu arttirdig1 ve replikasyon orjini olarak davrandigi gosterilmistir (Kool vd.,

1993; Bjornson vd., 1992).

1.2.4. Bakiiloviriis Replikasyonuna Genel Bakis

Hiicre kiiltiirlerinde yapilan ultrayapisal ve histokimyasal ¢alismalar, viral DNA
replikasyonunun, nukleus i¢inde “virojenik stroma” olarak adlandirilan bdlgede meydana
geldigini gostermistir (Volkman ve Keddie, 1990; Slack ve Arif, 2007). Bu replikasyon
islemi iki sathada meydana gelir.

A: In vitro sistemde veya konakta hiicreler arasinda meydana gelen BV enfeksiyonu
(Sekonder enfeksiyon): Zarfli BV’ler hiicre ylizeyindeki reseptorlere tutunur (1. adim) ve
endositozis ile hiicreye girerler (2. adim). Viral zarf ile endozomun fiizyonu (3. adim)
sonucunda niikleokapsidler sitoplazmaya dagilir. Bu niikleokapsidler nukleusa dogru ilerler
(4. adim) ve nukleer por ile interaksiyona girerler (5. adim). DNA, nukleusta viriondan
saliir (6. adim) ve transkripsiyon baslar (7. adim). Yeni olusmus virojenik stroma ile
birlesme gergeklesir, viral DNA replike olur ve niikleopkapsidlerin igerisine paketlenir (8.
adim). Geg fazda, niikleokapsidler nukleustan ¢ikar (9. adim), plazma membranina dogru
hareket eder ve ekzositozis ile buradan tomurcuklanarak salinirlar (10. adim). Bdoylece,
viriis zarf proteini saglanmis ve enfektif BV’ler de liretilmis olur (11. adim). Olusan bu
zarfli virtisler (Budded virlis, BV) konak organizmalarda ve hiicre kiiltliriinde, hiicreler
arasinda enfeksiyon yapma 6zelligine sahip, ¢omak seklinde viriis formlaridir. Cok gec
fazda, niikleokapsidler tekrar nukleusa doéner, burada zarf kazanir (12. adim) ve OV
olusturmak iizere bir polihedrin matriksine gomiiliir (13. adim). Hiicrenin pargalanmasiyla
OV’ler yayilir (sekil 4).

B: OV ile bir orta bagirsak hiicresinin enfeksiyonu (Primer enfeksiyon): Bdcek
tarafindan beslenme yoluyla alinan OV’nin kristal yapis1 orta bagirsak liimeninde alkali

ortam nedeniyle ¢oziliir (1. adim). ODV’ler liimene yayilir ve bagirsak epitel hiicrelerine



girmek iizere peritrofik membrani gecerler (2. adim). ODV zarfi ile mikrovillus membrani
flizyon olay1 ile kaynasir (3. adim). Niikleokapsidler sitoplazmaya dagilir ve buradan
nukleusa hareket ederler (4. adim). Diger replikasyon olaylar1 (5-11. adimlar) kiiltiir
hiicrelerindeki gibi gergeklesir.

1.2.4.1. Virisiin Konaga Girisi

Virtiisiin konaga giris islemi, inkliizyondan elde edilen viriislere gére BV’de daha
fazla calisilmis ve mekanik olarak her iki viriiste de giris isleminin farkli oldugu
goriilmiistiir (Volkman ve Keddie, 1990). BV’ler, boceklerde enfeksiyonun yayilmasinda
rol oynayan virlis formlaridir (Keddie vd., 1989). Bu fenotipik form, hiicre kiiltiiri
uygulamalarinda viriis iiretiminde kullanilan etmenlerdir. Zarfl viriislerin hiicreye girisi ya
direk hiicre yiizeyine membran fiizyonu ya da zarf fiizyon proteini (gp64 EFP) tarafindan
gergeklestirilir. Virlis, reseptor tarafindan gergeklestirilen endositozis yoluyla hiicreye
girer. Endositozis yoluyla viriisiin hiicreye girisi genellikle 1) virionun bir konak hiicre
reseptoriine baglanmasi, 2) konak plazma membraninin invajinasyonu, 3) zarfli virionlar
ihtiva eden bir endositik vesikiil olusumu, 4) endozomun asidifikasyonu, 5) virlis zarf
fiizyon proteininin aktivasyonu, 6) viral ve endozomal membranlarin fiizyonu ve 7) viral
niikleokapsidlerin sitoplazma i¢ine salimimimi ihtiva etmekte olan ¢ok basamakli bir
islemdir. BV, plazma membranina baglandiktan ve virionun bir endositik vesikiil i¢ine
alinmasindan sonra, niikleokapsidler sitoplazmaya dagilmadan once membran flizyonu

olusmalidir.
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Sekil 4. Bakiiloviriis enfeksiyon dongiisiiniin sematik gosterimi (Friesen ve Miller, 2001).
1.2.4.2. Niikleokapsid Tasinmasi ve Kabugun Atilmasi

Bakiiloviriis niikleokapsidleri sitoplazmaya girdikten sonra nukleusa tasinir. Bu
islem hakkinda az sey bilinmesine ragmen, konak hiicre aktin ipliklerinin enfeksiyonun
erken sathalarinda rol oynadig: diisiiniilmektedir. Aktin, ¢esitli hiicresel aktiviteleri (hiicre
hareketi, fagositozis, sekresyon, vb.) ve hiicresel yapilar1 kapsayan, hiicrelerde bol miktarda
bulunan bir hiicresel proteindir. Bakiiloviriis DNA’siin kabuk atilmasi nukleus diginda
veya nukleusta olusur. Elektron mikroskobu c¢aligmalari, iki bakiiloviriis grubunda (NPV ve
GV) viral DNA kabugunun atilma yerlerinde farklilik gdsterdigini ortaya koymustur.

NPV’lerin  niikleokapsidlerinde  kabugun atilmasi  konak hiicre nukleusunda



gerceklesmesine ragmen (Granados, 1978), GV niikleokapsidlerinin sitoplazmada kaldigi

ve viral DNA’nin nukleer porlardan nukleusa girdigi gosterilmistir (Summers, 1971).

1.2.4.3. Viriis Erken Genlerinin ifadesi

Nukleusta kabugun atilmasindan sonra ilk dnce replike olmamig viral DNA, bir
konak RNA polimerazi tarafindan transkrip edilir. Erken viral transkripsiyonlarin ¢ogunun,
fungal toksin olan alfa (a) amanitin tarafindan inhibe edilen, konak RNA polimeraz
tarafindan gerceklestigine inanilmaktadir (Fuchs vd., 1983). Bazi bakiiloviriis erken
genlerinin transkripsiyonlar1 ayritili bir sekilde incelenmistir (Pullen ve Friesen, 1995).
Elde edilen sonuglar bakiiloviriis erken genlerinin promotor siralarinin bocek RNA

polimeraz I promotorlarina benzer oldugunu gostermistir.

1.2.4.4. Viral DNA Replikasyonu

Bakiiloviriis DNA replikasyonu virogenik stroma igerisinde (Volkman ve Keddie,
1990) yapisal olusumlar ile birlikte gerceklesir (Knudson ve Harrap, 1976) ve virlis
tarafindan kodlanan 126 kDa DNA polimeraza baghdir (Wang ve Kelly, 1983; Tomalski
vd., 1988). Bazi konak hiicre bilesenlerinin kullanimlari harig, DNA replikasyon
mekanizmasinin biiyiik bir kisminin virilis tarafindan kodlandig: diistiniilmektedir. Viral
DNA sentezi enfeksiyondan 6-8 saat sonra baglar ve enfeksiyondan 18 saat sonrasina kadar
uzayarak en az 12 saat devam eder (Erlandson ve Carstens, 1983). pl43 olarak
isimlendirilen baska bir viral gen, bilinen helikaz proteinlerine homolog 7 bolgeye sahiptir
(Lu ve Carstens, 1992). Son yillarda rastgele komplementasyon deneyi, bocek hiicrelerinde
plazmid DNA replikasyonu i¢in ihtiya¢ duyulan onemli trans-aktifleyici faktorleri ortaya
cikarmistir. Bir calismada kozmid klonlarin birlikte transfeksiyonu, viral DNA
replikasyonu i¢in 6nemli olan en az 7 geni kodlayan 6 genom bdlgesinin aydinlatiimasini
saglamistir (Kool vd., 1994a; Rapp vd., 1998). Bu deney, viral DNA replikasyonu i¢in
p126 (DNA polimeraz) ve p143 (helikaz) genlerinin gerekli oldugunu ortaya koymustur.
Oteki analizler, ie-1 ve gec enfeksiyon faktorleri (lef) 1, 2 ve 3’ii kodlamakta olan viral
genlerin de zorunlu olduklarini ve viral DNA replikasyonunun, p35, ie-2 (6nceki ie-n) ve

pe38 proteinleri tarafindan uyarildigini géstermistir (Kool vd., 1994b).



10

1.2.4.4.1. Erken Sitopatoloji ve Virojenik Stroma

Konak hiicre iskeletindeki erken morfolojik degisiklikler, NPV’nin bdcek
hiicrelerine girisine baghdir ve F-aktin paketlerinin  olusumuna sebep olan
mikrofilamentlerin gegici degisimlerini kapsar (Charlton ve Volkman, 1993). Virionlarin
bu alanlar1 kullanarak kabugun atilmasi i¢in hiicre nukleusuna gog¢ ettigine inanilmaktadir.
ODV ile enfeksiyonda bocek orta bagirsak hiicrelerine niikleokapsid giristen sonra,
sitoskeletal elementler arasindan nukleusa gog ettigi de rapor edilmistir (Granados, 1978).
Bu durum, genel bir transfer mekanizmasini desteklemektedir ve iki fenotipteki ayni
niikleokapsidler i¢in yayinlanan raporlar ile uyum igerisinde olduklar1 gdsterilmistir
(Rohrmann, 1992). Viriis kapsidleri bocek orta bagirsak hiicre nukleusunda enfeksiyondan
sonra 2-4 saat igerisinde goriilebilir (Granados, 1978). Bu durum, hiicre kiiltiir sisteminde
hiicre nukleusunda enfeksiyondan 1-3 saat sonra goriilenlere benzerdir (Knudson ve
Harrap, 1976). Inokiilasyonun 1-4 saat sonrasi, genel olarak bakiiloviriislerin penetrasyonu
ve kabuk atilmas1 i¢in gerekli zaman oldugu diisiiniilmektedir.

Enfekte olmus hiicrelerde ilk goze carpan 6nemli degisiklik nukleusun biiyiimesiyle
birlikte hiicrelerin yuvarlaklagmasidir. Nukleer heterokromatin kaybolur ve virojenik
stroma olarak bilinen bir intranukleer viral replikasyon merkezi olusur (Volkman ve
Knudson, 1986; Vaughn ve Dougherty, 1985). Bu ¢ok erken morfolojik olaylar, yapisal
proteinlerin ve viral DNA (VDNA) sentezi ile ge¢ (gama) faz gen ekspresyonunun
baslamasinin ayn1 zamanda meydana geldigini gostermektedir.

Morfolojik olarak nukleus kanallarina benzeyen nukleer membranin kivrilmalari,
siklikla enfeksiyondan sonra erken zamanlarda goriiliir ve yiiksek metabolik aktiviteye
veya viral replikasyona bagl olarak karyoplazmik degisikliklerin devamina yansiyabilir.
Bu degisikliklerin olusmasi gegicidir ve virojenik stroma olusumu ile ayni zamanda
meydana gelebilir.

Icerisinde projeni virionlarn birlestigi  virojenik  stromanimn, bakiiloviriis
enfeksiyonunun bir de novo iiriinii oldugu disiiniiliir. Stroma, vVDNA’nin replikasyonu
basladigi zaman (yaklasik enfeksiyondan 6-8 saat sonra) olusur (Knudson ve Harrap, 1976)
ve ondan hemen sonra projeni virlis partikiilleri stromal agla oriliir (yaklasik
enfeksiyondan 10 saat sonra). Baslangicta stroma, nukleoplazmaya bastan basa yayilmis
veya gevsek olarak goriiliir. Fakat, enfeksiyondan 16-18 saat sonra genellikle nukleusun

merkez bolgesinde yer alan ve igerisinde virionun nukleer sarilmasinin ve gomiilii yap1
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olusumunun gergeklestigi, peristromal halka bdlgesi olusumuna sebep olan siki bir yapi
igerisine yogunlasir. Elektron mikroskobuyla incelendiginde olgun stromada iki biiytlik
bolge goriiliir. Bunlar, biiyilik “kromatin kiitle”yi olusturan bir fibrilar elektro-yogun cisim
ve aralara serpilmis elektronca yogun intrastromal yerlerdir (Harrap, 1972; Summers, 1971;

Young vd., 1993).

1.2.4.5. Ge¢ Gen Ekspresyonu

Enfeksiyonun ge¢ fazi, alfa amanitin direncli RNA polimeraz aktivitesinin ve ge¢
genlerin transkripsiyonlarinin goriilmesiyle belirlenir (Grula vd., 1981). Bakiiloviriis ile
enfekte olmus hiicrelerden alman nukleer ekstraktlar, ge¢ promotorlardan tam
transkripsiyon oldugunu desteklemistir (Glocker vd., 1993). Geg transkripsiyon i¢in ihtiyag¢
duyulan viral gen {iriinlerinin bir kac1 gegici ekspresyon c¢alismasiyla aydinlatilmistir. En az
18 bakiiloviriis geni ge¢ ekspresyon faktor veya “lef” genleri olarak tanimlanmustir (Todd
vd., 1995). Bu 18 lef geninin, 10 tanesi direkt olarak geg transkripsiyonu etkilerken, 9
tanesinin DNA replikasyonuyla ilgili oldugu gosterilmistir (Kool vd., 1994a; Lu ve Miller,
1995). lef genlerine ilaveten, yiiksek seviyede eksprese olan en ge¢ genler (polh ve pl0
genleri) i¢in 6zel olarak ihtiya¢ duyulan bir viral gen tanimlanmis ve “en geg¢ faktor-1”
veya VIf-1 olarak adlandirilmistir (McLachlin ve Miller, 1994).

AcMNPV polihedrin geni caligmalari, transkripsiyonun temel sorumlusu olarak
transkripsiyon baglangi¢c ucunda 8 bp’lik (TAAG-ihtiva etmekte olan) bir dizin oldugunu
gostermistir (Rankin vd., 1988; Ooi vd., 1989). Transkripsiyonlarmin asirt derecede
olmasindan dolayi, polh ve p10 genleri “asir1 derecede eksprese olan” en ge¢ genler olarak
adlandirilmigtir. Polihedrin gen promotorlarinin karsilastirilmast sonunda TAAG kor
dizininin hemen asagisinda AT’ce zengin korunmus bir dizin oldugu goriilmiistiir
(Rorhmann, 1986). Mutasyonal analizler, polihedrin TAAG’nin hemen yukaris1 ve
asagisindaki dizinlerin transkripsiyonlarinin fevkelade yiiksek seviyede olmasi i¢in 6nemli

oldugunu gdstermistir (Ooi vd., 1989).
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1.2.4.6. En Ge¢ Gen Ekspresyonu ve Viral Birlesme

Enfeksiyonun ¢ok ge¢ fazi, bircok ge¢ faz gen transkripsiyonun azalmasi veya
kesilmesiyle ve inkllizyon yapt proteini olan polihedrin (Hooft vd., 1983) ve gdmiilme
islemine istirak eden p10 proteini gibi en ge¢ gen iiriinlerinin bol miktarda ekspresyonuyla
karakterize edilir (Zuidema vd., 1993; van Oers vd., 1994). Ge¢ gen {iriinlerinin sentezini
takiben, nukleus i¢erisinde niikleokapsid birlesmesi baslar. Bos kapsidler elektronca yogun
olan “virojenik stroma” ile birlesir (Fraser, 1986; Young vd., 1993). Immiinofloresan
boyama ile yapilan ¢alismalarda, F-aktinin niikleokapsid olusumunda 6énemli rol oynadigi
belirlenmistir (Charlton ve Volkman, 1991). Viral DNA’nin paketlendigi niikleokapsidlerin
ilk 6nce birlestigi ve sonra DNA ile dolduklar1 gosterilmistir (Fraser, 1986). En ge¢ fazda,
gomiilii yap1 proteinleri birlesir ve sonra kristal yapilar nukleus igerisinde bulunan zarfli
virionlar1 sarar. Bu gomiilme iglemi, inkliizyon yapiy1 saran bir protein-karbohidrat “zarf
yapist” (polihedral zarf proteini: PEP veya pp34 ihtiva eden) ilavesiyle tamamlanir
(Gombart vd., 1989; Whitt ve Manning, 1988; Rohrmann, 1992) (Sekil 3).
Niikleokapsidlerin plazma memranina (tomurcuklanip BV’yi olusturmak icin) go¢ etmeleri
veya sartlma ve gomiilme i¢in nukleus igerisinde kalma mekanizmalar1 hakkinda fazla bir

sey bilinmemektedir.

1.2.4.7. Sitoliz ve Gomiilii Yapilarin Salinmasi

BV sentezi, enfeksiyonun en ge¢ sathasinda, ODV fenotipinin sentezini
kolaylastirmak i¢in hem bocek hem de hiicre Kkiiltiirinde azaltilir. Bakiiloviriis
enfeksiyonun en ge¢ fazinda, gomiilii yapilar iiretilip, olgunlastiktan sonra, bu yapilarin
dagilmasini kolaylastirmak iizere bir nukleer parcalanma gerceklesir (Williams vd., 1989;
van Oers vd., 1993). Spodoptera frugiperda ve Trichoplusia ni hiicrelerinde yapilan bir
calismada parcalanma isleminin yaklasik olarak, enfeksiyondan 60 saat sonra basladigi
ortaya konulmustur (Williams vd., 1989).

Enfeksiyon dongiisiiniin en ge¢ fazinda, polihedrin sentezi hizlanir ve protein
kristalizasyonunun basladig1r yer olan nukleusa transfer olur. Bununla ayni anda pl0
proteini de bol miktarda iiretilir ve hem sitoplazmada hem de nukleusta farkli ipliksi yapilar
olarak yogunlasir (Williams vd., 1989). Polihedrinin yogunlagmasi esnasinda ODV matriks

icerisine gomiilmiis olarak meydana gelir. Sonunda polihedrozis hastaligindan dolay1
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bocegin Olmesi, gomiilii yapilarin (OB) etrafa sagilmasiyla ve etraftaki yiizeylerin bu
yapilarla bulagsmasiyla sonucglanir. OB’lerin sagilmalari muhtemelen, viriis tarafindan
kodlanan ve sirastyla larval dokularin ve kiitikiilanin ¢dziilmesine sebep olabilen, bir sistein
proteaz (Slack vd., 1995) ve kitinaz etkisiyle hizlanir. Oliimden ve konak bdcek doku ve
kiitikiilasinin parcalanmasindan sonra OB, diger larvalar tarafindan yenilmeden &nce
ODV’yi korur. Gomiilii yapilar, mevsimsel beslenme dongiilerine sahip bocek
populasyonlarinda viriis devamliliginda 6énemli bir rol oynar (Jaques, 1985).

Enfekte olmus hiicrelerden inkliizyon yapilarimin olgunlagsmasi ve salinimi pl0
proteinine ihtiya¢ duyar. pl0 geninin delesyonu, Olime neden olmazken, “zarfin”
inkliizyon yapilarina kusurlu ilavesi, zayiflatilmis nukleer dagilma ve kusurlu hiicre
par¢alanmasi (Van Oers vd., 1994; Williams vd., 1989) gibi baz1 énemli etkilere neden
olabilir. Boylece, fonksiyonal bir p10’dan yoksun bakiiloviriislerde, polihedra normal hiicre
parcalanmasiyla enfekte hiicrelerden salinmaz. Bu viriislerden tiretilmis polihedralar kolay

kirilir ve fiziksel streslerle parcalanmaya duyarlhdir.

1.2.5. Bakiiloviriislerin Konak Seciciligi

NPV’lerin ¢ogu tiire has segici olmamasina ragmen, dar bir konak spektrumuna
sahiptir. NPV’ler genellikle cinsin, bazan da orjinal konak familyalarinin iiyelerini enfekte
ederler.

Omurgali hiicre suslari ile yapilan ¢aligmalar, viriis nakillerinin olusmasina ragmen,
hiicre suglarinda NPV replikasyonunun inandirict olmadigini géstermistir (Tjia vd., 1983).
Himeno ve arkadaslar1 (1967) yaptiklar1 ¢alismada, Bombyx mori NPV DNA’sinin bir
memeli amnion hiicre kiiltlirlinde PIB {iretimine sebep oldugunu rapor etmistir. Ancak,
daha sonra yapilan caligsmalarla bu sonug ispatlanamamis, hatta farkli laboratuarlarda bu
raporun tersi gosterilmistir (Mclntosh ve Shamy, 1980). Autographa californica
multikapsid niikleopolihedroviriis (AcMNPV)’iin, sican ovaryum hiicre susu (Groner vd.,
1984) ve farkli insan hiicre suslarinda replike olmadigi gosterilmistir (Tjia vd., 1983).
AcMNPV’nin kurbaga, deniz kaplumbagasi ve alabaliktan tiiretilmis hiicre suslarinin
nukleusunda goriildiigii ancak, viral DNA veya RNA sentezinin meydana gelmedigi tespit
edilmistir (Brusca vd., 1986). Rice ve Miller (1986), AcMNPV i¢in 6zel transkriplerin
tiretken olmayan Drosophila melanogaster hiicrelerinde sentezlendigini fakat, ge¢ viral

transkrip sentezinin gézlenmedigini kaydetmistir.
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Bakiiloviriis konak spektrumu iizerindeki bazi bilgiler, in vivo ve in vitro
sistemlerde kullanilmaktadir (McIntosh vd., 1985; Granados ve Hashimoto, 1989; Doyle
vd., 1990). Genellikle MNPV’lerin hem larva hem de hiicre kiiltiirii agisindan daha genis
konak spektrumuna sahip oldugu belirlenmistir.

Lepidoptera konaklarindan elde edilen bakiiloviriislerin diger takim {iyelerini
enfekte etmedigi onceleri kesin kabul edilen bir durum idi. Ancak, sonraki caligmalar,
Orthoptera ve Isoptera liyelerinin, Lepidoptera bakiiloviriisleri tarafindan enfekte edildigi
rapor edilmistir (Al Fazairy ve Hassan, 1988). In vitro sistemde gézlenmemesine ragmen,
Mclntosh ve arkadaslar1 (1992), pamuk kurdundan, Anthonomus grandis, elde edilen bir
Coleoptera hiicre susunda AcMNPV’nin replikasyonunu  gostermistir.  Bunlar,
bakiiloviriislerin Arthropoda’dan farkli takim {yelerini de enfekte ettigini ortaya
koymaktadir (McIntosh ve Grasela, 1994).

Cogunlugu boceklerden olmak iizere 800’den fazla bakiiloviriis Arthropodlardan
izole edilmistir (Adams ve McClintock, 1991; Murphy ve arkadaglari, 1995; Federici,
1997). Bunlarin bazilar1 bircok Lepidoptera, Hymoneptera ve Coleoptera zararlilarinin
kontrolii i¢in basarili bir sekilde kullanilmigtir (McIntosh ve Grasela, 1994). En ¢ok
calisilan bavculovirus’lerden Autographa californica multikapsid niikleopolihedroviriis
(AcMNPV) ve Anagrapha falcifera multikapsid niikleopolihedroviriis (AfMNPV)’iin
sirastyla 12 ve 10 Lepidoptera iiyelerini enfekte ettikleri tespit edilmistir (Granados ve
Williams, 1986; Hostetter ve Puttler, 1991; Demirbag, 1993; Ahres vd, 1997; Herniou,
2001; Mikhailow, 2003). Her iki bakiiloviriis 30’dan fazla Lepidoptera tiiriinii enfekte eder.
Bagka bir bakiiloviriis olan Mamestra brassicae MNPV’nin 4 familya arasinda 32
Lepidoptera tiirlinli enfekte ettigi belirlenmistir (Doyle vd., 1990).

Son yillarda, gerek yukarida bahsedilen, gerekse daha sonra farkli boceklerden izole
edilmis bakiiloviriislerin farkli bocek (Orlovskaya, 1998) ve hiicre kiiltiirlerinde (Demirbag
vd, 1997; Demir, 2004; Lynn, 1999; Mclntosh vd., 1999) konak spektrumuyla ilgili
calismalar yapilmistir. Bu ve benzeri calismalar, farkli hiicre suslarinin bakiiloviriis
replikasyonlarinda c¢esitli seviyelerde farkliliklar gdsterdiklerini ve hiicrelerin farkli
duyarlilik derecelerine sahip olduklarin1 gostermistir (Lynn, 2003a; Lynn, 2003b; Demir ve
Demirbag, 2006)

Su ana kadar Malacosoma neustria’dan birkag niikleopolihedroviriis izole edilmistir
ve bunlarin biyolojik ve morfolojik karakterizasyonlar1 yapilmistir ( Jankevica vd., 1998;

Kikhno ve Strokovskaya, 1997; Yaman vd., 2003). Ancak, bu virlisiin hiicre kiltiiri
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sistemindeki biyolojik Ozellikleri ve replikasyon dongiisii hakkinda bir sey
bilinmemektedir. Mitsuhashi (1996), M. neustria testacea’nin larval hemositinden
gelistirilen daimi hiicre kiltiriniic M. neustria testacea NPV’nin enfekte ettigini
gostermistir. Ancak, bu enfeksiyonun detaylar1 hakkinda herhangi bir bilgi vermemistir. Bu
nedenle, yeni bir mikrobiyal insektisid ve biyoteknolojik ajan gelistirmek icin
ManeNPV’nin replikasyon 6zelliklerinin detayli bir sekilde bilinmesi olduk¢a onemlidir.
Bu calismada kullanilan Malacosoma neustria niikleopolihedroviriis (ManeNPV),
KTU, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Laboratuari, Viroloji grubu
tarafindan arazi c¢aligmalar1 sirasinda Gilimiishane’den toplanan hasta M.neustria
larvalarindan izole edilmistir ve Yaman ve arkadaslar1 (2003) tarafindan bazi ekolojik ve

biyolojik 6zellikleri belirlenmistir.

1.2.6. Bakiiloviriis Gen Ekspresyonunun Onemi

Bakiilovirtisler ile enfekte olmus hiicrelerde viriise ait proteinlerin enfeksiyondan
sonra 2-60 saatler arasinda sentezlendikleri tespit edilmistir. Enfekte edilen hiicrelerden ardi
ardina alman Orneklerin SDS-PAGE’de incelenmeleri neticesinde, bakiiloviriis gen
ekspresyonlarinin basamakli bir sekilde meydana geldigi, bu genlere ait proteinlerin farkli
zamanlarda olusmalariyla gozlenmistir. ilk zamanlarda yapilan ¢alismalar neticesinde, ii¢
basamakli smifin oldugu tespit edilirken (Maruniak ve Summers, 1981) sonraki
caligmalar, yeterince ayirt edilebilen 4 gen ekspresyon sinifinin oldugunu gostermistir
(Miller, 1988) (Sekil 5).

En erken (a) olarak bilinen ilk sinifa ait genlerin ekspresyonlari, enfeksiyondan
yaklagik iki saat sonra baglar. Bu genlerin ekspresyonlari i¢in konak faktor (enfekte edilen
hiicrelere ait bazi protein)'lere ihtiyag vardir. Erken (B) olarak bilinen ikinci sinifa ait
polipeptidlerin enfeksiyondan alti saat sonra goriilmeye basladigi tespit edilmistir. Bu
genlerin ekspresyonlar1 i¢in de bir veya daha fazla en erken smif proteinlerine ihtiyag
vardir (Guarino ve Summers, 1986). Bu iki grup genlerin ekspresyonlarmin viriis DNA
replikasyonundan 6nce oldugu ve bunlarin, enfekte eden ilk virlise ait DNA'dan
sentezlendikleri tespit edilmistir (Miller vd., 1983). Uciincii sinif, ge¢ (y) satha olarak
bilinir. Bu sinif genlerin ekspresyonlar1 enfeksiyondan yaklasik sekiz saat sonra baglar. Bu
sathada, biiyiik olgiide, yeni olusan virlis DNA'sinin sentezlendigi ve tomurcuklanan

viriislerin, enfekte edilmis hiicrelerde liremeye basladiklar1 gézlenmistir (Miller vd., 1983).
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On sekiz saatlik viriis enfeksiyonunu miiteakip, en ge¢ (8) satha baslar. Bu satha, PIB
yapisini (% 90) olusturan polihedrin proteininin sentezlenmesi, niikleokapsidlerin de novo
yoluyla zarf kazanmalar1i ve hiicre i¢i viriislerin polihedral inkliizyon yap1
olusturmalar:1 ile belirlenir. Son iki smifa ait genlerin yeni olugan DNA'dan
sentezlendikleri tespit edilmistir. En erken polipeptidler harig, her takip eden sinifin
onceki sinif proteinlerin ekspresyonuna ihtiya¢ duydugu belirlenmistir (Kelly, 1982).
Aciklamalardan da anlasildigi gibi, bakiiloviriis gen regiilasyonu karmasik bir yapiya
sahiptir. Yapilan calismalar neticesinde ¢esitli bakiiloviriislere ait gen regiilasyonlarinin
transkripsiyonel seviyede kontrol edildikleri tespit edilmistir (Krappa ve Knebel-Morsdorf,
1991; Demirbag, 1993).

v
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Sekil 5. Bakiiloviriis replikasyonu ve gen ekspresyonu sathalari. +: arttiric, -: engelleyici
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1.2.7. Bakiiloviriislerin Biyoteknolojideki Onemi

Tibbi, endiistriyel ve zirai bakimdan 6nemli olan ¢esitli viral, fungal, bakteriyal,
bitkisel ve hayvansal proteinlerin degisik ekspresyon vektorleri araciligiyla sentezlenmeleri
biyoteknolojide olduk¢a dnemlidir. Bakiiloviriisler, molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda iyi
bir model olmalar1 (Charlton ve Volkman, 1991; O’Reilly vd., 1992), zirai miicadelede
zararli boceklere kars1 kullanilmalar1 (Demirbag ve Beldiiz, 1997; Hunter-Fujita vd., 1998;
URL-2) ve son zamanlarda DNA’larindan 6nemli proteinlerin iiretilmesinde ekspresyon
vektori olarak yararlanilmalarindan (O’Reilly vd., 1992; Demir vd., 2000; Beljelarskaya,
2002; Mikhailov, 2003) dolay1 biyoteknolojide yeni bir donem baslatmustir.

Son 30 yil bdcek hiicre kiiltlirlinlin olagan {stii gelisimi ve uygulamalarinin
sagladig1 bircok biyoteknolojik avantajla ge¢mistir. Bunlarin en Onemlisi, klonlanmig
genlerin konak bdcek hiicrelerinde ekspresyonu igin rekombinant DNA teknolojisi
uygulamalariin 1980’li yillardaki gelisimi idi. Bu arada ¢ok yonlii gen ekspresyon sistemi
olarak bakiiloviriis-bocek hiicre sisteminin ortaya g¢ikmasi, bakiiloviriislerin molekiiler
biyolojileri lizerinde yogun ve gayretli ¢alismalardan ve yliksek miktarda protein iiretimini
destekleyen yeni bocek hiicre kiiltiir sistemlerinin kurulmasindan kaynaklanmaktadir.
Rekombinant bakiiloviriisler, giiclii polihedrin ve p10 geni promotorlerinin kontrolii altinda
ilgi duyulan genlere ait ¢esitli proteinlerin ekspresyonunda biyoteknolojide
kullanilmaktadirlar. Bakiiloviriis ekspresyon vektor sistemi, sadece arastirma i¢in onemli
bir sistem olmayip, ayni zamanda ziraat ve insan sagliginda da kullanilmak iizere ¢esitli
ticari iirtinleri iretmek i¢in de 6nemli bir teknoloji olarak kabul edilir.

Ilag, toksin ve besin maddesi gibi ¢esitli iiriinleri kodlayan ilgili yabanci genler,
ozellikle hiicre kiiltiiriinde bakiiloviriislerin replikasyonu i¢in zorunlu olmayan genler (polh
ve pl0) yerine klonlanarak, bol miktarda iiretilmektedir (Luckow ve Summer, 1988;
Maeda, 1989; King ve Posse, 1992; Demirbag vd., 1998; Nalcacioglu vd., 2001;
Beljelarskaya, 2002). Pek c¢ok bilim adami tarafindan halen devam ettirilmekte olan
bakiiloviriislerin daha etkili bir ekspresyon vektorii haline getirilmesi ve viriis
replikasyonunun molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasi ¢alismalari, bunlar1 gelecekte de
biyoteknolojinin 6nemli materyallerinden biri yapacaktir.

Bakiiloviriisler tek baslarina diisiik ve yavas dldiirme giiciine ve yiiksek secicilige
sahip olmakla birlikte dar konak spektrumuna sahiptir. Bakiilovirlis bulagmis besinler

bocek tarafinda yenildikten sonra viriise duyarli boceklerin Sliimii 4-8 gilin almaktadir.
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Bakiiloviriislerin bu 6zelliklerini gelistirerek, ziraat ve ormancilikta genisletilmis hedef
seciciligini ve arttirillmig viriilansa sahip viral pestisidleri elde etmek, bakiiloviriis
genomuna ¢esitli toksin, hormon ve enzim genlerinin transferleriyle miimkiin olmaktadir
(McCutchen vd., 1991; O’Reilly ve Miller, 1991). Stewart ve arkadaslar1 (1991), kuzey
Afrika akrebi (Androctonus australis)’nin genomundan bdcekler i¢in ndrotoksik bir protein
kodlayan geni ihtiva eden bir rekombinant AcCMNPV’yi olusturmustur.

Bakiiloviriis ekspresyon vektor sistemi sayesinde c¢esitli yeni asilar, ilaglar,
hormonlar ve biiylime faktorleri iiretiminin yaninda, insan karaciger hastaligini tedavi
etmek icin bakiiloviriis vektorleri de gelistirilmistir. Bu vektorler araciligiyla etkili bir
sekilde insan karaciger hiicrelerine gen transfer edilmektedir (Tomalski ve Miller, 1991;
Hofmann vd., 1995; Boyce ve Bucher, 1996).

Bakiiloviriislerle ilgili 6nemli bir husus da bakiiloviriis sayesinde saglanan katki ve
faydalarin, henliz baslangi¢ asamasinda olmasi ve bu yiizden bu teknolojinin gelecekte

bliyiik istikbal vadetmesidir.

1.2.8. Tezin Amaci

Bakiiloviriisler cevresel, zirai ve tibbi biyoteknolojideki Onemleri bakimindan
yogun caligilan arastirma materyali haline gelmislerdir. Bakiiloviriislerden yeni biyolojik
miicadele etmenleri ve ekspresyon vektorleri gelistirmek, yeni izolatlarin elde edilmesi,
karakterizasyonlarinin  yapilmasi ve bunlarin in vitro replikasyon &zelliklerinin
belirlenmesiyle miimkiindiir.

Malacosoma neustria L. (Yizik kelebegi, Lepidoptera: Lasiocampidae)’dan elde
edilmis bir bakiiloviriis olan Malacosoma neustria niikleopolihedroviriis (ManeNPV)
bakiiloviriis cinsine ait bir viriistiir. Bu yiliksek lisans tezinde, Malacosoma neustria
niikleopolihedroviriis (ManeNPV)’iiniin Malacosoma disstria’dan gelistirilmis Md203
hiicrelerinde in vitro replikasyon Ozelliklerinin belirlenmesi ve konak spektrumunun

arastirilmasi amac¢lanmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Hiicreler, Besiyeriler ve Viriis

Bu ¢alismada kullanilan Malacosoma disstria larval hemolenfinden gelistirilmis
UA-Md203 (Keddie vd., 1995) hiicre susu Dr. A. Keddie (University of Alberta,
Canada)’den temin edilmistir. Md203 hiicreleri 1s1 ile inaktif edilmis, %10 fetal bovine
serum (FBS, Sigma) ve tryptose (0.25 g /100 ml) katkili TNMFH (Grace’s Insect Medium,
Sigma, Hink, 1970) besiyeride, 28°C’de 5’ser giin arayla biiyiitiiliip, 1:5 oraninda yeniden
kiiltiir edildi (Demirbag vd., 1997).

Ayrica, viriisiin konak spektrumunu belirlemek amaciyla Trichoplusia ni (Lahana
miihendis tirtil) , Lymantria dispar (Kir tirtilr), Bombyx mori (ipek bécegi), Spodoptera
frugiperda, Spodoptera exigua (Pamuk tirtili yaprak kurdu), Choristoneura fumiferana
(Ladin tomurcuk bocegi)’dan gelistirilmis sirasiyla Tn5 (Granados vd., 1986), LdElta
(Lynn vd., 1988), Bm-5 (Grace,1967), Sf21 (Vaughn vd., 1977), Se-1 (Gelernter ve
Federici, 1986) ve Cf-124T (Bilimoria ve Sohi, 1977) hiicre kiiltiirleri kullanildi. Tn5, Bm-
5, Sf21, Se-1 ve Cf-124T hiicreleri 1s1 ile inaktif edilmis %10 fetal bovine serum (FBS,
Sigma) katkili TNMFH (Grace’s Insect Medium, Sigma) besiyeri ile 5’er giin arayla
biiylitiiliip 0.5:5 oraninda yeniden kiiltiir edildi. LdElta hiicreleri ise katkisiz Excell400
(JRH Biosciences) besiyerinde, yine 5’er giin arayla biiyiitiiliip 0.5:5 oraninda yeniden
kiiltiir edildi.

Bu  hiicrelerin  enfeksiyonunda Malacosoma  neustria ~ multikapsid
niikleopolihedroviriis (ManeMNPV) kullanildi. Bu virus, arazi calismalari sirasinda
Glimiishane’den toplanan hasta M.neustria larvalarindan izole edilmistir ve Yaman ve

arkadaslar1 (2003) tarafindan bazi ekolojik ve biyolojik 6zellikleri belirlenmistir.

2.2. Primer inokulumun Elde Edilmesi

Tomurcuklanan viriisleri elde etmek i¢in Malacosoma neustria larvalari PIB (viral
gémiilii yapilar) bulastirilmis besinlerle beslendi. Enfeksiyondan 5 giin sonra hastalanmis

larvalar %70 alkol iginde 2 dakika bekletildi ve larvalar arka vantuzlarindan steril bir
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makasla nazik bir sekilde kesilerek larval hemolenf toplandi. Daha sonra buz iizerinde
beklemekte olan steril santrifiij tliplere alindi. Tiiplere esit hacimde TMNFH-Tryp besiyeri
ilave edildi. 2000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant filtre ile steril edilerek primer
inokiiliim olarak kullanildi. Rivkin ve arkadaslarinin (1998) agikladigi yonteme gore ilk
enfeksiyondan sonra plak saflagtirmasi ve stok virlis iiretimleri yapildi. Bu stok daha

sonraki ¢alismalarda kullanildi.

2.3. Stok Viriis Uretimi

Malacosoma neustria niikleopolihedroviriis (ManeNPV) stoklari in vitro olarak
duyarli Md203 hiicrelerinde (Lee, 1987) tiretildi. Hiicreler, 9.0x10” hiicre/75 cm? olacak
sekilde kiiltiir kabina (Grainer) ekildi. Kiiltiir kabi, hiicrelerin tabana tutunmasi ig¢in
28°C’de iki saat bekletildi. Tutunma siiresinden sonra besiyeri tamamen uzaklagtirildi.
Hiicreler, MOI (hiicre basina diisen enfeksiyon yapan viriis sayisi) 1 olacak sekilde
ManeNPV ile enfekte edildi. Viriisiin hiicrelere tutunmasi igin kiiltiir kab1 oda sicakliginda,
diisiik hizda iki saat sallanarak bekletildi. Son hacim 10 ml’ye tamamlandi ve viriis liretimi
icin 28°C’de inkiibasyona birakildi (Summers ve Smith, 1987). Hiicreler %80-90 oraninda
polihedral inkliizyon yapi (PIB) ihtiva edene kadar (enfeksiyondan 4-5 giin sonra)
inkiibasyona devam edildi. Uretilen esktraselliiler viriislerin (BV), hiicre kalintilar1 ve
PIB’lerden ayrilmasi i¢in besiyeri-hiicre siispansiyonu 2.000xg’de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda ektraselliiler viriis ihtiva eden iistteki s1v1 alinip, 4°C’de muhafaza

edildi (Demirbag vd., 1997).

2.4. Stok Viriis Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Virilis konsantrasyonu doku kiiltiirii enfektif doz %50 (TCIDsg) deneyi yapilarak
tespit edildi (Brown ve Faulkner, 1975). TCIDsy, inokiile edilen hiicre kiiltiiriiniin %50’sini
enfekte etmek i¢in ihtiya¢ duyulan viriis konsantrasyonu olarak tanimlanir. Bu deney,
viriisiin enfeksiyon yapma kapasitesinin kalitatif bir testidir. Sadece enfekte edilen
gozlerde sitopatik etkilerin (CPE) varlig1 veya yoklugu hakkinda bilgi verir.

Ekstraselliiler viriis ihtiva eden siispansiyon 10"°den 10®*’¢ kadar seyreltildi. Bu

seyreltiklere esit hacimde 2,5x10° hiicre/ml olacak sekilde Md203 hiicreleri ilave edildi.
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Olusan her hiicre-virlis karistmindan 60 gozlii Terazaki (Grainer) kabimin gozlerine 6’sarli
olarak 10’ar pl transfer edildi (Summers ve Smith, 1987) ve kap nemli bir poset icerisinde
3-7 giin 28°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun 3. giiniinden sonra hiicreler mikroskobik
olarak incelendi ve sonuglar sitopatik etkilerin varlig1 veya yoklugu seklinde kaydedildi.
Kiiltiir ortamindaki tomurcuklanmig viriis titerleri TCIDsy’ye gore hesaplandi (Brown ve
Faulkner, 1975). Bunun i¢in son-nokta titrasyon tablolar1 olusturuldu ve %50 enfeksiyon
oranina karsilik gelen seyreltme araligi belirlendi. Elde edilen degerler Reed ve Muench
(1938)’e gore islem basamaklarindan gegirilerek, viriis konsantrasyonu pfu/ml (ml’de plak

olusturan iinite) olarak hesaplandi.

2.5. Malacosoma neustria Niikleopolihedroviriis ile Enfekte Olan Hiicrelerde
Sitopatik Etkilerin Gozlenmesi

Sitopatik etkileri tespit etmek igin Md203 hiicreleri ManeNPV ile enfekte edildi.
Bunun igin hiicreler 2.5x 10° hiicre/géz olacak sekilde 6 gozlii kaba (Grainer) birakildi.
Bir gece 28°C’de bekletildikten sonra MOI 10 olacak sekilde Md203 hiicreleri icin katkilt
TNMFH-Tryp besiyerisi kullanilarak ManeNPV ile enfekte edildi. Virilisiin hiicrelere
tutunmasi i¢in 2 saat boyunca oda sicakliginda diisiik hiz sallayici (Red Rocker, Hoefer)
tizerinde sallanir durumda bekletildikten sonra, inokiiliim uzaklastirildi ve 3 ml taze
besiyeri ilave edildi. Enfekte olmus hiicrelerin 28°C’de inkiibasyonuna devam edildi
(Castro vd., 1997; Shirata vd., 1999). Enfeksiyondan 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 ve 96
saat sonra hiicreler 151k mikroskobu ile incelendi ve meydana gelen CPE’ler kaydedildi ve
enfeksiyondan sonra ayni saatlerde hiicrelerin fotograflar1 inverted 151k mikroskobu (Prior)

ile ¢ekildi.

2.6. Malacosoma neustria Niikleopolihedroviriis ile Enfekte Olan
Hiicrelerde  Uretilen Ekstraselliiler Viriislerin Cogalma Egrisi

Md203 hiicreleri, yukarida bahsedildigi gibi hiicreler 2.5x10° hiicre/géz olacak
sekilde 6 gozlii kaba (Grainer) birakildi ve MOI 10 olacak sekilde ManeMNPYV ile enfekte
edildi. Enfeksiyondan 0, 24, 48, 72 ve 96 saat sonra, kiiltiir sivis1 alindi. Ektraselliiler
viriisleri, hiicre kalintilar1 ve PIB’lerden ayirmak i¢in 2.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi

(Demirbag vd., 1997). Virisleri ihtiva eden siipernatant alind1 ve 4°C’de muhafaza edildi.
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Belirtilen saatlerde toplanan ekstraselliiler viriislerin konsantrasyonlar1 TCIDsy yontemiyle
hesaplandi (Brown ve Faulkner, 1975). Bulunan degerler x, y koordinat sisteminde x

ekseni zamanti, y ekseni de log TCIDs(’yi gosterecek sekilde viriis biiyiime egrisi ¢izildi.

2.7. Malacosoma neustria Niikleopolihedroviriis DNA Replikasyonunun Slot
Blot Hibridizasyonuyla Belirlenmesi

2.7.1. Prob Gelistirme

2.7.1.1. Malacosoma neustria Niikleopolihedroviriis DNA’sinin izolasyonu

Md203 hiicreleri 2.5x10° hiicre/petri olacak sekilde 35 mm’lik petri kaplarma
(Costar) birakildi. Bir gece 28°C’de bekletildikten sonra MOI 10 olacak sekilde
Malacosoma neustria niikleopolihedroviriis (ManeMNPV) ile enfekte edildi ve 28°C’de
inkiibasyona devam edildi. Enfeksiyondan 4 giin sonra (polihedral inkliizyon yapilarin
olustugu) ManeNPV DNA’s1 izole edildi (Invitrogen, 1996). Hiicreler 5.000 rpm’de 3
dakika c¢oktiiriildii. Siipernatant alindi ve esit hacimde soguk (4°C) %?20’lik polietilen
glikol ilave edildi. Oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra, 13.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Olusan ¢okelti alindi, 100 pl suda ¢oziildi ve 10 pl proteinaz K
(Sigma) ilave edilip, 50°C’de 1 saat bekletildi. Esit hacimde fenol:kloroform:izoamilalkol
(24 :24 :1) (Sigma) ilave edildi ve 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz alinip,
sodyum asetat, glikojen ve %100’liik etanol ilave edildi. Coktiirme i¢in 20 dakika -20°C’de
bekletildikten sonra, 4°C’de 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Cokelti %70’lik
alkol ile yikand1 ve 10 pl steril ddH,O’da ¢6ziildii ve - 20°C’de muhafaza edildi.

2.7.1.2. Malacosoma neustria Niikleopolihedroviriis DNA’sinin PCR ile
Cogaltilmasi

Prob gelistirmek tizere yukaridaki gibi izole edilmis ManeNPV DNA’s1 polihedrin
geni icin diizenlenmis (De Moreas ve Maruniak, 1997) F: 5> CCG GAC CGA TGA ACT
CAT CC -3° ve R: 5 CAA AGG AAC AAA GAG TCC TAG G -3’ primerleri kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonuyla (PCR) termal cycler aletinde (Hybaid PCR Sprint Thermal
Cycler) cogaltildi (Woo, 2001). Reaksiyon karisimi, 4 pl viral DNA (ManeMNPV), 5 ul
(10X) PCR tamponu, 1,5 pl (10 mM) dNTP karisimi, 2°ser pl forward ve reverse primer
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DNA’s1 (10 uM), 3 ul MgCl, (25 mM), 0.5 pl Tag DNA (2.5 u) ve 50 ul’ye tamamlanacak
sekilde steril ddH,O ilave edilerek hazirlandi. PCR reaksiyonu ise denaturasyon igin
95°C’de 5 dakika bekletildikten sonra, 94°C’de 1 dakika, 45°C’de 45 saniye ve 72°C’de 1
dakikaya ayarlanarak 10 dongii seklinde yapildi ve sonra 94°C’de 45 saniye, 50°C’de 30,
72°C’de 60 saniye 25 dongii olarak yapildi ve son olarak da 72°C’de 5 dakika bekletilerek

reaksiyon durduruldu. PCR reaksiyonu sonunda olusan {iriin %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii.

2.7.1.3. PCR Uriiniiniin Elde Edilmesi ve Probun isaretlenmesi

Agaroz jelde ylritiildiikten sonra UV 15181 altinda goriinen DNA fragmenti
kesilerek jelden c¢ikarildi. PCR sonucu cogaltilmis DNA fragmentini ihtiva eden jel
pargasi, cam pamugu kullanilarak hazirlanmis, fragmenti jelden temizleme iinitesinde,
13.000xrpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Jel pargalari cam pamuga takilip kalirken, DNA
fragmenti s1v1 ile birlikte tiipiin alt kisminda toplandi.

Bir mikrosantrifijj tiipiine, temizlenmig DNA fragmentinden 16 ul (~ 1 pg) birakildi
ve kaynar suda 10 dakika bekletildi. Hemen buz iizerine alinip karistirildiktan sonra DIG
High Prime DNA Labeling ve Detection Starter Kit I (Roche Diagnostics Gmbh, Kat. No:
1 745 832)’e ait isaretleme ¢oOzeltisinden 4 pl ilave edildi ve nazikge santrifiij edildi.
Karisim, 37°C’de 16 saat inkiibe edilerek isaretleme gerceklestirildi. Sonra 65°C’de 10
dakika bekletilerek reaksiyon durduruldu ve isaretli prob -20 °C’de muhafaza edildi.

2.7.2. Malacosoma neustria Niikleopolihedroviriis ile Enfekte Hiicre
Lizatlarimin Hazirlanmasi ve Nitroselilloz Membrana Gecirilmesi

Md203 hiicreleri 2.5x10° hiicre/goz olacak sekilde 6 gozlii kiiltiir kabma (Costar)
birakildi. Hiicrelerin tabana tutunmasi i¢in gece boyu bekletildikten sonra, MOI 10 olacak
sekilde ManeNPV ile enfekte edildi. Enfeksiyondan 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72 saat
sonra hiicreler pargalanarak karisim haline getirildi (Demirbag, 1993). Bunun i¢in once
besiyeri tamamen uzaklagtirildi. Hiicreler, 800 ul 0,5 N NaOH ilave edilip, pipetlenerek
pargalandi. Karigimi nétralize etmek amaciyla 80 ul 10 M amonyum asetat ilave edildi ve
olusan lizat kullanilincaya kadar 4°C’de muhafaza edildi.

Immobilon Transfer Membran (Sigma) gerekli ol¢iilerde kesildi, 2XSSC (3M
NaCl, 0,3 M sodyum sitrat) tamponunda 5 dakika bekletildi ve slot blot {initesine (Hoefer
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Scientific Instruments) yerlestirildi. Hiicre karigimlarindan 100’er pl {initenin
kuyucuklarma yiiklendi ve vakum ile membrana gegirildi. Uniteden ¢ikarilan membran
0,1XSSC tamponu ile 2 dakika muamele edildikten sonra, 30 dakika oda sicakliginda ve 2
saat de 80°C’de bekletildi.

2.7.3. Hibridizasyon

Prehibridizasyon ve hibridizasyon, DIG High Prime DNA Labeling ve Detection
Starter Kit I (Roche Diagnostics Gmbh, Kat. No: 1 745 832) ve kit tarafindan tavsiye
edilen yontem kullanilarak gergeklestirildi.

Prehibridizasyon oncesi, hibridizasyon tamponu (%0,1 (w/v) N-lauroylsarcosine
(Sigma), %0,02 (w/v) SDS, 1/10 bloklama solusyonu 10X (vial 6), 5XSSC, ddH,O ile 100
ml’ye tamamlanir) kaynayan su banyosunda 10 dakika bekletildi ve hemen buz iizerine
alindi. Tampon bir miktar sogutulduktan (yaklasik 42°C) sonra i¢inde, daha dnce hiicre
lizatlarinin gegirildigi membrani ihtiva eden hibridizasyon tiipiine aktarildi. Sonra, 42°C’ye
ayarlanmig hibridizasyon firninda (BINDER) 16 saat (yaklasik gece boyu) déndiiriilerek
bekletildi. Bir sonraki giin, yeni bir tampon alindi ve 5 pl isaretli ManeMNPV probu ilave
edilerek, yine kaynamakta olan su banyosunda 10 dakika bekletildi ve hemen buza alindi.

Hibridizasyon tiipiinde bulunan prehibridizasyon tamponu dokiildii. Isaretli probu
ithtiva eden tampon, hibridizasyon tiipiine bosaltildi ve 42°C’ye ayarlanmis hibridizasyon
firminda (BINDER) gece boyu hibridizasyona tabi tutuldu. Sonraki sabah, tiipiin
icerisindeki hibridizasyon tamponu alindi ve -20°C’de muhafaza edildi. Hibridizasyon
tiipiinden alinan membran, 2XSSC, %0,1’lik SDS tamponu igerisinde oda sicakliginda 2
kez 5’er dakika ve ardindan da 0,1XSSC, %0,1 SDS tamponu icerisinde 65°C’de 2 kez
15’er dakika sallayici iizerinde yikandi. Membran, 20 ml maleik asit tamponunda (0,1 M
maleik asit, 0,15 M NaCl, pH 7,5) sallayici iizerinde 5 dakika yikandiktan sonra, 70 ml
bloklama soliisyonunda (Maleik asit tamponuna 1:10 oraninda 10X bloklama soliisyonu
(vial 6) ilave edilir) 30 dakika sallayici iizerinde bekletildi.

Hibridizasyon DIG High Prime DNA Labeling ve Detection Starter Kit I’deki vial
4 (alkalin fosfataz ekli Fab fragmenti)’ten 4 pl alinip, 20 ml bloklama soliisyonuna ilave
edildi (1:5000 oraninda). Membran, hazirlanan bu karisim igerisinde 30 dakika sallayici
tizerinde bekletildikten sonra 50’ser ml yikama soliisyonunda (Maleik asit tamponuna

%0,3 oraninda %100’liik Tween 20 (v/v) ilave edilir) 2 kez 15’er dakika yikandi.
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Membran yikandiktan sonra, 20 ml belirleme tamponunda (0,1 M Tris-HCI, pH 9.5, 0,1 M
NaCl, 50 mM MgCl,) sallayici tizerinde 5 dakika bekletildi. Taze olarak hazirlanmig 10 ml
renk soliisyonunda (10 ml belirleme soliisyonuna 200 pl vial 5’ten ilave edilir) kapali bir
sekilde ve karanlikta 10-15 dakika (renk olugmasi i¢in gerekli zaman) bekletildi. Olusan
bantlarin koyulagsmasi yeterli olunca, membran tarayicida (Mustek) taranarak bilgisayar

ortamina aktarildi.

2.8. ManeNPV-Protein Sentezinin SDS-PAGE Yontemiyle Belirlenmesi

Md203 hiicreleri 2.5x10° hiicre/goz olacak sekilde 6 gozlii kiiltiir kabina birakild:
ve MOI 10 olacak sekilde ManeNPV ile enfekte edildi. Enfeksiyondan 0, 12, 24, 36, 48,
60, 72, 84 ve 96 saat sonra protein karisimlari elde edildi (Bilimoria vd., 1993). Hiicreler
tabandan koparildi ve 4°C’de, 5.000 rpm’de, 10 dakika santrifiij edilerek c¢okelti
olusturuldu (Demir vd., 2000). Siipernatant atild1 ve ¢okelti 100 ul parcalama ¢ozeltisinde
(50 pg/ml leupeptin ve 100 pg/ml pepsitatin A ihtiva etmekte olan PBS igerisinde
hazirlanmis %0,1°lik Triton X-100) vortekslenerek ¢oziildii. Buz iizerine yerlestirilerek her
10 dakikada bir vortekslenerek 45 dakika bekletildi. Elde edilen karisim, 1.000xg’de,
4°C’de, 10 dakika santrifiij edildi ve silipernatant alinarak -30°C’de muhafaza edildi
(Invitrogen, 1996). Protein 6rneklerine muamele tamponu (60 mM Tris-HCI (pH 6,8), %25
Gliserol, %2 SDS, %5 2-merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave edildi ve 10 dakika
kaynamakta olan suda bekletildikten sonra, %10’luk SDS-Poliakrilamid jele yiiklendi
(Laemmli, 1970). Protein bantlar1 30 mA akim kullanilarak ayrildi.

Yiriitme iglemi tamamlandiktan sonra jel, Coomassie brillant blue (%0,125
Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 2-3 saat boyandi.
Jel, %50 metanol ve %10 asetik asit ¢ozeltisinde bekletilerek fazla boya yikandiktan sonra,
%7 asetik asit ve %5 metanol ¢ozeltisine alindi. Daha sonra jel, tarayicida (Mustek)

taranarak bilgisayar ortamina aktarildi.
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2.9. Malacosoma neustria Niikleopolihedroviriis’iin In vitro Konak
Spektrumu

2.9.1. Farkh Hiicre Kiiltiirlerinin ManeNPV ile Enfeksiyonu ve Sitopatik
Etkilerin Gozlenmesi

In vitro kosullara uyarlanan ManeNPV nin in vitro konak spektrumunu belirlemek
amactyla Tn5, LdElta, Bm-5, Sf21, Se-1, C{-124T ve Md203 (kontrol olarak) hiicreleri
ManeNPV ile enfekte edildi. Bunun i¢in hiicreler 2.5x10° hiicre/gdz olacak sekilde 6 gozlii
kiiltiir kabina (Granier) birakildi. Bir gece 28°C’de bekletildikten sonra MOI 10 olacak
sekilde Tn5, LdElta, Bm-5, Sf21, Se-1 ve Cf-124T hiicreleri icin katkisiz TNMFH, LdElta
hiicreleri icin katkisiz ExCell400, Md203 hiicreleri icin katkili TNMFH-Tryp besiyerileri
kullanilarak ManeNPV ile enfekte edildi. Viriisiin hiicrelere tutunmasi i¢in 2 saat boyunca
oda sicakliginda diisiik hiz sallayicida bekletildikten sonra inokulum uzaklastirildi ve 3’er
ml taze besiyeri ilave edildi. Enfekte olmus hiicrelerin 28°C’de inkiibasyonuna devam
edildi (Castro vd., 1997; Shirata vd., 1999). Enfeksiyondan sonra 12’ser saat araliklarla
hiicreler 151k mikroskobu ile incelendi ve meydana gelen CPE’ler kaydedildi.
Enfeksiyondan sonra CPE’lerin en agik sekilde goriildiikleri saatlere ait fotograflar
(enfeksiyondan sonra 0, 24, 36, 48, 72, 96, 120 saat sonra) inverted 151k mikroskobu (Prior)
ile ¢ekildi.

2.9.2. ManeNPV ile Enfekte Farkh Hiicre Kiiltiirlerinde Uretilen
Ekstraselliiler Viriis Miktarlari

Tn5, LdElta, Bm-5, Sf21, Se-1, Cf-124T ve Md203 (kontrol olarak) hiicreleri bir
onceki adimda belirtildigi gibi enfekte edildi. Enfeksiyondan 120 saat sonra kiiltiir sivilar
alindi. Yukarida (2.6) belirtildigi gibi islem yapildi. Belirtilen saatte toplanan ekstraselliiler
viriislerin konsantrasyonlart TCIDs, yontemiyle hesaplandi (Brown ve Faulkner, 1975).
Bulunan degerler x, y koordinat sisteminde x ekseni hiicreleri, y ekseni de log TCIDsy’yi

gosterecek sekilde viriis bilyiime egrisi ¢izildi.
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2.9.3. ManeNPV ile Enfekte Olan Fakh Hiicre Kiiltiirlerinde DNA
Replikasyonunun Slot Blot Hibridizasyonuyla Belirlenmesi

Tn5, LdElta, Bm-5, Sf21, Se-1, Cf-124T ve Md203 (kontrol olarak) hiicreleri
2.5x10° hiicre/gdz olacak sekilde 6 gozlii kiiltiir kablarma birakildi. Hiicrelerin tabana
tutunmasi icin gece boyu bekletildikten sonra, MOI 10 olacak sekilde ManeNPV ile
enfekte edildi. Enfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler pargalanarak karisim haline getirildi
(Demirbag, 1993). Once besiyeri tamamen uzaklastirildi. Hiicreler 800ul, 0.5N NaOH
ilave edilip, pipetlenerek parcalandi. Karisimi noétralize etmek amaciyla 80ul 10M
amonyum asetat ilave edildi ve olusan lizat kullanilincaya kadar 4°C’de muhafaza edildi.
Daha sonra 2.7.3°de belirtildigi gibi hibridizasyon yapildi. Olusan bantlarin koyulasmasi

yeterli olunca, membran tarayicida taranarak bilgisayar ortamina aktarildi.



3. BULGULAR

3.1. Malacosoma neustria Niikleopolihedroviriisiiniin Md203 Hiicrelerindeki
Verimliligi
Malacosoma neustria niikleopolihedroviriis (ManeNPV)’iiniin Md203 hiicrelerinde
tiretim verimliligini test etmek icin, Md203 hiicreleri ManeNPV ile enfekte edildi.
Enfeksiyondan 5 gilin sonra kiiltlir stvis1 alinip, Md203 hiicrelerinde ekstraselliiler viriis
konsantrasyonu “doku kiiltiirii enfektif doz-50 (TCIDsp)” ye gore hesaplandi. Buna gore
viriis konsantrasyonu 2,18x10° pfu/ml olarak bulundu. Bu degerin, ManeNPV’nin Md203
hiicrelerindeki sitopatolojisi, replikasyonu, transkripsiyonu ve konak spektrumuyla ilgili

ozelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi ac¢isindan yeterli oldugu diisiiniildii.

3.2. Malacosoma neustria Niikleopolihedroviriis ile Enfekte Olan Md203
Hiicrelerinde Meydana Gelen Sitopatik Etkiler

Md203 hiicrelerinin M. neustria niikleopolihedroviriise olan duyarliligini test etmek
icin hiicreler ManeNPV ile enfekte edildi. Hiicreler enfeksiyondan sonra 12 saat araliklarla
mikroskopta incelendi. Hiicrelerde meydana gelen sitopatik etkiler (CPE) kaydedildi ve
kontrol hiicreleriyle karsilastirildi. Hiicrelerde meydana gelen degisikliklerin ve CPE’lerin
en acik sekilde goriildiikleri saatlere ait fotograflar (enfeksiyondan 0, 12, 24, 36, 48, 60,
72, 80 ve 96 saat sonra) ¢ekildi.

Hiicrelerde, enfeksiyondan 0 saat sonra, virlis enfeksiyonuna ait 6zel bir belirtiye
rastlanmadi ve enfekte olan hiicrelerin kontrol hiicreleri ile aymi goriintiide olduklar
belirlendi. Enfeksiyondan 24 saat sonra Md203 hiicrelerinde enfeksiyonun ilk belirtisi
olarak ortaya cikan sitopatik etkiler hiicrelerin “stresli olmalari, graniillesmeleri ve
irilesmeleri”dir (Sekil 6). Ayrica, hiicre bdliinmesinin durdugu da kontrol ile
karsilastirildiginda hiicre sayisinin artmamis olmasindan anlasildi. Enfeksiyondan sonra
gecen siire arttikca (36 saat) bazi hiicrelerde sekillerinde “elips seklini alma veya uzama”
gibi sekil degisikliklerinin meydana geldigi tespit edildi. Polihedral inkliizyon yap1
(PIB)’larin olusumu, ilk olarak enfeksiyondan 36 saat sonra gozlendi (Sekil 6). Bu arada

hiicrelerdeki “esmerlesme, irilesme ve elips seklini alma” gibi sitopatik etkilerin daha
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belirgin bir hale geldigi tespit edildi. Bu saat itibariyla hiicrelerin yaklasik olarak %40’ mnin
PIB ihtiva ettigi ve kontrol ile karsilastirildiginda canli gériinimden ¢ok uzak, stresli ve
irilesmis olduklar belirlendi.

Enfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerin %60-65 oraninda PIB ihtiva ettikleri,
hiicrelerin “iyice esmerlestikleri, sekil bozukluklarinin arttig1 ve ¢ogu hiicrenin tabandan
koptugu” tespit edildi. Tespit edilen 6zelliklere gore enfekte olan hiicrelerin kontrol
hiicrelerinden farkli bir goriintiide olduklar1 ve kontrol hiicrelerinin ise boliinmeye devam
ettikleri belirlendi.

Enfeksiyondan 60 saat sonra hiicrelerin PIB ihtiva etme oran1 %80’e ulasirken,
hiicrelerin “irilesme ve graniillesme” sinin devam ettigi belirlendi.

Enfeksiyondan 72 ve 84 saat sonra hiicrelerin PIB ile doldugu, bunlarin bazi
hiicrelerde yogun bir halde birleserek kiimeler olusturdugu, bazi hiicrelerde ise parlak
kristal seklinde olduklar: tespit edildi. Ayrica, bazi hiicrelerin parcalanmasiyla PIB’lerin
kiltlir ortamina dagildiklar1 ve hiicrelerin bir kisminin tabandan koparak kiiltiir ortaminda
ylizdiigli gozlendi (Sekil 7).

Enfeksiyondan 96 saat sonra hiicrelerin tamaminin PIB ile doldugu, PIB’lerin baz1
hiicrelerde yogun “siyah kiimeler” halinde olduklar1 tespit edildi. Parcalanan ve tabandan
kopan hiicre sayilarinda artis oldugu goézlendi (Sekil 7). Hiicrelerin kontrol hiicreleriyle
karsilastirildiklarinda iyice karardiklari, sekillerinin degistigi ve pargalanmis olduklari

tespit edildi.
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(). saat 12. saat
PIB — N
S
24. saat 36. saat
48. saat kontrol

Sekil 6. ManeNPV ile enfekte olan Md203 hiicrelerinde enfeksiyondan sonra 0,
12, 24,36, 48. saatlerde meydana gelen sitopatik etkiler. Inverted 151k
mikroskobunda 10X20’lik biiylitme. Rakamlar: Enfeksiyondan sonra
gecen zaman, s: Enfekte olmus stresli ve irilesmis hiicre, PIB: Polihedral

inkliizyon yap1
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60). saat 72. saat

&

R4 (saat 96. saat

kontrol

Sekil 7. ManeNPV ile enfekte olan Md203 hiicrelerinde enfeksiyondan sonra 60,
72, 84 ve 96. saatlerde meydana gelen sitopatik etkiler. Inverted 151k
mikroskobunda 10X20’lik biiylitme. Rakam: Enfeksiyondan sonra gegen
zaman, p: Parcalanmus hiicre, i: Irilesmis hiicre
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3.3.  Malacosoma neustria Niikleopolihedroviriis ile Enfekte Md203
Hiicrelerinde Ekstraselliiler Viriis Uretim Egrisi

Enfeksiyondan 0, 24, 48, 72 ve 96 saat sonra kiiltiir besiyeri alind1 ve ihtiva ettigi
ekstraselliiler virlis konsantrasyonu doku Kkiiltlirii enfektif doz-50 (TCIDsg)’ ye gore
hesaplandi.

Enfeksiyondan 0 saat sonra hiicrelerde 10* seviyelerinde bir temel titer belirlendi.
Ekstraselliiler viriis iiretimi enfeksiyondan 24 saat sonra bagladi. Bu saatteki BV miktari
1,73x10° pfu/ml (temel titerin yaklasik 10 katr) olarak hesaplandi. Enfeksiyondan 48 saat
sonra ise hiicrelerde iiretilen ekstraselliiler viriis miktarmin 5.49x10° pfu/ml oldugu
belirlendi. Enfeksiyondan 72 ve 96 saat sonra iiretilen ekstraselliiler virlis miktarlarinin
sirastyla 4,78x10° pfu/ml ve 1,19x10” pfu/ml oldugu tespit edildi. En yiiksek miktarda
ekstraselliiler viriisiin enfeksiyondan 96 saat sonra Tretildigi belirlendi. Md203
hiicrelerinde baslangic titerine gore yaklasik 3 kat daha fazla BV iiretildigi tespit edildi

Md203 hiicrelerinde {iretilen ekstraselliiler viriis miktar1 logaritmas: y ekseni,
zaman ise x ekseninde gosterilerek viriis ¢ogalma egrisinin Sekil 8’deki gibi oldugu

belirlendi.
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Sekil 8. ManeNPV’nin Md203 hiicrelerinde ¢ogalma kinetigi. X
ekseni: Zaman; 0, 24, 48, 72 ve 96 enfeksiyondan sonra
ornek alinan saatler, Y ekseni: Virlis konsantrasyonu;
Log TCIDsg / mix10*

3.4. Md203 Hiicrelerinde Malacosoma neustria Niikleopolihedroviriis DNA
Replikasyonu

Md203 hiicre kiiltiiriinde ManeNPV DNA replikasyonu yukarida da belirtildigi gibi
slot blot hibridizasyonu ile DIG High Prime DNA Labeling ve Detection Starter Kiti (Roch
Diagnostics, Gmbh, Kat. No: 1 745 832) kullanilarak belirlendi. Enfeksiyondan 0-12 saat
sonra herhangi bir bant olugsmamas1 prob ile hibritlesecek DNA’nin ortamda olmadigin,
yani DNA replikasyonunun meydana gelmedigini gostermektedir. Ancak, enfeksiyondan
24 saat sonra ¢ok koyu olmamakla birlikte, olusan bant DNA replikasyonunun
gerceklestigini gostermektedir (Sekil 9). Ortaya ¢ikan bu sonu¢ Md203 hiicrelerinde
Malacosoma neustria niikleopolihedroviriisiin replike oldugunu ve bu replikasyonun
enfeksiyondan 24 saat sonra basladigini gdostermektedir. Enfeksiyondan sonra 48 ve 72
saate dogru ilerlediginde, hibridizasyon sonunda olusan bantlarin daha da koyulasmasi

DNA replikasyonunun giderek arttigini gostermektedir.
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Sekil 9. ManeNPV ile enfekte olan Md203 hiicrelerinde viral DNA replikasyonu.
DNA replikasyonu slot blot hibridizasyon yontemiyle belirlendi. Rakamlar:
Enfeksiyondan sonra gegen zaman, bantlar: ManeNPV probu ile hibridize
olmus enfekte hiicrelerdeki ManeNPV DNA’si, K: Enfekte olmayan
hiicrelerden alinan 6rnek, V: ManeNPV DNA’s1

3.5. Malacosoma neustria Niikleopolihedroviriis ile Enfekte Olan Md203
Hiicrelerindeki Protein Profilleri

ManeNPV’ye ait proteinlerin bazilarinin  Md203 hiicrelerinde sentezlenip
sentezlenmedikleri SDS-Poliakrilamid jel elektroforez analizi ile tespit edildi. NPV ler i¢in
cok karakteristik olan ve en ge¢ fazda bol miktarda iiretilen proteinlerden biri olan
polihedrinin bu hiicrelerde (¢ok ince bir bant halinde de olsa) enfeksiyondan 36 saat sonra
yaklasik 28.000 Da agirliginda bir bant olarak ortaya ¢iktigi tespit edildi. Ayni protein
enfeksiyondan 48 saat sonra ¢ok daha net ve acik bir sekilde goriildi (Sekil 10). Sonraki
saatlerde ise polihedrin proteini iiretiminin giderek arttig1 tespit edildi. Bakiiloviriis
replikasyonunda bu proteinin goriilmesi, replikasyonun tamamlanmasi agisindan oldukca

Onemlidir.
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Sekil 10.  ManeNPV’ye ait proteinlerin Md203 hiicrelerinde
tretilmesi. Protein sentezi %10’luk SDS-PAGE
yontemiyle belirlendi. K: Enfekte olmamis, kontrol,
M: Agirliklar1 bilinen standart proteinler, Rakamlar:
Enfeksiyondan sonra gegen zaman, 3¢ : Polihedrin
proteini

3.6.  Farkh Hiicre Kiiltiirlerinde ManeNPV’nin Replikasyon Ozellikleri

3.6.1. ManeNPV ile Enfekte Farkh Hiicre Kiiltiirlerinde Meydana Gelen
Sitopatik Etkiler

ManeNPV’nin in vitro replikasyonal &zellikleri ayrintili bir sekilde ilk kez Md203
hiicrelerinde belirlendi. Md203 hiicrelerindeki replikasyonu kontrol olarak kullanilarak
virlistin Tn5, LdElta, Bm-5, Sf21, Se-1 ve Cf-124T hiicrelerindeki replikasyon 6zellikleri
ortaya ¢ikarildi.

Hiicreler enfeksiyondan sonra 12 saat araliklarla mikroskopta incelendi. Meydana
gelen sitopatik etkiler (CPE) kaydedildi ve kontrol hiicreleriyle karsilastirildi. Hiicrelerde
meydana gelen CPE’lerin en agik sekilde goriildikleri saatlere ait fotograflar

(enfeksiyondan 0, 24, 36, 48, 72, 96 ve 120 saat sonra) kullanildi.
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TnS5 hiicrelerinde, enfeksiyondan 0 saat sonra, dogal olarak herhangi bir enfeksiyon
belirtisine rastlanmadi. Enfekte hiicrelerin kontrol hiicreleri ile aymi goriintiide olduklar
belirlendi. Enfeksiyondan 24 saat sonra hiicrelerde enfeksiyonun ilk belirtileri hiicrelerin
“stresli olmalari, graniillesmeleri ve irilesmeleri” seklinde ortaya ¢ikti. Enfeksiyondan sonra
gecen siire arttik¢a hiicrelerin sekillerinde de degisiklikler meydana gelmeye devam etti.
Polihedral inkliizyon yap1 (PIB) olusumu ise ilk olarak enfeksiyondan 36 saat sonra
gozlendi (Sekil 11). Enfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerin yaklasik %60-65’inin PIB
ihtiva ettigi belirlendi. Enfeksiyondan 72 ve 96 saat sonra ise hiicrelerin %90 oraninda PIB
ihtiva ettikleri, iyice esmerlestikleri, irilestikleri, graniillestikleri ve ¢ogunun tabandan
koptugu tespit edildi. Enfeksiyondan 120 saat sonra hiicrelerin tamaminin PIB ihtiva ettigi,
hiicrelerin pargalanmasiyla PIB’lerin kiiltiir ortamina dagildiklar1 ve ¢ogu hiicrenin
tabandan koparak kiiltiir ortaminda ytizdiigli gézlendi.

LdElta hiicrelerinin ManeNPV ile enfeksiyonunda da enfeksiyondan O saat sonra
herhangi bir enfeksiyon belirtisine rastlanmadi. Enfekte hiicrelerin hemen hemen kontrol
hiicreleriyle ayn1 goriintiide olduklar1 tespit edildi. LdElta hiicrelerinin enfeksiyondan 24
saat sonra ¢ok yogun bir sekilde stresli olduklar1 ve graniil igerdikleri gozlendi (Sekil 12).
Ilk PIB olusumu ise enfeksiyondan 36 saat sonra gdzlendi ve bunun daha &nce iiretildigi
tahmin edilmektedir. Enfeksiyondan 48 ve 72 saat sonra hiicrelerin graniillesmeleri,
irilesmeleri ve PIB olusumu devam etti. Enfeksiyondan 96 ve 120 saat sonra ise hiicrelerin
tamamen PIB ile doldugu, hiicrelerin tabandan koparak pargalandigi ve PIB’lerin ortama
dagildig1 gozlendi.

ManeNPV ile enfekte edilen Bm-5, Sf21, Se-1 ve Cf-124T hiicrelerinde viriis
enfeksiyonuna ait herhangi bir 6zel belirtiye rastlanmadi. Enfekte olmus Bm-5, Se-1 ve Cf-
124T hiicrelerinin kontrol hiicreleriyle ayni goriintiide olduklart ve hiicrelerin boéliinmeye
devam ettigi tespit edildi. Sf21 hiicrelerinin ise enfeksiyon belirtisine ait herhangi bir CPE
ve PIB olusumu gostermedigi ancak, enfeksiyon sonunda kontrol hiicreleriyle
kiyaslandiginda hiicrelerin kiigiik graniiller ve vezikiiller halinde pargalanmis olduklar
gozlendi (Sekil 13,14,15,16).

ManeNPV’nin konak spektrumunu belirlemeye yonelik yapilan ¢alisgmada Md203
hiicreleri kontrol olarak kullanildi. Md203 hiicrelerinde yapilan enfeksiyonda, bu hiicrelerin
ManeNPV ile enfekte oldugu tespit edilmisti. Daha onceki calismada ortaya ¢ikan CPE,
PIB olusumu gibi enfeksiyon belirtilerinin ayni1 sekilde meydana geldigi belirlendi (Sekil
17).
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Sekil 11.  ManeNPV ile enfekte olan TnS5 hiicreleri. s: Stresli ve irilesmis hiicre,
u: Uzamis hiicre, PIB: Polihedral inkliizyon yapi, p: Par¢alanmig hiicre
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Sekil 12. ManeNPV ile enfekte olan LdElta hiicreleri. s: Stresli ve graniillesmis
hiicre, PIB: Polihedral inkliizyon yapi, p: Pargalanmig hiicre
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Sekil 13. ManeNPV ile enfekte olan Bm-5 hiicreleri
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Sekil 14.  ManeNPV ile enfekte olan Sf21 hiicreleri. v: Graniil ve vezikiiller,
p: Parcalanmis hiicre
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Sekil 15. ManeNPV ile enfekte olan Se-1 hiicreleri
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Sekil 16. ManeNPV ile enfekte olan Cf-124T hiicreleri
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Sekil 17.  ManeNPV ile enfekte olan Md203 hiicreleri
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3.6.2. ManeNPV ile Enfekte Olan Farkh Hiicre Kiiltiirlerinde Uretilen
Ekstraselliiler Viriis Uretimi

Enfeksiyondan 120 saat sonra Tn5, LdElta, Bm-5, Sf21, Se-1, Cf-124T ve Md203
(kontrol) hiicrelerinden kiltiir sivilar1 alindi ve ihtiva ettikleri ekstraselliiler viriis
konsantrasyonlar1 doku kiiltiirii enfektif doz (TCIDsg)’ye gore hesaplandi. Bu hesaplama
sonunda 6rnek alian tiim hiicrelerde iiretilen BV konsatrasyonlarinin sirasiyla, 2.18x10°,
1.25x10°, 0.5x10%, 3.16x10", 3.16x10*, 0.316x10" ve 3.16x10’ pfu/ml oldugu hesaplandi.
Bu degerlerin 10**iiniin bazal titer oldugu belirlendi. Buna gére, Tn5 ve LdElta hiicrelerinde
temel titerin yaklasik 10 kati, Md203 hiicrelerinde ise 10° kat1 bir artis oldugu ve diger
hiicrelerde ise temel titere gore ¢ok fazla bir artis olmadig1 belirlendi.

Tim hiicrelerde enfeksiyondan 120 saat sonra iiretilen ekstraselliiler wviriis

logaritmas1 y ekseni, hiicreler x ekseninde gosterilerek viriis ¢ogalma egrisi ¢izildi (Sekil

18).

350
3001
2501
2001
150+
100+

501

Log TCIDsy/ml X 10*

Tn5 LdElta Bm-5 Sf21 Se-1 Cf-124T Md203

Sekil 18. ManeNPV ile enfekte TnS, LdElta, Bm-5, Sf21, Se-1, C{-124T ve
Md203 hiicrelerindeki BV iiretimi. X ekseni: Ornek alinan hiicreleri, Y
ekseni: Viriis konsantrasyonu TCIDsy/ml x 10*
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3.6.3. Farkh Hiicre Kiiltiirlerinde ManeNPV’nin DNA Replikasyonu

Tn5, LdElta, Bm-5, Sf21, Se-1, Cf-124T ve Md203 (kontrol) hiicre kiiltiirlerinden
enfeksiyondan 24 saat sonra almman orneklerde ManeNPV’nin replikasyonu yukarida
belirtildigi gibi slot blot hibridizasyonu ile belirlendi. TnS ve LdElta hiicrelerinde olusan
bantlar bu hiicrelerde DNA replikasyonunun gerceklestigini gosterdi (TnS hiicrelerinde ¢ok
koyu olmamakla birlikte). Bu durum bu hiicrelerde DNA replikasyonunun 24 saatten daha
once baslamis oldugunu gdstermektedir. Bm-5, Sf21, Se-1 ve Cf-124T hiicrelerinde ise
herhangi bir bant olusmamasi, bu hiicrelerde DNA replikasyonunun meydana gelmedigini
gosterdi. Md203 hiicrelerinde ise DNA replikasyonunun gercgeklestigini gosteren koyu bir
bant olusumu gozlendi (Sekil 19).

Tn5 LdElta Bm-5 Sf21  Se-1 Cf-124T Md203 K DNA

Sekil 19. ManeNPV ile enfekte TnS, LdElta, Bm-5, Sf21, Se-1, C{-124T ve Md203
hiicrelerinde viral DNA replikasyonu enfeksiyondan 24 saat sonra slot blot
hibridizasyon yontemiyle belirlendi. K: Viral DNA ihtiva etmeyen kontrol,
V: Viral DNA



4. TARTISMA

Malacosoma neustria larvalarindan izole edilen Baculoviridae familyasina ait
Malacosoma neustria niikleopolihedroviriis (ManeNPV)’tin in vitro replikasyonal
ozellikleri ilk kez bu c¢alismayla Malacosoma disstria’dan gelistirilmis Md203 hiicre
susunda karakterize edildi. Daha sonra Trichoplusia ni (Tn5), Lymantria dispar (LdElta),
Bombyx mori (Bm-5), Spodoptera frugiperda (Sf21), Spodoptera exigua (Se-1),
Choristoneura  fumiferana (Cf-124T) gibi Lepidopterlardan gelistirilmis hiicre
kiiltiirlerinde ManeNPV ’nin replikasyonal 6zellikleri ve konak spektrumu belirlendi.

Calismada  ilk  olarak ~ Malacosoma  neustria  niikleopolihedroviriis
(ManeNPV)’iiniin bir lepidoptera hiicre kiiltiirii olan Malacosoma disstria hemositlerinden
gelistirilmis Md203 hiicre kiiltlirli sistemine uyarlanmasi yapildi. Virlisiin hiicrelerdeki
sitopatik etkileri, ekstraselliiler viriis {iretimi, polihedral inkliizyon yap1 (PIB) olusumu,
DNA replikasyonu ve viral proteinlerin ekspresyonlari incelendi.

Md203 hiicrelerinin ManeNPV ile enfeksiyonunda, enfeksiyondan 0 saat sonra
herhangi bir enfeksiyon belirtisine rastlanmadi. Enfeksiyondan 24 saat sonra goriilmeye
baslayan NPV enfeksiyonuna ait sitopatik etkilerin (CPE), enfeksiyondan 36 saat sonra
acitk bir sekilde ortaya ¢iktigi tespit edildi. Bu sitopatik etkiler, Lepidoptera hiicre
kiiltiirlerinde NPV enfeksiyonun tipik CPE’leri olan ‘“hiicrelerin irilesmesi, sitoplazmik
uzantilarii kaybetmesi, graniillesmesi, nukleusun sigsmesi ve kararmasi, hiicrelerin elips
seklini almasi, yuvarlaklagmasi, PIB olusumu ve son olarak PIB’lerin sagilarak hiicrelerin
parcalanmasi”dir (Williams ve Faulkner, 1996; Blissard, 1996). Benzer sitopatik etkiler,
Demirbag ve arkadaslar1 (1997) tarafindan Autographa californica niikleopolihedroviriisiin
Spodoptera frugiperda ve Anticarsia gemmatalis hiicre kiiltiirlerinde karsilastirmali
replikasyonunda da tespit edilmistir. Yine benzer etkiler Castro ve arkadaslar1 (1997)
tarafindan Anticarsia gemmatalis niikleopolihedroviriisiin Anticarsia gemmatalis UFL-
Ag286, Spodoptera frugiperda IPLB-Sf21, Choristoneura fumiferana IPRI-Cf124T ve
Bombyx mori Bm-5 hiicre kiiltiirlerinde replikasyonunun arastirildigi bir ¢alismada da
ortaya konulmustur. Bu ¢alismada ilk PIB olusumu enfeksiyondan 36 saat sonra ortaya
cikti. Erdlanson ve arkadaglar1 (2006), plak saflastirmayla Malacosoma disstria’dan izole
edilen MadiNPV ile Malacosoma disstria hemositlerinden gelistirilmis 3 farkli hiicre

kiiltliriiniin enfeksiyonunda, PIB’leri enfeksiyondan 72 saat sonra belirlemislerdir. Riegel
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ve arkadaslar1 (1997) tarafindan yapilan Ld652Y hiicrelerinin LAMNPYV ile enfeksiyonu
calismasinda tipik sitopatik etkilerin enfeksiyondan 24 saat sonra ortaya ¢iktig1 ve ilk PIB
olusumunun ise enfeksiyondan 48 saat sonra goriildiigi belirtilmistir. Andrew ve
arkadaslar1 (1995) tarafindan MAMNPV-A92 ve AcMNPV’nin UA-Md210, UA-Md203 ve
UA-Md221 hiicre kiiltiirlerindeki replikasyonuyla ilgili yaptiklar1 ¢alismada da benzer
sitopatik etkiler meydana getirdigi rapor edilmistir. Demirbag ve arkadaslari (2006)
tarafindan yapilan Hyphantria cunea niikleopolihedroviriisiin Lymantria dispar hiicre
kiiltiirinde yaptig1 c¢alismada da benzer CPE’lerin ortaya ¢iktigi belirtilmistir.
Enfeksiyondan 48 ve 60 saat sonra hiicrelerde PIB olusumunun devam ettigi, hiicrelerin
boliinmedigi, irilestigi ve yuvarlaklastifi ve hiicre boliinmesinin durdugu tespit edildi.
Enfeksiyondan 72 saat sonra hiicrelerin tabandan kopmaya basladiklari, PIB’lerin daha
belirgin oldugu ve hiicrelerin ¢ogunun PIB ile doldugu goriildii. Mitsuhashi (1996)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, Malacosoma neustria testacea niikleopolihedroviriisiin
(Mnt-NPV) Malacosoma neustria testacea hiicre kiiltiiriinde (FRI-Mnt-520A) duyarl bir
enfeksiyon olusturdugu, enfeksiyondan 3 giin sonra hiicrelerin %30’unda PIB {iretimi
oldugu ve PIB ihtiva eden hiicrelerin sayilarmin giderek arttigi gosterilmistir. Ayni
calismada, MdANPV’nin FRI-Mnt-520A hiicre kiiltiirinde kendi konagi oldugu halde
enfeksiyon olusturmadig1 gosterilmistir. Ancak, bu ¢alismada ManeNPV nin kendi konagi
olmadigr halde Md203 hiicre susunda enfeksiyon olusturdugu goriilmektedir.
Enfeksiyondan 84 ve 96 saat sonra ise hiicrelerin sekillerinin kontrol ile
karsilastirildiklarinda tamamen degistigi, uzantilarin1 kaybederek elips seklini aldiklar1 ve
irilestikleri gozlendi. Ayrica, hiicrelerin tamaminin PIB’lerle doldugu, PIB’lerin siyah
kiimeler halinde olduklar1 ve bazi hiicrelerin parcalanarak PIB yapilarin kiiltlir ortamina
dagildiklari tespit edildi.

Md203 hiicrelerinde iiretilen ekstraselliiler viriis konsantrasyonlarina bakildiginda,
enfeksiyondan 0 saat sonra temel viriis titerinin yaklastk 10* pfu/ml oldugu belirlendi ve
BV konsantrasyonu 1.44x10* pfu/ml olarak hesaplandi. Castro ve arkadaslar1 (1997) ve
Demir ve Demirbag (2006) tarafindan yapilan benzer ¢aligmalarda da enfeksiyondan 0 saat
sonra kiiltiir ortaminda 10* pfu/ml seviyelerinde bir temel viriis titerini rapor edilmistir.
Enfeksiyondan 24 ve 48 saat sonra iiretilen BV miktarlarinin sirastyla 1.73x10°, 5.49x10°
pfu/ml’ye ulasmasiyla viriis titerinin yaklasik 10 kat arttig1 tespit edildi. Enfeksiyondan 72
saat sonra BV konsantrasyonunun 4.78x10° pfu/ml olmasi temel titere gore yaklasik 100

kat artis oldugunu gosterdi. Enfeksiyondan 96 saat sonra ekstraselliiler viriis miktari
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1.19x10” pfu/ml’ye ulasti. Bu da titerin yaklasik 1000 kat artisi anlamima gelmektedir.
Shirata ve arkadaslar1 (1999), farkli hiicre kiiltiirlerindeki BV oranlarindaki artisin 6.6-
15.000 kat arasinda degisiklik gosterdigini rapor etmislerdir. Yine aym ¢alismada Sf21
hiicrelerinin HCNPV ile enfeksiyonunda, enfeksiyondan 48 saat sonra ekstraselliiler virtis
miktarinin 200 kat arttigi belirtilmistir. Demir ve Demirbag (2006), Sf21 ve LdElta
hiicrelerinin HycuNPYV ile enfeksiyonu ¢alismasinda enfeksiyondan 72 saat sonra iiretilen
BV konsantrasyonunun 5.6x10° pfu/ml oldugunu ve viriis titerinde yaklasik 10° kat bir
artis oldugunu gostermislerdir. Oysa, bu caligmada enfeksiyondan 96 saat sonra temel
titere gore ancak 10° kat artis goriilmiistiir. UFL-Ag-286 hiicre kiiltriinin AgNPV ile
enfeksiyonunda da heniiz 48 saat sonra viriis titerinin 4.3x10° pfu/ml’ye ulastigi ve
hiicrelerin %90’1inda PIB oldugu belirtilmistir (Castro vd., 1996). Erlandson ve arkadaslar1
(2006), Malacosoma disstria hemositlerinden gelistirilmis 3 farkli hiicre kiiltiiriiniin, UA-
Md203, 210 ve 221, plak saflastirma ile elde edilmis 7 farkli Malacosoma disstria NPV
izolatina duyarli oldugunu ve her hiicre kiiltiiriinlin MadiNPV suslaria farkli derecede
duyarlilik gosterdigini ve maksimum BV {iretiminin enfeksiyondan 48 saat sonra oldugunu
ve BV iretiminde ilerleyen zamanlarda artis olmadigini rapor etmiglerdir. Oysa, bu
calismada maksimum BV iiretimi enfeksiyondan 96 saat sonra belirlenmistir.

Malacosoma neustria niikleopolihedroviriisiin Md203 hiicrelerindeki viral DNA
replikasyonu slot blot hibridizasyonuyla belirlendi. Enfeksiyondan 24 saat sonra ¢ok koyu
olmamakla birlikte olusan bant viral DNA sentezinin gerceklestigini ortaya koymaktadir.
Ortamda DNA olmasi replikasyonun daha 6nce baslamis oldugunu (enfeksiyondan 18-20
saat once gibi) ve enfeksiyondan sonra 48 ve 72. saatlere dogru ilerledik¢e bantlarin daha
da koyulasmast DNA replikasyonunun artarak devam ettigini gostermektedir. NPV lerde
DNA replikasyonu genellikle enfeksiyondan 6-8 saat sonra baslar ve giderek artar. Bu,
DIG ile enfeksiyondan 8-12 saat sonra net bir sekilde tespit edilebilir (Shirata vd., 1999).
DNA replikasyonunun bazi ¢alismalarda 18-20 saat arasinda basladigi da bilinmektedir
(Riegel vd., 1997). Benzer c¢alismalarda, Spodoptera frugiperda niikleopolihedroviriisiin
(SfIMNPYV), iiretken bir hiicre sistemi olan Sf21 hiicrelerindeki enfeksiyonunda viral DNA
replikasyonunun, enfeksiyondan 8-16 saat sonra basladigi ve 16-20 saat sonra maksimum
seviyeye ulastig1 rapor edilmistir (Liu ve Bilimoria, 1990). Bagka bir ¢alismada, Castro ve
arkadaglar1 ~ (1997), Anticarsia gemmatalis niikleopolihedroviriis  viral DNA
replikasyonunun Sf21 hiicrelerinde enfeksiyondan 6 saat sonra basladigini ve 48 saat sonra

yiiksek seviyeye ulastigini tespit etmistir. Bu c¢alismada, viral DNA replikasyonunun



49

yaklagik 12 saatlik bir gecikmeyle meydana geldigi ve maksimum seviyeye 72 saat sonra
ulastig1 goriilmektedir. Demir ve Demirbag (2006), Sf21 ve LdElta hiicrelerinin HycuNPV
ile enfekte edildigi calismada ise viral DNA replikasyonunun enfeksiyondan 12 saat sonra
basladigin1 ve enfeksiyondan 24 saat sonra ise yiiksek seviyeye ulastigini ve maksimum
sentez oraninin enfeksiyondan sonra 24-48 saat arasinda oldugunu rapor etmislerdir. Ag-
286 hiicrelerinin AgNPV ile enfekte edildigi bir caligmada ise viral DNA replikasyonunun
enfeksiyondan 2 saat sonra bagladigi, enfeksiyondan 6 saat sonra yiiksek seviyeye ulastigi
ve sentez oraninin enfeksiyondan sonra 6-12 saat arasinda maksimum seviyeye ulastigi
rapor edilmistir (Castro vd., 1996). Rivkin ve arkadaslar1 (1998) tarafindan yapilan
HaSNPV ile Hz-AMI1 hiicre kiiltiirinlin enfeksiyonu c¢alismasinda viral DNA
replikasyonunun enfeksiyondan 24 saat sonra belirlendigi ve enfeksiyondan 24-48 saat
sonra Onemli miktarda artis gosterdigi belirtilmistir. Keddie ve arkadaslar1 (1995),
MdMNPV-A92 niikleopolihedroviriisiin kendi konagi olan UA-Md203 hiicrelerinde hizli
bir sekilde replike oldugunu gostermislerdir. Bu calismada da ManeNPV’nin Md203
hiicrelerinde verimli bir sekilde replike oldugu gdsterildi.

ManeMNPYV ile enfekte olan Md203 hiicrelerinde virilise ait proteinlerin eksprese
olup olmadigi, SDS- poliakrilamid jel elektroforezi ile belirlendi. NPV’ler bol miktarda
polihedra olarak adlandirilan bir inkliizyon yap1 proteini {iretir. Polihedra, polihedrin olarak
adlandirilan tek bir polipeptidden olusur. Polihedrinin ekspresyonu ¢ok gec¢ ekspresyon
faktor-1 ve ie-1 ve lef-2 genlerini igeren bazi ge¢ ekspresyon faktor genlerinin tiretilmesine
baglidir (Lu ve Miller, 1997). Virionlarin ¢ogu polihedra igerisine gomiiliir. Bdoylece,
dogada virionlar gesitli ¢evresel etkilerden korunmus olur. Jarvis ve arkadaglar1 (1991),
bakiiloviriis polihedrin proteininin hiicre i¢i lokalizasyonunu ortaya koymustur. Katsuma
ve arkadaslar1 (2000) da bu proteinin hem sitoplazmada hem de nukleusta bulundugunu
tespit etmistir. NPV’lere ait en iyi karakterize edilmis proteinlerden biri olan polihedrin 24-
29 kDa biyiikliigiindedir. Polihedrin, en ge¢ genlerden olup, DNA replikasyonu igin
gerekli olmayan bir proteindir (Beljelarskaya, 2002). Enfeksiyondan 12-18 saat sonra
sentezlenmeye baslar ve ilerleyen saatlerde miktar1 maksimum seviyelere ¢ikar (Liu ve
Bilimoria, 1990; Kovacs vd., 1991).

Md203 hiicrelerinin ManeMNPYV ile enfeksiyonunda enfeksiyondan 36 saat sonra
polihedrin proteininin eksprese oldugu SDS-PAGE ile tespit edildi. Genel olarak bu
protein SDS-PAGE yontemiyle enfeksiyondan 36-48 saat sonra tespit edilebilir.

Enfeksiyondan 48 ve 72 saat sonra ise hiicrelerdeki polihedrin yogunlugunun giderek
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arttig1 bantlarin koyulugundaki artis ile belirlendi. Rivkin ve arkadaslar1 (1998), HaSNPV
ile enfekte olmus Hz-AM1 hiicre kiiltiiriinde viral protein sentezinin enfeksiyondan 48 saat
sonra basladigini ve 72 saat sonra polihedrin yogunlugunun arttgini rapor etmislerdir. Cha
ve arkadaglar1 (1995), HcNPV’ye ait polihedrin ve pl10 (polihedrin gibi bir en ge¢ gen
tirtinii) proteinlerinin Sf21 hiicrelerinde iiretildigini, “western blot” ve SDS-poliakrilamid
jel elektroforez yontemleriyle gostermistir. Bu tez ¢alismasinda ManeMNPV polihedrin
proteinin Md203 hiicrelerinde ekspresyonu ile ilgili elde edilen veriler, Cha ve
arkadaslarinin (1995) buldugu sonuglarla uyum gostermektedir. Shirata ve arkadaslari
(1999), Sf21 hiicrelerinin HcNPV ile enfeksiyonunda ektraselliiler viriis iiretildigini ancak,
polihedrin proteininin ekspres olmadigini belirtmistir. McClintock ve arkadaglarinin
(1986), Autographa californica niikleopolihedroviriisin =~ Ld652Y  hiicrelerinde
replikasyonunu arastirdiklar bir ¢aligmada, enfeksiyondan 20 saat sonraya kadar sadece 4
proteinin sentezlendigini ve enfeksiyondan 20-24 saat sonra hem konak hem de viral
protein sentezinin tamamen baskilandigin1 ortaya koymuslardir. Bu c¢alismada ise elde
edilen veriler degerlendirildiginde Md203 hiicrelerinin ManeNPV i¢in duyarli (viriisiin
hiicreye tutunmasi, hiicre igerisine girisi, DNA replikasyonu gerceklesmesi,
makromolekiiller sentezlenmesi, molekiillerin birlesmesi ve viriisiin hiicreden salinimi1 gibi
olaylar) oldugu tespit edildi. Lavina ve arkadaslar1 (2000) Spodoptera litura
niikleopolihedroviriis (SHMNPV)’lin biyolojik karakterizasyonunun yapildigi benzer bir
calismada SEMNPV ile enfekte Sf9 hiicrelerinde polihedrin iiretimin enfeksiyondan 24
saat sonra, CLS-79 ve TUAT-SpLi221 hiicrelerinde ise enfeksiyondan 12 saat sonra
basladigini belirtmislerdir. Yine Demir ve Demirbag (2006), HycuNPV’nin Sf21 ve LdElta
hiicrelerinde polihedrin proteini sentezinin her iki hiicrede de enfeksiyondan 24 saat sonra
basladigini rapor etmislerdir. Bu ¢alismada ise ManeNPV ile enfekte Md203 hiicrelerinde
polihedrin proteini enfeksiyondan 36 saat sonra goriilmektedir.

Yukarida da belirtildigi gibi ManeNPV’nin Md203 hiicrelerinde meydana getirdigi
CPE’ler tipik bakiiloviriis CPE’lerini sergilemektedir. CPE’lerin ortaya ¢ikis1 ve ilk PIB
olusumu diger NPV enfeksiyonlartyla uyum igerisindedir. BV iiretimi ise diger NPV
enfeksiyonlarina gore daha diistiktiir. DNA replikasyonu yaklasik 12 saat gibi bir gecikme
ile gerceklesmistir.

ManeNPV’nin in vitro konak spektrumunu belirlemek amaciyla Tn5, LdElta, Bm-
5, Sf21, Se-1 ve Cf-124T hiicre kiltiirleri ManeNPV ile enfekte edildi ve bu hiicre
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kiiltiirlerinde meydana gelen CPE’ler, BV iiretimi ve viral DNA replikasyonu 6zellikleri
belirlendi.

Calismada Tn5 hiicrelerinin  ManeNPV’ye olan duyarliligi  arastirild.
Enfeksiyondan 0 saat sonra hiicrelerde herhangi bir enfeksiyon belirtisine rastlanmadi.
Enfeksiyondan 24 saat sonra tipik NPV sitopatik etkileri goriildii. Hiicrelerin irilestigi ve
stresli olduklar1 goriildii. PIB olusumu ilk olarak enfeksiyondan 36 saat sonra goriildii.
Enfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerin esmerlesmeye basladigi, sekil bozukluklarinin
meydana geldigi, PIB olusumunun devam ettigi tespit edildi. Enfeksiyonun ilerleyen
saatlerinde (enfeksiyondan sonra 72 ve 96 saat sonra) hiicrelerin tabandan kopmaya
basladigi, PIB’lerin siyah kiimeler olusturdugu ve hiicrelerin %95’inin PIB ihtiva ettigi
goriildii. Enfeksiyondan 120 saat sonra hiicrelerin kontrol ile kiyaslandiginda sekillerini
tamamen kaybettigi, ¢ogu hiicrenin pargalanarak PIB’lerin kiiltiir ortamina dagildig tespit
edildi.

Tn5 hiicrelerinde enfeksiyondan 120 saat sonra BV iiretimi 2.18x10° pfu/ml olarak
hesaplandi. Calismada kontrol olarak kullanilan Md203 hiicrelerinde enfeksiyondan 120
saat sonra tretilen ekstraselliller viriis miktar1 3.16x10” pfu/ml olarak hesaplandi. 10*
pfu/ml olarak hesaplanan temel titere gore sadece 10 kat bir artis oldugu goriilmektedir. Bu
durum TnS5 hiicrelerinde Md203 hiicrelerine gore daha diisiik BV iiretimi oldugunu
gosterdi. BV iiretiminden elde edilen bu sonuglar, Tn5 hiicrelerinde tipik NPV CPE’leri
goriilmesine ragmen, hiicrelerde ekstraselliiler viriis {liretiminin oldukg¢a diisiik oldugu
goriilmektedir.

Tn5 hiicrelerinde viral DNA replikasyonu slot blot hibridizasyonla belirlendi.
Enfeksiyondan 24 saat sonra alinan 6rneklerle yapilan hibridizasyon sonucunda ¢ok koyu
olmamakla birlikte bir bant olustugu goriildii. Bant olusumu viral DNA sentezinin
gerceklestigini gostermistir. Ancak, hiicrelerde meydana gelen sitopatik etkilerle viral
DNA sentezi arasinda bir uyumsuzluk oldugu goriilmektedir.

LdElta hiicre Kkiiltiirlinde yapilan enfeksiyonda, enfeksiyondan 0 saat sonra
hiicrelerde herhangi bir CPE’ye rastlanmadi. Enfeksiyondan 24 saat sonra hiicrelerin
uzantilarini kaybettikleri, stresli ve graniillii olduklar ve irilestikleri goriildi. PIB olusumu
ise enfeksiyondan 36 saat sonra gozlendi. Benzer sekilde, Ishikawa (2003), LAMNPV ve
AcMNPV niikleopolihedroviriislerinin  Ld652Y hiicrelerinde verimli bir enfeksiyon
olusturdugunu belirtmistir. Yine aym1 c¢alismada, HycuNPV ile enfekte Ld652Y

hiicrelerinde viral ge¢ gen sentezinin bir onceki adiminda viriis replikasyon siklusunun
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engellendigini ve hiicrelerin apoptozise ugradigini rapor etmistir. Demir ve Demirbag
(2006), LdELta hicrelerinin HycuNPV niikleopolihedroviriise duyarli oldugunu,
hiicrelerde meydana gelen CPE’lerin enfeksiyondan 36 saat sonra ortaya ¢iktigin ve ilk
PIB olusumunun enfeksiyondan 48 saat sonra goriildiigiini rapor etmislerdir.
Enfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerin ¢cogunun tabandan koptugu, sekil bozukluklarinin
devam ettigi ve esmerlestikleri tespit edildi. Enfeksiyondan sonra 72 ve 96. saatlerde ¢cogu
hiicrenin tabandan kopmus oldugu, hiicrelerin %95°nin PIB ihtiva ettigi hiicrelerin
parg¢alanmaya bagladig1 goriildii. Enfeksiyondan 120 saat sonra PIB’lerin siyah kiimeler
olusturduklari, hiicrelerin ¢ogunun parcalanarak PIB’lerin kiiltiir ortamina dagildiklar
tespit edildi.

LdElta hiicrelerinde ekstraselliiler viriis iiretimi enfeksiyondan 120 saat sonra
1.25x10° pfu/ml (10 kat) olarak hesaplandi. Hiicrelerde meydana gelen sitopatik etkilere
bakildiginda hiicrelerde BV iiretiminin oldukc¢a diisiik oldugu goriilmektedir. Benzer bir
calismada, HycuNPV ile enfekte LdElta hiicrelerinde enfeksiyondan 72 saat sonra BV
konsantrasyonu 1.77x10° pfu/ml olarak hesaplanmustir (Demir ve Demirbag, 2006). Bu
calismada ise enfeksiyondan 120 saat sonra temel titerin yaklagik 10 kat1 bir artig
goriilmektedir.

Enfeksiyondan 24 saat sonra LdElta hiicrelerinde viral DNA replikasyonunun
gerceklestigi  hibridizasyon sonucunda elde edilen yogun bir bant olusumu ile
anlasilmaktadir. Ancak, BV fiiretiminin ¢ok diisiik olmasi ile viral DNA sentezi arasinda bir
uyumsuzluk oldugu goriilmektedir. AcMNPV’nin Ld652Y hiicrelerindeki yariduyarlt
replikasyonunun gergeklestirildigi bir calismada, DNA replikasyonunun, enfeksiyondan 8-
12 saat sonra basladigi, 12-20 saat sonra maksimum diizeye ulastig1 ve 20-36 saat sonra
durdugu belirlenmistir (McClintock vd., 1986). Bu karsilastirmay1 yapmamiz, yukarida da
belirtildigi gibi AcMNPV’nin niikleopolihedroviriisler i¢in tip tiirii olmasindandir.
Bradford ve arkadaslar1 (1990) L. dispar hiicrelerinde Orgyia pseudotsugata
niikleopolihedroviriisiiniin enfeksiyon dongiisiiniin karakterizasyonunu ortaya koyduklari
calismada, viral DNA replikasyonunun enfeksiyondan 12 saat sonra, polihedrin
olusumunun ise 48 saat sonra meydana geldigi belirlenmistir. Ayrica, Riegel ve Slavicek
(1997) Ld652Y hiicrelerinde LANPV ’nin replikasyonunun enfeksiyondan 18-20 saat sonra
basladigini ve enfeksiyondan 24-48 saat sonra maksimum seviyeye ulastigini bulmustur.

Bu calisma hem Md203 hiicrelerinde hem de Tn5 ve LdElta hiicrelerinde tespit

edilen sitopatik etkilerin, bakiiloviriis ile enfekte Lepidoptera hiicrelerinde meydana gelen
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klasik etkilerle benzerlik gosterdigi, yapilan karsilagtirmalar sonunda ortaya ¢ikarilmustir.
Enfeksiyondan 72 saat sonra LdElta hiicreleri parcalamip, PIB’ler kiiltiir ortamina
dagilirken, Tn5 hiicrelerinde bdyle bir duruma rastlanmadi. Boylece LdElta hiicrelerinin
pargalanmaya karst Tn5 hiicrelerine gore daha duyarli oldugu ortaya ¢ikti. Slot blot
hibridizasyonu sonucunda olusan bantlar her iki hiicrede de DNA replikasyonunun
gerceklestigini gostermektedir. Bu sonuglar, viral DNA replikasyonunun iki hiicrede de
paralellik gosterdigini ortaya koymaktadir. Yukarida tartisilan Tn5 ve LdElta hiicrelerinde
meydana gelen CPE’lerin ¢aligmada kontrol olarak kullanilan Md203 hiicrelerinde ortaya
c¢itkma zamanlart ile uyum igerisinde olduklar1 ancak, ekstraselliiler viriis
konsantrasyonlariyla uyumlu olmadigi ve ekstraselliller viriis {iretiminin Md203
hiicrelerine gore oldukea diisiik oldugu goriilmektedir. Ciinkii, enfeksiyondan sonra 120
saat sonra Tn5 ve LdElta hiicrelerinde iiretilen viriis konsantrasyonu temel titerin yaklagik
10 kat1, Md203 hiicrelerinde ise yaklasik 10° kat1 bir artis gdstermistir.

Bm-5, Sf21, Se-1 ve Cf-124T hiicre kiiltiirlerinde yapilan enfeksiyonu sonunda
herhangi bir enfeksiyon belirtisine rastlanmadi. Hiicrelerde herhangi bir CPE goriilmedi,
BV fdiretimine rastlanmadi ve viral DNA sentezi gerceklesmedi. Bm-5, Se-1 ve Cf-124T
hiicrelerinin kontrol hiicreleriyle ayni1 goriintiide olduklari tespit edildi. Sf21 hiicrelerinin
kontrol hiicreleriyle kiyaslandiginda kiigiik graniiller ve vezikiiller halinde parcalanmis
olduklar1 gézlendi.

Bm-5 hiicrelerinin ManeNPV ile enfekte edildigi bu c¢alismada hiicrelerde
enfeksiyon belirtisine ait herhangi bir etki goriilmedi ve hiicreler kontrol hiicreleri ile ayni
goriintiiye sahip olduklari tespit edildi. Bm-5 hiicrelerinin AgNPV ile enfekte edildig bir
calismada hiicrelerin kiigiik vakuollerle c¢evrelendigi ve CPE’ler takip edildiginde
hiicrelerde apoptotik yapilar gozlemlenmistir. Ayrica, hiicrelerde PIB olusmadig1 ve virtis
titerinde Onemli miktarda artis olmadigi da gozlemlenmistir (Castro vd.,1996). Ayni
calismada, Bm-5 hiicrelerindeki viriis konsantrasyonu 9.5x10° pfu/ml olarak bulunmustur.
Benzer sekilde, ayni calismada da temel virlis titerinde de belirgin bir artis olmamustir.
Baska bir ¢alismada ise Bm-4 hiicrelerinin BmNPV ile enfekte oldugu ve enfeksiyondan
72 saat sonra polihedrin liretiminin %81.1°e ulastig1 belirtilmistir (Shirata vd., 1999).

Castro ve arkadaglar1 (1996) Sf21 hiicrelerinin AgNPV ile enfekte edildigi
calismada, enfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerin %40-50’sinin PIB ihtiva ettigini ve viral
DNA replikasyonun 12 saat sonra bagladigim1 rapor etmislerdir. Bu ¢aligmada ise

ManeNPV ile enfekte olan Sf21 hiicrelerinde herhangi bir enfeksiyon belirtisine
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rastlanmadi ve hiicrelerin kii¢iik graniiller ve vezikiiller halinde parcalanarak hiicrelerin
apoptozise ugradigi goriildii. Shirata ve arkadaslar1 (1999) yaptiklar1 benzer bir ¢alismada,
Sf21 hiicrelerinin BmNPV ve SeNPV ile enfekte olmadigini, ancak HcNPV ile
enfeksiyonunda tipik NPV CPE’leri gosterdigini belirtmislerdir.

Bu calismada, ManeNPV ile enfekte edilen Se-1 hiicre susunun bu virlise duyarl
olmadig goriildii. Yapilan benzer bir ¢alismada da HcNPV ile enfekte Se301 hiicrelerinin
enfeksiyondan 72 saat sonra ancak %3 oraninda PIB ihtiva ettigi belirtildi (Shirata vd.,
1999). Ancak, aynm1 calismada SeNPV ile enfekte edilen Se-301 hiicrelerinde
enfeksiyondan 72 saat sonra %87.2 oraninda polihedrin {iretiminin oldugu rapor edilmistir.

ManeNPV ile enfekte Cf-124T hiicrelerinde viriisiin bu hiicre susunda replike
olmadig1 yapilan bu calismada gosterildi. Baska bir ¢alismada da Cf-124T hiicrelerinin
AgNPV’ye karst duyarli olmadigi, enfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerin ancak %35’inin
PIB ihtiva ettigi belirtilmistir (Castro vd., 1996).

Bu c¢alisma ile hastalikli larvalardan izole edilen Malacosoma neustria
niikleopolihedroviriis (ManeNPV)’lin in vitro kosullara adaptasyonu saglanmis ve viriisiin
hiicre kiiltiirii kosullarinda da tretimi yapilmistir. Malacosoma disstria hemositinden
gelistirilmis Md203 hiicrelerinin ManeNPV i¢in duyarl hiicre susu oldugu ispat edilmistir.
Viriise ait CPE’ler, ekstraselliiler viriis iretimi, DNA replikasyonu ve protein {iretimi gibi
ozellikler kiiltiir ortaminda belirlenmistir. Bu 6zelliklerin kendi aralarinda uyumlu
olduklar1 goriilmektedir. Ayrica, bunlar genel olarak bakiiloviriislerin replikasyonal
Ozelliklerini yansitmaktadir. Virlisiin in vitro temel ¢aligmalarinin bu hiicre susunda
yapilabilecegi diisiiniilmektedir.

Ayrica, konak spektrumunu belirlemek i¢in cesitli lepidopteralardan gelistirilmis
TnS, LdElta, Bm-5, Sf21, Se-1 ve Cf-124T hiicre suslarinda ManeNPV nin replikasyonal
ozellikleri belirlenerek, karsilagtirmalar yapilmistir. Bu hiicre suslarindan sadece Tn5 ve
LdElta hiicrelerinin ManeNPV’ye duyarli olduklar1 goriildii. Ekstraselliiler viriis
tiretimlerinin ¢ok diisiik olmasi, Tn5 ve LdElta hiicrelerinin bu viriis ile enfeksiyonlarinin
cok verimli olmadigin1 gdsterdi. Bm-5, Sf21, Se-1 ve Cf-124T hiicre kiiltiirlerinde viriis
enfeksiyonuna ait herhangi bir bulguya rastlanmadi.

Arastirma sonunda elde edilen veriler Tablo 1°de 6zetlenmistir. ManeNPV’nin in
vitro replikasyonal ozellikleri ve konak spektrumunu gdsteren bu sonuglar, Md203, TnS5 ve
LdElta hiicre suslarinin ManeNPV i¢in duyarli hiicre kiiltiirleri oldugunu gosterdi.

ManeNPV’nin Md203 hiicrelerinde in vitro replikasyonal 6zellikleri ilk olarak bu ¢aligma
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ile tespit edilmis oldu. Bdylece, in vitro ¢alismalarda kullanilabilecek 6zellikleri bilinen bir

materyal saglanmis oldu.

Tablo 1. Cesitli Hiicre Suglarinin ManeNPV ile Enfeksiyonu

Tn5 LdElta | Bm-5 Sf21 Se-1 | Cf-124T | Md203
CPE 24-36 24-36 24-36
saat saat = - - = saat
PIB olusumu | 36. saat | 36. saat . . . . 36. saat
DNA
replikasyonu | 24. saat | 24. saat . _ _ . 24. saat
BV iiretimi | 10kat | 10kat 103 kat




5. SONUCLAR

Malacosoma neustria niikleopolihedroviriis (ManeNPV)’iin Malacosoma disstria
(Md203) hiicre kiiltiirtinde replikasyonu 151k mikroskopisi, molekiiler teknikler ve
hibridizasyon yontemleriyle ilk kez belirlenerek in vitro replikasyonal ozellikleri
arastirlldigr ve ¢esitli lepidoptera hiicre kiiltiirlerindeki enfektivite ozelliklerinin tespit
edildigi bu ¢calismada asagidaki sonuglar bulunmustur.

Enfeksiyondan sonra hiicrelerin irilesmesi, graniillesmesi, sitoplazmik uzantilarini
kaybetmesi, hiicre sekillerinin bozularak elips seklini almasi, nukleusun irilesmesi ve
kararmasi, hiicrelerde PIB olusumu gibi sitopatik etkilere (CPE) bakildiginda Md203
hiicrelerinin ManeNPV igin {iretken bir sistem oldugu anlasilmaktadir.

CPE’lerin meydana gelmesi, PIB’lerin ortaya ¢ikmasi ve ekstraselliiler viriis
tiretimi, DNA replikasyonu ve polihedrin ekspresyonu diger NPV enfeksiyonlarina gore
daha ge¢ meydana gelmistir.

Uretken bir sistem olmasina ragmen, Md203 hiicrelerinde CPE’lerin ortaya
cikmasindaki ve ekstraselliiler viriis tretimindeki gecikmelerin, konak faktorlerinin
yetersizligi veya uyumsuzlugundan kaynaklandig diistiniilmektedir.

ManeNPV’nin Tn5 ve LdElta hiicrelerinde de genel NPV CPE’lerini gosterdigi ve
bu iki hiicre kiiltiirliniinde viriis i¢in {iretken sistemler olduklar tespit edildi. Replikasyon
tiretken olmasina ragmen, BV iiretiminin ¢ok diisiik ve DNA replikasyonununda ¢ok geg
gerceklestigi gozlendi.

Bm-5, Sf21, Se-1 ve Cf-124T hiicrelerinde ise herhangi bir replikasyon belirtisi
goriilmedigi i¢in bu hiicrelerin viriis i¢in liretken olmadig: tespit edildi. Sf21 hiicrelerinin
enfeksiyonun ilerleyen saatlerinde pargalanmasi apoptozise girmis olabileceklerini
gostermektedir.

Makromolekiillerin hiicrelerde sentezlenmelerine ragmen, viriis partikiillerinin
olusumundaki gecikme ve konsantrasyon disiikliigiiniin viriis asamblesi sirasindaki

olaylarin uyumsuzlugundan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.



6. ONERILER

ManeNPV’nin Md203 hiicrelerinde DNA replikasyonunun ve PIB olusumundaki
gecikmenin, ekstraselliiler viriis liretiminin diisiik olmasinin nedenleri ve hangi konak
faktorlerinin bu rolii oynadig1 daha ayrintili galigmalar yapilarak anlagilabilir.

Genel itibariyle ManeNPV nin ve 6zellikle Md203 hiicrelerinde tiretilmis PIB’lerin
konak spektrumlarini belirlemek i¢in farkli tarim zararlilar tizerindeki insektisidal etkileri
aragtirilabilir.

ManeNPV’nin, hiicre kiiltiirleri kullanilan boceklerde in vivo ozelliklerinin neler
oldugu aragtirilabilir.

ManeNPV DNA’s1 ekspresyon vektorii haline doniistiiriilerek, yabanci genlerin
ekspresyonlarinin yapilacagi yeni bir vektor gelistirilebilir.

Tn5 ve LdElta hiicre kiiltlirlerinde verimin diisiikk olmasina neden olan viral
faktorler arastirilabilir.

Bm-5, Se-1 ve Cf-124T hiicrelerinde enfeksiyon olmamasina neden olan konak
faktorlerin neler oldugu ve diger hiicre kiiltiirleri apoptozise girmezken Sf21 hiicrelerinin

neden apoptozise girdigi arastirilabilir.
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