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OZET

Bakiiloviriislerle enfekte olan boceklerde enfeksiyon sonucu bazi davranigsal
degisiklikler meydana gelir. Bu davranigsal degisimler bocegin asir1 aktif hareketi ve
bulundugu yerin dikey dogrultusunda (bitkinin) en iist noktaya tirmanmasi seklindedir.
Viriis enfeksiyonu sonucunda bocekte meydana gelen davranigsal degisikliklere neden olan
mekanizmalarin ¢ogu bilinmemektedir. Bu ¢alismada viriistin konak canlida olusturdugu
davranis degisikliginden sorumlu oldugu diisiiniilen cGMP protein kinaz (pkg) geninin rolii
incelenmistir. for geninin Drosophila melanogaster ve Apis mellifera gibi bazi farkl
boceklerde, yem arama davranisini ve hareket kabiliyetini sagladigi gosterilmistir.

Bu calismanin amaci Spodoptera exigua pkg geninin RNA interferans teknigi
kullanilarak baskilanmasi ve pkg geninin konagin davranis degisikligindeki roliiniin
aydinlatilmasidir. Calismada oncelikle gfp ve pkg genlerinin, gene 6zgii dsSRNA {ireten
AcMNPYV viriisii ile susturuldugu tespit edildi. Bu amagcla hedef genlere (pkg ve gfp) karsi
dsRNA iireten AcMNPV bakmidleri ayr1 ayr1 gfp ekspresyonu yapan rekombinant
AcMNPV ile Sf-9 hiicrelerine birlikte enfekte edildiler. Ko-enfeksiyon sonucunda 3. ve 4.
giin de pkg ve gfp genlerinin susturuldugu belirlenmistir. Bu deneyi takiben pkg geninin
susturulmasinda daha farkli sistemlerin test edilmesi amaci ile pkg genine karsi firkete
yapisinda dsRNA {ireten bakmidin insas1 i¢in gerekli plazmid vektorler hazirlanmastir.

Bu calismada asir1 aktif hareket etme davranisina etkide bulunmasi muhtemel konak
proteinlerin arastirllmasia katki saglayacak viral bakmid sisteminin olusturulmasinda

kullanilacak teknolojinin tasarimi hedeflenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakiiloviriisler, Spodoptera exigua, cGMP protein kinaz (pkg) geni,
RNA interferans
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SUMMARY

Study towards knockdown of Spodoptera exigua pkg gene by antisense RNA

As a result of infection, some behavioural changes occur in insects infected with
baculoviruses. These behavioural changes include hypermobility and climbing the top of
the plant. The mechanisms, by which the virus infection induces this behavioural change,
are largely unknown. In this study, the role of cGMP protein kinase (pkg) gene thought to
be responsible from behavioural changes occurred in host induced by the virus have been
examined. It is shown that for gene provided food searching context and mobility in
different insects, such as Drosophila melanogaster and Apis mellifera.

The aim of the study is to silence Spodoptera exigua pkg gene and determine the role
of pkg gene in the behavioural response of the host. In the study initially, it is detected that
pkg and gfp genes were down regulated with AcCMNPV bacmid producing dsRNA against
these genes. For this purpose, ACMNPV bacmids expressing dsRNAs against target genes
(pkg and gfp) separately co-infected with recombinant AcMNPV expressing gfp to Sf-9
cells. As a result of the infection, it was determined that pkg and gfp genes were
successfully down regulated in the 3 d.p.i and the 4 d.p.i, respectively. Following these
experiments, in order to test different systems for down regulating pkg gene, the plasmid
vectors necessary for constructing bacmid producing dsRNA at hairpin structure against
pkg gene.

In this study it is aimed to design the technology that will be used for the production
of viral bacmid system potentially useful for understanding the mechanism involving

hypermobility behaviour in host insects larvae’s upon viral infection

Key Words: Baculoviruses, Spodoptera exigua, cGMP protein kinase (pkg) gene, RNA
interference
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1.GENEL BILGILER

1.1. Baculoviridae

Bakiiloviriisler ilk olarak ipek iireticilerinin korkulu riiyas: polihidroz hastaliginin
muhtemel nedenlerinden biri olarak ortaya ¢ikmistir. Hastalik adini enfekte ipek bocegi
larva hiicrelerinde gézlemlenen cokyiizlii yansitict parcaciklardan almistir. Bu ¢ok yiizlii
parcaciklarin varligi 1940°da elektron mikroskobisiyle kanitlanmistir (Bergold vd., 1947).

Bakiiloviriis’ler, boceklerde sik sik oOldiiriicii hastaliklara ve hastalik salginlarina
sebep olan biiyiik bir bocek viriisii grubudur. Bu viriise ait virionlar gomiilii yapilar olarak
adlandirilan proteinden meydana gelmis yapilar igerisine gomiiliir. Bakiiloviriis’ler,
cogunlugu Lepidoptera, Hymoneptera ve Diptera ordolarina ait arthropodlarin larval
donemlerini enfekte eder (Federice, 1999).

Inkiizyon vyapilarina gore baculovirus’ler Nucleopolyhedrovirus (NPV) ve
Granulavirus (GV) olmak iizere iki genusa ayrilir (Theilmann vd., 2005) (Tablo 1).
Polihedrin proteininden meydana gelen bir yap1 icerisine gomiilen NPV’ler de morfolojik
olarak her virionda bulunan niikleokapsid sayismma gore iki gruba ayrilir.
Multintikleopolihedroviriis (MNPV)’ler her virionda birden fazla niikleokapsid ihtiva
ederken, single niikleopolihedroviriis (SNPV)’ler her virionda bir niikleokapside sahiptir.
Hem MNPV hem de SNPV’ler her gomiilii yap1 icerisinde ¢ok sayida virion ihtiva
edebilirler. Graniilin proteinden meydana gelen bir yapi igerisine gémiilen GV tyeleri,
morfolojik olarak NPV {iyelerinden rahatlikla ayrilabilir. NPV’ler yogun bir kristal yap1
halinde ve polihedron seklinde iken, GV’ler bir graniil gortinimiindeve oval-silindirik
yapidadir. GV’ler her gdmiilii yapida sadece tek bir virion ihtiva eder.

Son yillarda, birka¢ korunmus gen (polihedrin/graniilin, ge¢ zorunlu faktor-2 ve
DNA polimeraz) ve tiim genomun filogenetik analizlerine gére NPV’ler grup I ve grup II
olmak iizere iki alt gruba ayrilir. Buna gore, tomurcuklanan viriis (BV)’lerden zarf fiizyon
proteini olarak GP64’e sahip olanlar Grup I NPV’ler ve fonksiyonel olarak bu proteine
homolog olan F proteini ihtiva edenler de Grup II NPV’ler olarak gruplandirildi. (Herniou
vd.,2001; Zanotto vd., 1993).

AcCMNPV  (Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus), alfa

baculoviridae Grup I tiiriidiir ve en genis kapsamli arastirilan bakiiloviriistiir. Biitiin bu



detayli arastirmalar nedeniyle AcMNPV bu tezde viriis modeli olarak segilmistir be
Baculoviridae familyasini temsil etmek i¢in kullanilacaktir. Ayrica bakiiloviriisler arasinda

farklilik oldugu da bilinmektedir.

Tablo 1. Bakiiloviriis’lerin Sistematigi

Familya Genus

Baculoviridae Nucleopolyhedrovirus Multiniikleopolihedroviriis
(NPV) (MNPV)
ornek, Autographa
californica MNPV
(AcMNPV)

Singleniikleopolihedroviriis
(SNPV)

ornek, Trichoplusia ni
SNPV (TnSNPV)

Granulavirus (GV) ornek, Trichoplusia ni
GV (CdGV)

1.1.1. Bakiiloviriislerin Replikasyon Siklusu ve Yapisi

Bakiiloviriis yasam sikliisii okliizyon cisimleri (OB) ve tomurcuklanan (BV) viriisleri
olmak tizere iki temel yol izler (Sekil 1). Siklus, okliizyon cisimleri larva tarafindan
yenildiginde baslar. Viriisler bocegin orta bagirsagina girene kadar sindirim borusunu takip
ederler. Orta bagirsakta alkalin pH’tan dolayr polihedron ¢6ziilmeye baslar ve okliizyon
viriisleri (ODV) ortaya c¢ikar. Orta bagirsak yliksek pH’a sahip olan nadir bolgelerden
biridir, OB’ler yiiksek pH’ta coziilebildiklerinden bu da OB’nin orada bir konake1
tarafindan yenene kadar saglam kalacagini gosterir. Viriis daha sonra peritrofik membrana
(PM) geger; ancak bunun kendiliginden mi yoksa baska bir sekilde mi oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Yapilan bazi ¢aligmalar polihedrada belli belirsiz bulunan bakteriyel
proteazlarin bu prosese dahil olduklarini gostermistir (Zummer vd., 1979). Viriisiin PM’ye

gecisinden sonra orta bagirsak epitel hiicre enfeksiyonu olusur (Sekil 2).



Tomurcuklanan Virus (BV) Inkluzyondan Gellsen Viriis (ODV)
BVye ozel Genel Virion ODV’ye
yapilar .
yapilari 6zel yapilar
P 5 —
Viriis DNA’s1 Zarf proteinleri (ODV
oteint (gnt4 Temel DNA baflanma P s Ese, Ha
EFP) proteini (p6.9) =—__| d o il .
Biiyiik Kapsit proteinleri (te g'}')men 9
(vp39, p80, p24) .| gt
p74
e Kapsit apis1 (ORF .
Virion zarfi —— {)629ufp}};7l)8 /83() #+—— Virion zarfi

Polihedrin

PIB PEP (pp34)

Sekil 1. Tomurcuklanan viriis (BV) ve inkliizyondan gelisen viriis (ODV) yapis1
(Blissard, 1996)

Cogu viriiste oldugu gibi bakiiloviriisler konake¢iya girmek i¢in hiicre
reseptorleriyle etkilesim icinde olan birka¢ farkli proteini kullanirlar. Baculoviridae
familyasinda bu proteinler gastrointestinal epitelyal hiicre enfeksiyonunda da bulunan -Per
Os infektivite faktorleri (PIF) olarak adlandirilirlar. Bu ailenin baslica iiyeleri p74-pif, pif-
1, pif-2 ve pif-3 tiir. Bu proteinlerin birbirleriyle ve konakgiyla nasil bir etkilesim iginde
olduklar1 hala arastirilmaktadir (Peng vd., 2010). Bu proteinler sadece ODV
membranlarinda bulunurlar. Ciinkii tomurcuklanan viriisler daha sonrada bahsedilecegi
gibi hiicreleri farkli bir sekilde enfekte ederler. PIF’lerin konake¢1 hiicreye baglanim islemi
tamamlandiginda, iki mebranin flizyonu hiicre sitoplazmasina niikleokapsitin salinimryla
sonuglanir (Rohrmann, 2008). Niikleokapsid basarili bir sekilde hiicrenin igine girdiginde
muhtemelen aktin polimerizasyon tarafindan niikleusa gonderilir (Ohkawa vd., 2008).
Niikleokapsitinin niikleer membrana nasil gectigi hala kesin olarak bilinmemekle beraber,
biiyiikliikleri 30 ve 60 nm arasinda degisiklik gostermesi nedeniyle 38 nm boyutunda olan
niikleer gézenek kompleksinden gecmesi ihtimali s6z konusudur. Niikleustaki genom yeni
viral pargaciklar olusturmak igin ifade edilecek ve g¢ogaltilacaktir. ilk viral proteinler
sentezlendikten ve genom kopyalandiktan sonra yavru viriis (BV form) iiretimi baslar.

Bunlar niikleusta niikleokapsid olarak olusurlar ve viral protein GP16’nin faaliyetiyle NC



niikleustan disar1 yayilir. Daha sonra niikleokapsiti saran niikleer membran kaybolur ve

viriis hiicreden disari ¢iktik¢a hiicre membraniyla yer degistirir.

Kiltir
Hiicresi

endozom
hemolenf
veya
besiyeri )
= - > By
= i \Rroj eni viriis
BV | =}
orta ( — vioenik_SAZCR  \ |
ov bagirsak (;f'}
==, liimeni A~ BV

sitoplazma

oDV mikrovillus

e

peritrofik membran Orta Bagirsak

Hiicresi

Sekil 2. Bakiiloviriis enfeksiyon dongiisiiniin sematik gosterimi
(Friesen ve Miller, 2001)

Bu yayilma yiiksek oranda GP64 ve F protein konsantrasyonlarin oldugu parcaciklar
tizerinde olusur. Bu proteinler yayilmanin gerceklesmesi ve komsu hiicrelere giris igin
gerekli olan proteinlerdir. ilk enfekte hiicreler olan orta bagirsak epitel hiicrelerinde bu
proteinler hiicrenin bazal ve lateral bolgelerine yerlesirler (Keddie vd., 1989; Rohrmann
vd., 2008). Bu durumun niikleokapsidlerin dayanikli olan orta bagirsak yerine daha hassas
olan hiicrelere gonderildigini ve bu sayede viral yayilimi artirdigini agik¢a gosterir. Normal
hiicrelerde bu sekilde yayilmazlar, ancak bu da énemli bir avantaj sayilmaz. Uretilen
viriislerin komsu hiicrelere girisi GP64’iin bilinmeyen bir liganda baglanmasiyla
kolaylasir. Bununla birlikte AcMNPV’de ki BV viriisleri de memeli hiicresi sag kalimina
girebildikleri i¢in bu ligant koruma altindadir. Sistemik enfeksiyon bu sekilde olusmus olur
ve daha sonraki asamalarda virlisiin son transkripsiyon faktorleri birgok farkli gen
transkripsiyonlarim1  baglatir. Bu genlerden biri EGT’dir (ecdysteroid UDP-glukoz

tranferaz). Bu protein bahsedilen ecdysteroidlere glukoz ilave ederek deri degistirme



hormonlarin etkisiz hale getirir ve deri degistirmeyi geciktirir. Deri degistirme ipek bocegi
icin oldukca sikintili bir donemdir ve sistemik enfeksiyondan sonra bir¢ok bdcek bu
donemden sag cikamaz. Larva deri degisiminden O6nce yemeyi de kestiginden gelisimi
durur. Biliylime siirecinin uzamasi da virlisiin isine gelmektedir. Viriisiin son donemi
okliizyon cisimler (OB) olusunca baslar. Ilk olarak niikleokapsidi niikleer membranda
cevreleyen okliizyon viriisleri, BV ve ODV viriisleri arasindaki farkliliklar1 iyice artirarak
olusmaya baglar. Virionlar tamamlandiginda bazilar1 P10 ve diger proteinler OB’leri
olusturan ODV viriisleri etrafinda polihedrin matriksi meydana getirirler. Bu matriks
viriisii 6zellikle konak¢inin digindan gelebilecek olan abiyotik etkilere kars1 korumak igin
ise yarar. Tirt1l 6lmek ilizereyken kitin eksoskeletonu eriten kitinaz ve katepsin proteinleri
belirir. Bu proteinler larvanin eridiginin bir kanitir ve bu da viral yayilimi genisletir ¢iinkii
artik bocek paramparca olmustur. OB’ler agiga ciktiklarinda baska bir konake1 tarafindan
yenip sikliis yeniden baslayana kadar kararl kalabilirler (Rohrmann vd., 2008).

[k viral proteinler iiretildiginde, viral genom biiyiir. Bu muhtemelen biiyiimenin
basladig1 yuvarlanan halka model araciligiyla gerceklesir ve baslama noktasini gectiginde
bile DNA’y1 biiylitmeye devam eder (Oppenheimer vd., 1997). Viral ve konake1
proteinlerin her ikisi de bu islemde rol alirlar. Genomun biiylimesi virojenik stroma denilen
yerlerde olusur. Bu yapiyr replike olmus DNA ve virionun birlikte olustugu tahmin
edilmektedir. Niikleusun 1.45 katlik artisinin virojenik stroma sayesinde oldugu
gozlenebilmektedir. Bunun viral {iretim yapilandirilmasinda rol oynayan aktin ve tubulin
seviyelerindeki artistan kaynaklandigr disiiniilmektedir (Goley vd., 2006; Cheley vd.,
1992).

1.1.2. Genomik Organizasyon ve Viral Proteinler

Bakiiloviriis genomu 80 ile 180 kb arasinda degisebilmektedir. Burada konu edilen
AcMNPV viriistiniin 134 kb biiyiikliigiinde genomu vardir. Bu genomda yaklasik 150 acik
okuma zinciri (ORF) vardir. Diger biitlin viriisler gibi bakiiloviriisler de genomlarindan en
ist seviyede faydalanirlar. Genlerin ¢ogu birbirleri ile iist {iste gelir ve neredeyse hig
liizumsuz DNA kalmaz. Genomda birka¢ tane hrs (homolog bolgeler) bulunmaktadir.
(Rohrmann vd., 2008).

Bakiilovirtisler enfeksiyon baglangici i¢in 6zellikle konak transkripsiyonu ve ceviri

translasyon sistemine ihtiya¢ duyar. Konak RNA polimeraz II ya da protein kinaz



tarafindan harekete gecirilen malum host mitojenin ayar1 diistiiglinde, viriis replikasyonu,
transkripsiyonun engellenmesi ile durdurulur ya da asir1 derecede yavaslatilir. Konake1
RNA polimerazi hrs de bulunan cAMP ve 12 O- tetradecanoylphorbol 13 asetatik yanit
elementlerini (CRE ve TRE) baglayan konakg¢i1 faktorlerden etkilenirler. Bundan sonra
konake¢1 diizenegi ilk viral transkripsiyonlar: olusturur ve bunlarda 6li viral genleri
harekete gecirir. Ayn1 anda viriis sifreli RNA polimeraz bakiiloviriisiine gegis yapar.
Baculoviridae bu stratejiyi gergeklestiren tek DNA viriis familyasidir. Diger sitoplazmatik
DNA viriislerinin de kendi polimerazi vardir ancak onlar konak polimerazlar ve
transkripsiyon faktorlerine direk ulasamadiklarindan dolayr kendilerine ait olanlar
kullanirlar. Bakiilovirlis genomik DNA’sinin transkripsiyonu herhangi viral protein
olmadan basladigindan transkripsiyonel aktivatorler ODV’lerin yapisinda bulunur ve bu
hizli ve etkili enfeksiyon i¢in oldukg¢a onemlidir (Theilmann vd., 1993; Rohrmann vd.,
2008).

Viral gen tanimi su asamalarla nitelendirilebilir; ilk baslangig, baslangig, son, en son.
Bazi gen ve proteinler bu smiflandirmaya gore isimlendirilir; 6rnegin ilk baslangi¢
grubunda olanlar “IE1” seklinde isimlendirilmislerdir. IEIgrubundaki genler

transkripsiyonun 6nemli Onciisiidiir ancak isminin aksine enfeksiyon boyunca aktiftirler.

1.1.3. Bakiiloviriis Uygulamalar

Bakiiloviriisler insan ve hayvanlara olan giivenirligi ve konaklarmin lepidopterayla
siirlt olmasi nedeniyle biyopestisid olarak kullanilmaktadirlar. Bu viriisler seralarda
pestisid olarak oldukga etkilidirler. Bu yiizden bakiiloviriislerden gelistirilen ticari {iriin
SPODXTM sebze ve cigekleri hagerelerden korumada kullanilmaktadir (Szewczyk vd.,
2006). Bakiiloviriisler biyopestisid olarak faydali olmalarma ragmen hayvanlara ya da
cevreye toksisite yayan, besin zincirinde yigilmaya ve hayvanlarda dirence neden olan
kimyasal pestisidler gibi dezavantajlar1 yoktur (Mishra, 1998).

Bakiiloviriislerin yaygin sekilde kullanildig: bir diger alan ise biyoteknolojik amaclar
icin ¢ok cesitli proteinlerin yiiksek derece ekpresyonunda kullanilan ekpresyon
vektorlerdir. Dogal sartlarda bazi proteinleri (polihedron ve pl0) c¢ok fazla
iiretebildiklerinden okaryatik sistemde de memeli sistemi kullanim tehlikeleri olmadan
fazla miktarda protein iiretebilmek i¢in olduk¢a uygundurlar. Yiiksek ekspresyon dogal bir

stire¢ olmasina ragmen transkripsiyon, translasyon ve en Onemlisi post translasyonel



degisiklikleri (glikosilasyon, fosforilasyon ve katlanma) artirmak icin aragtirmalar hala

devam etmektedir (Mishra, 1998).

1.2. Boceklerdeki Davrams Degisiklikleri

1.2.1. for Geninin Davrams Degisikligindeki Rolii

Davranig, hayvanlar i¢in, degisen sartlarla basa ¢ikarken hayatta kalmalarini saglayan
en Onemli aractir. Davranisin hayvanlarla sinirli oldugu fikri, aslinda karmasik isaret
girdileri, analizler ve sonuclar gosteren bitkiler ve mikroorganizmalara da ayrilan bir
dogmadir. Bazi1 bilim adamlar1 bitkilerin zekalar1 hakkinda bile tartigmaktadirlar (Trewaves
vd., 2009).

En temel seviyede bakildiginda, davranis biyokimyasal sistem yolaklarindaki
degisiklilerden meydana gelir. Bu bir¢ok durumda belgelenmistir, 6rnegin boceklerdeki
davranigsal degisiklikler, bazi durumlarda, ‘for’a baglanmistir. Bu degisiklik bocegin
davranisinda ya da yiyecek arayisinda sik sik meydana gelir. Bu davranista parazitlerin ve
mikroorganizmalarin kendi avantajlarina olumlu bir etkisi oldugunun bulunmasi sasirtici
degildir. Ama bu etkiyi tartisgmak i¢in Oncelikle davranisin kendi ev sahipliginde nasil

degistigini bilmek zorundayiz.

1.2.2. Drosophila melanogaster

Davranigsal diizenlemenin en iyi 6rnegi meyve sineginde (Drosophila melanogaster)
bulunmustur. Bu bocegin larva ve yetiskinleri aktifler ve durgunlar seklinde 2 davranigsal
fenotip gosterir. Aktifler ¢ok hareketlidirler ve yiyecek pargalari arasindan c¢abucak
gecebilirler. Durgunlar duragandirlar ve sadece yiyecek olmadiginda aktiflere esit olarak
hareket ederler (Osborne vd., 1997).

Mutasyon calismalariyla, Drosophila genomunda bulunan ve bagimsiz protein kinaz
kodlayan iki cGMP geninden biri olan for’un fenotipi belirlenmistir. Sonraki arastirmalar
PKG ve RNA protein seviyelerinin aktiflerde durgunlardan daha yiiksek oldugunu
gostermistir (Sokolowski vd., 1980; Osborne vd., 1997 ve 2001).

PKG’nin etkiledigi, 6nerilen hareket mekanizmasi yiyecek kalitesi ve yiyecek arama

stratejisini belirlemeyle iliskilendirilir. Bir yetiskin sinek sukroz damlacigina beslenmek



icin birakildiginda, 30 saniye i¢inde aktiflerin hareketi ile, daha iyisini bulacaklarina ikna
olmus gibi tek sira halinde yiyecekten ayrilirlar. Buna ragmen, durgunlar hareketi ile
sinegin yiikksek besin degeri kalitesinde oldugunu sanarak damlanin etrafini sarmaya
calisacaklardir. Dogada, aktif/durgun fenotipleri tam olarak %70 aktif ve %30 durgun
olarak goriiliirler. Her iki fenotipde farkli durumlarda tercih edilebilir olmasindan dolay1
birbirinin varliginda zenginlesir. Yiiksek yogunlukta yetistirme altinda ya da besinin bol
oldugu cevrelerde, fazla paylasmasina gerek kalmadan iyi bir yiyecek bulma sansi daha
fazla oldugu icin aktifler allelinin se¢ildigi gozlenmistir. Diger yandan, diisiik yogunlukta
besin altinda ve tek tip yiyecek alanlarinda yiyecek toplamak icin daha az enerji

harcadiklarindan durgun daha tercih edilebilirdir (Osborne vd., 2001).

1.2.3. Apis mellifera

Bal arilarinin (4pis mellifera) for benzeri, Amfor, da davramigsal hareketlerle
iliskilendirilir. Bu durumda, is¢i (durgun) ve avci (aktif) arasinda farklar gozlenmistir.
Avcilar, meyve sinegi aktif fenotipiyle benzer sekilde daha ¢ok Amfor RNA diizeyine
sahiptir.

Isciler ve avcilar arasindaki tipik yas farkliliklarini hari¢ tutmak igin arastirmacilar,
prekosiyoz avcilar artsin diye varolan tiim avcilart dnceden Sldiirerek degisimi isciden
avcilya sevk etmisler. Bu avcilar daha sonra ayni yastaki is¢ilerden daha yiiksek PKG
mRNA seviyesine de sahip olmuslar. PKG’nin dogrudan, secici olarak PKG, 8-Br-cGMPyi
aktiflestiren bir cGMP benzer kullanarak yapilan davranigsal degisiklik i¢inde bulunup
bulunmadigmi arastirmak icin son bir test yapimis. 8-Br-AMP ile kontroli
karsilastirildiginda, PKG segici olarak aktiflestirildigi ve is¢i bagimli tutumda bir dozda
avcl davraniglart gosterdigi belirlenmis. Bu, PKG’nin burada tekrarlayan davraniglarda

bulundugunun da kabul edildigini gostermistir (Ben-Shahar vd., 2002).

1.2.4. Pheidole pallidula

Bagka bir sosyal bocekte, kirmizi hasat¢i karinca (Pheidole pallidula), for geni
benzeri olan ppfor ifadesi is¢i karincanin davranisin1 da diizenler. Daha kiigiik isciler yem
ararken, daha biiylik is¢iler yuvayr korumak i¢in yatkinlastirilirlar. Hem kiigciik hem de
biiyiik is¢iler kovandan disarida g¢alisir ve ayni yasta olgunlagsmaya ulagirlar ama PKG



aktivite seviyeleri kiiiik ve biiyiik siniflarda farklilik gosterir. Aktif fenotipin yliksek for
seviyeleriyle iliskilendirildigi meyve sinegi ve bal arilarinin aksine aktif karinca diistik for
seviyelerine sahiptir.

Usosyal bdceklerin davranis calismalarinda kullanmanin avantaji belli bir tipte
incelenen bireyler dogru etki verildiginde, davramisi degistirebilmesidir. Lucas ve
arkadaslar1 yem toplama ve savunma etkisiyle 2 tipi uyardi ve bir savunma ya da ‘major’
isaretiyle sunuldugunda PKG eyleminin yiikseldigini ve yem arama ya da ‘minor’
sinyaliyle diistiiglinii gdrmiistiirler.

Immunokimya c¢aligmalar;, minors ve majors arasindaki ifade oriintiilerinde ince
degisiklikler gostermistir. Major’lar minorlarda olmayan beynin for’u ifade eden belli 6n
bolgelerine sahiptirler. Daha 6zel olarak, majorlarda reaktif olup mindrlerde olmayan
mantar viicut pedinkiilii disinda 6n yiizde kiimelenmis yaklasik 5 hiicre bulunmustur.
Mantar bolge ana duyumsal biitiinleyici merkez oldugundan, bu farkliligin davranigsal

fenotipe neden olmasi ¢ok 1yi olabilir (Lucas vd., 2009).

1.3. Patojen Kaynakh Davranis Degisikliginin Sebebiyeti

Davranig belirli parazitler tarafindan degisiklige ugratilabilir. Bu durum hastalik
bulasimini ve parazitin hayatta kalma siiresini uzatabilmektedir. Bu konuda o6rnek
caligmalar vyiiriitiilmektedir. Ornegin, parazit yaban arisi Hymenoepimecis konakgi
orlimcegin normal sartlarda sadece ¢iftlesme zamani1 boyunca yaptigi koruyucu kozasini
ormesine sebep olur. Larva bu kozada giiven igerisinde pupa evresini gecirebilmektedir
(Eberhard, 2000). Cogu parazitler yem arama, hareket yetenegi, genel aktiviteleri
etkileyerek konak¢1 davranisi lizerinde ¢ok daha az 6nemli etkiye sahiptir. Bu durumlarin
kiigiik bir kism1 molekiiler bi¢imde incelenmekte ve sonug¢ olarak davranis degisikligi
tizerinde nasil bir etkiye sahip oldugu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Asagida bazi

patojenler ve bunlarin neden olduklar1 davranis degisiklikleri tartigilmistir.
1.3.1. Paragordius tricuspidatus
P.tricuspidatus circir boceklerine hastalik bulastiran bir tiir kil kurdudur. Bir kez

hastalik bulastiginda circir bocekleri hastalik bulagsmamis olanlarinda goriillmeyen

amagsizca dolasma davranisi sergilerler. Parazit, hastalik bulagtirmaya hazir oldugunda
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circir bocegi suya sempati duyar ve kendini bogarak parazitten kurtulur. Thomas ve
arkadaglar1 tarafindan yiiriitiillen bir calismada enfeksiyon durumunda circir bdceginin
beynindeki psikolojik ve histomorfolojik degisimleri analiz etmeye g¢alismistir (Thomas
vd., 2002). Saptanan c¢ogu degisiklik ilireme ya da c¢evre faktoriiyle ilintilidir (6rn.
Giindiiz/gece). Torinin amino asit yogunlugunda ve daha kiiciik capta valine ve de
tirozindeki degisimlerin davranis degisikligiyle ilintili oldugu incelenmistir. Fakat deneysel
kurulumdan dolay1 bu etkilerin dis etkenlerden kaynaklandigi gercegi de g6z ardi
edilemez. Torin, mantar govdelerindeki ndéro yayilima dahil olan bdceklerde yaygin
bulunan bir ndron uyaricidir. Norotransmiter eksitasyon azaltimi ve noéromodiilator
nitelikleri icermektedir ve memelilerde norol {iremeyi tetikledigi bilinmektedir.
Enfeksiyonlu circir bdcegi beyinleri temel olarak yeni inter noérona doniistiiren
norojenezleri de gostermektedir. Bu sonuglar1 birlestirerek torin derecelerinin  ve
norojenezin davranis degisikligiyle bagintili oldugu hipotezi ortaya koyulmustur fakat
bunlarin parazit tarafindan direkt olarak etkilenip etkilenmedigi hala bilinmemektedir

(Thomas vd., 2002).

1.3.2. Kuduz Viriisi

Davranis degisikligine sebep veren en ¢ok bilinen viriis durumu kuduzdur. Kuduz, en
fazla endotermal hayvanlan etkileyebilen negatif polariteli tek iplikli RNA viriisiidiir. Bir
kez enfeksiyon kapildiginda paralitik (atik) ve ensofalitik (asabi) olarak adlandirilan yan
etkiler goriilmeye baslar. Kizgin hayvanlar aninda asirt tiikiiriik salgilama ve saldirgan
davraniglar1 sergilerler. Bu semptomlar enfeksiyonlu yaralar vasitasiyla viral yayilimi
artirirlar. Bu viriis beyindeki belirli norol alicilar azalttigindan bu sadece bir yan etki
degildir. Bir kez viicuda girdiginde viriis hiicrenin i¢ dengesini ve hayvan enfeksiyon
durumunda oldugu siirece néronu 6ldiirmeden her bir hiicreyi teker teker sinyal vermeden
degistirir. Bu etki, kendileri etki altina girmemis ama bir ¢esit ikinci haberci tarafindan
etkilenmis beyin hiicrelerinde fark edilebilir durumdadir. Bu da gdsterir ki bu durum
tamamen hiicredeki direk viral varlik tarafindan olmamaktadir. Saldirganlik ve asir
tiikiirtik salinimi apagik bir bigimde viriis igin yarar saglamaktadir. Fakat onlarin yan etki
mi yoksa asil etki mi oldugu heniiz agiklik kazanmamistir. Bu iki semptomun yani sira
hayvan istahin1 kaybeder ve kordinasyon eksikligi ¢eker. Bunlar viral yayilimi artirmaz ve

bu yiizden viral miidahalenin yan etkisi olarak kabul goriirler. ilgingtir ki viriisiin yayilimi
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paralitik ve ensefalitik kurbanlardakiyle aynidir. Son c¢alismalar, davranigtaki
degisikliklerin bagisiklik sistemindeki degisikliklerden kaynaklandigini 6ne stirmektedir.
Paralitik kurbanlar ¢cok daha giiclii tepkiler ve dolayisiyla daha diisiik viral ¢ogalma
dereceleri sergilemektedir. Bu da gosteriyor ki giiclii bir bagisiklik sistemi tepkisi davranis
degisikligini durdurabilir. Lakin davranis degisikligine tam olarak neyin sebep olduguna
aciklik getirmek icin daha detayli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir (Leferve vd.,
2009).

1.3.3. Kakugo Viriisii (KV)

Kakugo virlisii bal arilarina bulasan yeni, patojenik olmayan pikorna viriislere
benzeyen bir virlistlir. Bu viriis ilk olarak c¢igirtkan kusa (esek arisina) saldiracak kadar
saldirganlik gosteren is¢i arilarda goriilmistiir. Virlisiin asir1 saldirganlik  gosteren
bireylerde bulundugu ve bu davranisin konakg¢idan ziyade virlisten kaynaklandig
gosterilmistir.

Sonraki ¢aligmalarda zararsiz ve bulasici enfeksiyonlar karsilagtirilmis ve sadece
zararsiz enfeksiyon sirasinda, agresif calisan konak ve viriis arasinda bir korelasyon
bulunmustur. Beyin i¢indeki viriis dagilimi yerinde melezleme ile incelenmis ve bulgular,
viriisiin beyine ayn1 oranda bulasmadigini ve son teorilerin tersine ndronal viicut ekseninde
bulunabilecegini gostermistir. Beynin c¢cDNA mikro dizi analizleri, bir peptid’in,
GB10708/HP30, enfeksiyon sirasinda yiiksek oranda ekspreslendigini ortaya ¢ikarmistir.
Bu protein once hemolenfteki bakteri yayilimi sirasinda bagisiklik efektorii olarak tespit
edilmis ve bu ylizden peptidin manipiilasyona ya da enfeksiyona direkt bir etkisinin olup
olmadig tartisilmaktadir. Her iki yolda, bir ¢ok immunoregiilator efektorii gibi davranig

tizerinde bir etki edebilir (Fujiyuki vd., 2009).

1.3.4. Bakiiloviriis

Bakiiloviriisler, bocek konakeilarinda belirli bir hareket degisikligine sebep
olabilirler. Bakiiloviriis enfeksiyonunda, Lymantria monacha asir1 hareket (hipermobilite)
davranig1 gosterir. Bu aga¢ tepesi hastaligi (tree-top disease) ya da Wipfelkrankheit
(Goulson, 1997; Hofmann, 1891) olarak adlandirilir. Baslangigtaki asiri haraketliligin

viriistin belirli bir bolgeye yayillmasini sagladigi varsayilir. Tirmanma davranisi,
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stvilagmadan sonra viriisiin bulagsmasini artirir, ¢iinkli yagmur damlalar viriisii daha alttaki
yapraklara bulastirabilir (Raymond vd., 2005). Davranis degisikligine sebep olan bir
parazite yonelten bulgular bulunmasina ragmen, uyumsamalarin konak¢iya bagl oldugu
olasiliklar hala var. Hipermobilite, diger larvalarin, viriis enfeksiyonundan kaginmak igin
bir kacis tepkisi olarak sayilabilir ¢ilinkii bocekler genelde yan yana yasarlar. Tirmanma,
konagin daha ¢ok solar radyasyona maruz birakir ve bu da konakta viicut istnmasina neden
olur. Davranigsal ates olarak bilinen bu fenomen enfeksiyon oranlarini yavaslatmak igin
uygulandig1 bilinen bir stratejidir. iltihapli bir larva bitki {izerinde dolastiginda, onu
yiyebilecek predatorlere daha ¢ok maruz kalir ve bu yiizden viriisii diger larvalardan
uzaklagtirir. Bir larva agik havada bir bitkide oliirse, UV 1sinlar segici bir baski yapmak
i¢in viriisii hareketsizlestirebilir (Goulson, 1997). Buna ragmen bunun dogru ya da yanlis
oldugu tartigilir. Tirmanis basladiginda viriis zaten Oliime yakindir ve eger konakgiya
bagliysa daha erken beklenebilir ¢iinkii daha sonra 1sinmak ve yenilmek i¢in daha ¢ok
zaman vardir. Bombyx mori larvasindaki bu fenomenle ilgili ¢alisan bir grup, bir
fosfatazin, Protein Tirozin Fosfatez, hipermobilitede bulundugunu gostermistir. Bir PTP

delesyon mutanti iltihapli larvada hipermobilite eksikligi gostermistir (Kamita vd., 2005).

1.5. Spodoptera exigua Cizgili Yaprak Kurdu

Cizgili yaprak kurdu tiirleri 10 farkli kelebek tiiriinii igerir ve tarimsal iirlinlerde
genelde ¢ok zararlidirlar. Ayrica kuskonmaz otu kurdu, pancar kurdu ve benekli sogiit
olarak da bilinen ¢izgili yaprak kurdu, muhtemelen taninan en iyi tiirlerden biridir.
Evrimsel soyu Asya’ya uzanmasina ragmen tiim diinyaya yayilmistir. Fakat ¢ok genis bir
konakge1 alanina sahip oldugundan diinyanin bir¢ok yerinde bulunmaktadir. Fasulye, seker,
marul, patates ve tahil gibi dénemli tarimsal iiriinlerden beslenir. Ozellikle zararli bir
Ozelligi de yagh larvalarin bir yaprag: bir kere de yemek yerine bitkinin i¢cinde yuva yapma
egiliminde olmasidir (Mau ve Kessing, 2007).

Kelebekler sicak mevsimlerde 1700 kadar yumurta birakabilmektedirler (soguk
mevsimde yaklasik 500 yumurta). Ik birka¢ dénemdeki larvalar birlikte kiimelenme
egilimindedirler, fakat olgunlastikga daha genis bir alam1 kaplamak i¢in yayilirlar. Son
larva donemine olgunlastiklarinda yapraktan diigserler ve topragin i¢inde pupaya girerler.
Ayrica laboratuar caligmalarinda, son donem larvalarin pupalasmadan once kendilerini

yiyecek kiipliniin i¢ine yuvaladiklar1 gozlenmistir. Boceklerin biyolojik kontrolii,
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indoxacarb, lufunuron, spinosad gibi pestisitler ile sinirlandirilmaktadir. Bu insektisidleri
yapragin altina puskiirtmek onemlidir. Biyolojik kontrol son yillarda biraz yer edinmis
olmakla birlikte hala kimyasal pestisitler kadar yaygin kullanilmamaktadirlar. Su anda en
onemli biyolojik kontrol materyalleri Bacillus thuringiensis ve polihidroz virtistidiir (Ac ya
da SeMNPV). Fakat bunlar sadece devreye uzanan yumurtada ve ilk iki instarda etkilidir
(URL-1, 2009).

Bu tez davranisla alakali oldugundan sinir sisteminin dogrudan dahil olmasi kesindir.
S. exigua sinir sistemi, nerdeyse tiim boceklerde oldugu gibi, sinir kordlarina ayrilmis
dorsal merkez beyin ve ventral ikiliden olusur. Bir parcadaki her gangliyal ¢ifti bir
birlestirici ile birbirine sikica bagli ve her iki gangliyal bir sonraki gangliyal ile
baglantilidir. Beyin 6 gangliyal ile birlikte birlesir (3 ¢ift) ve kafada dorsal uzanir. ilk ¢ift,
Protocerebrum, gozler ve oselusu sinir sistemine baglamakla gorevlidir. Larva heniiz
bilesik gdze sahip olmadigindan, bu kisim tirtillarin beyninde yoktur. Ikinci gift,
Deutocerebrum, duyargadan aldigi tiim girdileri isler. Son ¢ift, Tritocerebrum, onceki
cerebradan gelen tiim uyarilan birlestirir ve onu bdcekteki gangliyalin geri kalaniyla
baglar. Bagirsagin altinda kaynamis gangliyalin son yapisi, subdzafagal gangliyon
bulunabilir. Bu yap1 boceklerin agiz yapilarint olusturmak i¢in kaynayan 3 boliimden
olusmustur. Bu ayrica ¢ene kemiginin sinir sistemiyle baglantili ana kismidir. Davranig ve
beyin yapisi arasindaki bag hakkinda c¢ok fazla sey bilinmemektedir fakat bir ¢ok
caligmada protocerebrumdaki mantar govdelerin davranigsal donglide onemli olduklar

gosterilmistir (Fujiyuki vd., 2009).

1.6. for Geni ve Hipermobilite

Simdiye kadar bir¢cok davranig degisikligi ve farkli davranig interferanslari lizerinde
tartisilmigtir. Parazit kaynakli degisiklikler hala tam olarak anlasilamadigindan ¢aligmalar
dogal davranig diizenleme durumlarindan elde edilen bilgilere baglh gerceklestirilmektedir.
Hareketli olan davranis degisikliginde en ¢ok incelenen faktor Drosophila ve digerlerindeki
for genidir (Protein Kinaz G kodu). S. exigua ’daki bakiiloviriis enfeksiyonu hareketlerde
(hipermobilite) degisiklige neden oldugundan PKG’nin bakiiloviriis kaynakl
hipermobiliteye dahil olan akint1 yonii faktorii olabilme ihtimali varsayilmaktadir.

Mevye sinegi, karinca, ar1 konusunda da ele alindig1 gibi for geni cGMP-bagiml

protein kinazi (PKG) kodlamaktadir. PKG ailesi yiiksek devirli GMP seviyeleriyle aktive
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edilen birgok effektor proteini kapsamaktadir. Ornegin, bu nitrik oksit ve natriiiretik peptik
tepkilemelerinde olabilir. Bu ailenin kontrol ettigi prosesler davranig degisikligi platelet
aktivasyonu ve kas gevsemeleri kadar c¢esitlidir (Browning vd., 2001). Genel anlamda
PKG c¢esitli substratlarla serin treonin fosfotransferaz olarak is yapar. Bu fosfor grubunun

eklenmesi proteinin fonksiyonlarin aktif ya da inaktif duruma getirebilir (Feil vd., 1995).

1.6.1. PKG’nin Yapisi

PKG ile ilgili bircok yapisal bilgi benzer ve genis ¢apta incelenen cAMP-bagimli
protein kinazindan (PKA) elde edilmistir. Fakat PKA’nin aksine PKG komsu
polipeptitlerin dimmerlerinden olusur; PKA ise diizenleyici ve katalitik altbirimlerden
olusan bir holoenzimdir. Diizenleyici ve katalitik altbirimler arasindaki bu belirgin fark
PKG da goriilmektedir ancak sadece bir polipetit i¢cindedir. Ayrica PKG N-terminali
dimerizasyondan sorumludur ve psddo substrat motifine sahiptir. Bu motifin PKG cGMP
tarafindan aktive edilmediginde PKG’nin katalitik alanini kapattig1 diisiiniilmektedir
(Browning vd., 2001). Diizenleyici taraf farkli egilimleri olan iki cGMP baglayict kisim
icerir ve sadece bu iki paket cGMP tarafindan kimildatildiginda, psédo substrat motifi
serbest kalir, enzim aktiflesir (Feil vd., 1995). PKA’nin cAMP icin ¢cGMP iizerinden
sadece 50 kat se¢cimi olmasina karsin PKG ¢cGMP i¢in cAMP iizerinden 100 kat se¢cim
tercihine sahiptir.

Bazi PKG varyantlar niikleer lokalizasyon sinyallerini, membran ankraj kisimlarini
ve ilgili G-kinaz ankraj proteinlerini (GKAP) elde etmek icin gosterilmistir fakat bu
sonuglar agirlikli olarak memeli PKG’lar1 gostermek i¢in olusturulmustur ve bu nedenle S.
exigua PKG varyantlariyla direkt olarak iliskili degildir (Tanoue ve Nishioka, 2003;
Scholten vd., 2007).

1.7. Antisens Teknolojisi

Antisens teknolojisi insan, hayvan ve bitkilerdeki hastaliklarin daha spesifik tedavisi
ve yeni kesifleri icin ayrica, fonksiyonel genomik ¢alismalar i¢in ¢ok giiclii bir tekniktir.
Antisens teknoloji olarak bilinen yontemde, antisens RNA molekiilleri hedef genin RNA
mesajina spesifik olarak baglanarak gen ifadesinin molekiiler diizenlenisine engel

olmaktadir. Hastaliklarin olusumunda biiyiik bir paya sahip olan proteinlerin iiretimini
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durdurmak i¢in bu teknoloji, oligoniikleotidler olarak adlandirilan modifiye olmus ya da
olmamis DNA/RNA segmentlerinin kullanimini igermekte ve hiicre iginde, niikleus ve
protein sentez bolgeleri arasindaki genetik bilginin iletimini bloke etmektedir (Antisense
Technologies, 2005). Antisens niikleik asit dizilerinin hedef olacak spesifik mRNA'ya
baglanmasi veya hibridizasyonu, genin genetik mesajinin kesilmesine yol agmaktadir. Bir
genin genetik mesajinin hiicresel proses ile kesilmesi "Knock-Down" veya "Knock-Out"
olarak isimlendirilir. Bu proses, bu genin isleyisini saptamak i¢in arastiricilara olanak
saglamistir. Diger bir 6nemli antisens teknolojisi ise "RNA interferans" olarak adlandirilir.
Antisens alanindaki arastirmalar RNAi (RNA interferans)'nin kesfi ile hiz kazanmistir.
Dogal olarak olusan bu mekanizma sekansa spesifik olup ilk kez Caenorhabtidis elegans
nematodunda kesfedilmistir.

Cogu ilaglar proteinlere baglanirken, antisens molekiiller kendilerine tamalayici olan
hedef RNA ile eslesirler. Antisens oligoniikleotidler mRNA'nin translasyonunu bloke eder
veya RNAaz-H ile mRNA'nin degredasyonuna neden olurlarken, ribozim ve DNA
enzimleri hedef RNA'y1 keserler. RNAi yaklagimlari, RISC ile etkilesen siRNA (small
interfering RNA) molekiilleri ile gergeklestirilir (Kurreck, 2003).

1.7.1. RNA Interferans (RNAi)

[lag sanayi, tedavi amagli gen baskilanmas1 igin her gecen giin kendini
yenilemektedir. Daha onceki arastirmalar, antisens oligoniikleotid ve ribozimleri kapsayan
sekansaspesifik RNA baskilanmasi iizerineydi. Bazi pozitif sonuglar, bu ila¢ platformunda
elde edilirken, stabilite, hedefi bloke etme potansiyeli, hiicreye iletimi ve hedef sekans
secimi gibi teknik konular, klinik olarak ilaglarin etkinliginin gelisimini yavaslatmistir. Son
yillarda, niikleik asit bazli gen inhibisyon yaklagimlarinin klinik olarak gelisiminde
yeniden bir etki yaratma potansiyeline sahip olan RNA interferans (RNAi), gen
regiilasyonunun yeni bir mekanizmasi oldugu gergegini ortaya c¢ikarmistir (Uprichard,
2005).

RNAI, bitkilerde, solucanlarda, mayalarda ve insanlar arasinda yiiksek oranda
korunmus, dogal olarak olusan biyolojik bir islemdir. Hiicre i¢inde iki boliimden olusan bir
yol izine sahiptir. Hiicrede olusan onciil dubleks RNA molekiilii ilk olarak, Dicer
endonukleaz ile 21-23 niikleotidlik kisa fragmentlere ayrilir. siRNA (short interfering
RNA) olarak bilinen bu efektéor RNA'lar, RNA uyaric1 protein kompleksi ile etkilesir
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(RNA inducing silencing protein compleks; RISC). Bu protein kompleksi, siRNA'nin bir
ipligini lider sekans olarak kullanarak, hedef homolog RNA'lar1 kesmektedir. Bitkilerde,
RNAI hiicre savunmasinda rol oynar; virus infeksiyonundan, transpozonlardan (sigrayici
gen) ve tekrarlayici sekanslarin uygun olmayan ifadelenmesinden, hiicreyi korumaktadir.

Memeli hiicreleri de benzer savunma sistemine sahiptir. Bu endogenik RNA'lar, veya
miRNA (microRNA), dicer tarafindan siRNA efektorlerine doniistiiriiliir ve ¢esitli hiicresel
proseslerde 6rnegin, cogalma, apoptozis ve farklilasmada gorev yapan genlerin ifadesinin
diizenlenmesinde rol oynar. siRNA molekiilleri, kimyasal olarak sentezlenip ekzogenik
olarak memeli hiicrelerine verildiginde, hiicresel RISC kompleksine maruz kalir ve
siRNA'ya homolog olan RNA'larin par¢alanmasina aracilik eder (Uprichard, 2005).

RNAI, gen isleyisinin validasyonu ve hizli identifikasyonunda, hedef ila¢ kesfinde,
biyolojik kaynak olarak devrim yapmis, hatta 2002 yilinda, "Science Magazine"tarafindan
"yilin kesfi" olarak nitelendirilmistir ve bazi sirketler, RNA1 bazli tedaviler gelistirme

yoniinde adimlar atmistir (Uprichard, 2005).

1.8. Calismanin Amaci

Bu tezde Spodoptera exigua pkg geninin susturulmasina yonelik molekiiler
caligmalar planlanmigtir. Bu calismada viriisiin konak canlida olusturdugu davranig
degisikliginden sorumlu oldugu diisilen cGMP protein kinaz (pkg) geni roliiniin
incelenmesi hedeflenmistir. Ayrica bu genin RNAi teknigi kullanilarak baskilanabilmesi
ve konaktaki etkilerinin gézlenmesi i¢in olusturulacak viral tabanli sistemin olusturulmasi

amaglanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyaller

2.1.1. Kimyasallar ve Besiyerler

Calismada kullanilan besiyerler, kimyasal maddeler ve enzimler degisik firmalardan
saglanmistir. Bunlardan LB (Luria Bertani) Broth, LB agar, casein hydrolysate, bacto-
yeast extract, sodium chloride, tryptic soy agar, ethilenediaminetetraacetic acid (EDTA)
Merck’ten, tris base, sodium dodecyl sulphate (SDS), sodium acetate, sodium hydroxide,

fetal bovine serum (FBS), ethidium bromide Sigma’dan temin edildi.

2.1.2. Ticari Kitler ve Enzimler

CloneJET™ PCR Cloning kiti ve GeneJET Plasmid Miniprep kiti Fermentas’dan,
[ustra™ GFX Gel Purification kiti GE Healthcare’den, Gateway Cloning kiti ve Pure
Link™ HiPure Plasmid DNA Purification kiti Invitrogen’den temin edildi.

Taq Polimeraz Promega’dan, Phusion Polimeraz Finnzymes’den, T4 DNA ligaz, BP

Clonase II ve LR Clonase II Invitrogen’den temin edildi.

2.1.3. Hiicreler, Plazmidler ve Viriisler

Calismada kullanilan pFastBac Dual polh Ap10 plazmidi, Escherichia coli bakteri
hiicresi ve Spodoptera frugiperda (Sf9) bocek hiicreleri Dr. M. Van Oers’dan
(Wageningen University, Virology Laboratory) temin edildi.

AcMNPV dsRNA anti gfp (yesil floresan protein) rekombinant viriis ve ACMNPV
dsRNA anti pkg (cGMP protein kinaz) rekombinant viriis Dr. M. Van Oers’dan
(Wageningen University, Virology Laboratory) temin edildi.
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2.1.4. Primerler

Tablo 2. pkg ve gfp genlerinin susturulmasi i¢in tasarlanan primerler

Isim Sira 5 —>» 3): Aciklama

attB; - FW pkg RNAi GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATCCG
CCAGGCTGAATAC

attB, - RV pkg RNAi  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAATGCAT — *Nsil
CAAGGCAAGTCTCCA

attB;-FW gfp RNAi  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTACAACA
CTTGTCACTACTTTCA

attB,-RV gfp RNAi  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAATGCAT — *Nsil
GTATAGTTCATCCATGCC

iel-FW GACTCGAGTCGATGTCTTTGTGATGC *Xhol

iel-RV GGATGCATGTCACTTGGTTGTTCACG *Nsil

*Kalm ve italik punto ile belirtilen bolgeler primere eklenen kesim bolgelerini gostermektedir.

2.1.5. Cahismada Kullanilan Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

1 M TRIS HCL: 12,11 g tris 50 mL deiyonize suda (ddH,O) ¢o6zildii. pH’1 8
ayarlandi ve hacim 100 mL’ye tamamlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi.

0,5 M EDTA: 18,6 g EDTA 50 mL ddH,O ¢ozildii. pH’1 8’e ayarland1 ve hacim 100
mL’ye tamamlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi.

3 M Sodium Acetate: 40,8 g sodium acetate 50 mL ddH,O ¢ozildi. pH’1 5,2
ayarlandi ve hacim 100 mL’ye tamamlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi.

TENS Tamponu: 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 0.1 N NaOH, % 0,5 SDS
ilave edilerek karistirildi.

TE Tamponu: Stok Tris ve EDTA ¢ozeltilerinden 100 mL’de 10 mM Tris-HCI pH
8.0, 1 mM EDTA olacak sekilde hazirlandi.

50X TAE Tamponu: 242 g tris base, 57.1 mL glacial acetic acid, 22.6 gr EDTA bir
litre ddH,O ¢o6ziildii.

Luria Bertani (LB) Broth: 10 g casein hydrolysate, 5 g bacto-yeast extract, 5 g NaCl
bir litre ddH,O ¢o6ziildii ve otoklavlanarak steril edildi.
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Luria Bertani (LB) Agar: 10 g casein hydrolysate, 5 g bacto-yeast extract, 5 g NaCl,
15 g agar bir litre ddH,O ¢6ziildii ve otoklavlanarak steril edildi.

2.2. Metod

2.2.1. Hiicrelerin Uretilmesi

S9 hiicreleri 27 °C de %10 Fetal Bovine Serum (FBS) ihtiva eden Grace’in bdcek
besiyerine % 1’lik NaCl ve 1000X Gentamisin eklenerek hazirlanan TN-MFH besiyerinde
biiyiitildi.

2.2.2. Spodoptera exigua pkg Geninin dsRNA Kodlayan AcMNPYV ile
Susturulmasi

Bu deneyde Spodoptera exigua pkg geninin susturulmasi amaci ile Monique van Oers
tarafindan hazirlanmis olan ve genomunda pkg genine karsi dsRNA iireten AcMNPV
dsRNA anti pkg bakmidi kullanilmigtir. Ayrica enfeksiyonun ve susturulmanin gozle
gozlenebilmesi amaci ile p/0 promotoru altina gfp geni yerlestirilmis AcMNPV pl0 gfp
bakmidi ve bu gfp’yi susturabilecek dsRNA iireten AcCMNPV dsRNA anti gfp bakmidi
kullanilmistir.

Deney T25 flasklarda gerceklestirildi. Alt1 adet T25 flaskin her birine 1x10° Sf9
hiicre 4 mL FBS ve Gentamisin igeren Grace’nin bocek besiyeri igerisinde birakildi ve 1
gece 27°C de inkiibe edildi. Ug flaskdaki hiicreler MOI 1, diger 3 flaskdaki hiicreler ise
MOI 5 konsantrasyonunda AcMNPV pl0 gfp viriisii ile enfekte edildiler. AcMNPV pl0
gfp ile enfekte edilen bu hiicrelerde gfp ve pkg genlerinin susturulmalarini gézlemlemek
i¢cin, farkli MOI’deki Ac MNPV pl0 gfp ile enfekte flasklarin birer taneleri AcCMNPV
dsRNA anti gfp viriisii ile birer taneleride AcMNPV dsRNA anti pkg viriisii ile MOI=10
konsantrasyonunda koenfekte edildiler. Kontrol olarak AcMNPV pl0 gfp viriisii ile farklh
MOT’lerde enfekte edilen birer flask hiicre diger viriisler ile koenfeksiyon yapilmadi.
Enfeksiyon karisimi ependorf tiiplerde hazirlandi. Bunun igin ependorf tiiplere 1ml
besiyeri ve MOI 1 / 5 konsantrasyonunda AcMNPV P10 gfp viriisii ve bunlarinda iizerine
MOI 10 konsantrasyonunda AcMNPV dsRNA anti pkg veya AcMNPV dsRNA anti gfp
virlislerinden birakildi. 1 ml besiyeri ihtiva eden tiiplere, daha once konsantrasyonlar1

EPDA (End Point Dilution Assay) yontemi ile belirlenmis AcCMNPV dsRNA anti pkg
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(6x10%), AcMNPV dsRNA anti gfp (6x10%) ve AcMNPV p10 gfp (1,2x10'%) viriislerinden
sirastyla 16 pl, 16 pl, 5 pl, 1 pl ilave edildi. Tiipler nazik¢e karistirildi ve hazirlanan
enfeksiyon karisimi1 damla damla flasklara aktarildi. Hiicreler 2 saat 27°C de 2,5 hizinda
sallayici iizerinde inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda tiim enfeksiyon karisimi uzaklastirildi
ve 4 mL FBS ve Gentamisin igeren Grace’nin bocek besiyeri ilave edilerek 27°C de inkiibe
edildi.

Enfeksiyonu takip eden 24., 48., 72. ve 96. saatlerde hiicrelerin durumlar1 151k ve

floresan mikroskobu kullanilarak fotograflandi.
2.2.3. Hairpin (Firkete) Yapiy1 Tasiyan Bakmidlerin Olusturulmasi
2.2.3.1. Hairpin Olusturacak pkg Geninin PCR Aracihigiyla Cogaltilmasi

PrimerSelect (DNASTAR) programi kullanilarak pkg genine 6zgli primerler Nsil
kesim bolgesini igerecek sekilde olusturuldu. Olusacak PCR iiriiniiniin klonlamasini
Gateway klonlama sistemi ile klonlamayi diisiindiiglimiiz i¢in, bu sistemde primerin oniine
Nsi I kesim bolgesi eklenmesi gerekmektedir. Bu nedenle primeri dizayn ederken basina
Nsi I kesim bolgesi eklendi. Genin ¢ogaltilmasinda hata olmasini1 engellemek i¢in hata
diizeltme aktivitesine sahip phusion DNA Polimeraz (Finnzymes) enzimi kullanildi. PCR

reaksiyonu i¢in tiipe;

Kalip DNA ;1L
5% Phusion tamponu :4ulL
10mM dNTP karisimi 20,4 ul
10 uM attB1 FW pkg-RNAIi ;1 uL
10 uM attB2 RV pkg-RNAIi ;1L
Phusion DNA polimeraz :0,2 uL
H,O : 12,4 uL

karigimi birakildi. PCR reaksiyonu, 98°C’de 30 saniyelik ilk denatiirasyonun ardindan 30
dongii olacak sekilde 98°C’de 10 saniye, 45°C’de 30 saniye, 72°C’de 1 dakika ve son
asama olan 72°C’de de 10 dakika bekletilerek gergeklestirildi. PCR iiriinii, Illustra™ GFX
Gel Purification kiti (GE Healthcare) kullanilarak izole edildi. Mikrosantrifiij tiiplerine
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birakilan jel parcalarinin tlizerlerine, her 10 mg jel pargasi i¢in 10 pl jel ¢6zme tamponu
kullanildi. Karnisim 60°C’de yaklasik 15 dakika jel eriyinceye kadar bekletildi. Her 3
dakikada bir alt iist edilerek karistirildi. Bir siire sonunda baglama tamponu ve jel karigimi
GFX kolonlara aktarilarak 12.000xg’de 30 saniye santrifiij edildi ve siv1 atildi. Kolon 1 kez
500 pul yikama tamponuyla yikandi. Kolon, sonrasinda temiz bir ependorf tiipiine alinarak
uygun 10-50 pl eliisyon tamponu kolona homojen yayilacak sekilde eklendi ve 1 dakika
oda sicakliginda bekletildikten sonra santrifugasyonla kolondan DNA siiziildii. Izole edilen
DNA’nin saflif1 ve konsantrasyonu % 1'lik agaroz jelde elektroforezi ile kontrol edildi ve
0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden % 1 lik agaroz jelde DNA 'nin nisbi konsantrasyonu
belirlendi (Lamda DNA Marker (Promega) ve GeneRuler'™ 100bp Plus DNA Ladder
(Fermentas). Yukarida anlatildig: sekilde PCR f{iriinii jelden temizlendi.

2.2.3.2. Hairpin Olusturacak gfp Geninin PCR Aracihigiyla Cogaltilmasi

PrimerSelect (DNASTAR) programi kullanilarak gfp genine 6zgii primerler Nisil
kesim bolgesini igerecek sekilde olusturuldu. Genin c¢ogaltilmasinda hata olmasini
engellemek i¢in hata diizeltme aktivitesine sahip phusion DNA Polimeraz (Finnzymes)

kullanildi. PCR reaksiyonu igin tiipe;

Kalip DNA 10,5 uL
5x% Phusion tamponu ;4 uL
10mM dNTP karisimi 10,4 ul
10 uM attB1 FW gfp-RNAi :1ul
10 uM attB2 RV gfp-RNAi 21 ul
Phusion DNA polimeraz 10,2 ul
H,0 2 12,9 uL

karigimi konuldu. Reaksiyon toplam 20 pL olarak hazirlandi. PCR reaksiyonu, 98°C’de 30
saniyelik denatiirasyondan sonra 30 dongii olacak sekilde 98°C’de 10 saniye, 50°C’de 30
saniye, 72°C’de 1 dakika ve son asama olan 72°C’de 10 dakika bekletilerek tamamlandi.
PCR sonucunda olusan DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %]1°lik
agaroz jelde yiiriitiilerek, jel goriintiileme sistemi ile goriintiilendi. Yukarida anlatildig:

sekilde PCR f{iriinii jelden temizlendi.
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2.2.3.3. PCR iiriinlerinin Gateway Transfer Vektoriine (pDONR207-765 ng)
Klonlanmasi
PCR iiriinlerinin klonlanmasi i¢in Gateway® BP Clonase™ II Enzyme Mix kiti
(Invitrogen) kullanildi. Gateway klonlama sistemi iki asamali bir klonlama stratejisine
sahiptir. Gateway klonlamanin ilk asamasi olan BP Reaksiyonu i¢in karisim hazirlandi.

Her gen i¢in ayr birer tiipe;

attB-PCR firiinii (35 ng) : 4ul
Donor vektor (pDONR207-765ng) : 1 uL
TE Tamponu, pH 8.0 : 3uL
BP Clonase ™ II enzimi : 2ul

reaksiyon karigimi birakildi ve 25° C’de 1 saat inkiibe edildiler. Karigimlara 1’er uL
Proteinaz K solusyonu eklendi ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edildiler.

\ ccdB
pDONE207

5585 bp '[

——

", ORF
2 P

s -

Sekil 3. Gateway-Transfer Vektorii



23

2.2.3.4. Elektrokompotent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Petriye ekilmis E. coli DH5a hiicrelerinden tek bir koloni alinip NaCl ihtiva etmeyen
LB Broth besiyerine asiland1 ve 37°C’de gece boyunca biiyiitiildii. Bu taze kiiltiirden fazla
miktarda LB Broth besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi. Hiicreler 37°C’de
yogunluklar1 600 nm dalga boyunda 0,6-0,9 olacak sekilde biiyiitiildii. Bakteri
konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca, hiicreler 30 dk buz {izerinde bekletildi.
Ardindan 4°C’de 4.000xrpm hizinda 5 dk santrifiij edildi. S1v1 kisim dokiildii ve ¢okelti iki
kez soguk su ile yikanarak ayni hiz ve zamanda santrifiij edildi. Cokelti soguk % 10’luk
gliserolde ¢oziildii ve 5.000xrpm’de 4 °C’de 15 dk santrifiij edildi. Tekrar iist kisim
dokiildii ve ¢okelti az miktarda %10’luk gliserol i¢inde siispansiyon haline getirildi. Elde
edilen kompotent hiicreler mikrosantrifiij tiiplerine boliindi (50 pl’lik hacimlerde) ve -80

°C’de saklandi.

2.2.3.5. Elektrotransformasyon

Gateway sistemi ile yukarida klonlama reaksiyonunu yaptigimiz rekombinant
plazmidleri aktarmak i¢in elektrokompotent DHS5a hiicreleri kullanildi. Kompotent E. coli
hiicrelerinin bulundugu tiipler buz iizerine alind1 ve bu hiicrelerin iizerlerine 1 pL BP
reaksiyon karisimindan birakildi ve karistirildi. Karisim elektroporasyon kiivetlerine
aktarildi1 ve kiivetler elektroporator cihazina yerlestirildi. Kiivetler cihazda 200 ohm, 1,5-
2K ve 25mF’de 3-4 sn bekletildi. Ardindan kiivetin igerigi 1ml LB Broth besiyerine
transfer edildi ve 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda hiicreler
6.000xrpm’de 2 dk santriflij edilerek ¢oktiiriildii. Cokelti haline gelen hiicreler 100 pul LB
Broth besiyerisinde siispanse edildi ve petri kaplarinda bulunan gentamisin igeren LB Agar

besiyerisi iizerine cam bagetle yayildi. Petriler 37°C’de 1 gece inkiibe edildi.

2.2.3.6. pkg ve gfp Genlerini Tasiyan Rekombinant Klonlarin Koloni PCR ile
Secilmesi
Transformasyon sonucu olusan kolonilerden koloni PCR metodu ile rekombinant
klonlar arastirildi. Kalip DNA olarak direk koloni kullanildi. Bu islemde kiirdan veya pipet
ucu koloniye dokundurularak bir miktar bakteri alind1 ve 30 pL steril su iginde bu bakteri

¢oziildii ve 95°C’de 10 dakika bu karisim bekletildi ve 8000xrpm’de 1 dakika santrifiij
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edilerek siipernatanin 3 pL’si kalip DNA olarak kullanildi. Bu reaksiyon klasik PCR
kosullarinda Taq polimeraz (Promega) enzimi kullanilarak gerceklestirildi. Reaksiyon
karigimi toplam 20 pL’lik hacimde 4 pL 5X Tag tamponu, 0,4 uL. 10 mM dNTP, 1,2 uL
25 mM MgCl,, 1 uL 10 uM pDONR207- FW, 1 uL 10 uM pDONR207-RV ve 0,1 pL Tag
polimeraz (Promega) karisimini igerecek sekilde hazirlandi.

PCR reaksiyonu, 3 dakika 93°C’de baglangi¢ denatiirasyonunun ardindan, genin
cogaltilmasi ve zincirlerin ayrilmasi i¢in 30 saniye 94°C’de, primerin baglanmasi i¢in 30
saniye 55°C’de, sentez i¢in 1 dakika 72°C’de 30 dongii ve son sentez asamasi olan 72°C’de

de 10 dakika bekletilerek gerceklestirildi.

2.2.3.7. Pozitif Kolonilerden Plazmid DNA izolasyonu

Koloni PCR ile pozitif olarak belirlenen klonlardan kit (GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit, Fermentas) kullanilarak saf plazmid DNA’lar1 izole edildi. Bunun i¢in klonu
ihtiva eden 3 ml gece Kkiiltiirleri 7.000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim
uzaklastirildi, ¢okelti 250 pL siispansiyon solusyonunda ¢oziildii ve iizerine 250 pL
parcalama solusyonu ilave edildi. Tiipler 4-5 kez alt iist edildikten sonra 350 pL baglanma
solusyonu ilave edildi ve ayni sekilde tlipler 4-5 kez alt iist edilerek 13.000x7pm’de 5
dakika santrifiij edildi. Cokelti uzaklastirildi ve sivi kisim, kitte bulunan ve iclerinde filtre
ihtiva eden kolonlardan siiziildli. Siizme isleminin ardindan kolonlar iki kez yikama
tamponu 1ile santrifiij edilerek yikandi. Kolonlar temiz mikrosantrifiij tiiplerine gegirildi.
DNA’nin kolonlardan ayrilarak mikrosantrifiij tiiplerine toplanmasi i¢in kolonlarin iizerine
30 uL TE tamponu ilave edildi ve oda sicakliginda 2 dakika bekletildikten sonra
13.000xrpm 2 dakika santrifiij yapildi. Boylece, DNA kolonlardan siiziilerek alttaki temiz
tiipte toplanmis oldu. Izole edilen DNA’larin konsantrasyonlar: spektrofotometrede

Olciilerek belirlendi.

2.2.3.8. Gateway-Transfer Vektoriindeki Genlerin Gateway-Hedef Vektore
(pET28a-GW1a+2) Klonlanmasi ve Koloni PCR ile Klonlarin Se¢imi

Gateway klonlama sisteminin ikinci asamasi olan LR reaksiyonu igin karigim

hazirlandi. Her gen i¢in ayr1 birer tiipe;
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Giris Klonu (150 ng) : 4pul
Hedef Vektor (150 ng) : 1uL
TE Tamponu, pH 8.0 : 3ulL
LR Clonase ™ II enzimi : 2ul

reaksiyon karisimi birakildi ve 25° C’de 1 saat inkiibe edildi. Karisima 1 pL Proteinaz K
solusyonu eklendi ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi yukarida
anlatildigi  sekilde  hazirlanan  reaksiyon  karisimindan  elektrotransformasyon
gerceklestirildi.

BP reaksiyonunda da gergeklestirildigi gibi inkiibasyon neticesinde olusan klonlarin
dogrulugunu kontrol etmek i¢in T;- FW ve T7-RV primerleri kullanilarak ayn1 PCR
sartlarinda koloni PCR gerceklestirildi.

istag

ced attR2 ;/Htemimtou
attR1

Histaq

attR1 {\
pET28a-GW1a+2
8194 bp
ccdB 1
% T ColE1 pBR322 origin
attR2 &
T7 ploFm/

lac operator "

lacl

Sekil 4. Gateway-Hedef Vektorii
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2.2.3.9. Rekombinant Hedef Vektorlerden Plazmid DNA Izolasyonu ve Bunlarin
Restriksiyon Analizi

Koloni PCR sonucu pozitif olarak belirlenen klonlardan gece kiiltiirleri hazirlandi. Bu
kiiltiirlerden saf plazmid DNA’lar1 izole edildi. Izole edilen plazmid DNA’larinin pkg ve
gfp genlerine ait DNA fragmentlerini icerip icermedigini tespit etmek icin bu plazmid
DNA’lar1 Nsil restriksiyon enzimi ile muamele edildi. 30 uL DNA, 4 pL Nsil, 4 pL
enzime ait 10X tamponu ve 2 pL. H,O olacak sekilde 40 pL’lik hacimlerde reaksiyonlar
hazirlandi ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildiler. Enzim muamelesi ile olusturulan iiriinler, %
1’lik agaroz jelde elektroforez edildikten sonra olusan bantlar jelden kesilip mikrosantrifiij
tiiplerine alind1 ve {iriiniin jelden temizlenmesi illustra™ GFX Gel Band Purification kiti

(GE Healthcare) ve kitin i¢inde bulunan kullanma yontemi takip edilerek gergeklestirildi.
2.2.4. pFastBac Dual Vektoriine OpMNPYV iel Promotorunun Klonlanmasi
Rekombinant bakmidde pkg ve gfp genlerinin erken bir promotor olan OpMNPV iel

promotoru altinda ekspres edilmelerine karar verildi. Bu nedenle transfer plazmidi bu

promotoru ihtiva edecek sekilde hazirlandi.
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Sekil 5. pFastBac Dual Vektori
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2.2.4.1. OpMNPYV iel Promotorunun PCR Araciligiyla Cogaltilmasi

OpMNPV iel promotorunu ihtiva eden transfer vektoriimiizii hazirlamak igin
oncelikle OpMNPV iel promotoru bulundugu plazmidden PCR ile c¢ogaltilmasi
gerekmektedir.

Bunun i¢in PrimerSelect (DNASTAR) programi kullanilarak OpMNPV iel promotor
bolgesine 6zgiin primerler Xhol/Nsil kesim bolgelerini igerecek sekilde olusturuldu. PCR

reaksiyonu i¢in tiipe;

Kalip DNA : 0,4 uL
5x Phusion tamponu ;4 uL
10mM dNTP karisimi 10,4 ul
10 uM iel-FW ;1L
10 uM iel-RV : 1l
Phusion DNA polimeraz 20,2 ul
H,0O ;13 puL

karigimi birakildi. PCR sartlar, 98°C’de 30 saniyelik denatiirasyondan sonra 30 dongii
olacak sekilde 98°C’de 10 saniye, 50°C’de 30 saniye, 72°C’de 1 dakika ve son asama olan
72°C’de de 10 dakika olarak ayarlandi. PCR sonucunda olusan DNA fragmentleri, 0,5
pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %1°lik agaroz jelde yiirtitiilerek, jel goriintiileme sistemi

ile gortintiilendi.

2.24.2. OpMNPV iel Promotor Bdlgesinin pJET1.2/blunt Vektoriine
Klonlanmasi
PCR ile ¢ogaltilan OpMNPV iel promotor bdlgesini ihtiva eden bant agaroz jelden
kesildi ve Illustra™ GFX Gel Band Purification kiti (GE Healthcare) kullanilarak yukarida
belirtildigi gibi temizlendi.
Jelden temizlenen DNA fragmentleri, pJET1.2/blunt (Sekil 6) vektoriine (Fermentas)
3:1 oraninda (0,3 pg DNA fragmenti ve 0,1 pg pJET1.2/blunt) hazirlanarak yapistirildi.
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Sekil 6. pJET1.2/blunt Vektorii

Reaksiyon 1ul pJET1.2/blunt vektori, 5 pl 2x ligasyon tamponu, 1 pul T4 DNA ligaz, 1,5 ul
H,O ve 1,5 ul DNA fragmenti bir araya getirilerek 10 pl’lik hacim i¢inde gerceklestirildi.
Ligasyon karisim 4°C’de 16 saat inkiibasyona birakildi.

Ligasyon iirliniinden 1 - 3 pL alinarak kompotent E.coli DH5a hiicrelerine transform

edildi. Olusan kolonilerden gece kiiltiirleri hazirlandi.

2.2.4.3. Miniprep Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid DNA’larin izolasyonu i¢in hizli miniprep metodu kullanildi. Yukarida
belirlenen klonlardan olusturulan gece kiiltiirleri 14.000xg’de 2 dakika santrifiij edilerek
coktiiriildii. Hiicrelerin iizerindeki siipernatant geride 50 pl kalacak sekilde dokiildi ve
¢okelti bunun iginde vortekslenerek ¢oziildii. Uzerine 300 ul TENS tamponu (10 mM Tris-
HCI pH 8.0, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM N NaOH, % 0,5 SDS) ilave edilerek karistirildi.
Bunu takiben iizerine 150 pl 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ilave edildi ve tekrar 5-6 kez alt
iist edilerek karigtirildi. 14.000xg’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatant temiz tiipe alindi
ve tizerine 900 pl % 100’lik etanol ilave edilerek 14.000xg’de 2 dakika santrifiij yapildu.
Cokelti %70’1ik etanol ile yikandi ve kurumaya birakildi. Kuruyan ¢okelti 50 pl ddH,O’da

¢oOziildii.
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Izole edilen plazmid DNA’larin OpMNPV iel promotor bdlgesine ait DNA
fragmentlerini igerip igermedigini tespit etmek i¢in plazmid DNA’lar1 6ncelikle Nsil DNA
restriksiyon enzimi ile muamele edildi. 10 ul DNA, 0,5 ul Nsil, 1,5 pl enzime ait 10X
tamponu ve 3 pl H,O olacak sekilde 15 pl’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve
37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan karistm % 1°lik jelde elektroforez yapildi.
Dogru DNA fragmentlerini iceren klonlar belirlendi. Bu klonlarin 2 tanesi seg¢ildi,
bunlardan GeneJET™ Plasmid Miniprep Kiti (Fermentas) kullanilarak plazmid DNA izole
edildi. Bu klonlarin dogru niikleotid dizisini icerip icermedigi DNA dizi analiziyle kontrol
edilmistir. Plazmid DNA’lardan 150 ng/uL konsantrasyonda 10 pL hazirland1 ve dizi

analizine gonderildi (Eurofin, Germany).

2.2.5. pFastBac Dual iel Vektoriiniin Olusturulmasi

pFastBac Dual (pFBD) vektoriine iel promotor bolgesini klonlayabilmek igin
vektorii uygun sekilde hazirlanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in pFastBac Dual (pFBD)
vektorii Nsil ve Xhol restriksiyon enzimleri ile muamele edildi. 2 pL. DNA, 3 uL Nsil, , 3
uL Xhol, , 3 uL enzime ait 10X tamponu ve 19 pLL H,O olacak sekilde 30 pL’lik hacimde
reaksiyon hazirlandi ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

Bu arada sekans sonucu dogrulanan pJET OpMNPV ie-1 vektorii Nsil ve Xhol
restriksiyon enzimleri ile muamele edildi. 30 uL. DNA, 5 puL Nsil, , 5 pL Xhol, , 5 uL
enzime ait 10X tamponu ve 5 uL H,O olacak sekilde 50 pL’lik hacimlerde reaksiyonlar
hazirlandi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

Yukarida anlatildigi gibi enzim muamelesi ile olusturulan iirlinler % 1’lik agaroz
jelde elektroforez edildikten sonra olusan bantlar jelden kesilip mikrosantrifiij tiiplerine
alindi ve iriiniin jelden temizlenmesi illustra™ GFX Gel Band Purification kiti (GE
Healthcare) ve kitin icinde bulunan kullanma ydntemi takip edilerek gerceklestirildi. Izole
edilen DNA’larin saflifi ve konsantrasyonu % 1’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edildi.

Jelden temizlenen DNA fragmentleri, 3 oraninda pFastBac Dual vektorii 1 oraninda
da OpMNPV ie-1 promotor fragmani olacak sekilde bir araya getirildiler. Reaksiyon 1 pL
pFBD vektorii, 5 pL 2x ligasyon tamponu, 1 uL. T4 DNA ligaz (Promega) ve 3 L DNA
fragmenti bir araya getirilerek 10 pL’lik hacim iginde gerceklestirildi. Ligasyon karigimi 4
°C’de 16 saat inkiibe edildi.
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Ligasyon iiriinleri E.coli DHS5a hiicrelerine elektrotransformasyonla aktaridi ve
inkiibasyon neticesinde olusan kolonilerin dogrulugunu tepsit etmek icin yukarida
anlatildig1 gibi ve sartlarda koloni PCR gerceklestirildi.

Ikinci olarak restiksiyon analizi ile koloni PCR sonucu belirlenen pozitif klonlarin
dogrulugu kontrol edildi. Bunun i¢in bu klonlardan kit (GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit,
Fermentas) kullanilarak saf plazmid DNA’lar1 izole edildi. izole edilen plazmid DNA’lar1
Xhol ve Nsil restriksiyon enzimleri ile muamele edildi. 30 uL DNA, 5 uL Nsil, 5 uL X#hol,
5 pL enzime ait 10X tamponu ve 5 pL H,O olacak sekilde 50 pL’lik hacimlerde
reaksiyonlar hazirland1 ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Ardindan karigim %1°lik jelde
elektroforez yapildi. Klonlanan DNA fragmentlerini iceren klonlar belirlendi ve iirlinler
yukarida anlatildigr sekilde Illustra GFX Gel Purification kiti (GE Healthcare)

kullanilarak izole edildi.



3. BULGULAR

3.1. pkg ve gfp Genlerine Kars1 dsRNA Kodlayan AcMNPV Viriisii ile Ko-
enfeksiyon

Spodoptera exigua pkg geninin olusturulmus bu gene karst dsRNA {ireten
Autographa californica Multicapsid Nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) ile susturulmasini
gozlemlemek amaci yapilan bu deneyde, AcCMNPV pl0 gfp ile MOI 1 konsantrasyonunda
enfekte hiicrelerde 24. saatte, gfp ekspresyonu ger¢ceklesmezken, MOI 5
konsantrasyonunda enfekte hiicrelerde 24. saatte gfp ekspresyonu gozlemlenmistir.
Enfeksiyonu takip eden 24. saatte MOI: 10-1 (AcMNPV dsRNA anti pkg MOI 10,
AcMNPV dsRNA anti gfp MOI 10, AcMNPV pl0 gfp MOI 1) i¢in hiicrelerde gfp
ekspresyonunun gergeklesmezken MOI: 10-5 (AcMNPV dsRNA anti pkg MOI 10,
AcMNPV dsRNA anti gfp MOI 10, AcMNPV pl0 gfp MOI 5) gfp ekspresyonu
gozlemlendi fakat dsRNA anti gfp ve dsRNA anti pkg ile enfekte edilen hiicrelerin
ekspresyon seviyelerinde herhangi bir farklilik goriilmedi. 48. saatte polihedrin yapilarin
olusmaya basladig1 her iki enfeksiyonda da goriildii ve yine gfp ekspresyon seviyelerinin
ayni oldugu gozlendi. 72. ve 96. saatlerde her iki enfeksiyonda yapilan gézlemlerde ise
dsRNA anti pkg ile enfekte olan hiiclerde gfp ekspresyonunun dsRNA anti gfp ile enfekte
olan hiicrelere gore daha da az oldugu ve hiicrelerde ayn1 zamanda polihedrin sayisinda
artis oldugu gozlendi (Sekil 7; Sekil 8).

Deney sonucuna gore enfeksiyondan sonra 3.giin ve 4.glin sonunda dsRNA

kullanilarak pkg geninin baskilandig1 belirlendi.



P10 - dsRNA anti GFP P10 - dsRNA anti GEP

p10 - dsRNA anti P p10 - dsRNA anti PKG
10-1 / ?2.Giin 10-1 / 3.Giin

P10 - dsRNA anti GFP

D10 - dSRNA anti PKG
10-1 / 4.Gun

Sekil 7. Diigiik bakmid enfeksiyonu durumunda pkg geninin dsRNA kullanilarak
susturulmasi. A; Kontrol ( p10 gfp Ac MNPV rec. bakmid, MOI:1), B; p10
gfp AcMNPV rec. bakmid (MOI:1) ve AcMNPV dsRNA anti gfp
(MOI:10), C; pl0 gfp AcMNPV rec. bakmid (MOI:1) ve AcMNPV
dsRNA anti pkg (MOI:10)



| -p(10) GEP ACMNPY
“ “rec. bacmid

P10 — dsRNA anti GIP P10 - dsRNA anti GFP

p10 — dsKNA anti PKG p10 - dsRNA anti PKG ]
10-5/ 3.Gan 10-5 / 4.Gun

Sekil 8. Yiiksek bakmid enfeksiyonu durumunda pkg geninin dsRNA kullanilarak
susturulmasi. A; Kontrol ( p10 gfp Ac MNPV rec. bakmid, MOL:5), B; p10
gfp AcMNPV rec. bakmid (MOLS5) ve AcMNPV dsRNA anti gfp
(MOI:10), C; pl0 gfp AcMNPV rec. bakmid (MOI:5) ve AcMNPV
dsRNA anti pkg (MOI:10)
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3.2. Hairpin Olusturacak pkg Geninin PCR Aracihigiyla Cogaltilmasi

Spodoptera exigua pkg geni, dizayn edilen uygun primerler ile PCR’da ¢ogaltildi.
PCR iiriinleri agaroz jelde elektroforez yapildi. 726 bp biiyiikliglinde ki pkg bant1 agaroz
jel lizerinde belirlendi (Sekil 9).

pkg M

— 1000
— 500

726bp ——»

Sekil 9. PCR ile ¢ogaltilmis S. exigua pkg geninin
agaroz jel goriintiisii, M: 1 kb DNA
Ladder (Promega)

3.3. Hairpin Olusturacak gfp Geninin PCR Aracihigiyla Cogaltilmasi

gfp geni, dizayn edilen uygun primerler ile PCR’da ¢ogaltildi. PCR fiiriinleri agaroz

jelde elektroforez yapildi. 614 bp biiyiikliigiindeki gfp geni banti agaroz jel iizerinde
belirlendi (Sekil 10).

+“— 6l4bp

Sekil 10. PCR ile ¢ogaltilmis gfp geninin agaroz jel
goriintlisti, M: 1 kb DNA Ladder (Promega)
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3.4. Gateway Klonlama

3.4.1. BP Reaksiyonu

PCR ile gogaltilan pkg ve gfp genleri jelden temizlenerek pDONR207 klonlama

vektoriine aktarildilar. pkg ve gfp genlerini ihtiva eden pozitif klonlar koloni PCR
yontemiyle belirlendi (Sekil 11).

Sekil 11. Koloni PCR ile belirlenen pozitif klonlarin
agaroz jel goriintlisii, M: 1 kb DNA Ladder
(Promega), 1-2-3: pkg geni, A-B-C: gfp
geni

3.4.2. LR Reaksiyonu

BP Reaksiyon sonrasi koloni PCR ile belirlenen dogru klonlardan kit (GeneJET™
Plasmid Miniprep Kit, Fermentas) kullanilarak saf plazmid DNA’lar1 izole edildi. izole
edilen plazmidler, pET28a- GW1a+2 ekspresyon vektoriine LR Clonase ™ II enzimi
vasitast ile aktarildi. Bu reaksiyonda pkg ve gfp genlerinin bulunduklar1 pDONR207
vektoriinden pET28a- GW1a+2 vektoriine rekombinasyon ile aktarilmasi beklenmektedir.
Bu genleri ihtiva eden rekombinant pET28a-GW1a+2 vektorleri restriksiyon analizi ile

belirlendi ve agaroz jelde elektroforez yapildi (Sekil 12).
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Sekil 12. Nsil restriksiyon enzimleri ile
kesilen pET28a-GW1la+2, pkg
ve gfp’nin %!1’lik agaroz jel
elektroforezi goriintlisii. (1 ve
2: pET28aGW1a+2 + pkg’nin
Nsil kesim sonucu, 3 ve 4:
pET28a-GWlat+2 + gfp’nin
Nsil kesim sonucu, M: 1 kb
DNA Ladder (Promega))

3.5. pFastBac Dual Vektoriine OpMNPYV iel Promotorunun Klonlanmasi

Bacmid olusturmak i¢in kullanilacak transfer vektoriinde (pFastBac Dual) pkg ve gfp
genleri erken transkripsiyon gercgeklestiren bir promotor olan OpMNPV iel’in Oniine
klonlanmasina karar verildi. Bunun igin oncelikle OpMNPV iel promotoru bulundugu

yerden PCR ile ¢ogaltilarak pFastBac Dual vektoriine klonlandi.

3.5.1. OpMNPY ie-1 Promotorunun PCR Aracihigiyla Cogaltilmasi

OpMNPYV iel promotor bdlgesi uygun primerler ile PCR’da ¢ogaltildi. PCR iiriinleri

agaroz jelde elektroforez yapildi. Beklenilen 600 bp civarindaki bant agaroz jelde
gorlntiilendi (Sekil 13).
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1000 bp ——

——600 bp
500 bp ——

Sekil 13. PCR ile ¢ogaltilmis OpMNPV iel promotorunun
agaroz jel elektroforezi goriintiisii. M: 1 kb DNA
Ladder (Promega), 1: OpMNPV iel promotor
bolgesi

3.5.2. OpMNPY iel promotor bolgesinin pJET1.2/blunt Vektoriine Klonlanmasi

OpMNPYV iel promotor bolgesi PCR ile ¢cogaltildiktan sonra pJET1.2/blunt klonlama
vektoriine aktarildi. iel promotor bdlgesinin pJET1.2/blunt klonlama vektoriindeki
mevcudiyeti restriksiyon analizi ile teyit edildi (Sekil 14). Klonlanan fragmenti igerdigi
belirlenen klonun niikleotid sirasinin dogrulugunun belirlenmesi i¢in dizin analizi
(Eurofins) yapildi. Elde edilen niikleotid sirast NCBI web adresindeki blast programi

kullanilarak degerlendirildi ve yanlis igermedigi belirlendi.
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1000 bp ——
— 600 bp

500 bp ——

Sekil 14. Xhol/Nsil restriksiyon enzimleri ile kesilen
pJET1.2/blunt ve iel’in %1 ’lik agaroz jel
elektroforezi goriintiisii (1: pJET1.2/blunt’in
Xhol ve Nsil kesim sonucu, M: 1 kb DNA
Ladder)

3.5.3. pFBD iel Vektoriiniin Olusturulmasi

Klonlanan iel promotoru niikleotid dizilimini dogru igeren klondan kit kullanilarak
plazmid DNA izolasyonu yapildi. pJET1.2/blunt vektdriine klonlanmis iel promotoru
pFBD polh Ap10 vektoriine aktarilmak {izere Xhol/Nsil restriksiyon enzimleri ile kesildi
ve agaroz jel elektroforezine tabii tutuldu. Bu arada pFBD polh Apl0 vektorii de aym
enzimler ile kesildi. Xhol ve Nsil restriksiyon enzimleri ile kesilmis vektor ve ayni

enzimler ile kesilmis iel promotoru birbirine yapistirildi.
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M1 M2 1 2 3 4

1000 bp ——

500 bp ——

Sekil 15. Xhol/Nsil restriksiyon enzimleri ile kesilen pFBD
polh N pl0 vektorii ve iel’in %1’lik agaroz jel
elektroforezi goriintiisii (1,2,3,4: pFBD polh A pl0
vektoriiniin Xhol ve Nsil kesim sonucu, M: 1 kb
DNA Ladder)



4. TARTISMA

Baz1 patojenler, konaklarinda davranigsal degisimlere neden olabilir. Bu olgu
patojenin bulagmas1 veya hayatta kalma olanagini arttirici durumlari ortaya ¢ikarabilir. Bu
konu iizerinde cesitli orneklerle calisilmugtir. Ornegin, parazit yabanarisi larvalar
Hymenoepimecis sp. Konak oOriimceklerin normalde sadece kur sirasinda yaptiklari
koruyucu koza ag1 érmelerini saglar ve bunu pupa donemlerini gegirmek icin kullanirlar.
Bir¢ok parazitin konak davranigi lizerinde belirgin etkileri oldugu belirlenmistir. Yiyecek
arama, hareket yetenegi veya genel aktivitelerinde bu etkiler goriilmektedir. Bunlarin ¢ok
azmin molekiiler diizeyde mekanizmalar1 arastirilmis ve bu davranis degisiklikleri altinda
yatan gercekler hakkinda oldukga sinirli bilgiler elde edilmistir (Eberhard, 2000).

Virlisler konak davranisi iizerinde oldukca etkili klinik sendromlarla birlikte
davranigsal degisimlere neden olurlar. Bunun en bilinen 6rnegi kuduz viriisiidiir. Kuduz
virlisli, bulastigi canlida sebep oldugu saldirganlik ve asiri tiikiiriikk salgisit saliiminin
acikca viriisiin yayilisina katki sagladigi bilinmektedir (Lefevre vd., 2009).

Diger bir viral 6rnekte bal arilarinda Sliimciil olmayan enfeksiyona neden olan
pikorna benzeri virlislerden Kakugo viriislerdir (Iflaviriisler). Bu viriis, ilk olarak is¢i bal
arilarinin (Apis mellifera L.) beyin dokularinda kesfedilmistir. Bu viriisle enfekte olan is¢i
arilar saldirgan olmaktadir. Bu saldirgan isci bal arilar1 en tehlikeli diismani1 dev esek
arllarma (Vespa mandarinia japonica) saldirmaktadir. Bu davranigin sadece viral
enfeksiyon olan bireylerde goriilmesi, bunun viriis enfeksiyonu nedeniyle ortaya ¢iktigin
diisiindiirmiistiir (Fujiyuki vd., 2009).

Bakiiloviriislerle enfekte olan bocekler de, enfeksiyon sonucu davranis
degisikliklerinin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Bu davranigsal degisimler bocegin asiri aktif
hareketi ve bulundugu yerden dikey dogrultuda (bitkinin) en iist noktaya tirmanmasidir. Bu
olgu ‘‘Wipfelkrankheit’” (Agac tepesi hastalif1) olarak adlandirilmistir (Goulson, 1997;
Hofmann, 1891). Bu davranigin temelinde viriisiin daha genis bir yayilma imkan1 hipotezi
one siirlilmektedir. Tirmanma davranisi, viriis enfeksiyonu sonucunda sivilagsan larvanin
viicudunun damlalar halinde alt bdlgelerde bulunan yapraklara dagilarak daha genis bir

alana yayilmasin kolaylastirmaktadir (Raymond vd., 2005).
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Her ne kadar parazitlerin davranis degisiklerine neden oldugu diisiiniilse de bu
adaptasyonlarda konak canlinin etkin olabilecegi kuvvetle muhtemeldir. Bir bagka goriise
gore ise larvalarda goriilen hizli hareket yetenegi ve tirmanma davranisi yeni nesillere viral
partikiillerin ulagsmasmi ve dolayisiyla da enfeksiyonu baskilamak icin konak canl
tarafindan gergeklestirilen bir davranis olabilir. Tirmanma canliyt daha fazla giines
kaynakli UV 1sinlarina maruz birakacaktir. Bu olgu davranigsal ates (behavioral fever)
olarak adlandirilir. Konagin bu mekanizmay1 viral enfeksiyonu diisiirme amaclh yaptigi
diisiiniilmektedir. Ayrica tirmanma sonucunda bitkinin {ist bolgelerinde bulunacak olan
larvalar avcilara daha agik hale gelecek ve dolayisiyla avlanarak yeni neslin bulunacagi
bolgeden uzaklastirilmis olacaktir. Bu durumda viriis bulundugu ortamdan uzaklastirilmis
olacaktir. Clinkii viriisler avcinin sindirim sistemindeki asidik ortama dayaniklidir. Son
olarak, konak i¢in savunma mekanizmasi olarak diisiiniilen teori ise larvalarin giines
isinlarina  agik sekilde maruz kaldiklart durumda UV isinlan virlisleri inaktif hale
getirmesiyle inaktif viriislerin yayilmalarina ragmen enfeksiyona neden olmalar1 imkanini
ortadan kaldirmaktadir (Goulson, 1997). Dikkate alinmas1 gereken en énemli noktalardan
biriside larvanin tirmanmaya enfeksiyon baslangicinin hemen ardindan m1 yoksa ge¢ bir
asamasinda mi basladigidir. Ciinkii enfeksiyonun hemen ardindan ortaya ¢ikacak bir
tirmanma davranist konak kaynakli bir davranigsal haraket oldugu goriisiinii desteklerken
enfeksiyonun ge¢ sathasinda goriilecek bir tirmanma davranist viral kaynakli bir kontrolii
isaret edecektir. Bu iki teorinin temelinde eger enfeksiyonun baslangicinda larva tirmanma
davranig1 gosteriyorsa, avcilar tarafindan tiiketilmesi veya UV 1smlarina maruz kalarak
enfeksiyonun baskilanmasi sanst daha fazla olacaktir. Bu teorilerde goriildiigii gibi
davranigsal degisimlerin kaynagi hakkinda fakli yaklasimlar bulunmaktadir. Bu etkileri
parazitin, konagin veya her ikisinin mi birlikte olusturdugu arastirilmalidir. Burada
gorildiigii iizere viral enfeksiyon sonucu bocekte meydana gelen davranigsal degisikliklere
neden olan mekanizmalarin kaynagi heniiz net olarak bilinmemektedir.

Ancak son yillarda bakiilovirus grubuna dahil Bombyx mori niikleopolihedroviriisle
(BmNPV) ipek bocegi (Bombyx mori) larvalarinda gergeklestirilen calismalarda BmNPV
tarafindan kodlanan protein tirozin fosfataz (ptp) geninin konagin asir1 aktif hareket
etmesinde etkili oldugu belirlenmistir p#p geni uzaklagtirrllan BmNPV’nin enfekte ettigi
ipek bocegi larvalarinda asir1 aktif hareket etme davranis1i gozlenmedigi ortaya

konulmustur (Kamita vd., 2005).
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Davranig, canlilarda farkli yasam kosullarint goéz Oniinde bulundurdugumuzda
yagsamlarini siirdiirmelerinde en 6nemli etkenlerden birisidir. Davranig en temel manada
canlida meydana gelen biyokimyasal degisimler sonucunda ortaya ¢iktig1 ve biyokimyasal
bir dizi olaymn siali olarak kontrollii bir sekilde diizenledigi bir olgudur. Ornegin
boceklerde davranigsal degisimlerin gesitli tiirlerde for (foraging=Besin arama) geni ile
baglantili oldugu bulunmustur. Buradaki degisimler besin arama ve hareketlilik {izerinde
gorilmektedir. Parazitlerin ve mikroorganizmalarin bu degisimleri kendi avantajlarina
kullanmalar1 olduk¢a yaygin karsilasilan bir olgudur. Tabi ki tiim bu olgulan
tartigabilmemiz i¢in konagin kendisinde olan tiim bu degisimlerin kaynagimi bilmemiz
temel olarak gereklidir.

Davranisin  diizenlemesi mekanizmalar1t iizerinde en detayli ¢alismalarin
gergeklestirildigi canli sirke sinegi Drosophila melanogaster'dir. Sirke sinegi larvalar1 ve
erginlerinde iki farkli davranis tipi gosteren bireyler bulunmaktadir. Bu bireylerin
gosterdikleri davranigsal fenotipler hareketli ve durgun olarak adlandirilmaktadir. Hareketli
fenotip besin arama davranisinda agir1 aktif davranig gosterirken durgun fenotip sadece
besin tiikkendigi durumda yeni besine yonelmek iizere hareket etmektedir (Osborne vd.,
1997). Yapilan genom haritalama ¢alismalar1 sonucunda Drosophila genomunda dg?2 (for)
geni (cGMP bagimli protein kinazlardan, pkg) tespit edilmistir.

Yapilan ¢alismalar PKG, RNA ve protein diizeyinin hareketli fenotipte durgun
fenotipe oranlar daha yiliksek oldugu tespit edilmistir (Sokolowski vd., 1980; Osborne vd,
1997 & 2001). Benzer durum bal arilarinda da (Apis mellifera) tespit edilmistir. Bal
arilarinda for geni homologu Amfor olarak adlandirilan gen tespit edilmistir. Bu
durumdaki farklilik Drosophila’da oldugu gibi is¢i balarilart (hareketli) Amfor RNA
diizeyinin, disi arilardakinden (durgun) yiliksek oldugu belirlenmistir (Ben-Shahar vd.,
2002).

Kirmiz1 karincalarda (Pheidole pallidula) bulunan for geninin homologunun (ppfor)
orneklerin aksine bir davranigsal diizenlemede etkili oldugu tespit edilmistir. Bu
karincalarda yuvanin korunmasindan sorumlu karincalar da yiiksek PKG aktivitesi
gozlemlenirken, kiiclik is¢i karincalar yuvadan uzak mesafelerde aktif besin arama
gorevine sahip olmasina ragmen diisiik PKG aktivitesi gostermektedir (Lucas vd., 2009).

Yiiksek sosyal yapiya (eusocial) sahip boceklerde bu tip arastirmalarin
gergeklestirilmesinin temel nedeni, bu tip boceklerde gérev paylagimi olmasidir. Bu sosyal

yapida bocekler farkli gruplarda farkli gorevlere 6zellesmistir. Bu durumda belli gruba
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dolayisiyla belli goreve sahip bir bdcege uygun sinyal verilmesi kosulunda rolii
degistirebilmektedir.

Burada da goriildiigii gibi farkli davranigsal degisimler canlilar aleminde bulunmakta
ve farkl iligkiler icermektedir. Mikroorganizma kokenli davranis degisimleri heniiz tam
olarak anlagilamadigindan, bu calismada davranislarin diizenlenmesinde etkileri oldugu
tespit edilen molekiiller (PKG v.b.) lizerine odaklanilmasi hedeflenmistir.

Drosophila ve diger orneklerde agiklandigi gibi, davranis degisimlerinde etkili
oldugu bilinen faktoér Protein Kinaz G kodlayan for genidir. Bakiilovirlis enfeksiyonu S.
exigua'da asir1 aktif hareket davranigina neden olmasi sebebiyle, konak PKG'nin
bakiiloviriis enfeksiyonu sonucu S. exigua'da ortaya cikan davranista etkili bir faktor
oldugu hipotezi ortaya konulmustur.

Bu c¢alismada Spodoptera exigua pkg geninin susturulmasi i¢in kullanilacak olan
firkete yapida dsRNA {ireten viral bakmid (viral tabanli sistemin) yapisinin olusturulmasi
hedeflemistir. Bu yapinin olusturulmasinda kullandigimiz strateji RNAi teknolojisidir.

Ik olarak Monique van Oers tarafindan olusturulmus ve pkg ve gfp genlerine karst
dsRNA iireten bacmidlerin bu genlerin susturulmasinda etkili oldugu belirlenmis ve
buradan hareketle bu genleri susturmada daha farkli bir sistem olan firkete yapida
dsRNA’larin etkinligini test etmek amaci ile firkete yapida dsRNA {ireten bacmidlerin
insasina karar verilmistir. Bunun i¢in Oncelikle S. exigua pkg genine 0Ozgii firkete
dsRNA’lan iiretecek viral bakmidin olusturulmasinda kullanilacak plazmid vektorler
hazirlandi. Bu vektorler hem pkg genine hem de genin susturulma verimliliini test
edebilmek icin kullanilacak olan yesil floresan protein genine (gfp) 06zgii olarak {iretildi.
Vektorler bakmid rekombinasyonunda kullanilacaktir. Bocek hiicresi olarak Spodoptera
frugiperda (S19) hiicreleri kullanilmistir.

Ileriki galigmalarda olusturulacak PKG-RNAI viriisler ile S. exigua larvalar enfekte
edilerek larvalardaki pkg transkripsiyon seviyeleri QPCR ile northern blot ile test edilecek
ve viral enfeksiyonun S. exigua ‘da goriilen davranigsal degisimlere etkisinin biyokimyasal

temeli aydinlatilmis olacaktir.



5. SONUCLAR

Bu c¢alisma sonucunda Spodoptera exigua pkg genin RNAi teknigi kullanilarak
susturuldugu belirlendi ve konaktaki etkilerinin gézlenmesi i¢in viral tabanli sistem
olusturuldu.

Monique van Oers tarafindan olusturulmus ve pkg genine karst dsRNA iireten
AcMNPV viriisii ile gergeklestirilen enfeksiyondan sonra 3. ve 4. giin sonunda pkg geninin
susturuldugu belirlendi. Daha sonra pkg geninin susturulmasinda daha farkli sistemlerin
test edilmesi amaci ile pkg genine kars: firkete yapida dsRNA {ireten bakmidin ingasi i¢in

gerekli plazmid vektorler hazirlandi.



6. ONERILER

Tezin tartisma boliimiinde de belirtildigi gibi bazi patojenler, konaklarinda
davranigsal degisimlere neden olabilirler. Bakuloviriis enfeksiyonu S. exigua’da asiri
hareket davranisina neden olmasi sebebiyle, konak PKG’nin bakiiloviriis enfeksiyonu
sonucu S. exigua’da ortaya ¢ikan davranista etkili olup olmadigimin belirlenmesi oldukga
Oonemlidir.

Ileriki ¢alismalarda pkg genin susturulmasi igin olusturulmus firkete yapi, pFastBac
Dual iel vektoriine klonlanlanarak bakiilovirlis ekspresyon sisteminde rekombinant
bakmidler olusturulabilir. Elde edilen PKG-RNAI viriisler ile S.exigua larvalari enfekte
edilerek larvalardaki pkg transkripsiyon seviyeleri QPCR ile test edilebilir. Boylece S.

exigua’da goriilen davranigsal degisimlerin etkisinin biyokimyasal temeli aydinlatilabilir.
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